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I. INTRODUCCION

1. Justificacion del estudio

Las hepatitis viricas son el resultado de la infeccion del higado por diferentes
tipos de virus con tropismo hepatico como son los virus de la hepatitis A, B, C,
D y E (VHA; VHB; VHC; VHD; VHE). La infeccidon por virus de la hepatitis C
(VHC) constituye un serio problema de salud publica debido a su elevada
prevalencia y tendencia a la cronificacién, asi como por el desarrollo de fibrosis
y cirrosis. Ademas, se sabe que los pacientes infectados por VHC evolucionan
de manera muy diferente y presentan respuestas diversas al mismo tratamiento
aun en el caso de condiciones homogéneas de infeccidon, como son el mismo
genotipo viral, cantidad de indculo similar, etc. Por tanto, deben existir factores
genéticos del hospedador que condicionan estas diferentes respuestas. El
analisis de estos factores podria permitir un mejor conocimiento de la historia
natural de la infeccion y un manejo clinico de los pacientes mas eficaz. En
general, los estudios genéticos realizados en este tipo de pacientes estan
condicionados por el nimero de individuos incluidos y la heterogeneidad tanto
genética como de clasificacion diagndstica de los mismos. El presente trabajo
aporta un numero relativamente amplio de pacientes, procedentes de una
misma area geografica y seguidos durante un largo periodo de tiempo por el
mismo grupo clinico, por lo que se minimizan tanto los posibles sesgos
relacionados con el virus como, las variaciones observadas cuando son
diferentes grupos los que diagnostican y realizan el seguimiento de este tipo de

pacientes.

2. Virus de la hepatitis C

Desde la década de los anos cincuenta los dos tipos fundamentales de virus
causantes de hepatitis se denominaban “infecciosos” y “séricos” (Havens WP Jr
et al., 1945). Numerosos ensayos experimentales asi como la aparicion de
varios cuadros agudos de hepatitis en un mismo sujeto, generalmente

drogadictos por via parenteral y hemofilicos tratados con hemoderivados,
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hicieron sospechar la existencia de un tercer tipo de virus de la hepatitis. En la
década de los sesenta se pusieron a punto las técnicas de diagndstico del virus
de la hepatitis B (VHB) y en los afios setenta la metodologia para la deteccion
del virus de la hepatitis A (VHA). Nuevamente la aplicacion de los test
diagndsticos para la determinacion del virus de la hepatitis A con resultados
negativos en pacientes con hepatitis no-B adquirida tras transfusion, hizo que
aumentasen las sospechas de la existencia de un nuevo virus de hepatitis no
filiado hasta la fecha (Feinstone SM et al., 1975). Finalmente, y tras la
introduccion sistematica de los test para detectar el virus de la hepatitis B, se
volvia a constatar la presencia de un nuevo virus llamado virus no-A, no-B
(NANB) cuyo diagndstico se realizaba por exclusidon de otros como VHA, VHB y
citomegalovirus (CMV).

A pesar de todos los esfuerzos realizados desde abordajes tanto viroldgicos
como inmunoldgicos, no fue hasta finales de los ochenta cuando se
consiguieron clonar determinadas regiones del genoma de este virus, al que se
denomind virus de la hepatitis C (VHC). Fue a partir de entonces cuando se
desarrolld un test diagnostico para detectar anticuerpos especificos frente al
VHC (Choo QL et al., 1989). Finalmente, el desarrollo de este método
diagnostico para la determinacidon de anticuerpos especificos circulantes frente
a este virus, demostrd que la mayoria de las hepatitis NANB de origen
postransfusional eran debidas a la infeccién por VHC.

En la actualidad, el VHC pertenece al género Hepacivirus, encuadrado dentro de
la familia Flaviviridae. En relacion con las caracteristicas estructurales del VHC,
en primer lugar consta de una envuelta lipoproteica que deriva de la membrana
celular del hospedador, en la que estan incluidas proteinas virales. Esta
envuelta recubre la nucleocapside formada por las proteinas del core, en cuyo
interior se encuentra el genoma viral.

Aunque su forma se desconoce en detalle, algunas imagenes de microscopia
electréonica han permitido detectar formas esféricas de entre 60-70 nm de
diametro, que proyectan unas protuberancias hacia fuera, las cuales parecen
corresponder con las proteinas E1/E2. A continuacién, la figura 1 muestra un

esquema simplificado de la estructura del VHC.
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Figura 1. Esquema de los principales componentes estructurales del virus de la

hepatitis C.

Respecto del genoma del VHC, este se caracteriza por presentar una Unica
cadena de RNA con polaridad positiva. En ella encontramos una regién 5 UTR
de 341 nucledtidos con estructura secundaria donde existen las denominadas
regiones IRES (Internal Ribosomal Entry Site) que estan implicadas en la
traduccidon del RNA viral. Es ademas una zona con alto grado de conservacion
por lo que se piensa que pueda jugar un importante papel en la replicacion del
virus. A continuacion existe una zona estructural donde se encuentra en primer
lugar la region C, que codifica la proteina basica de la nucleocapsida y
posteriormente las regiones E1 y E2/NS1 relacionadas con la sintesis de la
glicoproteina de la envuelta, una de cuyas caracteristicas es la presencia de
dominios hipervariables. A continuacion en el dominio no estructural se
encuentran genes que codifican seis proteinas: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y
NS5B. La proteina NS2 presenta actividad proteasa, el producto del gen NS3
presenta actividad proteasa, helicasa y fosfatasa, las proteinas NS4A y B
funcionan como cofactores y los productos génicos de NS5A y B, funcionan

como serin-proteasa y RNA-polimerasa respectivamente. Para finalizar, existe
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una region 3 UTR, con un pequefio niimero de nucleétidos (entre 150 y 300) y
con tres regiones diferenciadas. Una primera pequefia y conservada, otra con
hasta 200 nucledtidos donde se localiza una regidon poli-U y finalmente una
tercera denominada 3 X altamente conservada. En la figura 2 se esquematiza la

estructura genética del VHC.

PROTEASA COFACTORES

ENVUELTA HELICASA
FOSFATASA

SERIN | RNA-POLIMERASA
PROTEASA

Figura 2. Estructura genética del virus de la hepatitis C.

3. Historia natural de la infeccidn por virus de la hepatitis C

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha declarado la infeccion por VHC
un problema de salud publica (Kenny-Walsh E, 2001). En la actualidad se
calcula que la prevalencia mundial de la infeccidén por VHC es de un 2%-3%, lo
que se traduce en 180-200 millones de personas infectadas por este virus (Alter
M3J, 1995; Polyak SJ, 2003). En torno a un 15-20% de los infectados evoluciona
a un proceso de aclaramiento viral espontaneo. Un estudio realizado
recientemente en poblacién italiana confirmd que alrededor de un 17% de los
sujetos infectados aclaraban espontaneamente el virus (Mazzeo C et al., 2003).
Se desconocen los factores que determinan que algunos individuos infectados
aclarzn espontaneamente el virus, mientras que otros cronifican la infeccion.
En este sentido, diferentes estudios han relacionado factores genéticos del

hospedador con el aclaramiento viral espontaneo (Kenny-Walsh E, 1999;
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Messick K et al., 2001; Mascheretti S et al., 2004). Asi, se ha sugerido que la
inmunidad innata, y concretamente las células NK (Natural Killer, o “asesinas
naturales”) a través de los receptores KIR, puede estar involucrada en este
proceso (Kakoo SI et al.,, 2004). Otro aspecto importante que se produce
durante las primeras fases de la infeccion por VHC es la liberacion de diferentes
tipos de quimiocinas que intervienen de manera directa en el mantenimiento
del infiltrado celular relacionado con el proceso inflamatorio. Estas moléculas, a
través de sus receptores especificos, podrian jugar un importante papel en el
proceso de aclaramiento viral espontaneo. En este sentido, existen diferentes
trabajos que muestran alteraciones en los niveles de quimiocinas en pacientes
con infeccién por VHC (Marra F et al., 1999). Por ultimo, estudios recientes
indican que el tipo de respuesta celular frente a la infeccién viral resulta
decisivo para su evolucion. Asi, se sabe que el control del balance TH1/TH2 de
la respuesta inmune adaptativa es fundamental en este tipo de infecciones. Por
tanto, alteraciones en la expresion de determinadas citocinas podrian favorecer
una respuesta TH1 CD4+ y CD8+ mas eficiente en la eliminacién del agente
viral y por el contrario, una respuesta con predominio TH2 favoreceria la
cronificacion (Lloyd AR et al., 2007).

Los datos de aclaramiento viral espontaneo indican que aproximadamente un
80% de los individuos cronifican la infeccidon, desarrollando un proceso de
fibrosis progresiva muy variable, que desemboca en una situacién de cirrosis en
un 20-30% de los casos, y que en ocasiones requiere la necesidad de un
trasplante hepatico. En general, la aparicion de la fibrosis es un proceso
insidioso, que no cursa de forma clara y la mayor morbi-mortalidad en estos
pacientes se asocia con situaciones de cirrosis, que puede sobrevenir a partir de
los 15 afios de evolucién. Entre las complicaciones mas importantes que
pueden aparecer en este tipo de pacientes se incluyen ascitis, encefalopatia
hepatica, fallo renal y sangrado de varices. Aunque los pacientes cirroticos
pueden permanecer durante largos periodos de tiempo exentos de
complicaciones graves, en ocasiones aparecen descompensaciones de la cirrosis
que se asocian con bajo grado de supervivencia. Otro aspecto relacionado con

la morbilidad de la cirrosis es el desarrollo de hepatocarcinoma que esta
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considerado como un importante factor de riesgo asociado (Davis GL et al.,
2003).

3.1. Fibrosis hepatica por VHC

La fibrosis hepatica es un proceso que se produce como consecuencia de un
dano crénico a nivel hepatico, junto a un depodsito continuado de proteinas de
la matriz extracelular (PME). Estas dos caracteristicas ocurren basicamente en
la mayoria de las enfermedades hepaticas cronicas. Actualmente se sabe que la
infeccion por VHC es una de las principales causas en el desarrollo de fibrosis
hepatica junto con la infeccién por VHB, consumo excesivo de alcohol y la
esteatosis hepatica no alcohdlica.

Como se ha dicho anteriormente, uno de los acontecimientos que se producen
durante el proceso de fibrosis es el depdsito de PME que origina la
desorganizacidon de la arquitectura del tejido hepatico, apareciendo numerosas
lesiones fibrosas que posteriormente causan la aparicion de nodulos de
regeneracion hepatica, lo que se define como cirrosis. Esta situacion produce
disfuncién hepatocelular, asi como un incremento de la resistencia intrahepatica
al flujo sanguineo, lo que clinicamente se traduce en insuficiencia hepatica e
hipertension portal.

Tradicionalmente la fibrosis hepatica se ha considerado como un proceso pasivo
e irreversible debido a que se produce un colapso del parénquima hepatico, el
cual es sustituido por un tejido rico en colageno. Este concepto ha ido
cambiando, y en la actualidad se habla de un modelo dinamico en el que se
produce una /esion (accidon) — curacion (reaccidon) como respuesta a un dafio
hepatico cronico.

Durante los afios 80 se describieron las células hepaticas estrelladas (CHE)
como las principales productoras de colageno a este nivel, y se determind su
papel en los procesos de fibrosis hepatica. A partir de entonces se
estandarizaron los métodos de obtencion de estas células, asi como el cultivo
continuo de las mismas que actualmente se acepta como modelo de estudio
(Rockey DC et al., 1992). También se desarrollaron modelos animales en ratas

y ratones transgénicos en los que se confirmaron los estudios previos realizados
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en cultivos celulares, y ademas se identificaron potenciales mediadores
fibrogénicos. Por otro lado, junto a las CHE, se ha demostrado que otros tipos
celulares como los miofibroblastos portales y células procedentes de médula
0sea, son capaces de desencadenar procesos fibrogénicos.

Por tanto, la fibrosis hepatica es el resultado de un proceso de lesion-reparacion
frente a un dano repetido. Tras una hepatitis viral, en la que se produce dafio
hepatico agudo, las células parenquimales se regeneran y sustituyen a las
células que han sufrido necrosis o apoptosis. Es precisamente este proceso el
que se relaciona con respuestas de tipo inflamatorio y con el depdsito de
proteinas de la matriz extracelular.

Como hemos comentado anteriormente, un alto porcentaje de los pacientes
que se infectan por VHC cronifican la infeccidn, y es esta situacion de agresion
permanente la que origina fallos en el proceso de regeneracion. Asi, tras la
destruccion de los hepatocitos, estos son sustituidos por grandes cantidades de
PME, entre las que se incluyen colageno, fibronectina, acido hialurdnico, etc
(figura 3). Este proceso es el que origina la aparicion de la fibrosis y posterior
deterioro de la funcién hepatica.

Por otra parte la distribucién de este material fibroso depende del agente
causal, asi en la hepatitis crénica de origen viral la regién de depdsito esta en
torno a la zona portal, y por el contrario en hepatitis inducidas por consumo de
alcohol las regiones afectadas se localizan a nivel pericentral y perisinusoidal
(Pinzani M, 1999). En cualquier caso, un hecho demostrado en situaciones de
fibrosis-cirrosis es la presencia de entre 7 y 10 veces mas cantidad de PME en
un higado con una fibrosis avanzada o cirrosis respecto de un higado sano
(Arthur M3, 2000).
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Figura 3. Alteraciones que aparecen en la arquitectura hepatica tras la accion

crénica del virus de la hepatitis C.

En general podemos decir que el resultado de la fibrosis esta condicionado a
dos niveles. En primer lugar hay un incremento en la actividad de las CHE que
adquieren propiedades contractiles, proinflamatorias y fibrogénicas; esto ultimo
produce directamente un aumento de las PME. En segundo lugar hay un
descenso en la actividad de las metaloproteinasas, que se encargan
especificamente de degradar las PME, debido a la sobreexpresion de inhibidor
tisular de metaloproteinasas.

Por otro lado, existe una gran variabilidad en la respuesta desde el punto de
vista de la progresion de la fibrosis en los pacientes con infeccién por VHC o
sea, que no todos los pacientes expuestos al mismo agente causal desarrollan

el mismo grado de fibrosis hepatica ni lo hacen a igual velocidad. Por tanto, los
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factores propios del hospedador parecen desempenar un importante papel en
este proceso (Poynard T et al., 1997).

Diferentes estudios han aportado informacion relevante sobre la variabilidad
existente entre pacientes con un rapido desarrollo de fibrosis y pacientes con
evolucion lenta. Una propuesta para explicar, al menos parcialmente, estas
variaciones son los factores genéticos del hospedador. Asi, uno de los mayores
avances en el conocimiento de la etiologia de la fibrosis hepatica ha sido la
identificacion y estudio de genes candidatos implicados en este proceso. En
estos estudios se han utilizado diferentes herramientas como la activacién de
CHE, fundamentales en el proceso de fibrogénesis hepatica (Reeves HL et al.,
2002), o el estudio de la expresidén génica en modelos de fibrosis hepatica en
roedores (Jiménez W et al., 1992). Ademas, la introduccion de mutaciones
dirigidas ha permitido la deteccion de genes fundamentales implicados en la
modificacion de la fibrosis hepatica (Rudolph KL et al., 2000). Finalmente la
utilizacién de microarrays ha facilitado el estudio de perfiles de expresion
genética, y todo esto ha permitido identificar potenciales genes candidatos
implicados en la activacion de CHE, asi como su relacion en el desarrollo del

proceso de fibrosis hepatica.

3.2. Respuesta al tratamiento de la infeccion por VHC

Hace mas de veinte afos que se conoce el beneficio del tratamiento con
interferdn alfa (IFN-a) en pacientes con hepatitis crénica VHC, incluso antes de
la identificacién del virus (Hoofnagle J et al., 1986). La monoterapia con IFN-a
conduce a un marcado descenso en los niveles séricos de RNA viral y a mas
largo plazo al sostenimiento de esta situacion tanto a nivel sérico como
hepatico (Lau DT et al., 1998). Desafortunadamente este tratamiento tiene un
éxito limitado, con un porcentaje maximo de respuesta de 12% en periodos de
6 meses, llegando hasta un 20% cuando el tratamiento se amplia a 12 meses
(Di Bisceglie AM et al., 2002). Posteriormente y con la incorporacién de la
ribavirina (RBV), un agente antiviral de amplio espectro, se ha elevado el
porcentaje de respuesta sostenida hasta un 40% (McHutchison JG et al., 1999).

Mas recientemente, la utilizacion de una molécula modificada de IFN-a
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mediante la unidn covalente con la molécula de polietilenglicol (IFN-a pegilado)
ha permitido disponer de un farmaco con mayor vida media y mejor perfil
farmacocinético (Glue P et al., 2000). Con la incorporacidn de este farmaco han
mejorado aln mas las tasas de respuesta llegando a valores de hasta un 56%
(Manns MP, 2001 et al.; Fried MW et al., 2002). En la actualidad las
recomendaciones terapéuticas del MNational Institutes of Health Consensus
Development Conference Statement de 2002 en la infeccion cronica por VHC
estan basadas en la terapia combinada con IFN-a y RBV.

El IFN-a es una citocina con una importante funcién en la respuesta inmune
innata antiviral, cuyo mecanismo de accidén consiste en transmitir sefiales al
interior de la célula a través de receptores situados en la superficie celular
(figura 4). En esta ruta intervienen de manera acoplada las proteinas JAK-1
(Janus-activated Kinase-1) y Tyk2 (Tyrosine Kinase-2). La accion de las kinasas
fosforiladas resulta en una activacion de proteinas STAT-1 y STAT-2 que son
traslocadas al nudcleo y ejercen su accidén incrementando la trascripcion de
genes estimulados por IFN (ISG) que codifican proteinas con actividad antiviral

(adenosin deaminasa, protein kinasa R y 2 5 “oligoadenilato sintasa).
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Figura 4. Mecanismo de accion propuesto para el IFN-a en la infeccion por
VHC.

La RBV es un andlogo de nucledsido (guanosina) con una gran actividad frente
a patdgenos virales (Feld 1] et al., 2005). Como comentamos anteriormente su
incorporacién en la terapia frente a VHC mejord sustancialmente los
porcentajes de respuesta viral sostenida en pacientes infectados por VHC,
incrementando por un lado la proporcion de casos que aclaraban el virus y
disminuyendo por otro el nimero de recaidas. El mecanismo de accion antiviral
propuesto para la RBV se desarrolla a cuatro niveles que se muestran en la
figura 5. Un primer nivel a través de inmunomodulacion, modificando el balance
TH1/TH2. Existen evidencias de que una respuesta TH1 se relaciona con
aclaramiento viral mientras que en una situacién en la que predomina la

respuesta TH2 se tenderia a la cronificacion. En este sentido, parece ser que la
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RBV favoreceria el balance hacia la respuesta TH1. Tanto ensayos in vitro (Tam
RC et al., 1999), como la existencia de una respuesta celular mas intensa en
pacientes tratados con terapia combinada en relacion a aquellos tratados con
monoterapia apoyan esta hipdtesis (Cramp ME et al., 2000). El segundo nivel
de actuacién seria la inhibicién directa de la replicacion viral, bloqueando la
replicacion al ser incorporada en la sintesis del material genético viral por la
RNA polimerasa, y por su accion directa inhibiendo a la RNA polimerasa. El
tercer mecanismo propuesto esta basado en el bloqueo de la sintesis de GTP, el
cual es imprescindible para la replicacion viral. Finalmente, el cuarto mecanismo
de accidon propuesto para esta molécula es la produccién de mutagénesis en el
RNA viral (Contreras AM et al., 2002). A continuacién, se muestran los

diferentes mecanismos de accion propuestos para la RBV (figura 5).
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Figura 5. Modelo de accion propuesto para la ribavirina en el tratamiento de

pacientes con infeccién cronica por VHC.

Como se ha dicho anteriormente, la respuesta al tratamiento presenta
diferencias entre los pacientes. Asi, los patrones de respuesta al tratamiento
frente al VHC se agrupan en respuesta sostenida, respuesta al finalizar el

tratamiento seguido de recaida y no respuesta. El origen de esta situacion
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parece ser debida fundamentalmente a factores relacionados con el virus como
son fundamentalmente el genotipo del virus y otros como la carga viral. Por
otro lado, existen factores relacionados con el hospedador que también tienen
importancia en la respuesta al tratamiento. Asi por ejemplo, condiciones tales
como sexo, grado de fibrosis, edad, niveles basales de hierro, grado de
resistencia a la insulina y obesidad han sido relacionados con la respuesta
(Heathcote EJ et al., 2005). Ademas, algunos trabajos se han centrado en las
diferencias detectadas en cuanto a la respuesta al tratamiento en relaciéon con
la raza (Muir Al et al., 2004), lo que apoya la importancia del fondo genético
con la respuesta al tratamiento. Asi, la existencia de polimorfismos situados en
genes implicados tanto en la cascada del IFN-a, como en otros genes que
pudieran verse afectados por su accién (Abu-Khabar KS et al., 1992), podrian

tener un papel en el resultado final de la respuesta al tratamiento.

4. La respuesta inmunitaria frente a la infeccion por VHC

El sistema de reconocimiento inmunoldgico innato que induce la expresion de
genes con efecto antiviral estd basado en los receptores de patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMPs), que originan la induccion de IFNs
de tipo 1 y desencadenan la respuesta antiviral (Sen G, 2001). En el caso de la
infeccion por VHC, diferentes estudios basados en modelos animales han
puesto de manifiesto que durante el pico de replicacion viral sélo un 10 % de
los hepatocitos estan infectados, hecho que apoya la hipotesis de una rapida
respuesta antiviral, a través de IFNa. El origen de este IFN no esta del todo
claro, parece que los hepatocitos infectados junto con algunas células del
sistema inmune inician esta respuesta que posteriormente es amplificada
(Bigger CB et al., 2001). Las células NK son claves en la respuesta inmune
innata y, por tanto, juegan un importante papel en la resolucidon de infeccion
por VHC ya que muchos virus inhiben la expresién de moléculas HLA como
mecanismo de escape del sistema inmune adaptativo. Las células NK
intervienen en mecanismos de lisis directa de células que no expresan
moléculas HLA en superficie. Las moléculas HLA actian como ligandos de los

receptores inhibidores KIRs, de esta forma, al desaparecer las senales de
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inhibicion predomina la sefial activadora por lo que se ponen en marcha los
mecanismos de lisis  (figura 6). Ademas, estas células producen IFNy y
promueven la acumulacidon de células linfoides e inflamatorias en la zona de
infeccion (Salazar-Mather TP et al., 2006).
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Figura 6. Mecanismo de reconocimiento y accién de las células NK

Otra interesante funcién de las células NK es su capacidad de estimular la
maduracién de las células presentadoras de antigeno (células dendriticas, CD)
mediante la secrecién de IFNy y TNF-a, estableciendo un nexo de unién entre
la inmunidad innata y adquirida (Munz C et al., 2005). En este sentido, defectos
en las células NK de pacientes con infeccidn crénica por VHC provocan
alteraciones en la maduracion de las CD (Jinushi M et al., 2004). Ademas, las
CD reconocen particulas y material genético virales a través de sus receptores
de superficie (receptores tipo Toll, DC-SIGN, etc), este reconocimiento puede
promover la maduraciéon de estas células (Lozach PY et al., 2004). La

informacion actual sobre el efecto directo del VHC en la funcion de las CD no es
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concluyente (Pachiadakis I et al., 2005), aunque algunos autores han descrito
que las CD de los pacientes VHC tienen dafiada la funcion aloestimuladora, lo
que se traduce en un deficiente sistema de presentacion antigénica viral (Bain C
et al., 2001), y otros autores han descrito un descenso en el nivel de CD,
aunqgue con una completa actividad funcional (Longman RS et al., 2005).

Tanto la respuesta inmune innata celular como la produccién de IFN aparecen
en las fases precoces de la infeccion por VHC. Sin embargo, la resolucion de la
misma depende fundamentalmente de la respuesta adaptativa. El control de la
infeccion aguda depende de una activacion vigorosa, directa, amplia y
sostenida de las células T especificas para el virus (Racanelli V et al., 2003;
Bowen DG et al.,, 2005) y la proteccién frente a infecciones recurrentes
depende de los linfocitos T memoria CD4+ y CD8+ (Grakoui A et al., 2003;
Shoukry NH et al., 2003). Las células T CD4+ son criticas en el establecimiento
de una respuesta celular y humoral efectiva (Elliot LN et al., 2006). De esta
forma, fallos funcionales en células especificas frente a antigenos virales se
relacionan con la cronificacion (Shoukry NH et al., 2004) y ademas, se ha
demostrado en modelos animales mediante estudios de deplecién celular, que
la pérdida de CD4+ se relaciona con la cronificacion de la infeccién por VHC
(Grakoui A et al., 2003). En cuanto al patrén de citocinas producido por las
células T CD4+ especificas para VHC, una respuesta predominantemente TH1
se asocia con la resolucion de la infeccion (Darling JM et al., 2004; Gramenzi A
et al., 2005). Al igual que ocurre con la respuesta de células T CD4+, una
respuesta T CD8+ vigorosa y multiespecifica producida durante las primeras
fases de la infeccién se relaciona con el aclaramiento viral (Cooper S et al.,
1999). Las células T CD8+ presentan funciones de citotoxicidad frente a células
infectadas por VHC y secretan citocinas con actividad antiviral como IFNy y
TNF-a (Neumann-Haefelin C et al., 2005). Ademas, ha sido descrito que las
células CD8+ de sujetos que cronifican la infeccion pierden la capacidad de
reconocimiento de uno o varios epitopos frente a los que si actuaban durante la
fase primaria de infeccién y por tanto, en esta situacién, los mecanismos de

escape viral conducen a una reduccion en la magnitud de la respuesta de hasta
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un 85% que no es compensada con el desarrollo de nuevas especificidades

frente a nuevos epitopos (Cox AL et al., 2005).

5. Genes candidatos seleccionados en el presente trabajo

Estda demostrado que incluso en condiciones homogéneas de infeccidn,
pacientes contagiados con el mismo genotipo viral y una cantidad similar de
indculo evolucionan de manera muy diferente (Kenny-Walsh E, 1999). Por
tanto, factores genéticos del hospedador deben modificar el resultado de la
infeccion por este virus. Uno de los campos donde se centra la investigacion de
la infeccién por VHC en la actualidad es el estudio de estos factores genéticos.
La figura 7 muestra algunos de los mediadores y genes implicados en los
diferentes estadios de los procesos de cronificacion, fibrogénesis hepatica y

respuesta al tratamiento en el contexto de la infeccion por VHC.

Susceptibilidad Daiio Respuesta Activacion de Sintesis de colageno,
al agente hepatico/ inmunoldgica/ células Descenso eliminacion
etiolégico Estrés Infiltrado Hepaticas de Colageno

oxidativo inflamatorio Estrelladas
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Figura 7. Esquema de la fisiopatologia de la infeccion crénica por VHC.

Con respecto al aclaramiento viral espontaneo, existen diferentes trabajos que
ponen de manifiesto el papel que juegan determinados genes del hospedador
en este proceso (Khakoo SI et al., 2004; Chang KM, 2003). En relacién con el
desarrollo de fibrosis hepatica, cabe decir que cualquier gen implicado en las

diferentes rutas que convergen en la activacién de las CHE y aumento de los
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depdsitos de las PME, es un potencial candidato con capacidad de influir en la
progresion de la fibrosis hepatica y posterior evolucién a cirrosis. En esta linea
existen diferentes estudios epidemioldgicos cuyo objetivo ha sido identificar y
analizar polimorfismos en genes candidatos asi como la relacién con la
progresion de la fibrosis hepatica en humanos (Bataller R et al., 2003). En
relacion con la respuesta al tratamiento, seria importante evaluar el papel que
determinados genes del hospedador juegan en el predominio de una respuesta
TH1, que favoreceria la resolucién de la infeccion por este virus.

A continuacion, la tabla 1 muestra los genes candidatos que han sido
seleccionados y analizados en el presente trabajo en relacion con la
cronificacion de la infeccion, progresion de la fibrosis hepatica y respuesta al

tratamiento en pacientes con infeccidon por VHC.

Cronificacion Fibrosis Tratamiento
KIR2DL1 CCR2 CCR2
KIR2DL2 CCL2/MCP-1 CCL2/MCP-1
KIR2DL3 TNF-a TNF-a
HLA-Cw* TGF-B1 TGF-B1

CCR2 ECA HFE
CCL2/MCP-1 HFE SLC11A1
TNF-a SLC11A1
TGF-B1

Tabla 1. Genes candidatos seleccionados en relacién con la cronificacion,
progresion de la fibrosis hepatica y respuesta al tratamiento en la infeccién por
VHC
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5.1. KIRs (Killer cell immunoglobulin like receptor)

Las células NK estan reguladas por una serie de receptores, algunos de los
cuales reconocen como ligandos a moléculas MHC de clase I. En el hombre,
estos receptores se engloban dentro de la familia KIR. Los genes que codifican
los KIR se localizan en el Complejo Receptor de los Leucocitos (LCR),
concretamente en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13.4). La organizacion
de los genes KIR es bastante compleja, y actualmente se conocen unos 14
genes KIR y 2 pseudogenes, que codifican una serie de receptores activadores
e inhibidores que se expresan en la superficie de las células NK y en algunos
subtipos de células T. La composicion génica de esta region difiere de unos
individuos a otros y estas diferentes combinaciones génicas originan
basicamente dos haplotipos distintos bien definidos. El haplotipo A es mas
simple, conservado y esta constituido por un nimero fijo de nueve genes entre
los que se incluyen seis genes KIR inhibitorios, un gen KIR activador y dos
pseudogenes. El haplotipo B es mas extenso, complejo y variable, y se
caracteriza por presentar mas genes KIR activadores (Uhrberg M et al., 1997).
Los haplotipos A y B se diferencian porque el primero presenta el gen 2DL3 y el
segundo el gen 2DL2 en la mayoria de los casos. Sus ligandos son moléculas
MHC de clase Iy en funcién de las interacciones que se establecen entre ambos
las sefiales resultantes para la funcién de las células pueden ser tanto
activadoras como inhibidoras (Parham P, 2005). A continuacién, la figura 8

muestra la distribucion del sistema genético KIR en el hombre.
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Figura 8. Esquema de la composicion génica de los haplotipos KIR mas

frecuentes.

La estructura de los receptores KIRs que se muestra en la figura 9 contiene dos
(KIR2D) o tres (KIR3D) dominios similares a los de las inmunoglobulinas,
seguidos de una region transmembrana que puede ser larga (L) con una o dos
regiones ITIM que contribuyen a la sefalizacidon inhibitoria, o bien una region
transmembrana corta (S) con regiones ITAM que requieren la interaccién con

una molécula adaptadora denominada DAP12, y que determinan una

| | 2085 | |
5

senalizacion activadora (Rajagopalan S et al., 2005).
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Figura 9. Estructura de los diferentes tipos de receptores KIR

En la actualidad, se desconocen la mayoria de los ligandos de los diferentes
receptores KIRs, sin embargo, se sabe que los receptores 2DL1, 2DL2 y 2DL3
que son los mejor caracterizados, establecen uniones con diferentes moléculas
HLA-Cw. Ademas, las diferentes uniones que se establecen pueden ser fuertes
(KIR2DL1/HLA-C2 y KIR2DL2/HLA-C1) o débiles (KIR2DL3/HLA-C1) (Winter CC
et al., 1998). Por otro lado, su papel en relacion con la evolucién y resultado de
diferentes enfermedades infecciosas y no infecciosas ha sido puesto de
manifiesto en diversos estudios. Asi, por ejemplo se ha establecido asociacion
entre el desarrollo de neoplasia cervical inducida por virus del papiloma humano
(VPH) y el receptor KIR3DS1 (Carrington M et al., 2005). Ademas otros trabajos
han establecido la existencia de un retraso en la evolucién a SIDA de pacientes
con infeccién VIH, en relacion a la combinacién de determinados genes KIR
(3DS1) y HLA (HLA-Bw4) (Martin MP et al., 2002). Finalmente, se ha
establecido una relaciéon similar entre genes KIR y HLA en el contexto del

aclaramiento del virus de la hepatitis C (Khakoo SI et al., 2004).
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5.2. MHC clase I

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) humano (HLA), se encuentra
situado en la regidon 6p11-22 y comprende aproximadamente 4 centimorgans
(cM) de DNA (4 x 10° pares de bases) e incluye mas de 200 genes conocidos,
aungue es probable que tanto la extension como el nimero de genes reales
sean mayores (Janeway C Jr et al., 2003). Estos genes codifican diferentes
proteinas con funciones clave en la respuesta inmune. Dentro del sistema HLA
se diferencian tres grupos de genes que codifican las denominadas moléculas

de clase I, clase II y clase III (figura 10).

Figura 10. Localizacion cromosdmica y organizacién general del MHC

Las moléculas de clase I son heterodimeros constituidos por una cadena pesada
glicoproteica, de unos 45 Kd de peso molecular, codificada por los genes del
MHC, asociada de forma no covalente con una cadena ligera de 12 Kd de peso
molecular, denominada [32-microglobulina codificada por un gen situado fuera
de la regiéon MHC. Las moléculas de clase I se expresan en la superficie de
todas las células nucleadas del organismo y presentan péptidos a células T
CD8. La cadena pesada contiene unos 350 aminoacidos y es una proteina tipica
de membrana que consta de tres regiones: extracelular, transmembrana y
citoplasmatica (figura 11). La regidén extracelular, que comprende 283

aminoacidos, presenta tres dominios diferentes al, a2 y a3. Los dominios al,
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a2 constituyen la zona de unién al péptido, y el dominio a3, presenta un
puente disulfuro intracatenario y constituye la zona de unién a la p2-
microcroglobulina. La region transmembrana comprende unos 25 aminoacidos

hidrofobicos y se continlia con la porcion intracitoplasmatica formada por unos
30 aminoacidos.

Figura 11. Estructura de las moléculas MHC de clase I

Los genes HLA-clase I presentan 8 exones separados entre si por 7 intrones. En

la figura 12 se muestra la organizacion intrén-exon de un gen HLA-clase 1.
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Figura 12. Estructura intron-exén de un gen HLA de clase 1.

El primer exon codifica la secuencia lider de 21-24 aminoacidos, los exones 2, 3
y 4 codifican los dominios al, a2 y a3 respectivamente, el exdn 5 codifica el
péptido que conecta la region extracelular con la porcién transmembrana, la
propia region transmembrana y parte de la regién intracitoplasmatica. El resto
de la region intracitoplasmatica esta codificada por los exones 6y 7, y el exén 8
codifica la regién 3' UTR del gen (Marsh S et al., 2000).

Las moléculas de clase I, generalmente unen péptidos derivados de proteinas
sintetizadas en el citoplasma de la célula y los presentan a las células T CD8
(restriccion MHC), por lo que intervienen en la regulacion de la inmunidad
adaptativa. Ademas, estas moléculas son los ligandos de los KIR de las células
NK, por lo que intervienen en la regulacion de la inmunidad innata ya que,
aunque la respuesta de estas células no esta restringida por MHC si esta
condicionada por determinadas moléculas HLA. Hay tres tipos diferentes de
moléculas HLA de clase I clasicas: HLA-A, B, Cw. Las moléculas HLA-Cw son
ligandos conocidos de los KIRs y se clasifican en dos grupos denominados HLA-
C1 y HLA-C2 en funcién de que presenten en la posicion 80 de la secuencia

aminoacidica una Asn o Lys respectivamente.

5.3. Quimiocinas y receptores de quimiocinas
Las quimiocinas o citocinas quimioatrayentes constituyen una familia de
proteinas de bajo peso molecular (7-12 KDa), con un alto grado de homologia

entre ellas y que presentan cuatro residuos de Cys a lo largo de su secuencia
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aminoacidica. En funcidon de sus propiedades estructurales se agrupan en: CXC
0 a-quimiocinas y las CC o B-quimiocinas. El primer grupo presenta un residuo
aminoacidico cualquiera (X) entre las dos primeras Cys, mientras que en el
segundo grupo los dos residuos Cys se encuentran adyacentes. Ademas, estas
diferencias estructurales se acompafian de una diferente localizacion
cromosOmica: 4q13 para las CXC y 17q11-12 para las CC. Se sabe que ambos
grupos de citocinas actlan sobre distintos tipos celulares dentro y fuera del
sistema leucocitario, asi, en general, las CXC actian sobre neutrofilos y CC
sobre monocitos y linfocitos T (Rollings BJ, 1997). Existen dos quimiocinas que
no cumplen esta regla estructural, la linfotactina, que carece de dos de los
cuatro residuos de Cys, cuyo gen se localiza en 1q, y que ejerce su accion sobre
los linfocitos T y la fractalquina o neurotactina que se caracteriza por la
presencia de tres aminoacidos entre las dos primeras Cys (CX5 C), cuyo gen se
localizada en 16q13 y que es quimiotactica para células NK (Bazan JF et al.,
1997).

La proteina quimioatrayente de monocitos (CCL2/MCP-1), fue una de las
primeras quimiocinas de la familia CC en ser caracterizadas (Matsushima K et
al., 1989). CCL2/MCP-1 es una potente B-quimiocina, que ha sido relacionada
con el desarrollo de fibrosis en diferentes érganos. La primera vez que se
vinculd esta quimiocina con la fibrosis fue en un modelo animal de rata (Xu Y et
al., 1996). A partir de entonces se han publicado diferentes trabajos, algunos
de los cuales han puesto de manifiesto la relacion entre fibrosis renal y
CCL2/MCP-1 (Vielhauer V et al., 2001; Wada T et al., 2004). Por otro lado, esta
quimiocina, es producida por macrofagos activados en respuesta a la infeccion
por VHC y en el contexto del proceso inflamatorio parece ser un importante
regulador de la homeostasis de citocinas (Marra F et al., 1999). Ademas, los
niveles séricos de CCL2/MCP-1 se han encontrado alterados en sujetos con
infeccion por VHC (Narumi S et al., 1997). Todo ello sugiere que esta citocina
pueda desempenar un papel en el aclaramiento viral espontaneo.

Ademas, desde que fue descrito el polimorfismo funcional de la posicién —2518
del promotor del gen CCL2/MCP-1 (Rovin BH et al., 1999), se han realizado

estudios de asociacion entre este dimorfismo y el desarrollo de fibrosis
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hepadtica, en el contexto de la infeccion por VHC. Se ha descrito que este
polimorfismo tiene relevancia funcional porque parece existir un aumento en la
expresion de esta quimiocina en aquellos individuos portadores del alelo G (GG
y/o AG) respecto de aquellos que no lo llevan (AA) y ademas este aumento se
ha relacionado con un mayor grado de fibrosis hepatica (Muhlbauer M et al.,
2003).

Las quimiocinas ejercen su accidn mediante la interaccion con receptores
especificos que estan presentes en la membrana de las células diana. Una
caracteristica de estos receptores es la presencia de dominios de tipo serpina o
rodopsina, que son dominios hidrofobicos que atraviesan la membrana siete
veces, por lo que se les denomina 7TM. La mayoria de ellos estan acoplados a
proteina G y presentan tres asas extracelulares y otras tres intracelulares. A
continuacion la figura 13 muestra un esquema tipico de estos receptores
(Amatruda TT at al., 1993).

Figura 13. Estructura de un receptor de quimicinas 7TM. Los circulos verdes
representan las zonas de unién con el ligando y los amarillos la zona de

acoplamiento con la proteina G.
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En la actualidad es bien conocido que el principal receptor de la quimioquina
CCL2/MCP-1 es CCR2. Desde la descripcion de esta molécula receptora hace
mas de diez afios (Charo IF et al., 1994), diferentes estudios realizados en
modelos animales han demostrado la implicacién de estos receptores en el
desarrollo y progresion de fibrosis en diferentes 6rganos tales como pulmoén y
rifndn (Moore BB et al., 2005; Kitagawa K et al., 2004). Estudios recientes con
técnicas de PCR cuantitativa y analisis de mRNA en pacientes con infeccion
crénica por virus de la hepatitis C han puesto de manifiesto la existencia de
diferentes perfiles de expresidn génica en relacion con la evolucion de la
enfermedad, siendo CCR2 un candidato claramente implicado en estos procesos
(Asselah T et al.,, 2005; Bieche I et al., 2005). Se sabe que determinados
receptores de citocinas actlan como receptores o correceptores virales, por
ejemplo, es bien conocido el papel de CCR5 en la infeccidon por VIH. El gen que
codifica CCR2 se encuentra en la region 3p21 y se ha descrito un polimorfismo
en posicién 190 G>A que se traduce en un cambio de Val por Ile en posicion
64. Este cambio podria traducirse en alteraciones, tanto de la afinidad por su
ligando como de la cascada de eventos profibrogénicos que se producen tras la
infeccion por VHC. También se sabe que los individuos con mutacion Ile64Val
en CCR2 evolucionan mas lentamente a SIDA (Smith MW et al., 1997; Dean M
at al., 1996). El papel de esta mutacion en la progresion de la infeccion por VIH
no esta bien explicado. Se ha propuesto que los niveles de diferentes isoformas
de CCR2 sean determinantes en la evolucion de esta infeccion. La molécula
CCR2 puede presentar dos isoformas, una de superficie CCR2b y otra que
aparece fundamentalmente en el citosol de la célula CCR2a (Nakayama E at al.,
2004). La expresion de una u otra isoforma depende de mecanismos de splicing
alternativo. CCR2 forma heterodimeros con CCR5 de manera que aquellos
individuos que produjeran mayor cantidad de CCR2a podrian tener reducida la
expresion de CCR5 en superficie. La existencia de un SNVP proximo a la region
de splicing podria favorecer una isoforma sobre la otra. Ademas, han sido
descritas alteraciones de la carga viral en relacion con CCR5 en pacientes

infectados por VHC (Woitas RP et al., 2002) y mas recientemente se ha
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sugerido el posible papel de estos receptores en el aclaramiento viral

espontaneo (Mascheretti S et al., 2004).

5.4. Citocinas

Son moléculas estructuralmente diversas que se comportan como mensajeros
del sistema inmunoldgico. Ademas, respecto del patrén de citocinas liberadas
por las células T CD4+ especificas frente al virus VHC, y en relacién al balance
TH1/TH2, se ha sido descrito que existe un patron de respuesta de citocinas
con capacidad antiviral en sujetos que aclaran la infeccién (Gramenzi A et al.,
2005).

TNF-a es una citocina proinflamatoria con actividad citotdxica y antiviral que
promueve desgranulacion de neutrdfilos, expresién de moléculas HLA-clase II
en células T activadas, sintesis de inmunoglobulinas y proliferacion de células B
(Balkwill FR et al., 1989). El gen TNF-a se encuentra en 6p11-22 dentro de la
regiéon HLA de clase III. Se expresa en fagocitos mononucleares activados,
células T estimuladas con antigeno, células NK y mastocitos activados.

Se ha descrito que la expresion de TNF-a se encuentra aumentada en pacientes
con infeccion por VHC (Nelson DR et al.,, 1997). Se han postulado diferentes
hipotesis que vinculan el efecto de TNF-a con el dafio hepatico. En este sentido,
una posible via de actuacion estaria situada en la fase inflamatoria en la que los
hepatocitos cargados con proteinas virales, liberarian esta citocina y activarian
las CHE que dispararian los mecanismos de fibrosis. En la actualidad existen
trabajos contradictorios referentes a la relacion de esta citocina proinflamatoria
con la progresién a fibrosis y posterior desarrollo de cirrosis en pacientes con
infeccion cronica por VHC (Yee LJ et al., 2000; Powell EE et al., 2000). Por otro
lado, existen trabajos con diferentes resultados en cuanto al papel que juega
TNF-a en el aclaramiento viral espontaneo y en la cronificacion de la
enfermedad (Hohler T, et al., 1998; Barrett S et al., 2003).

Se han identificado varios polimorfismos en la regidon promotora del gen TNF-A,
entre ellos el situado en posicidén -307 G>A que parece estar relacionado con un

incremento en la trascripcion del gen (Wilson AG et al., 1997) y el descrito en la
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posicién -237 G>A (D'Alfonso S et al.,, 1994), cuyo posible efecto sobre la
expresion de este gen no esta aln aclarado.

TGF-B1, es un prototipo de citocina que se caracteriza por tener un efecto
pleiotrdpico, actuando sobre diferentes dianas celulares. Esta molécula es capaz
de inhibir células de origen mieloide, epitelial y linfoide, ademas de estimular la
proliferacién de fibroblastos normales, de células no epiteliales y de ciertas
células mesenquimales (Sport MB et al., 1992).

Las alteraciones en los niveles plasmaticos de esta citocina, han sido
correlacionadas con el desarrollo de diferentes patologias tales como
aterosclerosis (Densem CG et al., 2000) y enfermedades fibroticas (Arkwright
PD et al., 2000). Sin embargo, los factores que influyen en las variaciones de
los niveles de esta citocina en la circulacion no se conocen bien. Se ha
propuesto que la produccién de TGF-B1 y por lo tanto su relacidn con la fibrosis
esta bajo control genético. Sin embargo, se ha demostrado que el nivel de esta
citocina en la circulacién es dependiente del grado de insuficiencia hepatica,
posiblemente debido a un aumento de la produccién local, o a una reduccién en
el nivel de aclaramiento. En este sentido existen diferentes estudios con
modelos animales realizados /n vitro e in vivo donde se pone de manifiesto el
papel central de esta citocina en el establecimiento y progresion de la fibrosis a
través de la activacion de CHE (Nakamura T et al., 2000; Arias M et al., 2003).
Por otro lado esta citocina es producida por células hepaticas infectadas por
VHC y actua suprimiendo la proliferacion y la citotoxicidad de las células NK,
que como ya se ha comentado, juegan un importante papel en el aclaramiento
viral espontaneo.

El gen TGF-B1 esta situado en la regién 19q13 y codifica un precursor pre-pro
TGF-B1 de unos 390 aa, que incluye una secuencia sefial de 29 aminoacidos
que es liberada para producir pro-TGF-B1. Posteriormente y por rotura en una
zona dibasica en el aa 278 se origina la forma activa constituida por dimeros de
25 kDa. Se ha sugerido que determinados polimorfismos genéticos podrian
estar asociados con elevaciones plasmaticas de esta citoquina (Grainger D] et
al., 1999). Asi, el polimorfismo CGG>CCG, en el codon 25 (exdn-1) de este gen

que origina un cambio de Arg por Pro, se ha relacionado por un lado con un
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incremento en la velocidad de produccidon de esta citocina por los leucocitos
(Awad MR et al., 1998) y por otro lado con el incremento en el riesgo de infarto
de miocardio (Cambien F et al., 1996), el desarrollo de fibrosis pulmonar en
sujetos trasplantados (Awad MR et al., 1998) asi como con el grado de fibrosis
hepatica en sujetos con infeccién crénica por VHC (Powell EE et al., 2000;
Gewaltig J et al., 2002).
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5.5. El sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina (SRA) ha sido considerado tradicionalmente
como un regulador endocrino de la presidn arterial (Lavoie JL et al., 2003). En
este sistema, cuyos componentes actian en cascada, la primera molécula que
se sintetiza en los hepatocitos es el angiotensindgeno. Este precursor es
posteriormente liberado al torrente circulatorio donde se transforma en
angiotensina I (AI), por la accidn de la renina. A continuacion, a partir de la Al,
y por accion del enzima convertidora de angiotensina (ECA), se obtiene la
angiotensina II (AII), que es la principal molécula efectora del sistema y cuya
accién vasoconstrictora se realiza a través de la unidon a receptores ATI1.
Ademas otras acciones descritas son: crecimiento tisular, profibrogénesis y

actividad proinflamatoria (figura 14).

ANGIOTENSINOGENO

Vasoconstriccion

ANGIOTENSINA II Crecimiento Tisular

Profibrogénesis
Proinflamatorio

Figura 14. Cascada del sistema renina-angiotensina.

Ademas de esta accidén endocrina tradicionalmente aceptada, se ha puesto de
manifiesto en diferentes érganos una accién local de los componentes del SRA
que es regulada mediante estimulos originados in situ, y que
fundamentalmente obedece a dafos agudos o cronicos (Varagic Jet al., 2002).

Existen diferentes trabajos desarrollados en modelos animales que apoyan la
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relacion entre los componentes de este sistema y el desarrollo de fibrosis en
diferentes érganos diana, tales como el corazon (Ocaranza MP et al., 2004).
Actualmente existen datos en relacion con la presencia de receptores
especificos de AII en las CHE. Ademas, AII esta relacionada con la expresion de
TGF-B1 que es un factor de crecimiento con un papel central en los
mecanismos de fibrogénesis, por lo que la accién de inhibidores especificos
como ECA, podrian modular estos procesos (Bataller R et al., 2000). En la
misma linea y en relacidon con el desarrollo de fibrosis hepatica existen estudios
realizados en un modelo de rata en el que se vincula la inhibicidon de la ECA con
una menor progresion de la fibrosis (Jonsson JR et al., 2001; Paizis G et al.,
2002). Ademas, recientemente se han realizado estudios en el campo de la
fibrosis hepatica inducida tras infeccion por VHC en el que se analizan
diferentes polimorfismos en genes que participan a distintos niveles en el SRA
(Forrest EH et al., 2005).

La estructura del gen ECA humano se muestra en la figura 15. Este gen forma
parte del SRA y se encuentra localizado en la regién cromosodmica 17q23;
presenta un polimorfismo consistente en la presencia (insercion, I) o ausencia
(delecidn, D) de un fragmento de 287 pares de bases en el intron 16 del gen,
que explica hasta un 47% de la variabilidad fenotipica de la proteina a nivel
plasmatico. Concretamente, se ha visto que el alelo D se asocia a unos niveles

plasmaticos aumentados de ECA (Rigat B et al., 1990).
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Figura 15. La figura muestra la estructura del gen ACE con la zona de

insercion de 287 bp en el intrén 16.

5.6. Genes implicados en el metabolismo del hierro

Desde 1976 se conoce la asociacion del gen de la hemocromatosis hereditaria
(HH) con el locus HLA-A situado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p). Sin
embargo, el gen responsable de la HH (HFE) no fue identificado hasta 1996
mediante técnicas de clonacién (Feder IN et al., 1996). El gen HFE es similar a
los genes HLA de clase I (Bacon BR et al.,, 1999). A diferencia de otras
proteinas HLA clase-I, HFE no tiene la funcién presentadora de antigenos,
debido a diferencias en los bucles del dominio extracelular (Lebron JA et al.,
1998).

Diferentes trabajos han documentado que entre 64-100% de los pacientes con
HH son homocigotos para una mutacién puntual en el exén-4 del gen HFE, que
resulta en una sustitucion de Cys por Tyr en el posicion 282, que suprime el
puente disulfuro del bucle alfa-3 del dominio extracelular de la proteina HFE, lo
que impide la unién con la B,-microglobulina y por tanto la expresion de la
proteina en membrana (Andrews NC et al., 1998). Otros cambios descritos se
localizan en el exdn-2, a nivel de los codones 63 (His por Asp) y 65 (Cys por
Ser) y no tienen un efecto tan claro en la HH (Pietrangelo A et al., 1999).

El higado es uno de los primeros 6rganos afectados por la sobrecarga férrica.
Este érgano sufre un aumento progresivo de tamafio debido al depdsito

continuado de hierro, conduciendo a un desarrollo progresivo de fibrosis que
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desemboca en cirrosis hepatica, insuficiencia hepatica e incluso
hepatocarcinoma. En este contexto, y dado que es frecuente un incremento
medio-moderado del hierro hepatico en los pacientes con infeccién por VHC, se
han publicado diferentes estudios (Piperno A et al., 1998; Smith BC et al.,
1998; Thorburn D et al., 2002; Gehrke SG et al., 2003; Tung BY et al., 2003)
en los que se analiza la posible implicaciéon de mutaciones en el gen HFE y la
progresion a fibrosis hepatica y/o cirrosis en el contexto de la infeccidon crénica
por VHC.

SLC11A1, anteriormente denominado ANrampl es una proteina transportadora
de cationes divalentes localizada a nivel del endosoma tardio de macréfagos en
reposo Yy reclutada al fagosoma mediante mecanismos de fagocitosis
(Gruenheid S et al., 1997). Inicialmente se le atribuyé un importante papel en
la regulacion de la resistencia y susceptibilidad frente a determinadas
infecciones (HU J et al.,, 1997), asi como en relacibn con enfermedades
inflamatorias, tales como la artritis reumatoide (Shaw MA et al., 1996). Ademas,
como resultado de diferentes estudios funcionales realizados en modelos
murinos se ha demostrado la implicaciéon de esta molécula en diferentes
funciones de los macrofagos, entre las que se incluyen el aumento de la
expresion de determinados genes como TNF, IL-1 B, TGF- B1 asi como la
induccién de la oxido nitrico sintasa (iNOS), todos ellos involucrados en el
desarrollo de fibrosis hepatica en la infeccion por VHC (Blackwell IJM et al.,
2003). Ademas, otros trabajos han permitido establecer nuevas hipotesis en
relacion con otras funciones de esta molécula. Asi, por ejemplo, se sabe que
interviene en el control de la homeostasis del hierro en macréfagos, habiéndose
demostrado que la proteina funciona como un transportador de hierro y que se
satura cuando la concentracién en la circulacion es elevada (Levy JE et al.,
2000).

El gen SLC11A1 esta situado en el cromosoma 2, concretamente en la region
2g35. Tiene un tamafio de 12 Kb, y contiene 15 exones. Entre los diferentes
polimorfismos identificados, uno de ellos consiste en un numero variable de
repeticiones cortas en tandem “GT” (STR) situadas en la region promotora. Los

diferentes alelos que se han descrito en varias poblaciones son: Alelo 1, (GT)s
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AC (GT) 11 G; alelo 2, (GT)s AC (GT)10 G; alelo 3, (GT)s AC (GT)s G; vy alelo 4,
(GT)9 G. Se han descrito diferencias funcionales en estos alelos, asi, el alelo 3
presenta un alto grado de expresion en ausencia de estimulos externos

mientras que la expresion de los alelos 1, 2 y 4 es menor en estas condiciones
(Bellamy R, 2003).
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II. OBJETIVOS Y DISENO EXPERIMENTAL

El objetivo del presente trabajo ha sido profundizar en el conocimiento de las

bases genéticas implicadas en:

1) La respuesta inmunoldgica a la infeccion por virus de la hepatitis C (VHC)
que determina, bien el aclaramiento del virus o por el contrario, la
cronificacién de la infeccion.

2) El grado de afectacion hepatica que presentan los pacientes que cronifican
la infeccidn, que varia desde fibrosis leve-moderada hasta cirrosis.

3) La diferente respuesta frente a la terapia antiviral que se observa en estos
pacientes.

El disefio experimental utilizado para el logro de estos objetivos ha sido un

estudio de casos-controles utilizando una estrategia basada en proponer una

serie de genes candidatos de acuerdo con su funcion.

Para dar respuesta a nuestro primer objetivo se asignaron como casos los

pacientes con infeccidn cronica por VHC y como controles los sujetos con

aclaramiento viral espontaneo. Para alcanzar nuestro segundo objetivo se
consideraron como casos aquellos sujetos con infeccidn cronica VHC en estadio
de fibrosis avanzada o cirrosis, y como controles aquellos pacientes con
infeccion viral que presentaban un grado moderado o no presentaban fibrosis.

Por ultimo, para estudiar la relacién con la respuesta a la terapia se asignaron

como casos aquellos sujetos sin respuesta sostenida y como controles aquellos

que respondieron al tratamiento. En todos los casos se realizd un analisis de
cada variable por separado, asi como un estudio conjunto. La cohorte de

pacientes incluida en el presente estudio presentaba caracteristicas genéticas y

criterios de seguimiento homogéneos.
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II1. PACIENTES Y METODOS

1. Pacientes

Todos los pacientes fueron diagnosticados en el Servicio de Digestivo de los
Hospitales Universitarios Virgen del Rocio y la Seccién de Hepatologia del
Hospital de Valme. Todos los pacientes seleccionados procedian del area de
Sevilla y sus alrededores y dieron su consentimiento informado para la inclusion

en este trabajo.

1.1. Sujetos con aclaramiento viral espontaneo

Se incluyeron un total de 65 pacientes, 28 (43.1%) hombres y 37 (56.9%)
mujeres con aclaramiento viral espontaneo. Este grupo de sujetos presentaba
anticuerpos especificos frente VHC detectados mediante técnicas de EIA. No se
detectd RNA viral mediante técnicas de RT-PCR especifica en tres

determinaciones independientes.

1.2. Pacientes con infeccion cronica

Se incluyeron un total de 284 pacientes, 166 (58.4%) hombres y 118 (41.6%)
mujeres con infeccidon cronica por VHC. Estos pacientes presentaban
anticuerpos especificos frente al VHC mediante técnicas de EIA y RNA viral
confirmado mediante técnicas de RT-PCR. La edad media de los pacientes en el
momento de la inclusidn en el estudio fue de 42.5+11.3 con un rango de 21-75
ahos. En 194 (68.3%) pacientes se pudo determinar la ruta de infeccion. El
58.2% habia sido sometido a una intervencion quirdrgica o transfusion; el
29.9% era consumidor activo o habia consumido drogas por via parenteral y el
11.8% restante tenia antecedentes de riesgo laboral, sexual o se habia
realizado algun tatuaje. Las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de estos

pacientes se muestran en la tabla 2.
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Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes con Infeccion

cronica por VHC

Sexo (Hombre/ Mujer) (166/118)
Media + o Rango
Edad Infeccién (156) 24.3+£11.4 1-57
Tiempo de evolucion * (153) 16.05 +£9.6 0-44
Edad primera biopsia (225) 40.2+11.8 16-70
Carga Viral (10°) copias /ml (150) 1.29+1.3 0.0015-6.3
GOT (ALT) 67.6+44.3 16-300
GPT (AST) 121.3 + 100.9 16-660
GGT 53.9+ 53.8 10-472
FA 181.35+ 65.6 73-637
Genotipo Viral (%)
Gl 81.0
Resto 19.0

Tabla 2. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes incluidos en

este estudio.

*Tiempo transcurrido en afios desde la fecha probable de infeccién hasta la
primera biopsia. El nUmero entre paréntesis indica los pacientes incluidos en el

analisis.

A cada paciente se le realizd una biopsia hepatica percutdnea, siendo
clasificados segun el grado de fibrosis hepatica detectada mediante técnicas
histoquimicas y anatomo-patoldgicas de acuerdo con los criterios Scheuer
(Scheuer PJ, 1991). Los pacientes quedaron incluidos en dos categorias. Un
primer grupo de 202 pacientes se clasificaron como no fibroticos o fibroticos

leves (FO-F2) y un segundo grupo de 82 pacientes como fibréticos avanzados o
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cirroticos (F3-F4). La figura 16 muestra la distribucion de los pacientes con

infeccién cronica por VHC estratificados segln el grado de fibrosis hepatica.

100+

71.1 %

%H\\

N\ R ——

FO-F2 F3-F4

Figura 16. Distribucién de pacientes segun grado de fibrosis
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1.3. Terapia antiviral y respuesta

La monoterapia con IFN-a recombinante fue administrada a un total de 199
pacientes pautada en tres veces por semana durante un periodo de un aho. La
terapia combinada IFN-a-+ribavirina se administrd en 104 pacientes. De estos,
58 eran “naive” y 46 eran pacientes que habian recaido después del
tratamiento con IFN-a. Seglin la respuesta a la terapia los pacientes se
clasificaron en dos grupos, el grupo de respuesta sostenida (RS) que incluye
101 pacientes con carga viral indetectable durante los seis meses posteriores al
tratamiento y el grupo de no respuesta sostenida (NRS) que incluye 98
pacientes que o no respondieron al tratamiento o recayeron al interrumpir la

terapia
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2. Métodos

2.1. Extraccion de DNA

Como material de partida, se utilizd sangre periférica fresca o conservada a -20
OC, obtenida previamente por venopuncién que se recogié directamente en
tubos estériles con EDTA o ACD como anticoagulante. El procedimiento para la
extraccion de DNA a partir de sangre total se describe a continuacion:

Dispensar 100 pl de sangre en un tubo Eppendorf de 1.5 ml previamente auto-
clavado y anadir 1 ml de tampo6n TE. Mezclar con vortex y centrifugar 60 s a
13.000 x g.

Descartar el sobrenadante y resuspender el botén celular en 1 ml de tampdn
TE. Centrifugar durante 60 s a 13.000 x g.

Repetir esta operacion, hasta eliminar cualquier resto de hemoglobina ya que el
grupo hemo inhibe la reaccién en cadena de la polimerasa, normalmente es
suficiente con hacerlo 2 veces mas. El botdn celular obtenido puede ser
almacenado a -70 °C hasta su procesamiento final y uso, o bien se puede
continuar el proceso resuspendiendo el botdn celular en 200 pl de tampdn K
(proteinasa K) e incubando 45 min en un bafo termostatizado a 56°C para
digerir las proteinas.

Finalmente, incubar durante 10 min a 95°C para inactivar la proteinasa K. Dar
un pulso de centrifuga a 13.000 x g para eliminar los restos celulares no
digeridos.

A partir de aqui, el DNA asi obtenido esta preparado para su amplificacion
mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y puede conservarse a -20

OC durante varios anos, manteniendo su viabilidad.
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2.2. Amplificacion de genes para deteccion en geles de agarosa

Las amplificaciones de los distintos fragmentos de DNA para caracterizar los
polimorfismos genéticos fueron llevadas a cabo en diferentes termocicladores
programables: PTC-100 (MJ Research), PTC-200 (MJ Research) y GeneAmp
PCR System 9600 (Perkin-Elmer).

A continuacion se describen los diferentes parametros y condiciones de PCR
utilizados en la amplificacion y analisis de los genes candidatos que se han
incluido en este trabajo, los cuales han sido agrupados basandose en las

diferentes técnicas utilizadas para su estudio.

2.2.1. Discriminacion por tamaiios:
Esta técnica fue utilizada en todos aquellos casos en los que la amplificacion por
PCR vy electroforesis en gel de agarosa permitia detectar y asignar directamente

el genotipo basandonos en el tamaio del amplificado.

KIRs

Se analizo la presencia o ausencia de los genes KIR2DL1, KIR2DL2 Y KIR2DL3.
Aquellas muestras en las que no se observd amplificacion para ninguno de los
tres genes se eliminaron del andlisis posterior. KIR2DL1 se utilizd6 como control
de amplificacion ya que se trata de un gen presente en practicamente el 100%
de los haplotipos KIRs.

Las secuencias de los cebadores utilizados para detectar la presencia/ausencia
de estos tres genes fueron tomadas de Uhrberg M et al., 1997 y sintetizados
por invitrogen. Los tamafnos de los fragmentos amplificados fueron: 1750 bp
para KIR2DL1, 1800 bp para KIR2DL2, y 798 bp para KIR2DL3.
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KIRg Cebadores (5°-37)
KIR2DL1F ACTCACTCCCCCTATCAGG
KIR2DL1R AGGGCCCAGAGGAAAGTCA
KIR2DL2F CCATGATGGGGTCTCCAA
KIR2DL2R GCCCTGCAGAGAACCTACA
KIR2DL3F CCTTCATCGCTGGTGCTG
KIR2DL3R CAGGAGACAACTTTGGATCA

Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion fueron:

Mezcla PCR Parametros PCR

- 1 pl de DNA. 95 0C, 5 min

- 5 pmoles de cada cebador 97°C, 20 s

- 200 uM de cada dNTP. 62 °C, 45 s } 5 ciclos

- 1 pL tampo6n PCR 10x 729C,90 s

- 0.5 U de Taq DNA polimerasa 950C, 20 s

- Volumen final de 10 pl. 60 °C, 45 s 25 ciclos
72 °C, 90s

ECA

Estudiamos el polimorfismo rs13447447 que viene determinado por la presencia
de insercion/delecién (I/D) en el intrén 16.

El método utilizado para la deteccién de I/D en el gen ECA fue descrito por
Rigat B et al., 1990. Los cebadores fueron sintetizados por Pharmacia. Las
muestras DD amplificaban un fragmento de 190 bp, las heterocigotas DI un
fragmento de 190 bp y otro de 490 bp, y finalmente las muestras homocigotas
IT un fragmento de 490 bp (figura 17).

Ademas, y dado que estd descrito que el alelo D amplifica preferentemente

sobre el alelo I en muestras heterocigotos, todas las muestras asignadas
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inicialmente con genotipo DD, fueron sometidas a una segunda PCR
independiente utilizando un cebador con una secuencia especifica para la I
(Shanmugan V et al., 1993). De esta forma solo se producia amplificacion en
caso de la presencia del alelo I, y no aparecia ningin producto de amplificacion
en aquellas muestras realmente homocigotas para D. Esta segunda
amplificacion se realizé utilizando el mismo cebador directo y un nuevo reverso
(R2) disefiado en nuestro laboratorio a partir de la secuencia del gen obtenida
en el Genebank (nimero de acceso: BC036375) y sintetizado por invitrogen. El
producto amplificado era un fragmento de unos 108 bp que solo aparecia en

caso de que el DNA llevase incluida la I (figura 18).

ECA Cebadores (5°-37)
INTRON 16
F CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT
R1 GATGTGGCCATCACATTCGTCAGA
R2 CCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGA
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Las condiciones y parametros empleados en estas amplificaciones fueron:

Método 1
Mezcla PCR (ECA-1) Parametros PCR (ECA-1)
- 1 pl de DNA. 95 oC, 5 min
- 2 pmoles de cada cebador. 940C, 10 s
- 200 pM de cada dNTP 60 °C, 1 min 35 ciclos
- 2 pL tampon PCR 5x 72 °C, 1 min
- 0.2 U de Taq DNA polimerasa. 72 °C, 7 min
- Glicerol
- DMSO 10%
- Rojo Cresol

- Volumen final de 10 pl.

1 2 3CN 4 &5 6 7

IIDDD OIDDDDD

Figura 17. Patron de bandas de los diferentes genotipos para la

insercion/delecion del gen ECA con el método 1
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Método 2

Mezcla PCR (ECA-2) Parametros PCR (ECA-2)
- 1 ul de DNA amplificado en la 12 PCR. 95 °C, 5 min

- 2.5 pmoles de cada cebador. 94 oC, 10 s

- 200 puM de cada dNTP. 64 °C, 1 min 35 ciclos
- 1 pL tampon PCR 10x 72 °C, 1 min

- 0.2 U de Taq DNA polimerasa. 72 °C, 7 min

- Rojo Cresol.

- Volumen final de 10 pl.

Figura 18. Patrén de bandas para la insercion del gen ECA con el método
2.

2.2.2. Discriminacion por PCR-ARMS:

Con el sistema de mutacion refractario a la amplificacion (ARMS), se utilizan
cebadores cuyos extremos 3" son especificos del cambio que queremos
estudiar. En todos los casos en los que se aplicd esta técnica los cebadores
directos fueron disefiados como especificos. Para el estudio de cada muestra de
ADN se realizan dos reacciones de PCR en tubos diferentes en los que se

incluyen el cebador directo con la base cambiada y el reverso comun.
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CCR2 +190

Analizamos el polimorfismo rs1799864 situado en el exdn-2, que origina un
cambio de A>G en la posicién 190.

Los cebadores se disefiaron en nuestro laboratorio de acuerdo con la secuencia
publicada en Genebank, y fueron sintetizados por invitrogen. Para la
amplificaciéon se usaron dos tubos por muestra, uno contenia la pareja de
cebadores F1-R y otro la pareja F2-R. El fragmento amplificado presentaba un

tamano de 183 bp.

CCR2 + 190 Cebadores (5 -3 ’)
F1 TTGTGGGCAACATGCTGGTCA
F2 TTGTGGGCAACATGCTGGTCG
R ACTGTGAATAATTTTGCACATTGC

Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion fueron:

Mezcla PCR Parametros PCR
- 1 ul de DNA. 940 C, 2 min )
- 2 pmoles de cada cebador. 940C, 10s ~ 10 ciclos
- 6 pl de Mix Dynal. 67 °C, 1 min _
- 2.5 mM MgCl,. 940C,10s
- 0.2 U de Taq DNA polimerasa. 65°C, 50 s 20 ciclos
- Volumen final de 10 pl. 729C,30s
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HFE

En este gen se estudiaron dos polimorfismos: rs17515604 (187 C>G) posicion
63 y rs1800562 (845 G>A) posicion 282.

Los cebadores para el estudio de estos dos dimorfismos (187C>G para el exon-
2 y 845G>A para el exdn-4) se disefiaron en nuestro laboratorio segin la
secuencia publicada del gen HFE y fueron sintetizados por PE Applied
Biosystems. Para la amplificacion se usaron dos tubos por muestra, uno para la
pareja de cebadores F1-R y otro para la pareja F2-R (ver tabla). El tamano
esperado para los fragmentos amplificados era de 274 bp para el polimorfismo

del exén-2 y 180 bp para el exon-4.

HFE-187 Cebadores (5°-3")
F1 GCTGGTCGTGTGCTATGATC
F2 GCTGGTCGTGTGCTATGATG
R TGCTCCCACAAGACCTCAGA
HFE-845 Cebadores (5°-3")
F1 GAAGAGCAGAGATATACGCG
F2 GAAGAGCAGAGATATACGCA
R TAACAAAGAGCAGATCCTCA

Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion fueron:
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Mezcla de reaccion para HFE-187 y HFE-845

- 0.5 pl de DNA.

- 5 pl Mix Dynal.

- 5 pm de cada cebador.

- 0.25 U de Taq DNA polimerasa

- Volumen final de 10 pl.

Parametros PCR

HFE-187 HFE-845
94 °C, 2 min 94 °C, 2min
94 oC, 10s 94 °C, 10s
60 °C, 1 min 30 ciclos 62 °C, 1 min 30 ciclos
72 °C, 30s 72 °C, 30s

TNF-A

Analizamos dos posiciones situadas en la region promotora del gen: rs1800629
(-307 G>A) y rs361525 (-237 G>A).

Estos cebadores se disenaron en nuestro laboratorio segun la secuencia
publicada del gen TNFA y fueron sintetizados por invitrogen. Se utilizaron dos
tubos por muestra y posicién, uno contenia la pareja de cebadores F1-R y en
otro la pareja F2-R. El tamafo esperado de los fragmentos amplificados era de
171 bp para la posicidon -307 y 101 bp para la posicién -237.

Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion fueron:

Mezcla de reaccion para TNFA -237 y TNFA -307
- 1 pl de DNA.

- 2.5 pmoles de cada cebador.

- 200 uM de cada dNTP.
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- 1 pl de tampdn de PCR 10X.

- 0.2 U de Tag DNA polimerasa.

- Volumen final de 10 pl.

TNFA -307 Cebadores (5°- 3")
F1 ATAGGTTTTGAGGGGCATGG
F2 ATAGGTTTTGACGGGCATGA
R GGTTTCTTCTCCATCACTGG
TNFA -237 Cebadores (5°- 3")
F1 GAAGACCTCTCTCAGATCG
F2 GAAGACCTCTCTCAGATCA
R GGTTTCTTCTCCATCACTGG
Parametros PCR
TNFA -237 TNFA -307
950 C, 5 min 950 C, 5 min
94 °C, 30 s 94 °C, 10 s
50°C, 30 s 30 ciclos 62 °C, 30 s } 10 ciclos
720C, 30 s 94 °C, 10 s
72 °C, 7 min 520C,30s 20 ciclos
720 C, 30 s

67




2.2.3. Discriminacion por PCR + RFLP

a) Amplificacion

CCL2/ MCP-1

Analizamos el polimorfismo A>G situado en posicién -2518 del promotor.

Los cebadores utilizados para la deteccion de este polimorfismo en MCP-1,
fueron descritos por Rovin BH et al.,, 1999 y sintetizados por PE Applied

Biosystems. El tamano del fragmento amplificado era de 930 bp.

CCL2/MCP-1 -2518 Cebadores (5°-3")
F CCGAGATGTTCCCAGCACAG
R CTGCTTTGCTTGTGCCTCTT

Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion fueron:

Mezcla PCR Parametros PCR

0.5 pl de DNA. 940C, 1min

2.5 pmoles de cada cebador. 550C, 1 min

20 0 pM de cada dNTP. 729C, 1.5 min} 40 ciclos
1 pl de tampon de PCR 10X. 72°C, 10 min

0.5 U de Taq DNA polimerasa.

Volumen final de 10 pl.
TGF-B1

Analizamos el  polimorfismo rs1800471 (G>C) situado en el exdn-1,

concretamente en el coddn 25 de dicho gen.
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Los cebadores se disefaron en nuestro laboratorio de acuerdo con la secuencia
publicada del gen TGF-B1 (nimero de acceso en el Genebank: X05839) y
fueron sintetizados por invitrogen. El disefio de los cebadores se realizd
basandose en la secuencia complementaria con el fin de obtener zonas de corte
para el posterior analisis con el enzima de restriccién. El fragmento amplificado

tenia un tamafio de 241 bp.

TGF-B1 Codén 25 (G>C) Cebadores (5°-3")
F CGGCACCTCCCCCTGGCTCG
R GCTCTCGGCAGTGCCGGGGG

Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion fueron:

Mezcla PCR Parametros PCR

- 2 ul de DNA. 95 °C, 3 min

- 5 pmoles de cada cebador 940C, 10s

- 200 uM de cada dNTP. 67 °C, 1 min 40 ciclos
- 1.5 mM MgCl,. 72°C,30s

- 0.2 U de Tag DNA polimerasa. 72 °C, 7 min

- DMSO 10%

- Volumen final de 15 pl.

b) Restriccion

Preparar la reaccidn de digestion con la enzima correspondiente:
Mezcla de reaccion: CCL2/MCP-1

3 pl de DNA amplificado.

1 pl de tampon 10X (Boehringuer-Mannheim, Mannheim, Germany).
5 U de la enzima de restriccion Pvu II (Boehringuer-Mannheim).

ddH,0 hasta volumen final de 10 pl.
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Incubar toda la noche en bafo termostatizado a 37 °C.
A no corta, G corta. Los homocigotos AA presentan una banda de 930 bp, los
homocigotos GG dos bandas de 708 y 222 bp, y los heterocigotos las tres

bandas.

Mezcla de reaccion: TGF-p1

3 pl de DNA amplificado.

1 pl de tampon 10X (New England BioLads Inc., Beverly, MA, USA).

2 U de la enzima de restriccion Fse I (New England BioLads Inc., Beverly, MA,
USA).

0.1 pl de BSA 100X (New England BioLads Inc.).

ddH,0 hasta volumen final de 10 pl.

Incubar toda la noche en bafio termostatizado a 37 °C.

C no corta, G corta. Los homocigotos CC presentan una banda de 241 bp, los
homocigotos GG dos bandas de 131 y 110 bp y los heterocigotos las tres

bandas.

2.3. Electroforesis en gel de agarosa

El tamafo y la cantidad de los productos amplificados se visualizan mediante
electroforesis submarina en un gel de agarosa (Bio-Rad, Hércules CA, USA) en
tampon TBE 0.5X. La concentracion de agarosa en el gel depende del tamano
esperado del fragmento amplificado y se detalla en la tabla 3. Los pasos a
seguir son:

Determinar el volumen de gel que se necesita segun el tamafo del molde
seleccionado y la cantidad de agarosa necesaria para una adecuada
concentracion dependiendo del tamafio esperado del fragmento amplificado.
Por ejemplo, para un volumen de gel de 100 ml y una concentracién de
agarosa del 1.5%, pesar 1.5 g de agarosa y disolverlos en 100 ml de TBE 0.5X
calentando hasta ebullicion en un horno microondas (5 min. aproximadamente).
Preparar el molde de electroforesis (Bio-Rad) sellando los lados con cinta

adhesiva y colocar el peine adecuado seguin el nimero de muestras. Comprobar
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que la agarosa se ha disuelto totalmente (la solucidon debe ser transparente).
Dejar enfriar hasta que la solucion alcance una temperatura aproximada de 60
OC. Agitar el matraz de vez en cuando durante el proceso para que el
enfriamiento sea uniforme.

Se afade el volumen necesario de solucion madre de bromuro de etidio para
que la concentracion final sea de 0.5 ug/ml. Por ejemplo, para un gel de 100
ml, afadimos 5 pl de la solucion madre. Agitar suavemente el matraz para
distribuir el bromuro uniformemente.

Dispensar el gel en el molde de electroforesis preparado anteriormente. Tomar
una muestra de 5 ul de cada amplificado y transferir a un tubo Eppendorf
previamente rotulado. Afadir 1.25 pl del tampoén de carga (solucién de blue
juice 5X) y mezclar. Para aquellas PCR que en las que se utilizan mezclas que
llevan rojo cresol, no es necesario anadir el tampdn de carga.

Dispensar cada muestra en un pocillo del gel. Reservar un pocillo para el
control de peso molecular. Dispensar 5 pl del control de peso molecular (100 bp
leader) en el pocillo correspondiente. Someter el gel a electroforesis en tampdn
TBE 0.5X durante 20 minutos a 15 V/cm. Por ejemplo, para un gel de 100 ml
aplicar entre 100-200 V. Examinar el gel con un trans-iluminador de luz

ultravioleta y guardar registro grafico.
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Tamano
) ) % agarosa
Region Amplificacion esperado
(p/v)
(bp)

Polimorfismo +190 A>G del gen CCR2 183 2%
Exon 2 del gen HFE 274 2%
Exon 4 del gen HFE 180 2%
Polimorfismo -307 del gen TNFa 171 2%
Polimorfismo -237 del gen TNFa 101 2%
Insercion/Delecion gen ECA 490/190 2%
Insercion gen ECA 108/190 20,
Polimorfismo -2518 del gen CCL2/MCP-1 930 2%
AA 930 2%
AG 930, 708,222 2%
GG 708, 222 2%
Codon 25 G>C del gen TGF-B1 241 2%
CC 241 2%
CG 241,131, 110 2%
GG 131, 110 2%
KIR2DL1/KIR2DL2/KIR2DL3 1750/1800/798 0.9%

Tabla 3. Porcentajes de agarosa utilizados y tamafios de fragmentos
detectados en cada amplificacion. En los casos de —2518 CCL2/MCP-1 y codon
25 G>C TGF-B1 se muestran también los tamafios de los fragmentos de

restriccion.
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2.4 Amplificacion de genes analizados mediante electroforesis capilar

Este método permite detectar diferencias de tamafio muy pequeias,
concretamente los polimorfismos "S7R’, que no son apreciables en geles de
agarosa. De esta forma podemos asignar los alelos en funcién de los tamaiios

detectados.

a) Amplificacion

SLC11A1 (Nramp1l)

Analizamos un polimorfismo consistente en repeticiones “"GT” localizadas en la
regién promotora del gen.

El cebador Nrampl PF habia sido descrito por Bellamy R et al., 1998 y el
cebador Nramp1 PR fue disefiado en nuestro laboratorio a partir de la secuencia
del gen obtenida a partir del Genebank, con nimero de acceso (D63507).
Ambos fueron sintetizados por PE Applied Biosystems. Se utilizd el cebador

directo marcado con el fluorocromo HEX en el extremo 5.

SLC11A1 Cebadores (5°-3")
F HEX-ACTCGCATTAGGCCAACGAG
R TGTGCCCCACAACACATCTG

Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion fueron:
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Mezcla PCR Parametros PCR

- 1 ul de DNA. 950 C, 5 min
- 2.5 pmoles de cada cebador. 94 0C, 1 min
- 200 uM de cada dNTP. 559C, 1 min 730 ciclos
- 1 pl de tampdn de PCR 10X. 720 C, 1 min
- 0.2 U de Taq DNA polimerasa. 72 °C, 7 min

- Volumen final de 10 pl.

b) Electroforesis capilar

Las repeticiones “GT”, situadas en la regién promotora del gen SLC11A1
originan diferencias de tamafo muy pequefas entre los diferentes alelos y que
no son detectables en geles de agarosa. Por lo tanto se deben utilizar sistemas
que permitan una mayor resolucion como geles de acrilamida o como en
nuestro caso sistemas de electroforesis capilar.

Diluir las muestras en una proporcion 1/4 con ddH,O autoclavada. Mezclar 1 pl
de la diluciéon anterior con 0.5 pl de marcador de peso molecular (TAMRA-500,
PE Applied Biosystems) y con 12 pl de formamida desionizada (PE Applied
Biosystems).

Desnaturalizar la muestra calentando durante 2 min. a 95 °C y pasar a hielo.
Someter a la muestra a electroforesis capilar (310 Genetic Analyzer, PE Applied
Biosystems) en el mddulo de analisis de fragmentos (GenScan) con el filtro A.
Utilizar el polimero POP-4 (PE Applied Biosystems) con un capilar de 50 um de
diametro y 47 cm de largo (PE Applied Biosystems).
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Parametros de electroforesis capilar

Tiempo de inyeccion de la muestra 5

Temperatura 60 °C
Voltaje 15x10°V
Tiempo de electroforesis 20 min

El tamafo de los fragmentos se determind utilizando el programa informatico
"GenScan 672 Analisis Software" (PE Applied Biosystems). Este software asigna
el tamaio de los fragmentos interpolando los datos de cada muestra en funcion
del control de peso molecular. Por ello, en este procedimiento donde cada tubo
de muestra es sometido a una electroforesis independiente, cada muestra debe
contener el control de peso molecular, ya que, las condiciones pueden variar
ligeramente en cada caso. El tamano de los fragmentos detectados era de

244bp, 242bp, 240bp, 230bp para los alelos 1, 2, 3 y 4 respectivamente.

2.5 Genes analizados mediante sistema TaqMan

CCR2 intrén 2

Analizamos el polimorfismo rs3138042 G>A situado en el intrén 2 del gen.

La deteccion de los diferentes genotipos estudiados en esta posicién del gen
CCR2 se realizd mediante un equipo de PCR tiempo real Applied Biosystems
7500-Fast y utilizando un sistema TagMan. Para cada alelo se utiliza una sonda
marcada con un fluorocromo en el extremo 5. En concreto en nuestro caso las
sondas fueron marcadas con VIC para el alelo A y FAM para el alelo G. Estas
sondas se unen o no con nuestra muestra de ADN en funcién de que contenga
uno u otro alelo. A continuacion, la figura 19 muestra los diferentes pasos que

se producen durante la amplificacion.
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Figura 19. Deteccion de SNPs mediante sistema TagMan

Los cebadores y sondas fueron disenados y sintetizados por Applied Biosystems
a partir de la secuencia publicada del gen. Los cebadores, sondas, condiciones
y parametros empleados para la amplificacién y discriminacién de los alelos

fueron las siguientes:

CCR2 rs 3138042 Cebadores (5°-3")
F CGTGTGGAACCACTGCAGAA
R CCTTCCTGGCTCTCTCCACTTA
CCR2 rs 3138042 Sondas TaqMan
VIC CTATTTCCGAAATCAAC
FAM TTTCCGGAATCAAC
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Mezcla de reaccion Parametros PCR

1 ul de DNA. 95 °C, 10 min
4 ul de mix (2x) 920°C, 15s } 40 ciclos
0.2 pl de primer/sondas (40x) 60 °C, 1 min

Volumen final de 8 pl.

2.6. Genes analizados mediante SSOP

HLA-Cw®

Se amplificaron los exones 2 y 3 con cebadores marcados con biotina,
detectando posteriormente el polimorfismo con sondas especificas de secuencia
(SSOP).

a) Amplificacion
Se emplearon los cebadores del "kit" comercial "RELY™ SSO HLA-Cw" Typing
kit" (Dynal). Las condiciones y parametros empleados para la amplificacion se

detallan a continuacion:

Mezcla reaccion Parametros PCR

7.5 pl de DNA. Desnaturalizacion: 95 °C, 5 min

7.5 ul de MgCl, 6 mM Desnaturalizacién 95 °C, 15 s

15 pl de Master Mix. Hibridacién 60 °C, 45 s 35 ciclos
Volumen final 30 pl. Elongacion 72 °C, 15 s

Elongacién Final: 72°C, 5 min

b) SSOP

Tanto los procesos de hibridacién como de deteccion se realizaron en sistema
automatico AutoReli I1-48 de Dynal.

Sacar las muestras del termociclador, separar 5 ul de cada una para comprobar
la amplificacion y afiadir 30 pl de solucidon desnaturalizante a cada tubo.

Incubar 10 min a temperatura ambiente (RT). Las muestras desnaturalizadas
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pueden conservarse a 4 °C durante 1 semana y no deben mantenerse a RT
mas de 2 h.

Calentar a 50°C en un bano con agua tanto el SDS como el SSPE con el fin de
eliminar todos los restos precipitados. A partir de aqui y en funcion del nimero
de muestras que queremos estudiar se preparan los volimenes necesarios de
las distintas soluciones. Por ejemplo, para analizar 50 muestras, preparar el
buffer de hibridacion con 275 ml de H,O desionizada, 71 ml de SSPE
concentrado y 9 ml de SDS concentrado. Para el mismo nimero de muestras
preparar la solucion de lavado con 1279.5 ml de H,O desionizada, 67.7 ml de
SSPE concentrado y 6.8 ml de SDS concentrado.

Para interpretar el tipaje, colocar el indicador de lineas encima de la tira
haciendo coincidir la linea base con la marca de la tira y sefalar las bandas
positivas para cada muestra. El tipaje se deduce de la combinacidon de sondas
positivas y negativas. Existe un software especifico suministrado por el
fabricante para la interpretacion de los resultados que nos da el tipaje HLA
definitivo.

Segun el tipaje HLA-Cw* los diferentes alelos detectados se asignaban a los
grupos C1 y C2 en funcién de que presentaran Asn o Lys en posicion 80. A

continuacidn, la tabla 4 muestra los alelos HLA-Cw* incluidos en cada grupo.

HLA-C1
Cw*01, Cw*03, Cw*07, Cw*08, Cw*12, Cw*13, Cw*14, Cw*1601,
(Asn 80) 1604

HLA-C2 | Cw*02, Cw*04, Cw*05, Cw*06, Cw*0707, Cw*1204, Cw*1205,
(Lys 80) | CW*15, Cw¥1602, Cw*17, Cw*18

Tabla 4. Clasificacion de los diferentes alelos HLA-Cw*.

2.7. Analisis estadistico de los resultados

Las pruebas estadisticas empleadas fueron la x> de Pearson para tablas de
contingencia. El test exacto de Fisher se aplic6 cuando alguno de los valores
esperados era inferior a 5, en la mayoria de los casos se utilizd el programa

estadistico Statcalc (Epi Info 2002, Center for Disease Control and Prevention,
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Atlanta, GA). Los valores de p (O Prischer) iguales o inferiores a 0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Los Odds Ratio (OR) con los
intervalos de confianza al 95% (95% CI) fueron calculados utilizando Statcalc
(Epi Info 2002), cuando es aconsejado por el programa se calcularon los limites
exactos de los intervalos de confianza del 95% para los OR. Para la
comparacion de medias se utilizd el test de ANOVA utilizando el mismo paquete
estadistico, salvo cuando el valor de p para el test de Barlett era inferior a 0.05,
en cuyo caso se utilizd el test de Kruskal-Wallis para dos grupos.

En el anadlisis multivariante se incluyeron aquellas variables que en analisis
univariante se asociaban con un valor de p igual o inferior a 0.25. Los

resultados con valores de p entre 0.25 y 0.05 se refieren como tendencias.
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2.8. Soluciones
2.8.1. Soluciones madre

Bromuro de Etidio 10 mg/ml

Disolver 100 mg de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Co, St Luis, Misoury, USA)
en un volumen final de 10 ml de agua bidestilada. Guardar protegido de la luz a

temperatura ambiente.

EDTA 0.5 m ph 8.0

Disolver 93 g de EDTA (Sigma-Aldrich) y 10 g de NaOH en aproximadamente
400 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 10 N. Ajustar el
volumen a 500 ml con agua destilada. Autoclavar. Almacenar a temperatura

ambiente.

KCL1 M

Disolver 37.28 g de KCI en agua destilada hasta un volumen final de 500 ml.

Autoclavar. Almacenar a temperatura ambiente.

MgCL, 1 M
Disolver 203.3 g de MgCl, hasta un volumen final de 1l con agua destilada.

Autoclavar. Almacenar a temperatura ambiente.

NaOH 10N
Disolver 200 g de NaOH en un volumen final de 500 ml de agua destilada

autoclavada. Almacenar a temperatura ambiente.

Proteinasa K 33 pG/puL
Disolver 49.5 mg de proteinasa K (Sigma-Aldrich) en 1.5 ml de agua bidestilada

estéril. Conservar a -20 °C.
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Ficoll al 10%
Se prepara disolviendo 100 g del polimero de sacarosa en un volumen final de 1
| de agua destilada autoclavada. Posteriormente se ajusta a una densidad de

1077 g/ml. Almacenar a 4 °C, protegido de la luz.

Rojo Cresol 10 mg/ml
Disolver 10 mg de sal sddica de rojo cresol (Sigma-Aldrich) en un volumen final

de 1 ml de agua destilada autoclavada.

SDS AL 20%
Disolver 100 g de SDS (Sigma-Aldrich) en un volumen final de 500 ml de agua

destilada autoclavada. Almacenar a temperatura ambiente.

SSPE 30X

NaCl 4.5 M, NaH,PO4'H,0 0.3 M, EDTA 30 mM a pH 8.0.

Disolver 262.98 g de NaCl y 41,4 g de NaH,PO4'H,0 en un volumen aproximado
de 800 ml de agua destilada. Afadir 60 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0. Ajustar el pH
a 7.4 con NaOH 10 N. Anadir agua destilada hasta un volumen final de 1 I.

Autoclavar. Almacenar a temperatura ambiente.

Tampon de carga

Solucion de blue juice 5X
Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) al 0.25%, xilencianol (Sigma-Aldrich) al
0.25%, y glicerol al 30% (Merck, KgaA, Darmstadt, Alemania) en agua

bidestilada. Conservar a 4 °C.

Tampon para PCR 10x
KCl 50 mM, MgCl, 1.5 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 8.3, suministrado junto con la

Taq polimerasa (Pharmacia). Almacenar a -20 °C.

Tampon Tris-Borato-EDTA (TBE) 1 X
Trizma base 89 mM, acido bdrico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0.
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Por ejemplo, para 10 | mezclar: 108 g de Trizma base (Merck), 55 g de acido
boérico, 40 ml de una solucién de EDTA 0.5 M. Disolver en agua bidestilada

ajustando el volumen a 10 |. Almacenar a temperatura ambiente.
2.8.2. Soluciones de trabajo

Conjugado para SSOP reverso

Mezclar 3.3 ml de tampdon de lavado a RT con 10 pl del conjugado
Streptoavidina-HRP por cada pocillo. Mezclar lentamente con agitaciéon suave.

Preparar como mucho 15 min antes de su uso.
Controles de peso molecular:

100 bp leader

Se prepara a una concentracion final de 0.1 pg/ul. Mezclar 100 pl del control de
peso molecular "100 base pair leader" (Pharmacia) suministrado a una
concentracion de 1 pg/ul, 200 pl del tampdn de carga (blue juice 5 X) y 700 pl

de agua destilada autoclavada. Almacenar a 4 °C.

TAMRA 500

Es suministrado listo para usar por PE Applied Biosystems.

NaOH 0.4 N/EDTA 25mM
Mezclar 4 ml de NaOH 10 Ny 5 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0. Ajustar el volumen

a 100 ml con agua destilada autoclavada. Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion desnaturalizante

Solucién de NaOH al 1.6%, EDTA al 3% y thymol blue. Suministrada en el kit
de tipaje HLA-DQB1* "RELY™ SSO HLA-DQB1 Typing kit" (Dynal).

Sustrato para SSOP reverso

Mezclar 2.8 ml por pocillo de solucién de sustrato A con 0.7 ml por pocillo de la
solucion B. Mezclar por agitacion suave. No preparar mas de 3 h antes de su

uso y mantener protegido de la luz.
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Tampon citrato para SSOP reverso

Diluir 30 ml de citrato concentrado en 570 de agua bidestilada. Mezclar bien.
Almacenar en una botella rotulada con el nombre del reactivo y la fecha.

Almacenar a RT. La solucidn es estable durante 3 meses.

Tampon de hibridacion para SSOP reverso

Mezclar en este orden 55 ml de SSPE 30X, 213 ml de agua bidestilada y 6.9 ml
de SDS 20%. Tanto el SSPE como el SDS pueden tener precipitados, si es asi
introducir en bano a 50°C hasta que se disuelvan. Se puede almacenar durante
3 meses a RT.

Tampon de lavado para SSOP reverso

Mezclar por este orden 65 ml de SSPE 30X, 1228.5 ml de agua bidestilada y 6.5

ml de SDS 20%. Almacenar a temperatura ambiente.

Tampon K
KCl 50 mM, Tris-HCI 20 mM, MgCl, 2.5 mM, Tween-20 0.5% y proteinasa K 100

ug/ml.
Mezclar 5 ml de KCl 1 M, 2 ml de Tris-HCI 1 M pH 8.0, 250 pl de MgCl; 1 M,

500 pl de Tween-20 y 300 pl de proteinasa K 33 pg/ul. Ajustar a un volumen
final de 100 ml con agua destilada autoclavada. Almacenar a -20°C en

alicuotas de 2 ml.

Tampon TE

Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM pH 8.0.
Mezclar 10 ml de Tris-HCI 1 M a pH 7.5, 2 ml de EDTA 0.5 M a pH 8.0. Ajustar a

1 | con agua destilada. Autoclavar y almacenar a temperatura ambiente.

KIT de extraccion de ADN (QUIAGEN)

Se almacena a temperatura ambiente

KIT Master Mix para PCR Universal. TaqMan

Suministrado por PE Applied Biosystems. Se almacena a 4°C
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TBE 0.5X

Diluir a la mitad TBE 1X. Por ejemplo, para un volumen de 1L de disolucidn,

mezclar 500 ml de TBE 1X con 500 ml de agua destilada. Almacenar a
temperatura ambiente.

Mezcla de PCR (Dynal)

Mezcla suministrada por el fabricante. Almacenar a 4°C
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RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los
posibles factores implicados en la cronificacion de la infeccidn, en la relacion
con los diferentes grados de fibrosis hepatica y finalmente en la respuesta
sostenida al tratamiento. Todos los polimorfismos genéticos incluidos en el
presente estudio fueron analizados previamente en un grupo de 194 controles
sanos con el mismo acervo genético que los pacientes. Todos estos
polimorfismos cumplian la ley de Hardy-Weinberg en este grupo de controles

Sanos.

1. Factores relacionados con la cronificacion del virus de la hepatitis C
A continuacion se presentan los datos de los polimorfismos estudiados en genes
candidatos en el grupo pacientes con infeccion crénica por VHC (casos) y de
sujetos con aclaramiento viral espontaneo (controles). Ambos grupos mostraron
diferencias en la distribucién por sexo, siendo la frecuencia de hombres mas
elevada en el grupo de pacientes con infeccidn cronica (58.4%) que en el grupo
de sujetos con aclaramiento viral espontaneo (43.1%, p= 0.02, OR= 1.86, 95%
CI 1.04-3.32). En las diferentes tablas de resultados se muestran aquellas
variables para las que se obtuvieron valores de p < 0.25, ya que estas han sido

las tenidas en cuenta al realizar el analisis multivariante.

1.1. KIRs 2DL2 y 2DL3

Se analizd la presencia de 2DL3 (2DL3+2DL2/2DL3) frente a su ausencia
(2DL2) en una tabla de 2x2. La tabla 5 muestra que la frecuencia de KIR2DL3
se encuentra aumentada entre los individuos con infeccion crénica respecto de

aquellos que resuelven la infeccion.
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ACLARAMIENTO INFECCION

Fenotipos VIRAL CRONICA OR 1IC95% p
ESPONTANEO VHC
N = 65 (%) N = 130 (%)
2DL2 21 (32.3) 21 (16.2)
2DL2/2DL3 17 (26.2) 42 (32.3)
2DL3 27 (41.5) 66 (50.8) 2.45 1.15-5.23 0.01

Tabla 5. Frecuencia de fenotipos de los receptores KIRs 2DL2 y 2DL3 entre

sujetos con aclaramiento espontaneo y pacientes con infeccidn crénica.

1.2. HLA-Cw*

Los diferentes alelos HLA-C analizados fueron clasificados en funcién de
presentar Asn (HLA-C1) o Lys (HLA-C2) en posicion 80 de la molécula. Se
compard la presencia de C1 (C1C1+C1C2) frente su ausencia (C2C2) en una
tabla de 2 x 2. Se encontrd una tendencia a una mayor presencia de C1 entre
pacientes con infeccion cronica frente a los sujetos con aclaramiento

espontaneo. Los resultados se muestran en la tabla 6
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ACLARAMIENTO VIRAL INFECCION
Genotipos ESPONTANEO CRONICA VHC p
N = 65 (%) N = 130 (%)
CiC1 18 (27.7) 40 (30.7) 0.08
c1c2 32 (49.2) 73 (56.1)
C2C2 15 (23.1) 17 (13.1)

Tabla 6. Frecuencias genotipicas HLA-C1/C2 en aclaramiento viral espontaneo

y pacientes con infeccién cronica por VHC.

1.3. Interaccion KIRs-HLA-Cw*

La tabla 7 muestra el resultado obtenido tras analizar las interacciones entre
ligando (HLA-Cw*) y receptor (KIR) en relacidn al tipo de respuesta frente a la
infecciéon por VHC. Se consideraron interacciones fuertes o intermedias la
presencia simultanea de KIR2DL1-C2 o KIR2DL2-C1 en el mismo individuo e
interacciones débiles o no interacciones el resto. Se encontré una tendencia a
una mayor presencia de interacciones débiles o no interaccién en el grupo de

pacientes con infeccidn cronica.
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INTERACCIONES

Interaccion Aclaramiento Viral Infeccion Crdonica
Genes KIRs-HLA-C Espontaneo VHC P
N = 65 (%) N = 130 (%)
Fuerte + intermedia 57 (87.7) 104 (80.8) 0.18
Débil + no interaccién 8(12.3) 26 (20.0)
Homocigotos
KIR2DL3-C1 8 (12.3) 22 (16.9)

Tabla 7. Distribucion de las interacciones entre genes KIRs y HLA-C1/C2 en

pacientes con aclaramiento viral espontaneo y con infeccion cronica por VHC.

1.4. CCR2

1.4.1. Dimorfismo G>A en la posicion +190

Los resultados obtenidos para este polimorfismo se muestran en la tabla 8 Se
compard la presencia de A (AA+AG) contra su ausencia (GG). Se encontrd una

tendencia a una mayor frecuencia de A entre individuos con infeccién crénica.
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CCR2 (+190)

Genotipos =~ ACLARAMIENTO VIRAL INFECCION CRONICA p
ESPONTANEO VHC
N = 65 (%) N = 284 (%)
GG 54 (83.1) 205 (72.2)
AG 10 (15.4) 73 (25.7)
AA 1 (1.5) 6 (2.1) 0.07

Tabla 8. Frecuencias genotipicas del polimorfismo G>A +190 del gen CCR2 en
sujetos con aclaramiento viral espontaneo y pacientes con hepatitis cronica
VHC.

1.4.2. Dimorfismo G>A situado en el intron 2
Los resultados obtenidos en el andlisis de este polimorfismo se muestran en la
tabla 9. No se observd ninguna tendencia hacia una diferente distribucion de

genotipos al comparar ambos grupos.
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CCR2 (intron 2)

Genotipos ACLARAMIENTO VIRAL INFECCION CRONICA

ESPONTANEO VHC
N = 65 (%) N= 284 (%)
AA 32 (49.2) 134 (47.2)
AG 24 (36.9) 124 (43.6)
GG 9 (13.8) 26 (9.1)

Tabla 9. Frecuencias genotipica del polimorfismo A>G en el intrdn 2 del gen
CCR2 en sujetos con aclaramiento viral espontaneo y pacientes con hepatitis
cronica VHC.

1.4.3. Estudio de haplotipos entre los dos polimorfismos incluidos en
CCR2

Estos polimorfismos se presentaban en dos bloques haplotipicos diferentes. Los
resultados obtenidos en el andlisis de haplotipos teniendo en cuenta los dos
polimorfismos estudiados en el gen CCR2 se muestran en la tabla 10. No se

observaron diferencias significativas entre los dos grupos.
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HAPLOTIPOS

ACLARAMIENTO INFECCION
CCR2 CCR2 VIRAL ESPONTANEO  CRONICA VHC
190 A/G  rs3138042 2N=130 (%) 2N= 260 (%)
G A 74 (56.9) 146 (56.1)
G G 38 (29.2) 75 (28.8)
A A 16 (12.3) 34 (13.1)
A G 2 (1.5) 5 (1.9)

Tabla 10. Andlisis de haplotipos para ambos polimorfismos del gen CCR2 en
sujetos con aclaramiento viral espontaneo y pacientes con hepatitis cronica
VHC.

1.5. CCL2/MCP-1

Los resultados obtenidos para este polimorfismo se muestran en la tabla 11. Se
compard la presencia de G (GG + AG) contra su ausencia (AA). No se
observaron diferencias en la distribucién de genotipos entre ambos grupos de

pacientes.
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CCL2/MCP-1 (-2518)

ACLARAMIENTO INFECCION
Genotipos VIRAL ESPONTANEO CRONICA VHC
N = 65 (%) N = 284 (%)
AA 36 (55.3) 168 (59.1)
AG 26 (40.1) 109 (38.4)
GG 3 (4.6) 7 (2.5)

Tabla 11. Frecuencias genotipicas del polimorfismo —2518 del gen CCL2/MCP-1
en sujetos con aclaramiento viral espontaneo y pacientes con infeccion cronica
por VHC.

1.6. Interaccion CCR2- CCL2/MCP-1

Para evaluar la posible relacion del complejo receptor-ligando (CCR2-
CCL2/MCP-1) con la cronificacion de la infeccion, se realizd un analisis
univariante teniendo en cuenta las posibles combinaciones en funcion de la
presencia o ausencia de la mutacion en ambos genes. Ninguna de las
combinaciones mostrd asociacién con el aclaramiento viral espontaneo, si bien,
la combinacion CCR2A-CCL2/MCP-1A present6é una tendencia hacia una mayor
frecuencia entre los pacientes que cronificaban la infeccién. Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla 12.
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INTERACCION CCR2- CCL2/MCP-1

ACLARAMIENTO INFECCION
CCR2A cCL2/ VIRAL ESPONTANEO CRONICAVHC p

MCP-1G N= 65 (%) N= 284 (%)

+ + 6 (9.2) 31 (10.9)

+ - 5(7.7) 48 (16.9)  0.06
: + 23 (35.4) 85 (29.9)

- - 31 (47.7) 120 (42.3)

Tabla 12. Frecuencia de las diferentes combinaciones CCR2-CL2/MCP-1 en
sujetos con aclaramiento viral espontaneo y pacientes con infeccién crénica
por VHC.

Los simbolos + y - aluden a la presencia o ausencia del alelo mutado para

ambos genes.

1.7. TNF-A

Respecto de la posicién —307 se compard la presencia de A (AA+AG) respecto a
su ausencia (GG). Se detectd una tendencia a una mayor frecuencia de A entre
el grupo de pacientes con infeccion cronica respecto del grupo de aclaramiento
viral espontaneo. En relacion a la posicién —237 se compard la presencia de A
(AA+AG) respecto a su ausencia (GG). No se observo ninguna tendencia hacia
una diferente distribucion de genotipos. La tabla 13 muestra los resultados de
la distribucion de frecuencias genotipicas de los dos polimorfismos analizados
en TNF-A.
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TNF-A -307

ACLARAMIENTO INFECCION p
Genotipos VIRAL ESPONTANEO  CRONICA VHC
N = 65 (%) N = 284 (%)

GG 56 (86.1) 215 (75.7)

AG 9 (13.8) 67 (23.6)

AA - 2 (0.7) 0.07

GG 60 (92.3) 252 (88.7)

AG 5 (7.7) 29 (10.2)

AA - 3 (1.05)

Tabla 13. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos —307 y —237 del gen
TNF-A en sujetos con aclaramiento viral espontaneo y pacientes con infeccién

cronica por VHC.

1.8. TGF-B1

A continuacién, la tabla 14 muestra los resultados obtenidos para el
polimorfismo Arg/Pro del gen TGF-B1 entre sujetos con aclaramiento viral
espontaneo y pacientes con infeccidn crénica por VHC. Se compard la presencia
de Pro (Arg/Pro+Pro/Pro) frente a su ausencia (Arg/Arg). No se observd
ninguna diferencia en cuanto a la distribuciéon de genotipos entre ambos
grupos.
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TGF-B1 codon 25

ACLARAMIENTO INFECCION
Genotipos VIRAL ESPONTANEO CRONICA VHC
N = 65 (%) N = 284 (%)
Arg/Arg 57 (87.7) 239 (84.2)
Arg/Pro 8 (12.3) 44 (15.5)
Pro/Pro - 1(0.3)

Tabla 14. Frecuencias genotipicas del polimorfismo del codon 25
(Arg/Pro) del gen TGF-B1 en sujetos con aclaramiento viral espontaneo y

pacientes con infeccion crénica por VHC.

1.9. Analisis multivariante en cronificacion

Se construyd un modelo multivariante incluyendo los factores genéticos con
p<0.25 en el univariante. Por tanto, se incluyeron las siguientes variables:
CCR2A (si/no), TNF-307A (si/no), 2DL3 (si/no) y HLA-C1 (si/no). Los resultados
de este modelo se muestran en la tabla 15. Se observo que todas las variables
genéticas incluidas en el modelo, excepto HLA-C1, se asociaban de manera
independiente con la cronificacién. La variable CCR2A-CCL2/MCP-1A (si/no)
resultaba asociada también en el modelo univariante pero al ser una variable
artificialmente obtenida de otras dos, no puede ser incluida en el mismo modelo
que CCR2A. El modelo alternativo construido incluyendo esta variable en lugar
de CCR2A no difiere del anterior.
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VARIABLES 95% IC

CCR2A 2.97 1.38-6.40 0.005
TNF-307A 2.33 1.01-5.37 0.047
2DL3 2.21 1.07-4.56 0.03

Tabla 15. Resultados del andlisis multivariante en relacién con la cronificacion
de la infecciéon por VHC. Se incluyeron los factores genéticos que presentaban
p<0.25.

Ademas, se construyd un nuevo modelo multivariante en el que se incluyeron
las variables genéticas que resultaron independientemente asociadas en el
modelo anterior junto con la variable sexo. Los resultados se muestran en la

tabla 16. Se observd que la presencia del alelo CCR2A y TNF-307A eran

variables asociadas independientemente con el proceso de cronificacion por
VHC.

VARIABLES 95% IC
CCR2A 2.93 1.36-6.28 0.006
TNF-307A 2.43 1.05-5.60 0.04
2DL3 2.06 0.99-4.29 0.05
Sexo (H/M) 1.76 0.93-3.32 0.08

Tabla 16. Resultados del andlisis multivariante en relacién con la cronificacion
de la infeccidon por VHC. Se incluyeron los factores genéticos que presentaban

p<0.05 en el analisis multivariante anterior y el sexo.

97



2. Factores relacionados con la progresion de la fibrosis hepatica

A continuacion, la tabla 17 muestra algunas caracteristicas y parametros
bioldgicos de los pacientes con infeccion crénica por VHC, estratificados en base
al grado de fibrosis (Scheuer PJ et al., 1991).

Caracteristicas
clinico-epidemioldgicas

Sexo (H/M) 123/79 43/39 0.2
Edad infeccion*(156) 21.9+£10.37 28.8+12.58  0.0007
Tiempo de evolucion** (153) 15.34+9.56 18.02+9.70 0.1
Carga viral x10° (150) 1.26+1.26 1.54+1.86 ns
Genotipo viral (G1/resto) (205) 114/31 52/8 0.2
GOT *** (AST) (225) 61.85+40.82 85.13£50.32  0.0001
GPT*** (ALT) (226) 116.89+93.39 134.54+118.55 ns
GGT*** (224) 48.76+52.01 69.45+57.37 0.01
FA*** (224) 171.68+52.78  210.54+89.19 0.001

Tabla 17. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes estratificados
segun el grado de fibrosis.

*Edad en anos. **Tiempo de evolucidon en afios desde la fecha probable de
infeccién hasta la primera biopsia. *** Niveles medios de transaminasas y
fosfatasa alcalina en el momento del diagndstico.

Entre paréntesis se indica el nUmero de pacientes analizados.

A continuacién se detallan los resultados obtenidos para los diferentes factores
analizados en los pacientes con infeccion cronica por virus de la hepatitis C
agrupados en base al grado de fibrosis. Todos los valores de p que resultaron <
0.25 en el andlisis univariante fueron tenidos en cuenta al realizar el analisis

multivariante.
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2.1. CCR2

2.1.1. Dimorfismo G>A en la posicion +190

Los resultados obtenidos para este polimorfismo se muestran en la tabla 18. Se
compard la presencia de A (AA+AG) contra su ausencia (GG). No se observd

ninguna diferencia en la distribucién de genotipos al comparar el grupo de

pacientes FO-F2 con el grupo de pacientes F3-F4.

CCR2 (+190)

Genotipos FO-F2 F3-F4
N = 202 (%) N = 82 (%)
GG 146 (72.2) 59 (71.9)
AG 52 (25.7) 21 (25.6)
AA 4(1.9) 2 (2.4)

Tabla 18. Frecuencias genotipicas del polimorfismo 190 del gen CCR2 en

pacientes con infeccion por VHC estratificando segin grado de fibrosis.

2.1.2. Dimorfismo A>G en el intron 2
Los resultados obtenidos en el analisis de este polimorfismo se muestran en la
tabla 19. No se observd ninguna diferencia en la distribucion de genotipos al

comparar el grupo de pacientes FO-F2 con el grupo F3-F4.
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CCR2 (intron 2)

FO-F2 F3-F4
Genotipos N = 202 (%) N = 82 (%)
AA 93 (46.03) 41 (50.0)
AG 91 (45.04) 33 (40.24)
GG 18 (8.9) 8(9.7)

Tabla 19. Frecuencias genotipicas del polimorfismo del intrén 2 del gen
CCR2 en pacientes con infeccion crénica por VHC estratificados segun el
grado de fibrosis.

2.2. CCL2/MCP1

Los resultados obtenidos para este polimorfismo se muestran en la tabla 20. Se
comparod la presencia del alelo G (GG+AG) contra su ausencia (AA). No se
encontrd ninguna tendencia hacia una diferente distribucién de genotipos al

comparar ambos grupos.

CCL2/ MCP1

Genotipos FO-F2 F3-F4
N = 202 (%) N = 82 (%)
AA 123 (60.9) 45 (54.87)
AG 75 (37.12) 34 (41.46)
GG 4 (1.98) 3 (3.65)

Tabla 20. Frecuencias genotipicas del polimorfismo — 2518 A>G del gen
CCL2/MCP-1 en pacientes con infeccion cronica por VHC segun el grado de

fibrosis hepatica.
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2.3. Interaccion CCR2- CCL2/MCP-1

Para evaluar la posible relacion del complejo receptor-ligando (CCR2-
CCL2/MCP-1) en cuanto al desarrollo de fibrosis hepatica, se realizd un analisis
univariante teniendo en cuenta las posibles combinaciones en funcién de la
presencia o ausencia de la mutacion en ambos genes. La tabla 21 muestra los

resultados obtenidos en el analisis. No se observaron diferencias en relacion

con el grado de fibrosis.

INTERACCION CCR2- CCL2/MCP-1

FO-F2 F3-F4
CCR2A CCL2/MCP-1G N = 202 (%) N = 82 (%)
+ + 22 (10.9) 9 (11.0)
+ - 34 (16.8) 14 (17.1)
- + 57 (28.2) 28 (34.1)
- - 89(44.1) 31 (37.8)

Tabla 21. Frecuencias de las diferentes combinaciones CCR2-CCL2/MCP-1 en
relacion al grado de fibrosis.
* Los simbolos + y - aluden a la presencia o ausencia del alelo mutado para

ambos genes.

2.4. TNF-A

Respecto de la posicion —307 se compard la presencia de A (AA+AG) respecto a
su ausencia (GG). Se detecté una tendencia a una menor frecuencia de A entre
el grupo de pacientes en estadio F3-F4. En relacion a la posicion —237 se
compard la presencia de A (AA + AG) respecto a su ausencia (GG). No se
observd ninguna diferencia en la distribucion de genotipos. La tabla 22 muestra
los resultados de la distribucion de frecuencias genotipicas de los dos

polimorfismos analizados en TNF-A.
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TNF-A -307

Genotipos FO-F2 F3-F4 p
N = 202 (%) N = 82 (%)
GG 149 (73.7) 66 (80.4)
AG 53 (26.2) 14 (17.1)
AA - 2 (2.4) 0.23
Genotipos FO-F2 F3-F4
N = 202 (%) N = 82 (%)
GG 181 (89.6) 71(86.6)
AG 19 (9.4) 10 (12.2)
AA 2 (0.99) 1(1.2)

Tabla 22. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos del gen TNF-A en las
posiciones -307 (G>A) y -237 (G>A) en pacientes con infeccidon crdnica por

VHC estratificados en funcion del grado de fibrosis.

2.5. TGF-B1

A continuacion la tabla 23 muestra los resultados obtenidos para el
polimorfismo Arg/Pro del gen TGFB-1 entre los pacientes con infeccion crénica
por VHC estratificados por el grado de fibrosis. Se compard la presencia de Pro
(Arg/Pro+Pro/Pro) frente a su ausencia (Arg/Arg). No se observd ninguna

diferencia en cuanto a la distribucidon de genotipos entre ambos grupos.
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TGF-B1 (codon 25)

Genotipos FO-F2 F3-F4
N = 202 (%) N = 82 (%)
Arg/Arg 167 (82.6) 72 (87.8)
Arg/Pro 34 (16.8) 10 (12.2)
Pro/Pro 1(0.5) -

Tabla 23. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Arg/Pro en el coddn 25
del gen TGF-B1 en pacientes con infeccién crénica por VHC estratificados

por grado de fibrosis hepatica.

2.6. ECA

Se estudid la presencia o ausencia de una insercion de 287 bp en el intrén 16
del gen ECA. Con el uso de la segunda PCR, 14 de los 123 casos inicialmente
asignados como DD fueron reasignados como DI. La tabla 24 muestra los
resultados del polimorfismo (D/I) analizado. No se observaron diferencias en la

distribucidn de los distintos genotipos entre ambos grupos de pacientes.

Gen ECA (intron 16)

Ll L N =F;(;;2(%) N =F:;-2F‘(l°/o)
DD 78 (38.6) 31 (37.8)
DI 97 (48.0) 44 (53.6)
II 27 (13.4) 7 (8.5)

Tabla 24. Frecuencias genotipicas del polimorfismo D/I en el intrdn 16 del gen

ECA en pacientes con infeccién crénica por VHC segun el grado de fibrosis.
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2.7. HFE

Se estudiaron dos dimorfismos genéticos, el SNP rs17515604 localizado en el
exon-2 (His63Asp) y el SNP rs1800562 localizado en el exén-4 (Cys282Tyr) del
gen HFE.

Respecto del exdn-2 (His63Asp) se analiz6 la presencia de G (CG+GG) frente a
su ausencia, observandose una tendencia a una mayor presencia de G entre los
paciente que presentaban un estadio de fibrosis mas avanzado F3-F4. En
cuanto al exén-4 (Cys282Tyr) se analizo la presencia de A (AG+AA) frente a su
ausencia (GG). No se observo ninguna diferencia en la distribucion de genotipos
entre ambos grupos de pacientes. Los datos recogidos se muestran en la tabla
25.

HFE (His63Asp)

Genotipos FO-F2 F3-F4 p
N = 202 (%) N = 82 (%)
CC 143 (70.8) 52 (63.4)
CG 53 (26.2) 23 (28.05)
GG 6 (2.9) 7 (8.5) 0.2
HFE (Cys282Tyr)
GG 193 (95.5) 77 (93.9)
AG 9 (4.5) 5(6.1)
AA - -

Tabla 25. Frecuencia genotipica de los polimorfismos del exén-2 C/G
(His63Asp) y del exdén-4 G/A (Cys282Tyr) del gen HFE en pacientes con

infeccién por VHC y clasificados segun el grado de fibrosis hepatica.

Se ha descrito que la presencia de la mutacidon del exdn-2 en homocigosis asi

como los dobles heterocigotos exdn-2/exdn-4 tienen mayor tendencia a
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acumular hierro, sobre todo en individuos varones, por lo que se analizaron
estas situaciones. En el grupo completo, la presencia del genotipo homocigoto
mutado en el exon-2 fue significativamente mas frecuente en el grupo de
pacientes F3-F4 (p=0.04, OR=3.05; 0.84-11.32). Cuando se clasificaron los
pacientes no fibréticos y fibréticos en funcion del sexo se detectdé un aumento
significativo del nimero de homocigotos para la mutacion en el exén-2 en el
grupo de hombres (p=0.001; OR=9.81; 1.64-101.62). Respecto de los dobles
heterocigotos no se pudo realizar ningun analisis ya que sélo detectamos un

individuo en el grupo FO-F2. A continuacion la tabla 26 muestra los resultados

obtenidos.

HFE (His63Asp)
Hombres Mujeres
Genotipos N= 166 (%) N= 118 (%) p
FO-F2 F3-F4 FO-F2 F3-F4
N=123 N=43 N=79 N=39
CC 96 (78.0) 25(58.1) 47 (61.5) 27(69.2)
CG 25 (20.3) 12 (27.9) 28(354) 11(28.2)
GG 2(1.6) 6 (14.0) 4 (5.1) 1(2.5) 0.001

Tabla 26. Frecuencias genotipicas del polimorfismo del exén-2 del gen HFE en

pacientes estratificados por sexo y grado de fibrosis.

2.8. SLC11A1 (Nrampl)

Los resultados obtenidos para el polimorfismo del promotor del gen SLC11A1 se
muestran en la tabla 27. Se observd un aumento estadisticamente significativo
de los pacientes que presentaban el alelo 3 en el grupo F3-F4 respecto del
grupo FO-F2.
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SLC11A1

FO-F2 F3-F4
Fenotipos N=202(%) N=82(%) OR 95% IC p
No alelo 3 29 (14.3) 4 (4.8)
Alelo 3 173 (85.6) 78 (95.1) 3.27 1.09-13.19 0.02

Tabla 27. Frecuencias fenotipicas del polimorfismo del promotor del gen
SLC11A1 en pacientes con infeccidn crénica por VHC estratificados segun grado

de fibrosis.

Cuando se clasificaron los pacientes no fibréticos y fibréticos en funcién del
sexo se detectd un aumento significativo del nimero de portadores del alelo 3
en el grupo de hombres (p=0.006; OR=16.23; 1.61-274.91). Los resultados se

muestran en la tabla 28.
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Hombres Mujeres
Fenotipos N= 166 (%) N= 118 (%)
FO-F2 F3-F4 FO-F2 F3-F4 P
N=123 N=43 N=79 N=39
No alelo 3 19 (15.4) 0 (0.0) 10 (12.7) 41 (10.3)
Alelo 3 104 (84.6) 43 (100) 69 (87.3) 35(89.7) 0.006

Tabla 28. Frecuencias fenotipicas del polimorfismo del promotor del gen
SLC11A1 en pacientes con infeccién crénica por VHC estratificados segin sexo

y grado de fibrosis.

2.9. Modelo multivariante en relacion con la progresion de la fibrosis
hepatica

Se construyd un modelo multivariante en el que se incluyeron todas aquellas
variables genéticas cuyo valor de p fue inferior o igual a 0.25, por tanto se
incluyeron las siguientes variables: TNF-307A (si/no), SLC11A1 alelo 3 (si/no),
HFE Ho exdn-2 (si/no). Los dos genes relacionados con el metabolismo del
hierro que se incluyeron en el estudio, HFE y SLC11A1, resultaron variables
independientemente asociadas con el desarrollo de un mayor grado de fibrosis.

La tabla 29 muestra los resultados obtenidos.
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VARIABLES 959, IC

SLC11A1
3.26 1.08-9.81 0.035
(presencia alelo 3)
HFE Ho Exon-2 3.23 1.03-10.21 0.045

Tabla 29. Resultado del modelo multivariante incluyendo factores genéticos en
relacion con el desarrollo de fibrosis hepatica en pacientes con infeccion por
VHC.

Se construyd un nuevo modelo en el que se incluyeron las variables genéticas
asociadas con la fibrosis en el modelo anterior (HFE Ho Exdn-2 y SLC11A1
presencia del alelo 3) y las variables clinico-epidemioldgicas asociadas en el
univariante (edad de infeccion, AST, genotipo viral 1 y tiempo de evolucion). La
edad de infeccion fue la Unica variable que resultd independientemente
asociada con el grado de fibrosis en este modelo (p=0.001, OR=1.09, 95% CI
1.03-1.14).

3. Factores relacionados con la respuesta al tratamiento en la
infeccion por VHC

La tabla 30 muestra algunas caracteristicas y parametros biolégicos de los
pacientes con infeccién cronica por VHC estratificados segin la respuesta al
tratamiento. Los pacientes se clasificaron en dos grupos de respuesta:

respuesta sostenida (RS) y no respuesta sostenida (NRS).
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Caracteristicas NRS
clinico-epidemioldgicas N= 98

Sexo (H/M) (199) 62/39 56/42 ns
Edad infeccion*(135) 23.94+10.40 22.94+ 12.70 ns
Tiempo de evolucién**(133) 12.00 £7.59 18.69 £10.30  0.0001
Carga viral x10° (133) 1.19+1.41 1.40+1.37 ns
Genotipo viral (G1/resto) (158) 38/27 87/6 107
Grado de Fibrosis (199):

(FO-F2/F3-F4) 85/16 74/24 0.13
GOT(AST) *** (188) 74.17+£53.43 62.84+36.66 0.06
GPT(ALT) *** (189) 148.67+121.01 108.38+82.61  0.001

GGT ***(189) 41.67+32.89 65.03+69.09 0.02

FA*** (188) 172.16+£53.12  185.00+61.61 0.13

Tabla 30. Se muestran las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los
pacientes estratificados segln la respuesta al tratamiento.

*Edad en anos. **Tiempo de evolucidon en afios desde la fecha probable de
infeccién hasta la primera biopsia. *** Niveles medios de transaminasas y
fosfatasa alcalina en el momento del diagndstico.

Entre paréntesis se indica el nimero de pacientes analizados.

A continuacidon se muestran los resultados obtenidos para los polimorfismos
estudiados en los genes considerados como candidatos en la respuesta al
tratamiento. Todos los casos con valor de p < 0.25 en el analisis univariante

fueron tenidos en cuenta en el posterior analisis multivariante.

3.1. CCR2
3.1.1. Dimorfismo G>A en la posicion +190
Los resultados obtenidos para este polimorfismo se muestran en la tabla 31. Se

compard la presencia de A (AA + AG) contra su ausencia (GG). No se
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observaron diferencias en cuanto a la distribucion de los distintos genotipos

entre ambos grupos de pacientes.

CCR2 (+190)

Genotipos RS NRS
N= 101 (%) N= 98 (%)
GG 72 (71.28) 74 (75.51)
AG 28 (27.72) 21 (21.42)
AA 1 (0.99) 3 (3.06)

Tabla 31. Frecuencias genotipicas del polimorfismo +190 del gen CCR2
en pacientes con infeccion por VHC en funcién de la respuesta al

tratamiento.

3.1.2. Dimorfismo G>A situado en el intron 2
Los resultados obtenidos en el andlisis de este polimorfismo se muestran en la

tabla 32. No se observaron diferencias en la distribucién de genotipos al

comparar ambos grupos.

CCR2 (intron 2)

RS NRS
Genotipos N= 101 (%) N= 98 (%)
AA 48 (47.5) 46 (46.9)
AG 42 (41.6) 45(45.9)
GG 11 (10.9) 7 (6.9)

Tabla 32. Frecuencias genotipicas del polimorfismo A>G en el intrén 2

del gen CCR2 en funcién de la respuesta al tratamiento.
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3.2. CCL2/MCP-1
Los resultados obtenidos para este polimorfismo se muestran en la tabla 33. Se
compard la presencia de G (GG + AG) contra su ausencia (AA). No se

observaron diferencias en la distribucidn de genotipos entre ambos grupos de

pacientes.
CCL2/MCP-1 (-2518)
Genotipos RS NRS
N= 101 (%) N= 98 (%)
AA 64 (63.36) 55 (56.12)
AG 35 (34.65) 40 (40.81)
GG 2 (1.98) 3 (3.06)

Tabla 33. Frecuencias genotipicas respecto de la posicion -2518 del gen
CCL2/MCP-1 en pacientes con infeccidn cronica por VHC segun la respuesta

al tratamiento.
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3.3. Interaccion CCR2-CCL2/MCP-1

Para evaluar la posible relacion del complejo receptor-ligando CCR2-CCL2/MCP-
1 en cuanto a la respuesta al tratamiento, se realizd un analisis univariante
teniendo en cuenta las posibles combinaciones en funciéon de la presencia o
ausencia de la mutacion en ambos genes. La tabla 34 muestra los resultados
obtenidos en el andlisis. No se observaron diferencias en la distribucién de las

diferentes combinaciones en relacién con la respuesta al tratamiento.

INTERACCION CCR2-CCL2/MCP-1

RS NRS
CCR2A CCL2/MCP-1G  N= 101 (%) N= 98 (%)
+ + 10 (9.9) 11 (11.2)
+ - 19 (18.8) 13 (13.2)
- + 27 (26.7) 32 (32.6)
- - 45 (44.5) 42 (42.8)

Tabla 34. Frecuencias de las diferentes combinaciones CCR2-CCL2/MCP-1 en
funcion de la respuesta al tratamiento.
Los simbolos + y - indican la presencia o ausencia del alelo mutado para ambos

genes.

3.4. TNF-A

Respecto de las posiciones -307 y -237 se compard la presencia de A (AA +AG)
respecto a su ausencia (GG). No se observaron diferencias en la distribucion de
genotipos. La tabla 35 muestra los resultados de la distribucion de frecuencias

genotipicas de los dos polimorfismos analizados en TNF-A.
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TNF-A -237

Genotipos RS NRS
N= 101 (%) N= 98 (%)
GG 92 (91.08) 91(92.85)
AG 8 (7.92) 7 (7.14)
AA 1(0.99) -
Genotipos RS NRS
N= 101 (%) N= 98 (%)
GG 77 (76.23) 70 (71.42)
AG 24 (23.76) 28 (28.57)
AA = =

Tabla 35. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos del gen TNF-A en las
posiciones -307 (G>A) y -237 (G>A) en pacientes con infeccion crénica por

VHC estratificados en funcion de la respuesta al tratamiento.

3.5. TGF-B1

A continuacion la tabla 36 muestra los resultados obtenidos para el
polimorfismo Arg/Pro del gen TGF-B1 entre los pacientes con infeccion cronica
por VHC estratificados segun la respuesta al tratamiento. Se compard la
presencia de Pro (Arg/Pro+Pro/Pro) frente a su ausencia (Arg/Arg). Se observd
una tendencia a una mayor frecuencia de individuos con arginina entre el grupo

de pacientes no respondedores.
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TGF-B1(cododn 25)

Genotipos RS NRS p
N= 101 (%) N= 98 (%)
Arg/Arg 77 (76.2) 84 (85.71) 0.09
Arg/Pro 24 (23.76) 13 (13.26)
Pro/Pro - 1(1.02)

Tabla 36. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Arg/Pro en el coddn
25 del gen TGF-B1 en pacientes con infeccion cronica por VHC
estratificados en funcién de la respuesta al tratamiento.

Cuando se clasificaron los pacientes segun el genotipo viral se observo que
el aumento de frecuencia del polimorfismo alto productor sdlo se
encontraba entre los pacientes infectados con genotipo viral 1 que no
respondieron al tratamiento (p= 0.06). Los resultados se muestran en la
tabla 37.

TGF-B1(cododn 25)

G1 No G1
Genotipos N= 125 (%) N= 33 (%)
RS NRS RS NRS
N= 38 N= 87 N= 27 N=6 P

Arg/Arg  28(73.7)  76(87.4)  17(63.0) 4(66.7) 0.06
No Arg/Arg  10(26.3)  11(12.6) 10(37.0) 2 (33.3)

Tabla 37. Frecuencias genotipicas del polimorfismo Arg/Pro en el coddén
25 del gen TGF-B1 en pacientes con infeccion cronica por VHC
estratificados en funcién de la respuesta al tratamiento.
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3.6. HFE

Se estudiaron dos dimorfismos genéticos, el SNP rs17515604 localizado en el
exon-2 (His63Asp) y el SNP rs1800562 localizado en el exdn-4 (Cys282Tyr) del
gen HFE.

Respecto del exén-2 (His63Asp) se analizd la presencia de G (CG+GG) frente a
su ausencia, y en al exon-4 (Cys282Tyr) se analizd la presencia de A (AG+AA)
frente a su ausencia (GG). No se observd ninguna diferencia en la distribucion
de genotipos entre ambos grupos de pacientes para los polimorfismos
analizados en ambos exones. Los datos recogidos se muestran en la tabla 38.
Al clasificar el grupo de pacientes varones en base a la respuesta al
tratamiento, no se observaron diferencias en la distribucion de homocigotos
para la mutacion His63Asp (2/62, 3.2% RS; 2/56, 3.6% NRS).
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HFE (His63Asp)

Genotipos RS NRS
N= 101 (%) N= 98 (%)
CC 71(70.29) 69 (70.40)
CG 25(24.75) 27(27.55)
GG 5 (4.95) 2 (2.04)
Genotipos RS NRS
N= 101 (%) N= 98 (%)
GG 97 (96.03) 93 (94.89)
AG 4 (3.96) 5(5.10)
AA - -

Tabla 38. Frecuencias de los genotipos de los polimorfismos estudiados
en el exdn-2 C/G (His63Asp) y exon-4 G/A (Cys282Tyr) del gen HFE en

pacientes con infeccion por VHC en relacion con la respuesta al

tratamiento.

3.7.SLC11A1 (Nrampl)

Los resultados obtenidos para los polimorfismos del promotor del gen SLC11A1
se muestran en la tabla 39. No se observd ninguna tendencia a una diferente
distribucién de genotipos respecto a los polimorfismos analizados. Al clasificar el
grupo de pacientes varones en base a la respuesta al tratamiento, no se
observaron diferencias en la distribucién de individuos portadores del alelo 3
(53/62, 85.5% RS; 49/56, 87.5% NRS).
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Fenotipos RS NRS
N= 101 (%) N= 98 (%)
No 3 13 (12.9) 13 (13.3)
3 88 (87.1) 85 (86.7)

Tabla 39. Frecuencias de fenotipos del polimorfismo del promotor del gen
SLC11A1 en pacientes con infeccidn crénica por VHC estratificados segun

respuesta al tratamiento.

3.8. Modelo multivariante en relacion con la respuesta total al
tratamiento

En este analisis multivariante se incluyeron todas las variables cuyos valores de
p resultaron < 0.25 en el andlisis univariante. Por tanto, se incluyeron las
siguientes variables: grado de fibrosis (F3-F4 si/no), edad de infeccion, tiempo
de evolucidén, genotipo viral 1(si/no), TGF-B1 (Arg/Arg si/no), GOT (AST), GPT
(ALT), GGT y FA. El genotipo viral fue la Unica variable asociada de manera
independiente con la respuesta al tratamiento (p= 0.001, OR= 10.03, 95% CI
2.53-39.75).
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DISCUSION
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion analiza la posible influencia que diferentes
factores genéticos del hospedador pueden jugar en la cronificacion, en el grado
de progresion de la fibrosis-cirrosis hepatica, asi como en la respuesta al
tratamiento tras la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC). El disefio
experimental utilizado consistid6 en un estudio caso-control con seleccién de
genes candidatos utilizando una estrategia basada en la funcién bioldgica de la
proteina (hipotesis-testing). De acuerdo con lo anterior, se realizd una seleccién
de genes candidatos relacionados con la cronificacion de la infeccién en la que se
incluyeron genes involucrados en la respuesta inmunoldgica antiviral (KIRs,
HLA-Cw*, CCL2-MCP-1, CCR2, TNF-a y TGF-B1); genes implicados en el
desarrollo y progresion de la fibrosis hepatica a través de mecanismos de
activacion de células hepaticas estrelladas (CHE) y sintesis de colageno (CCL2-
MCP-1, CCR2, TNF-a, TGF-B1, ECA, HFE y SLC11A1): y, por ultimo, genes con un
posible papel en la respuesta al tratamiento (CCL2-MCP-1, CCR2, TNF-q, TGF-31,
HFE y SLC11A1). La seleccién de los diferentes polimorfismos analizados en cada
gen se hizo de acuerdo con su influencia en la expresion de la molécula o en la
funcionalidad de la misma.

Los estudios caso-control en los que se investiga la asociacién de polimorfismos
y susceptibilidad a enfermedades deben ser repetidos en diferentes poblaciones
y series para confirmar los resultados obtenidos. En el caso concreto de la
infeccion por VHC, el limitado nimero de pacientes incluidos en cada serie, la
heterogeneidad de las poblaciones analizadas en los diferentes trabajos, asi
como las diferencias en los criterios de evolucion de los pacientes, hace
imprescindible la confirmacién de los resultados en diferentes cohortes.

En relacion con el resultado de la infeccion por VHC se ha demostrado que
determinadas caracteristicas del hospedador, como el género, influyen en la
cronificacion de la infeccion. En este sentido, diferentes estudios concluyen que
el sexo femenino es un factor asociado con el aclaramiento viral espontaneo,

mientras que el masculino se asocia con la cronificacion (Inoue G et al., 2000;
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Micallef JM et al., 2006). De hecho, nuestros resultados concuerdan con estos
estudios, ya que el grupo de individuos con aclaramiento viral espontaneo y el
grupo de pacientes cronicos presentaban una diferente distribucién de géneros.
Entre los genes candidatos a modificar el curso de las infecciones virales se
encuentra el sistema HLA, tanto por la funcién de estas moléculas en la
presentacion de antigenos a las células T, como por su papel como ligandos de
los receptores inhibidores de las células NK. En este sentido, diferentes trabajos
han relacionado estas moléculas con la evolucién de distintas infecciones virales
crénicas como las producidas por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y
el virus de la hepatitis B (VHB) (Just 1] et al., 1995; Thio CL et al., 1999).
Ademas, existen estudios donde se evalla la influencia de diferentes alelos HLA
de clase I (Neumann-Haefelin C et al., 2006) y clase II (Barrett S et al., 2005;
Thursz M et al., 1999) en el aclaramiento viral de VHC. Estos trabajos ponen de
relieve que diferentes especificidades y alelos HLA como B27, DRB1*0101 vy
DQB1*0301 pueden tener relacién con el aclaramiento viral, mientras que otros,
como DRB1*0701 y DRB4*0101 se relacionan con la persistencia.
Recientemente, se ha descrito asociacion de determinados alelos y
especificidades del locus HLA-Cw* con la persistencia viral, gracias al desarrollo
de las técnicas de biologia molecular que son las Unicas que permiten un
correcto tipaje de este locus (Thio CL et al., 2002). Por otro lado, es bien
conocida la existencia de desequilibrio de ligamiento entre diferentes loci HLA,
por lo que es plausible plantearse la posibilidad de que asociaciones descritas
anteriormente con otras moléculas HLA, fuesen debidas al menos en parte a
asociaciones con HLA-Cw*,

Los trabajos anteriormente mencionados, planteaban la relacion de las moléculas
HLA con la persistencia de la infeccion desde el punto de vista de su papel como
presentadoras de antigenos. Recientemente, se ha replanteado la asociaciéon de
estas moléculas con la persistencia de la infeccion por VHC, en base a su fucion
como ligandos de los receptores de las células NK. Las moléculas HLA-Cw*
actian como ligandos de los receptores KIR de las células NK, las cuales son
componentes fundamentales de la respuesta inmune innata antiviral. Aunque

existen diferentes genes KIR, los Unicos con ligandos HLA-Cw* bien conocidos
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son KIR2DL1, KIR2DL2 y KIR2DL3. Como se comentd con anterioridad, los alelos
HLA-Cw* se clasifican en dos grupos, C1 y C2, segun la presencia de Asn o Lys
en posicién 80 de la molécula. Las interacciones KIR-HLA-Cw* bien descritas son
las que se producen entre HLA-C1 que se une a KIR2DL2 con afinidad intermedia
y a KIR2DL3 con afinidad débil y HLA-C2 que se une a KIR2DL1 con afinidad
fuerte.

Un estudio previo puso de manifiesto un efecto sinérgico entre determinadas
combinaciones KIR-HLA vy el resultado de la infeccién por VHC (Khakoo SI et al.,
2004). Este trabajo mostraba que la frecuencia de individuos homocigotos C1C1
era mayor en el grupo de pacientes con aclaramiento viral espontaneo. Dado
que KIR2DL3 interactia con HLA-C1 de forma débil, este grupo establecié la
hipotesis de que esta combinacidn podria ser protectora frente a la infeccion, al
permitir una mayor activacion de las células NK que, por tanto, aclararian el
virus mas facilmente que en el caso del resto de combinaciones KIR-HLA. Los
datos del trabajo anteriormente mencionado mostraban un aumento
significativo de la combinacion 2DL3/2DL3-C1C1 entre los sujetos con
aclaramiento viral, si bien la hipdtesis sélo se cumplia en aquellos casos en los
que el mecanismo de contagio presuponia una baja dosis de inoculacién. Hay
que resaltar que los sujetos con combinaciones genotipicas optimas para la
activacion de las células NK resultaron infectados, lo que indica que el mayor
nivel de activacion de las células NK que presentan estos individuos no es
suficiente para prevenir el establecimiento de esta infeccién viral.

Nuestros resultados difieren de los esperados segun la hipdtesis de Kakoo et
al., ya que en primer lugar, los individuos con infeccion crdnica presentaban
una mayor frecuencia del receptor de baja afinidad 2DL3, mientras que, los
individuos que aclaraban la infeccidon presentaban una mayor frecuencia del
receptor de afinidad intermedia 2DL2. Ademads, la frecuencia de HLA-C1
(C1C1+C1C2) se encontraba aumentada entre los individuos que cronificaban la
infeccion. Por ultimo, las interacciones HLA-KIR mas fuertes eran mas
frecuentes en el grupo de pacientes que aclaraban la infeccidon. Las
discrepancias detectadas entre ambos trabajos podrian ser explicadas por las

diferencias en las frecuencias de los diferentes haplotipos KIR y alelos HLA-C
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entre poblaciones. En este sentido y de manera muy general los haplotipos
KIRs pueden clasificarse en dos grupos, el grupo A mas simple y que contiene
el gen 2DL3 y el grupo B, mas complejo y que contiene la mayoria de las veces
el gen 2DL2. En general, podemos decir que el grupo B contiene mas genes
KIRs activadores que el grupo A (Parham P, 2005). La alta frecuencia del gen
2DL3, encontrada en el presente trabajo entre los individuos con infeccidn
crénica, podria reflejar una mayor frecuencia de haplotipos del grupo A en
estos pacientes y por tanto, la existencia de un menor numero de genes que
codifican receptores activadores. Esta situacion podria ser la opuesta para los
individuos con aclaramiento viral espontaneo, explicando asi la mayor
capacidad de aclarar el virus en estos pacientes. Por tanto, nuestros resultados
sustentan asociacion de los receptores KIR, bien por si solos, o0 en combinacion
con sus ligandos con el proceso de cronificacion de la infeccion por VHC, ya que
esta variable se encontraba asociada tanto en el modelo univariante como en el
multivariante. No obstante, esta relacion no se ajusta al modelo propuesto por
Kakoo et al.

Por otro lado, durante la fase aguda-inflamatoria de la infeccion se sintetizan y
actlan componentes fundamentales en la regulacion de la respuesta
inmunoldgica tales como la quimiocina CCL2/MCP-1. Una de las funciones de
esta molécula es actuar como regulador de la homeostasis de citocinas a nivel
hepatico contribuyendo a la formacidbn y mantenimiento del infiltrado
inflamatorio observado durante la infeccién por VHC (Bataller R et al., 2005). Se
ha descrito que los pacientes con infeccion por VHC presentan niveles
aumentados de CCL2/MCP-1 (Marra F et al.,, 1999; Narumi S et al., 1997), y
recientemente, se ha asociado esta citocina con procesos de aclaramiento en la
infeccion por VHB (Byung Lae Park et al., 2006). Estos antecedentes han
permitido establecer una relaciéon entre CCL2/MCP-1 y el resultado de la
infeccion por este virus.

La transmision de sefales via CCL2/MCP-1 al interior de la célula se realiza a
través del receptor de quimiocinas CCR2, y por tanto es plausible que una
alteracion de la afinidad entre ligando y receptor pudiera afectar el resultado de

la respuesta frente al virus. Actualmente sabemos que existe relacién entre
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determinadas variaciones genéticas de receptores de quimiocinas y la evolucion
de la infeccidn por diferentes virus tales como VIH (Dean M et al., 1996; Smith
MW et al., 1997) y VHC (Woitas RP et al., 2002). De igual forma variaciones
descritas en el gen CCR2 se han asociado con retrasos en el desarrollo de la
enfermedad en pacientes con infeccion por VIH (Smith MW et al., 1997).
Aunque se dispone de bastante informacion acerca del papel de CCL2/MCP1 en
la fisiopatologia de las enfermedades hepaticas cronicas, asi como de la
influencia que tiene VHC en la induccion de la expresion de esta molécula
(Marra F et al., 1998), el conocimiento del papel que juegan tanto CCL2/MCP1
como CCR2 en la resolucidon de la infeccion viral es bastante limitado. En el
presente trabajo no se detectd asociacién del polimorfismo -2518 G>A en el
gen CCL2/MCP1 con la cronificacion de la infeccién. Respecto de CCR2,
nuestros resultados mostraron una tendencia a una mayor frecuencia de la
mutacién en la posicion 190 en el grupo de pacientes que cronificaban aunque
sin alcanzar la significacion estadistica. Ademas, en los dos modelos
multivariantes construidos, la presencia de CCR2A se comportdé como una
variable independientemente asociada a la cronificacion. Nuestros resultados
son similares a los de un estudio univariante realizado recientemente que
sugiere un modesto efecto del polimorfismo G190A del gen CCR2 en el
aclaramiento viral espontaneo (Mascheretti S et al., 2004). Sin embargo, estos
resultados son contradictorios con otros en cuyas series no se encuentra
ninguna asociacion (Hellier S et al., 2003; Goulding C et al., 2005). Las
discrepancias encontradas entre los diferentes estudios podrian deberse a
sesgos en la poblacién seleccionada, ya que algunos trabajos que incluyen
pacientes de diferentes origenes (Hellier et al), o bien al tamafo muestral
inapropiado de determinadas series de pacientes que presentan un inadecuado
poder estadistico insuficiente para detectar asociaciones débiles. Esta situacion
de inadecuado poder estadistico aparece con facilidad cuando la frecuencia del
alelo asociado con la enfermedad es relativamente baja, como ocurre
precisamente en el caso de la mutacion G190A en CCR2 en poblacion
caucasica. Ademas, aunque se ha descrito asociacion entre el polimorfismo

G190A de CCR2 y una lenta evoluciéon a SIDA de los pacientes infectados por
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VIH (Smith MW et al., 1997), las bases moleculares de esta asociacion no estan
perfectamente establecidas ya que el cambio de Val64lle es conservativo. Una
de las hipdtesis planteadas para explicar esta asociacion se basa en a existencia
de dos isoformas diferentes de CCR2 que se producen mediante splicing
alternativo. La isoforma CCR2a, se encuentra predominantemente en el
citoplasma, mientras que la CCR2b aparece en la membrana celular (Charo IF
et al., 1994). Se ha demostrado que la presencia de la mutacion Ile64 origina
un incremento de la estabilidad de la isoforma citoplasmatica que no afecta a la
expresion de la isoforma de superficie (Nakayama E et al., 2004). No obstante,
este incremento de la estabilidad de la isoforma citoplasmatica, podria provocar
alteraciones en la funcionalidad de la isoforma de membrana en diferentes tipos
celulares, como NK vy linfocitos T, que estan fuertemente involucrados en el
aclaramiento viral, y por lo tanto en la respuesta frente a la infeccién por VHC.
Hasta la fecha, no existen estudios que analicen otras posibles areas de
asociacion del gen CCR2 con la resolucion de la infeccion por VHC. Para
explorar esta hipdtesis analizamos el SVP rs3138042, localizado en el intrén 2
del gen CCR2, proximo a la regién de splicing, que presenta un alto grado de
heterocigosidad y, que por tanto, podria ser informativo ya que presenta mayor
frecuencia del alelo minoritario que G190A por lo que, disminuyen los
problemas de poder estadistico. Sin embargo, no encontramos asociacién entre
este SNP y la cronificacion de la infeccion. Ademas, con objeto de comprobar el
posible efecto combinado de ambos polimorfismos realizamos un analisis de
haplotipos en el que tampoco se detectd asociacién. Por tanto, en caso de
existir realmente una asociacion de CCR2 con la cronificacion de la infeccion por
VHC, pensamos que la zona asociada estaria mas préxima a la posicion 190.
Finalmente, para evaluar si el ligando y receptor, considerados como un Unico
factor, podrian tener un efecto en la cronificacion de la infeccion se realizd un
analisis combinado de las mutaciones -2518 CCL2/MCP-1 y 190 CCR2, en el que
se detectd que el grupo que cronificaba la infeccidn presentaba una mayor
frecuencia de individuos CCR2A-CCL2/MCP-1A. Ademas, en el modelo
multivariante esta variable se encontraba independientemente asociada con la

cronificacion, si bien, esta asociaciéon no se podia diferenciar de la que se
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encontraba para CCR2A. Por tanto, nuestros resultados no descartan asociacion
de CCR2 o del par CCR2-CCL2/MCP-1 en la cronificacion de la infeccidon por
VHC.

El desarrollo de una respuesta intensa por parte de linfocitos T frente a los
diferentes antigenos del VHC es un acontecimiento clave durante el proceso de
aclaramiento viral espontaneo. Ademas, se sabe que la regulacion del balance
TH1/TH2 es fundamental en la respuesta frente al virus. Las células efectoras
TH1 promueven la actividad citotdxica mediada por linfocitos T y producen
diferentes citocinas con actividad antiviral entre las que se encuentran TNF-a y
TGF-B1. Se ha establecido que una respuesta vigorosa TH1 se relacionaria con
el aclaramiento del virus y por el contrario, una respuesta predominantemente
TH2, o bien, una respuesta citotoxica ineficaz, condicionaria la cronificacion de
la infeccidn.

TNF-a es una citocina proinflamatoria con actividad citotdxica y antiviral, que
desarrolla su accion a través de mecanismos inmunoldgicos. La molécula TNF-a
se expresa en diferentes tipos celulares tales como fagocitos mononucleares
activados, células NK y células T estimuladas con antigeno.

Diferentes trabajos de investigacion realizados hasta la fecha ponen de
manifiesto el papel de esta molécula en la infeccién por VHC. Asi, se ha descrito
que pacientes con infeccion por VHC presentan niveles elevados de TNF-a (Tilg
H et al.,, 1992), por lo que la inapropiada produccion de esta citocina se ha
relacionado con la persistencia viral. Por otro lado, se sabe que el virus es
capaz de inducir la produccion de TNF-a en los hepatocitos humanos (Gonzalez-
Amaro R et al., 1994). La expresion de TNF-a esta fuertemente controlada a
nivel trascripcional y postrascripcional, y los polimorfismos -307 y -237 se han
asociado con el control de la expresién de este gen.

En nuestro estudio, se observd una tendencia hacia una mayor frecuencia de la
mutacién —307A en el grupo de pacientes cronicos. Ademas, esta mutacién se
detectd como variable independientemente asociada con la cronificacion en los
dos modelos multivariantes construidos, por lo que nuestros resultados no
permiten descartar la existencia de asociacién entre el polimorfismo de la

posicion —307 del TNF-a y la cronificacion de la infeccién. En general, los
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estudios publicados en poblacidon caucasoide comparando pacientes que
cronifican con sujetos que aclaran espontaneamente la infeccion que analizan
este polimorfismo no encuentran asociacion (Lio D et al., 2003; Constatini PK et
al., 2002; Barret S et al.,, 2003, Mangia A et al.,, 2004), si bien, algunos
muestran una mayor frecuencia de la mutacién en posicién -307 en el grupo de
pacientes que cronifican (Constatini PK et al., 2002; Barret S et al., 2003) y
otros, que no la muestran, incluyen una serie muy limitada de pacientes (Lio et
al., 2003). Dado el bajo poder estadistico de los estudios individuales debido,
por un lado, a la baja frecuencia de la mutacidn, y por otro al escaso nimero
de sujetos con aclaramiento espontaneo, valoramos la posibilidad de realizar un
meta-analisis teniendo en cuenta los datos de todos estos estudios. Sin
embargo, descartamos esta posibilidad ya que los resultados no serian
concluyentes debido a que existen grandes diferencias en la frecuencia de la
mutacién dentro de la poblacién caucasoide, y por tanto, no seria correcto
tratarla como una cohorte homogénea. Finalmente otros estudios que incluyen
como controles individuos sanos no infectados (Hohler T et al., 1998), o
poblaciones no caucasoides (Thio CL et al., 2004; Kusumoto K et al., 2006)
presentan también resultados discordantes. Respecto de la posicion -237
nuestro trabajo y los anteriormente referenciados en poblacién caucasoide que
incluyen sujetos con infeccidon crénica y con aclaramiento viral espontaneo,
sugieren que no existe relacion entre este polimorfismo y la cronificacion
(Constatini PK et al., 2002; Mangia A et al., 2004).

Como ya se menciond con anterioridad, las células NK intervienen en la
respuesta frente a la infeccion viral, ya que, constituyen uno de los principales
tipos celulares involucrados en la inmunidad innata. Se sabe que, diferentes
citocinas tales como TGF-B1 son supresores de células NK ya que, inhiben la
produccién de IFN-y asi como de IL-12 y bloquean la proliferacion vy
citotoxicidad de las células NK (Rook AH et al., 1986). Se ha descrito que los
niveles de mRNA de TGF-B1 se encuentran aumentados en pacientes con
infeccion crénica por VHC (Poynard T et al.,, 1997). Existen diferentes
polimorfismos en el gen TGF-B1 que han sido relacionados con los niveles de

expresion de esta citocina y, mas concretamente, se ha demostrado que los
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sujetos homocigotos Arg/Arg para el polimorfismo del coddon 25 presentan
niveles incrementados de esta molécula (Awad MR et al., 1998).

Aunque las variaciones genéticas en TGF-B1 se han estudiado ampliamente en
procesos tales como cancer, fibrosis, etc, existen pocos trabajos en relacién con
los mecanismos de aclaramiento viral espontaneo tras infeccion por VHC. Un
estudio reciente sugiere que determinados polimorfismos de esta citocina
pueden jugar algun papel en el aclaramiento de VHC. Concretamente, este
estudio relaciona la presencia del polimorfismo —509C en el promotor del gen
TGF-B1 con una como con una menor actividad trascripcional del gen y con una
mayor tasa de aclaramiento del virus (Kimura T et al., 2006). Estos autores
sugieren que esta situacion podria estar condicionando una menor supresion de
la actividad NK, y por lo tanto podria favorecer el aclaramiento. En nuestro
trabajo se analizé el polimorfismo Arg25Pro, situado en la regidn codificante y
que se ha relacionado con alteraciones del nivel de expresion de esta molécula
(Awad MR et al., 1998). Concretamente, se ha descrito que el genotipo
Arg25/Arg25 se relaciona con un mayor nivel de TGF-B1, por lo que segun la
hipotesis anterior, constituiria un factor de riesgo para la cronificacion. Sin
embargo, nuestros resultados no mostraron diferencias en la distribucion de
genotipos entre los dos grupos analizados. Estos resultados son concordantes
con otros publicados en poblacion caucasoide que incluyen grupos de pacientes
con infeccién cronica y grupos control de sujetos con aclaramiento viral
espontaneo (Barret S et al.,, 2003). Ademas, los datos de un estudio en
poblacion asiatica en el que el grupo control lo constituian sujetos sanos no
infectados, presenta resultados similares a los anteriores (Suzuki S et al.,
2003). Por tanto, nuestros resultados, junto con el resto de los publicados,
descartan un papel relevante de este polimorfismo en la cronificacién de la
infeccion.

Una vez que la infeccién por VHC cronifica, el curso clinico de la misma es
variable y puede ser evaluado de diferentes formas. La comparacién entre
diferentes estudios resulta en ocasiones dificil debido a la diversidad de
marcadores de evolucion utilizados. El grado de lesidon evaluado mediante el

analisis histoldgico de biopsias hepaticas es uno de los indices utilizado en el
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seguimiento de estos pacientes. La diversidad de indices de clasificacion
utilizados en el analisis de las biopsias asi como, la relativa subjetividad de la
evaluacion de las mismas son factores que anaden heterogeneidad a los
estudios. En el presente trabajo se utilizd el indice de Scheuer que permite
clasificar las biopsias en funcion del grado de fibrosis observado. Todas las
biopsias fueron obtenidas en el momento del diagndstico, siendo los criterios de
evaluacion homogéneos dentro de lo posible.

El desarrollo de diferentes grados de fibrosis en pacientes VHC se ha
relacionado con factores tales como edad de infeccidn, sexo, consumo de
alcohol, etc. En nuestro estudio, factores como una mayor edad en el momento
de la infeccion y alteraciones en los niveles de las transaminasas GOT (AST) y
GGT asi como de FA, resultaron caracteristicas asociadas con un mayor grado
de fibrosis. La fibrosis hepatica es una consecuencia deletérea de la situacion
de inflamacidn crénica que se presenta como resultado de la respuesta inmune
frente al virus (Webster JC et al., 2001). El mecanismo de respuesta frente a la
infeccion por VHC desencadena una fase inflamatoria en la que las células
hepaticas y linfocitos T activados secretan moléculas tales como citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento que juegan un importante papel en la
activacion de las CHE que, a su vez, producen los componentes de la matriz
extracelular y promueven el proceso de fibrosis. Durante la infeccion crénica
por VHC se produce, por tanto, inflamacidon persistente, dafo hepatico y
fibrosis, y aquellos factores que intervienen en perpetuar este proceso podrian
estar relacionados con diferencias en la evolucion de la fibrosis. Por tanto,
diversos factores genéticos del hospedador relacionados con la cascada
inflamatoria y con el proceso fibrogénico podrian explicar, al menos en parte, el
amplio abanico de respuestas que se producen frente al mismo agente
etiologico en el proceso de cronificacion (Bataller R et al., 2003). Por ejemplo,
se ha propuesto que determinados polimorfismos genéticos en genes de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias podrian explicar la heterogeneidad de
la respuesta fibrogénica que manifiestan estos pacientes (Poynard T et al.,
1997). En este sentido, diferentes estudios han puesto de manifiesto el papel

del par CCL2/MCP-1-CCR2 en el reclutamiento y mantenimiento del infiltrado
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inflamatorio durante el dafio hepatico (Marra F et al., 1999) y, en concreto, en
el que se produce como consecuencia de la infeccién por VHC (Narumi S et al.,
1997; Nischalke HD et al., 2004). En el presente estudio, no se encontraron
diferencias en la distribucion de genotipos respecto del polimorfismo -2518 del
gen CCL2/MCP-1 al comparar los pacientes con infeccion VHC clasificados
segun el grado de fibrosis. Estos resultados son concordantes con algunos
descritos anteriormente en una serie corta de pacientes (Glas ] et al., 2004) y
discrepan de otros que describen asociacion entre la presencia del alelo —
2518G, descrito como alto productor de esta quimiocina, y el desarrollo de un
mayor grado de fibrosis (Muhlbauer et al., 2003). Nuestra serie incluia un
numero de pacientes superior al de la serie de Muhlbauer et al. y adn asi no se
encontrd asociacion.

Por otro lado, CCR2 se ha relacionado con el proceso de fibrosis en diferentes
estudios desarrollados en modelos animales. Por ejemplo, en un modelo murino
de fibrosis pulmonar se demostré que los ratones deficientes en este receptor
no progresaban a fibrosis, lo que sugiere asociacion entre CCR2 y la cascada de
citocinas profibréticas (Moore BB et al., 2001). En esta misma linea, se ha
establecido el papel de este receptor en un modelo murino de fibrosis renal
demostrandose que, en aquellos ratones en los que se bloqueaba el receptor el
grado de fibrosis era inferior al que presentaban los ratones en los que el
receptor no se blogueaba (Kitagawa K et al., 2004). Ademas, un trabajo
reciente en el que se identificaba el perfil molecular de genes relacionados con
los estadios iniciales de fibrosis inducida por VHC, se describia una alteracién en
la regulacion de la expresion de este gen en pacientes en estadio inicial de
fibrosis respecto de sujetos normales, lo que parece indicar la existencia de una
relacion entre este gen y el desarrollo de fibrosis hepatica (Bieche I et al.,
2005).

En el presente trabajo se estudio el posible papel del polimorfismo 190A del gen
CCR2 en el desarrollo de la fibrosis hepatica, no observandose asociacion con el
estadio de fibrosis. Nuestros resultados son concordantes con otros estudios
gue no encuentran asociacion entre este polimorfismo y el desarrollo de fibrosis

hepatica avanzada (Hellier S et al., 2003; Promrat K et al., 2003; Ruiz-Ferrer M
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et al., 2004). Como se comentd en el apartado correspondiente al proceso de
cronificacion de la infeccidn, el andlisis de este SNVP presenta una serie de
problemas relacionados tanto con la baja frecuencia de la mutacion, como con
la naturaleza del cambio de aminoacido generado. Al igual que en el apartado
anterior, se analizé la frecuencia del SNVP rs3138042 G>A no detectandose
ninguna diferencia en la distribucion de genotipos entre los dos grupos
estudiados. Ademas, al analizar el posible efecto combinado de las mutaciones
en la quimiocina y su receptor no se encontraron diferencias en la distribucion
entre ambos grupos de pacientes. Por tanto, este estudio sugiere que no existe
relacion entre los polimorfismos analizados en el par CCR2-CCL2/MCP-1 vy el
grado de fibrosis hepatica en pacientes con infeccién crénica por VHC.

La infeccién crénica de las células hepaticas por VHC desencadena la
produccion de determinadas citocinas tales como TNF-a y TGF-B1. Estas
citocinas intervienen en la activacién de las CHE contribuyendo al proceso de
fibrosis hepatica. Por tanto, la existencia de polimorfismos funcionales en los
genes que codifican estas citocinas podrian contribuir al resultado final de la
enfermedad. En relacion con el gen TNFA, se ha descrito por ejemplo, que los
pacientes infectados con VHC receptores de un injerto hepatico procedente de
un donante con la mutacién TNFA -307A, desarrollan un mayor grado de lesion
histoldgica en el 6rgano trasplantado, lo que puede indicar relacidn entre este
polimorfismo y el grado de fibrosis desarrollado (Rosen HR et al., 1999). Con
respecto al analisis realizado en el presente estudio, nuestros resultados
mostraron un ligero aumento de la frecuencia del alelo -307A en pacientes con
estadio de fibrosis F3-F4. Otros estudios realizados en poblacidén caucasoide con
este mismo polimorfismo muestran diferentes resultados. Por ejemplo, algunos
estudios describen asociacion entre el desarrollo de fibrosis avanzada y la
mutacién -307A (Yee LJ et al., 2000), sin embargo otros no confirman esta
asociacion (Powell EE et al., 2000; Bahr MJ et al., 2003). Como se comentd en
el apartado correspondiente a la cronificacién, los trabajos individuales
presentan problemas relacionados con el poder estadistico que podrian
solucionarse con un meta-analisis que englobara los resultados obtenidos en

poblaciones genéticamente homogéneas. Sin embargo, las limitaciones
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comentadas anteriormente impedian obtener resultados concluyentes este
analisis. Respecto a los estudios en poblaciones no caucasicas se encuentran
igualmente resultados contradictorios (Goyal et al., 2004; Abbas Z et al., 2005;
Dai CY et al., 2006a). Ademas, el modelo multivariante realizado en el presente
estudio no detectd esta variable como independientemente asociada con el
grado de fibrosis. En relacidon con la posicién -237A, nuestros resultados en el
estudio univariante son concordantes con los encontrados en poblacion
caucasoide y en otras poblaciones que describen no asociacion de este
polimorfismo con el grado de fibrosis (Yee LJ et al., 2000; Dai CY et al., 2006a).
Por tanto, nuestros resultados sugieren que estos dos polimorfismos en el gen
TNFA no juegan un papel relevante en el grado de fibrosis hepatica
desarrollado en estos pacientes.

En relacion con la otra citocina incluida en el presente trabajo, diferentes
estudios realizados tanto en modelos animales como humanos han establecido
el papel de TGF-B1 en el desarrollo de fibrosis tisular (Border WA et al., 1994;
Blobe GC et al., 2000; Gressner AM et al., 2006). TGF-B1 ejerce su accidn
activando las CHE que expresan un amplio abanico de PME y, ademas, inhibe la
degradacion de estas moléculas. Esta citocina es un potente inductor de
apoptosis en hepatocitos, la cual se relaciona con el proceso de fibrogénesis.
Los resultados del estudio del polimorfismo Arg/Pro en el coddn 25 del gen
TGF-B1 en nuestra serie de pacientes no sugieren asociacion de este
polimorfismo con el grado de fibrosis. En relacién con este polimorfismo se han
publicado tres trabajos en poblacidon caucasica, en uno de ellos se describe
asociacion entre el grado de fibrosis hepatica y el genotipo alto productor de la
citocina (Powell EE et al., 2000), mientras que en los otros dos, la asociacion
detectada es la contraria (Gewaltig J et al., 2002; Wang H et al., 2005). En
cuanto al Unico trabajo publicado en poblacidn no caucasica no se encontrd
ninguna asociacion (Suzuki S et al.,, 2003). La deteccion de asociaciones
contrarias en la misma posicion indicaria que el polimorfismo estudiado no es el
causante directo de la asociacion encontrada, si bien, pueden existir otras

posiciones en desequilibrio de ligamiento causantes de las asociaciones
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descritas. El estudio de multiples SVPs en este gen podria ayudar a dilucidar su
papel en el desarrollo de este proceso.

Una de las multiples rutas involucradas en el desarrollo de fibrosis hepatica es
el sistema renina-angiotensina (SRA). Aunque la informacién actual sobre el
funcionamiento de este sistema a nivel hepatico no es concluyente, existen
datos que sugieren la presencia de receptores de angiotensina II (AIl) en las
CHE (Bataller R et al., 2000). El SRA es regulado por estimulos generados en el
mismo Organo, especialmente en presencia de dafio agudo o crénico. La enzima
convertidora de angiotensina (ECA) esta implicada en la sintesis de AII, y ésta,
a su vez, se ha relacionado con el proceso de fibrosis en diferentes drganos
(Noble NA et al., 1997; Ocaranza MP et al., 2004). Modelos animales de
fibrogénesis hepatica sugieren que el bloqgueo de uno de los principales
receptores para la AIl podria influir en el resultado final de enfermedad,
reduciendo la fibrosis (Paizis G et al., 2002). Ademas, se ha postulado que la
actividad ECA podria ser un indicador de la severidad de la enfermedad
hepatica (Schweisfurth H et al., 1979).

Por otro lado, se ha demostrado que la presencia del polimorfismo D/I
localizado en el intrén 16 del gen ECA se relaciona con el nivel de expresion de
la enzima y a su vez con el aumento de AII (Rigat B et al., 1990). Al analizar
este polimorfismo en nuestra serie de pacientes, no encontramos asociacion
entre el genotipo alto productor (DD) y un mayor grado de fibrosis. Estos
resultados son similares a los obtenidos en estudios previos (Powell EE et al.,
2000; Forrest EH et al., 2005). Hay que resaltar, que nuestro estudio aporta un
mayor numero de casos que los anteriores y ademas, se realizd una mejora en
el método de genotipado con el fin de asignar correctamente aquellos
genotipos que presentan problemas de amplificacién (Shanmugan V et al.,
1993).

En la actualidad se sabe que los pacientes con infeccion crénica por VHC
presentan frecuentemente alteraciones en los indicadores de los niveles de
hierro sérico, ferritina e indice de saturaciéon de transferrina, asi como
incrementos moderados en la concentracion de hierro a nivel hepatico (Di

Bisceglie AM et al., 1992) y que estos cambios pueden influir en el desarrollo de
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fibrosis (Chitturi S et al., 2002; Metwally MA et al., 2004). La produccién de
radicales activos de oxigeno y concretamente el estrés oxidativo se encuentran
entre los mecanismos propuestos para explicar la influencia de la sobrecarga de
hierro en el desarrollo del proceso de fibrosis a través de la activacion de las
CHE (Pietrangelo A, 2003).

Existen diferentes estudios que han relacionado mutaciones en genes
vinculados con el metabolismo del hierro (HFE, TFR, etc) y la progresiéon de
fibrosis hepatica (Smith BC et al., 1998). Ademas, esta bien documentado el
papel de la mutacion Cys282Tyr del gen HFE en el metabolismo del hierro y en
el desarrollo de hemocromatosis hereditaria (Feder JN et al., 1996). También se
ha descrito que los sujetos Asp63/Asp63, asi como los dobles heterocigotos
His63/Asp63 y Cys282/Tyr282, tienen mayor tendencia a acumular hierro,
fundamentalmente en el caso de varones que carecen de pérdidas fisioldgicas
periddicas de hierro (Martinelli AL et al.,, 2000). En nuestro estudio, en el
analisis de mutaciones en el gen HFE, detectamos un aumento de la frecuencia
de la mutacion Asp63 entre los pacientes que presentaban un estadio de
fibrosis mas avanzado. Hay que sefialar que respecto a la mutacion en posicion
282, el numero de pacientes Tyr282Tyr asi como, el de dobles heterocigotos,
no permitié ningun tipo de analisis estadistico. Con los resultados anteriormente
descritos para la mutacion en posicidén 63 y el argumento previamente expuesto
de la mayor influencia de esta mutacidn en la sobrecarga férrica en varones,
analizamos la influencia de la posicién 63 en el grupo de pacientes separados
por sexo. Nuestros resultados sugieren que la molécula HFE interviene en el
desarrollo de estadios avanzados de fibrosis en pacientes varones infectados
por VHC. Estos resultados son concordantes con otros obtenidos previamente
(Piperno A et al., 1998) y explican, al menos en parte, las discrepancias
observadas en diferentes estudios cuyos resultados oscilan desde, la no
asociacién entre el desarrollo de fibrosis y las mutaciones en el gen HFE
(Hezode C et al., 1999; Thorburn D et al., 2002) hasta asociaciones con ORs
que varian entre 1.8 y 18 (Tung BY et al., 2003; Richardson MM et al., 2005).
SLC11A1 es una proteina transportadora de cationes divalentes y, por tanto, de

hierro cuyo gen presenta un polimorfismo situado en la regidon promotora que
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se ha relacionado con diferentes enfermedades autoinmunes e infecciosas
(Rodriguez MR et al., 2002; Searle S et al., 1999; Marquet S et al., 1999). Se
han propuesto diferentes mecanismos para explicar la asociacion con estas
enfermedades, entre ellos se encuentra la posible relaciéon entre este
polimorfismo y los niveles de expresion de determinadas citocinas
proinflamatorias. Por ejemplo, en individuos con tuberculosis se ha sugerido
que los monocitos con genotipo 2/2 expresan mayores niveles de IL-10
(Awomoyi AA et al.,, 2002). Ademas, SLC11A1 se ha relacionado con la
estabilidad del mRNA de citocinas tales como TNF o TGF-B1 (Schuppan D et al.,
2003). Por otro lado, SLC11A1 se ha relacionado también con un incremento en
los niveles de &xido nitrico en macrofagos y hepatocitos, y a su vez, via
peroxinitrito con la produccion de radicales oxidantes, lo que puede afectar al
desarrollo de fibrosis hepatica (Nathan C et al., 1995; Kandemir O et al., 2002).
Nuestros resultados sugieren que los varones portadores del alelo 3 desarrollan
un mayor grado de fibrosis. Una posible explicacion para estos resultados seria
que los pacientes que presentan este alelo tuvieran una expresion disminuida
de IL-10 (Awomoyi AA et al., 2002), y puesto que esta citocina tiene efectos
anti-fibrogénicos y anti-inflamatorios estos individuos estarian mas expuestos al
desarrollo de fibrosis. Otros mecanismos implicados en el estrés oxidativo y/o
en la expresion de otras citocinas podrian estar relacionados con los resultados
obtenidos. Este es el primer estudio que investiga el posible papel de este
polimorfismo en el desarrollo de fibrosis.

Cabe sefalar que los dos genes relacionados con el hierro incluidos en este
estudio resultaron independientemente asociados con el grado de fibrosis en el
modelo multivariante que incluia los factores genéticos. Sin embargo, cuando
se introdujeron variables clinico-epidemioldgicas en el modelo, no se encontrd
relacion con estas variables, probablemente por el menor nimero de casos
incluidos.

En la actualidad, la recomendacion terapéutica para la hepatitis cronica por VHC
se basa en el uso combinado de IFN-pegilado mas RBV durante periodos que
oscilan entre 24 y 48 semanas (Di Bisceglie AM et al., 2002). Aproximadamente

el 50% de los pacientes tratados responden a la terapia, siendo el genotipo
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viral un factor determinante en el resultado de la misma (Fried MW et al.,
2002). Se sabe que el nivel de respuesta en sujetos infectados con genotipos
virales 1 6 4 es menor que el de aquellos que lo estan con genotipos 2 6 3, que
ademas son sometidos a tratamientos mas cortos y con menores dosis de RBV
(Manns MP et al., 2001). Otro factor viral que podria influir en la respuesta es la
concentracion sérica de RNA viral, sobre todo entre los pacientes infectados con
genotipo 1 (Feld 1J et al., 2005). En nuestra serie de pacientes, los factores
clinico-epidemioldgicos asociados con la respuesta en el andlisis univariante
fueron: mayor tiempo de evolucién (tiempo transcurrido desde la infeccidn
hasta la primera biopsia), genotipo viral 1 y mayores niveles medios de
transaminasas, principalmente GPT (ALT).

Por otro lado, aunque en menor medida, se ha descrito que factores del
hospedador tales como la raza pueden estar también implicados en el resultado
final de la respuesta, lo que sugiere que factores genéticos del hospedador
intervienen en este proceso (Muir AJ et al., 2004). Entre los factores genéticos
que pueden influir en la respuesta a la terapia, se ha demostrado que la
expresion en higado CCL2/MCP-1 es dependiente de IFNa/B y que el déficit de
esta quimiocina se asocia fuertemente con la reduccion del nimero macréfagos
y células NK, asi como, con el descenso de la concentracion de MIP-1a e IFNy
en un modelo murino de infeccidon por CMV (Hokeness KL et al., 2005). Por
tanto es plausible que el tratamiento con IFNa modifique la expresién de
CCL2/MCP-1 y que polimorfismos funcionales localizados en este gen pudieran
condicionar la respuesta a la terapia. En este sentido, se ha descrito correlacion
entre los niveles plasmaticos de quimiocinas y el resultado de la terapia antiviral
en pacientes VHC (Wright H et al., 2005; Butera D et al.,, 2005). En
contraposicion con los datos publicados previamente (Konishi I et al., 2004),
nuestros resultados no sugieren asociacion entre el polimorfismo estudiado en
el gen CCL2/MCP-1 y la respuesta al tratamiento.

En cuanto a CCR2, los resultados obtenidos respecto de las dos posiciones
analizadas no sugieren asociacion con la respuesta a la terapia. Estos
resultados son concordantes con los obtenidos en estudios previos (Konishi I et

al., 2004; Mascheretti S et al., 2004). El analisis combinado de las mutaciones
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en el par CCL2-MCP-1/CCR2 tampoco sugiere asociacién del par ligando-
receptor considerado como un Unico factor en la respuesta a la terapia.
Respecto a las posibles implicaciones de polimorfismos funcionales localizados
en TNF-a y TGF-B1 en la respuesta al tratamiento, actualmente existen
diferentes estudios que sugieren un posible papel de determinadas citocinas en
relacion con la respuesta al tratamiento antiviral VHC. Por ejemplo, un
determinado genotipo de IL-10 se ha asociado con una mejor respuesta al
tratamiento (Edwards-Smith CJ et al., 1999; Yee LJ et al., 2001). Por otro lado,
existen diferentes trabajos que documentan el efecto de la terapia con IFN-a
sobre los niveles de TNF-a, habiéndose descrito un efecto supresor tanto de la
expresion génica como de la sintesis proteica in vitro e in vivo, lo que sugiere
una posible relacién entre esta citocina y la respuesta al tratamiento antiviral
(Abu-Khabar KS et al., 1992; Larrea E et al., 1996). El analisis de los resultados
obtenidos en nuestra serie de pacientes respecto de los dos polimorfismos
funcionales de TNF-a incluidos en este estudio, no sugieren relacion de estos
polimorfismos en la respuesta a la terapia se observaron diferencias entre los
grupos de pacientes respondedores y no respondedores. Estos resultados son
concordantes con la mayoria de los publicados previamente (Yee LJ et al.,
2001; Vidigal PG et al., 2002; Rosen HR et al., 2002; Constantini PK et al.,
2002; Yu ML et al., 2003; Schiemann et al., 2003; Airoldi A et al., 2004; Konishi
I et al., 2004; Ben-Ari Z et al., 2004; Wright H et al., 2005; Abbas Z et al.,
2005).

En el Unico trabajo donde se sugeria asociacion entre la presencia del alelo -
307A y no respuesta al tratamiento, esta asociacion se limitaba a los pacientes
infectados con genotipo 1b que representaban menos del 50% de los casos
incluidos en esta serie (Dai CY et al., 2006b). Sin embargo, nuestro estudio y la
mayoria de los anteriormente mencionados incluyen una poblacion
mayoritariamente infectada por genotipo 1 (en nuestro caso mas del 80% de
los pacientes) no encontrandose asociacion. Por tanto, con independencia del
genotipo viral, el conjunto de los estudios descarta asociacion entre estos

polimorfismos y la respuesta al tratamiento.
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En relaciéon con TGF-B1, estudios recientes sugieren que los pacientes con
respuesta sostenida al tratamiento combinado presentan niveles séricos
reducidos, y asi como un descenso en el nivel del ARNm de esta citocina en el
higado. (Marek B et al., 2005; Guido M et al., 2006; Janczewska-Kazek E et al.,
2006). Por tanto, niveles mas elevados de esta citocina podrian correlacionarse
con una peor respuesta al tratamiento. En el presente trabajo detectamos una
mayor frecuencia del genotipo alto productor (Arg/Arg) de esta citocina entre el
grupo de pacientes no respondedores infectados con genotipo viral 1. En el
modelo multivariante no se detectd asociacion independiente de este
polimorfismo con la respuesta a la terapia, si bien, hay que tener en cuenta la
limitacion del modelo impuesta por el nimero de casos analizados. No se han
publicado otros trabajos que investiguen la relacion entre este polimorfismo vy la
respuesta al tratamiento. Sin embargo, estudios de otros polimorfismos en este
mismo gen, muestran relacidén con la respuesta al tratamiento (Vidigal PG et al.,
2002), o no la descartan completamente (Abbas Z et al., 2005). En resumen,
nuestros resultados sugieren que TGF-B1 puede ser un factor predictivo de falta
de respuesta sostenida a la terapia antiviral sobretodo en individuos infectados
con genotipo viral 1.

El grado de fibrosis hepatica es un factor que se ha relacionado con la
respuesta a la terapia combinada en pacientes infectados por VHC (Schalm SW
et al., 1999; Heathcote EJ et al., 2000). Esta descrito que mutaciones en genes
relacionados con el metabolismo del hierro pueden asociarse con un mayor
grado de fibrosis en pacientes VHC (Smith BC et al., 1998). De hecho, en este
estudio detectamos diferencias en la distribucion de genotipos en los genes HFE
y SLC11A1 respecto del grado de fibrosis hepatica, lo que podria constituir un
factor de confusion al evaluar la respuesta al tratamiento. Sin embargo, al
analizar la distribucién de genotipos del gen HFE, asi como de los diferentes
alelos del gen SLC11A1, no se detectd ninguna diferencia entre los grupos de
respuesta sostenida y no-respuesta. Al clasificar el grupo de pacientes varones
en funcidon de la respuesta al tratamiento, no se observaron diferencias en la
distribucion de sujetos homocigotos para la mutacién His63Asp del gen HFE, ni

en la distribucion de individuos portadores del alelo 3 del gen SLC11A1.
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En general, este trabajo analiza una serie de factores que pueden
modular el resultado final de la infeccion por VHC. En relacion con la
cronificacion de la enfermedad, nuestros resultados sugieren la existencia de
diferentes rutas involucradas en este proceso. Asi, hemos encontrado que tanto
la respuesta NK, como las quimiocinas, sus receptores, y las citocinas pueden
estar relacionados con los mecanismos de cronificacion. Respecto de la
progresion a fibrosis, el presente trabajo aporta datos que indican que, las
citocinas y sobretodo las moléculas relacionadas con el metabolismo del hierro
podrian estar involucradas en este proceso. Para finalizar, en relacién con la
respuesta al tratamiento con terapia combinada la influencia de los factores
genéticos del hospedador incluidos en el presente trabajo parece ser menor. En
este sentido, nuestros datos sdlo sugieren cierta asociacion con determinadas
citocinas. Finalmente, este estudio abre nuevas perspectivas sobre posibles
rutas en las que profundizar en relacién con la evolucién de la infeccion por
VHC.
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VI. CONCLUSIONES

. El estudio de una serie de genes candidatos seleccionados por la
funcion de sus productos génicos permite establecer la existencia
de bases genéticas en la variabilidad del curso clinico de la
infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC).

. Los genes KIR, bien por si solos, o en combinacién con sus
ligandos estan asociados con el proceso de cronificacién de la
infeccion por VHC. En concreto, la presencia del gen KIR2DL3, se
asocia con la cronificacion de la infeccidn por este virus.

. Determinadas moléculas HLA-C que presentan el aminoacido Asn
en posicion 80 de la secuencia polipeptidica podrian asociarse con
la persistencia de la infeccidn viral.

. Otros factores genéticos del hospedador parecen tener cierta
influencia en la cronificacion de la infeccion por este virus.
Concretamente, la presencia del alelo 190CCR2A o del par
190CCR2A/-2518CCL2-MCP-1A, asi como el alelo -307TNFA
podrian estar relacionados con este proceso.

. Genes involucrados en el metabolismo del hierro influyen en el
desarrollo de la fibrosis hepatica, sobre todo, en sujetos sin
pérdidas fisioldgicas periddicas de hierro. En concreto, tanto la
mutacién His63Asp del gen HFE en homocigosis, como la

presencia del alelo 3 del gen SLC11A1, se asocian con un mayor
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grado de fibrosis hepatica en pacientes varones con infeccion
crénica por VHC.

. La respuesta al tratamiento depende en gran medida de los
factores genéticos del huésped. No hemos podido demostrar
relacion entre la mayoria de los factores genéticos analizados en
el hospedador y la respuesta al tratamiento de los pacientes con
infeccion por VHC. Sin embargo, el genotipo alto productor para el
polimorfismo del codon 25 del gen TGF-B1 podria asociarse con
una peor respuesta sostenida, sobre todo en pacientes infectados

con genotipo viral 1.
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OBJECTIVE: The aim of this study was to assess the influ-
ence of host genetic factors on response to combination
therapy for chronic hepatitis C infection.

METHODS: Patients with biopsy-proved chronic hepatitis C
infection were treated with interferon alone (n = 143) or
combined therapy of interferon + ribavarin (n = 105; 46
treatment naive, 59 relapsers). Human leukocyte antigen
(HLA) class I was determined by microlymphocytotoxicity
and class II by polymerase chain reaction-single specific
oligonucleotide. The two biallelic tumor necrosis factor-a
promoter polymorphisms were studied by a polymerase
chain reaction-amplification refractory mutation system.
Other variables measured were viral genotype, hepatitis C
virus RNA load, liver function tests, and ferritin concentra-
tion.

RESULTS: Univariate analysis indicated that patients bearing
HLA B44+, DRB1*03, infected by genotype non-1, with
higher concentrations of transaminases and shorter duration
of infection showed a higher sustained response (SR) rate
than those on combination therapy. HLA class II and TNF-«
promoter polymorphisms were not related to SR. In multi-
variate analysis, non-1 genotype (OR 2.42, 95% CI 1.12—
5.55, p = 0.026) and HLA B44+ (OR 4.84, 95% CI 1.3-
17.8, p = 0.017) were the independent variables associated
with SR. However, HLA B44+ was not associated with SR
in patients treated with interferon alone.

CONCLUSIONS: HLA class I B44 is related to a higher rate of
SR in combination therapy but not in interferon mono-
therapy, whereas HLA class II, tumor necrosis factor-a
—238A or —308A seem not to influence response to the
antiviral therapy. These findings may be of value in therapy
selection for hepatitis C-infected patients. (Am J Gastroen-
terol 2003;98:1621-1626. © 2003 by Am. Coll. of Gastro-
enterology)

INTRODUCTION

The sustained response (SR) to interferon-a + ribavirin
combined therapy is related to viral as well as host factors.

Initial and dynamic changes in the serum viral load during
the first month of therapy have been described in relation to
hepatitis C virus (HCV) genotypes, as have host factors
affecting SR including age, gender, ethnicity, and human
leukocyte antigen (HLA) polymorphisms (1). The HLA
class II polymorphism has been implicated in the spontane-
ous clearance of HCV infection (2, 3) as well as response to
interferon (4—6). However, possible relationships between
HLA polymorphism and combination therapy response have
not been clarified to date.

Tumor necrosis factor (TNF)-« is a potent proinflamma-
tory cytokine, and high levels have been observed to cor-
relate with poor response to interferon therapy (7). Two
biallelic variants at the —238 and —308 positions in the
promoter region of the TNF gene have been shown to be
associated with variations in serum TNF concentrations. An
increase in the frequency of individuals with —238A among
HCV patients compared with ethnically matched healthy
controls has been reported (8), whereas the —238A and
—308A types have been associated with increased risk of
cirrhosis (9). Thus, our hypothesis is that TNF-a polymor-
phisms could be implicated in posttreatment response to
interferon + ribavirin in HCV. To test this, we assessed the
influence of the HLA and TNF-a promoter region polymor-
phisms on the response to interferon + ribavirin combina-
tion therapy in patients with chronic hepatitis C.

PATIENTS AND METHODS

Subjects
Patients with biopsy-proven chronic hepatitis C with com-
pensated liver disease were enrolled from among those
attending our Liver Clinics at the Hospital Universitario de
Valme and the Hospital Virgen del Rocio, both in Seville.
Fully informed written consent was obtained before entry
into the study, and the hospitals’ ethics committees ap-
proved the protocol.

All the patients were hepatitis B surface antigen negative,
anti-HIV negative, anti-HCV positive, serum HCV RNA
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positive, and had raised ALT levels. Between January 1995
and December 1999, 143 patients were treated with inter-
feron-a three times/wk over a period of 1 yr, and 105
patients received a standard schedule of combination ther-
apy (3 MU three times/wk and ribavirin 1000—-1200 mg/
day) over 1 yr. Of these, 46 were naive to treatment, and 59
had relapsed after a previous interferon-a treatment cycle.
Based on the combination therapy response, patients were
classified into three groups. These were: nonresponder (NR;
when HCV RNA remained detectable at the end of the
treatment period); sustained responder (SR; when viral lev-
els were undetectable 6 months after therapy discontinua-
tion); and relapsed responder (RR; when HCV RNA was
not detected during therapy but reappeared after
discontinuation).

Virology Methods

Anti-HCV (EIA3), hepatitis B surface antigen, and anti-HIV
were determined by commercially available methods (Ab-
bott Laboratories, Chicago, IL). Serum HCV RNA level was
quantified using Amplicor-HCV-Monitor (Perkin-Elmer,
Norwalk, CT). Serum HCV genotypes were available in 88
nonselected patients and had been performed with INNO-
LIPA HCV 1II (Innogenetics, Zwijnaarden, Belgium). All
commercial kits were used according to the manufacturer’s
instructions.

Liver Histology

Percutaneous liver biopsy under ultrasonographic control
was performed, and a portion was used in the histology
diagnosis. Disease staging was defined according to Scheuer
(10) ranging from FO (fibrosis absence) to F4 (cirrhosis
stage). Necroinflammatory activity was graded according to
Knodell’s index (11).

HLA and TNF Promoter Polymorphism Typing

HLA class I (A and B) was determined using complement-
dependent cytotoxicity techniques. Genomic DNA from pa-
tients was extracted from peripheral blood as previously
described (12) (R1). HLA DRB1* low-resolution typing
was performed using Dynal RELI SSO HLA DRB typing
kits (Dynal, Oslo, Norway). TNF —238 and —308 promoter
region genotyping was performed employing a polymerase
chain reaction (PCR)-amplification refractory mutation sys-
tem carried out in a Perkin-Elmer 9600 Thermal Cycler
(Perkin-Elmer, Foster City, CA) with mixes consisting of 1
nl of genomic DNA, 2.5 pmoles of each primer, 200
pmol/L of each dNTPs and 0.2U Taq DNA polymerase in
a final volume of 10 wul. Primers were designed according to
the published human TNF sequence (access number
1353717) obtained from the GeneBank (13) (R2). Forward
primers were: 5' ATAGGTTTTGAGGGGCATGG 3'and 5'
ATAGGTTTTGAGGGGCATGA 3' for —308 and 5' GAA-
GACCTCTCTCAGATCA 3' and 5' GAAGACCTCTCTA-
GAATCG 3' for —238. Reverse primer for both cases was
5'GGTTTCTTCTCCATCACTGG 3'. For each sample, two
independent PCR reactions were carried out for each dimor-
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phism. The following thermal profile was run in the case of
—308 position: initial denaturation at 95°C for 5 min fol-
lowed by 10 cycles at 94°C for 10 s, 62°C for 20 s, and 20
cycles at 94°C for 10 s, 52°C for 30 s, and 72°C for 30 s. In
the case of —238, the thermal profile was: initial denatur-
ation at 95°C for 5 min, followed by 30 cycles of 94°C for
30 s, 50°C for 30 s, and 72°C for 30 s. The PCR-amplified
fragments were separated in 2% agarose gel stained with
ethidium bromide. Samples showing the expected fragments
(171 base-pair for —308 or 101 base-pair for —238) were
assigned as homozygous genotypes (AA or GG), whereas
samples showing amplification for both fragments were
assigned as a heterozygous genotype (AG).

Statistical Analysis

All data were analyzed using SPSS 10.0 for Windows (Chi-
cago, IL). Patients showing SR were compared with non-SR
patients (NR + RR). An analysis comparing SR with NR
but excluding RR was also performed, but no differences
were observed. Comparisons between groups with and with-
out SR were made using the Mann—Whitney U test or the
Student’s ¢ test for continuous variables and x> or Fisher’s
exact probability test for categorical data. All values are
presented as means = SD. A probability value of p < 0.05
was considered statistically significant. To adjust for statis-
tical bias that could result from the high numbers of repet-
itive tests conducted, the p value was multiplied by the

Table 1. Demographic Characteristics of Monotherapy and Com-
bined Therapy groups

Interferon
+ Interferon
Ribavirin Alone

Age (yr) 39 =10 41 = 11
Treatment naive 46 143
Relapsed 59
Infection duration (yr) 182 9.8 174 =94
Genotype 1* 70 70
Genotype non-1% 18 11
Fibrosis 1.08 += 0.28 14 +0.5
HAI 6.04 = 2.25 6.56 = 2.7
Viral load (copies X 10°/ml) 1080 = 1328 1531 = 2673
AST (U/L) 66 = 53 70 £ 53
ALT (U/L) 120 £ 98 124 £ 99
AP (U/L) 168 = 69 174 * 68
GGT (U/L) 48 = 41 44 + 34
Ferritin (ng/ml) 112 £ 76 122 = 115
HLA B44+ 26 43
HLA B44— 79 100
DRB1*#03+ 23 32
DRB1*#03— 82 111
—238 TNF-«a

AG 8 15

GG 97 128
—308 TNF-a

AG 23 87

GG 82 106

* Genotype was available in nonselected patients.
AP = alkaline phosphatase; GGT = gammaglutamil transpeptidase; HAI =
Histalogic Activity Index.
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Table 2. Haplotypes Segregated With Respect to Treatment and Response

Interferon + Ribavirin

Interferon Alone

SR (%) NR (%) SR (%) NR (%)
Haplotype (0 =53) (0 = 52) p OR (95% CI) m=238) (n=105) p OR (95% CI)
A29 7(13.2) 3(5.7) 0.196  2.48(0.53-13.02)  11(28.94)  13(12.4) 0.019 2.8 (1.05-7.86)
A33 6 (11.3) 6(11.5) 0972  0.97 (0.25-3.96) 1(2.63) 16(15.23)  0.04 0.15 (0.01-1.17)
B7 5(9.4) 5(9.6) 0974  0.97(0.22-4.24) 10(26.31)  11(1047)  0.018 3.05 (1.06-8.72)
B44 19 (35.8) 7(134) 0008  3.59(1.24-10.72)  13(34.21)  30(28.57)  0.517 1.3 (0.54-3.08)
DRB1*03 7(132) 16(30.7)  0.03 0.34 (0.11-1) 8(21.05)  24(22.85)  0.8l1 0.9 (0.32-2.4)
DRBI*11  11(20.7) 9(17.3) 0654  1.25(0.42-3.7) 14(36.84) 21 (20) 0.039 2.33 (0.95-5.69)

number of comparisons made (pc). A multivariate analysis
based on a backward and forward logistic regression was
used to establish association between SR and viral as well as
host factors including gender, age, genotype, duration of
infection, HLA B44+, necroinflammatory activity, HCV
RNA load, and fibrosis.

RESULTS

Variables Associated With Treatment Outcome
Fifty-three of 105 patients (50.5%) receiving combination
therapy were considered SR, 42 (49.5%) NR, and 10 pa-
tients were classified as RR. Twenty-four of 46 treatment-
naive patients (52.1%) and 49.1% (29 of 59) of the individ-
uals having relapsed (RR) after interferon-a treatment
presented as SR (p = ns). Table 1 summarizes the charac-
teristics of the 105 patients treated with combination therapy
as well as the results of the univariate and multivariate
analysis. No significant differences were detected between
SR and NR with respect to age or gender distribution and
pretreatment HCV RNA. However, SR patients had signif-
icantly higher ALT and AST concentrations than NR pa-
tients. A strong relationship between HCV genotype and
response was also detected. Indeed, only 27 of 70 patients
(38.5%) infected by genotype 1 were SR compared with 15
of 18 (81.2%) infected by a non-1 genotype (p = 0.001).

Patients bearing HLA DRB1*03 showed a lower SR to
interferon + ribavirin than negative DRB1*03 patients (sev-
en of 23; 30.4% vs 46 of 82; 56.1%; p = 0.03). Twenty of
26 patients (76.9%) bearing HLA B44 achieved SR,
whereas only 33 of 79 (41.7%) HLA B44 negative patients
achieved SR (p = 0.0081). However, in patients treated with
interferon alone, no differences in the distribution of HLA
B44 was observed (SR in B44+ = 13 of 38 patients [30.2%]
vs SR in B44— = 30 of 105 patients [36.5%]; p = ns) nor
with respect to DRB1*03. HLA A29, B7, and DRB1*11
seemed to be associated with a greater SR rate in interferon
treatment alone (Table 2), whereas HLA A33 was associ-
ated with a poorer response. However, there were no sta-
tistically significant differences in phenotype frequency af-
ter statistical adjustment for the number of HLA antigens (n
= 46) tested.

There were no differences in the distribution of the TNF
—238 or —308 promoter polymorphisms among patients

with different responses to therapy. In multivariate analysis
age, genotype non-1 and HLA B44+ were the independent
variables associated with SR (Table 3). HLA phenotype
distribution did not differ between SR patients from both
groups (treatment naives and previous relapsers) receiving
combination therapy.

Viral and Host Factors in Treatment-Naive Patients
Receiving Combination Therapy: Multivariate Analysis
HCV genotype was strongly related to response: 11 of 12
patients infected by non-1 genotype virus achieved response
versus only 10 of 30 patients infected by genotype 1 (p =
0.0012). Nine of 11 patients (81.8%) bearing B44 achieved
SR versus only 15 of 35 (42.8%) B44 negative patients (p =
0.03). HLA class II specificities and TNF promoter poly-
morphisms were not related to SR in the treatment-naive
group. In the multivariate logistic regression analysis, B44
positive (OR 23.5, 95% CI 1.7-321, p = 0.017), age (OR
1.4, 95% CI 1.09-1.88, p = 0.008), and viral genotype
non-1 (OR 4.0, 95% CI 1.01-16.6, p = 0.047) were inde-
pendently associated with SR, whereas gender, fibrosis
stage, necroinflammatory activity, pretreatment viral load,
and baseline ALT concentrations were nonsignificant on
multivariate analysis (Table 4).

DISCUSSION

Our results suggest that HLA B44 as host and genotype
non-1 as guest factors could determine a better response to
treatment. HLA molecules seem to play a key role in antigen
presentation, immune-response modulation, and clearance
of virus-infected cells during HCV infection. Both anti-
HCV-specific T-helper as well as HCV-specific cytotoxic T
lymphocytes (CTL) response may contribute to SR to in-
terferon therapy (14, 15), with an inverse correlation be-
tween the vigor of the CTL response to HCV and serum
viral load in chronic HCV infection patients having been
reported recently (16). This superior response to combina-
tion therapy could be related to a higher capacity of HLA
B44 to bind HCV-derived peptides, thus increasing the
T-cell response (17). In vitro studies have demonstrated a
stronger CTL response by HLA B44-restricted cytotoxic T
lymphocytes against infected hepatocytes in patients with
chronic hepatitis C (18). Indeed, HLA B44 positive cells
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Table 3. Viral and Host Factors Related to Sustained Response in Patients Treated With Interferon + Ribavirin (n = 105)

Univariate

Multivariate

Sustained Response

Factor Yes No OR (95% CI) P OR (95% CI) p
Age (yr) 37.1 = 8.8 415+ 11.1 1.04 (0.99-1.09) 0.08 ns
Naive 24 (52.1%) 22 (47.9%) 1.03 0.93
Relapsed 29 (49.1%) 30 (50.9%) (0.47-2.23)
Infection 154 =72 22.0 = 11.7 1.07 (1.008-1.15) 0.01 ns
duration (yr)
Genotype 1* 27 (38.6%) 43 (61.4%) 0.33 0.0002 2.42 0.026
Genotype non-1% 15 (83.3%) 3 (16.6%) (0.17-0.64) (1.12-5.55)
Fibrosis 1.35 = 0.63 1.52 = 1.07 1.95 (0.30-12.69) 0.47
HAI 6.51 +£2.26 5.8 +222 0.91 0.35
(0.76-1.1)
Viral load (copies 975 £ 1258 1236 = 1151 1.7 (0.2-25.1) ns
X 10%/ml)
AST (U/L) 82.1 = 66.4 47.6 =234 0.96 (0.94-0.99) 0.006 ns
ALT (U/L) 1585 = 1194 76.4 = 29.3 0.97 (0.96-0.99) 0.0001 ns
AP (U/L) 164.2 = 56.3 171.3 £73.1 1.00 (0.99-1.01) 0.45
GGT (U/L) 40.3 = 33.1 57.1 =48 1.01 (0.99-1.02) 0.09
Ferritin (ng/ml) 110.4 = 96.7 154.4 £ 106.7 1.00 (0.99-1.00) 0.87
HLA B44+ 20 (76.9%) 6 (23.07%) 3.78 (1.42-10.03) 0.005 4.84 0.017
(1.31-17.8)
HLA B44— 33 (41.7%) 46 (58.2%)
DRB1*03+ 7 (30.4%) 16 (69.6%) 0.35 (0.13-0.96) 0.036
DRB1*#03— 46 (56.1%) 36 (43.9%)
—238 TNF-«a
AG 3 (37.5%) 5 (62.5%) 0.95 0.49
GG 50 (51.5%) 47 (48.5%) (0.81-1.10)
—308 TNF-«
AG 12 (52.2%) 11 (47.8%) 0.99 0.89
GG 41 (50%) 41 (50%) (0.90-1.09)

* Genotype was available in 88 nonselected patients.

AP = alkaline phosphatase; GGT = gammaglutamil transpeptidase; HAI = Histalogic Activity Index.

corresponding to an HLA B44-restricted epitope efficiently
expressed a small peptide from core protein containing
aminoacids 87 to 96. Nevertheless, other major histocom-
patibility complex class I molecules, such as HLA A2, can,
as has been reported recently, express this peptide (19).
Although a role for HLA molecule interaction with HCV
protein in the spontaneous clearance (20), fibrosis progres-
sion (21), and the interferon-associated antiviral response
(22) has been proposed, the underlying mechanism remains
to be delineated, because the processing and presentation of
HLA class I molecules are not affected by HCV proteins
(23). We, on the other hand, did not find any association
between HLA B44 and SR to interferon alone. This aspect
could be related to the immunomodulation effect of ribavi-
rin, because ribavirin inhibits the production of Th2 and
preserves Thl cytokine response (24). This discrepancy has
also been observed with respect to the influence of interleu-
kin-10 polymorphisms on combination therapy or interferon
monotherapy (25, 26).

The relationship between HLA and SR in interferon
monotherapy remains controversial and inconclusive. SR
has been associated with DR7 and DRB1*%0404 in the
United States (5), DR2 in Asia (4), and DRB1*0701,
DQA1*0201-DQB1*02 in Europe (27), but other authors

have not been able to confirm these associations (28). In our
current study, the SR to interferon monotherapy was found
to be lower in patients bearing HLA A33 and was observed
more often in patients bearing HLA A29, B7, and
DRB1*11. One possibility is that the fine balance between
HLA and SR relies on the class I genes more often than class
I, and the discrepancies observed in HLA class II could be
secondary to differences in linkage disequilibrium. An al-
ternative explanation for the discrepancies could the rela-
tively low numbers of individuals in each arm of the study.

TNF is involved in the pathogenesis of chronic hepatitis
C, but the influence of variants in TNF-a promoter region
on the clinical history of chronic hepatitis C remains con-
troversial. Yee et al. (9) observed a strong relationship
between both of the current promoter variants investigated
and cirrhosis progression, whereas in a similar study by
Powell et al. (29), no association was found. The functional
consequences of TNF promoter variants are not clear. Al-
though some investigators have observed that TNF-«
—308A/G variant is associated with higher TNF-a concen-
trations in serum (30), others have not (31). Also, the func-
tion of TNF-a —238A/G has not been clarified either. In the
present study, TNF-a promoter polymorphisms were not
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Table 4. Viral and Host Factors Related to Sustained Response in Therapeutically Naive Patients Treated With Interferon + Ribavirin

(n = 46)
Univariate Multivariate
Sustained Response OR
Factor Yes No OR (95% CI) P (95% CI) P
Age (yr) 327+£53 448 = 6.8 1.3 (1.09-1.75) 0.001 1.4 0.008
(1.09-1.88)
Males 17 (62.9%) 10 (37.1%) 3.68 (1.06-12.7) 0.03
Females 7 (36.8%) 12 (43.2%)
Infection 155+ 6.6 254 +12.8 1.1 (1.00-1.21) 0.01
duration (yr)
Genotype 1* 10 (33.3%) 20 (66.6%) 0.19 (0.06-0.59) 0.001 4 0.047
Genotype non-1% 11 (91.6%) 1(8.4%) (1.01-16.6)
Fibrosis 1.27 £ 0.63 1.52 = 1.07 1.35 (0.64-2.85) 0.41
HAI 577 = 1.54 6.11 £ 2.16 1.22 (0.85-1.75) 0.26
Viral load (copies 707 = 964 1081 = 1499 1.5 (0.68-2.61) 0.85
X 10%/ml)
ALT (U/L) 182.1 = 141.5 80.1 = 37.3 0.97 (0.95-0.99) 0.002
GGT (U/L) 46.5 = 39.2 67.4 * 68.1 1.00 (0.99-1.02) 0.28
HLA B44+ 9 (81.8%) 2 (18.2%) 3.55 (0.80-15.71) 0.07 23.5 0.017
(1.7-321)
HLA B44— 15 (42.8%) 20 (57.2%)
DRB1*#03+ 4 (33.3%) 8 (66.6%) 0.39 0.17
DRB1*03— 19 (55.8%) 15 (44.2%) (0.09-1.56)
—238 TNF-«
AG 1 (25%) 3 (75%) 0.89 0.30
GG 23 (54.7%) 19 (45.3%) (0.70-1.12)
—308 TNF-«
AG 6 (60%) 4 (40%) 1.50 0.93
GG 17 (48.6%) 18 (51.4%) (0.87-1.15)

* Genotype was available in 42 nonselected naive patients.

AP = alkaline phosphatase; GGT = gammaglutamil transpeptidase; HAI = Histalogic Activity Index.

associated with SR to combination therapy, a finding that is
concordant with others recently reported (28, 32).

In summary, to the best of our knowledge, there have
been no reports published on the influence of HLA on the
outcome of interferon + ribavirin therapy in patients with
chronic hepatitis C infection. HLA class I could play a
major role in the immune response to HCV infection in
patients treated with interferon + ribavirin. HLA B44 is one
of the most common HLA B alleles in the white population
(33) and is independently related to SR. As such, the find-
ings of the present study, if confirmed by other investigators,
would suggest that this viral genotype test could be used to
predict the likelihood of SR in patients with chronic hepa-
titis C infection undergoing combined antiviral therapy.
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Background and aims: The solute carrier family 11 member 1 (SLC11AT) gene (formerly Nramp1)
encodes for the protein solute carrier family 11, member 1. It affects susceptibility and clinical outcome of
autoimmune and infectious diseases. We investigated the possible role of the functional polymorphism
located in the promoter region of SLCTTAT and tumour necrosis factor (TNF) genes in the progression of
fibrosis in chronic hepatitis C.

Methods: A total of 242 Caucasian Spanish patients with biopsy proven chronic hepatitis C and 194
healthy control subjects were genotyped for SLC11A1 and TNF promoter polymorphisms.

Results: No significant differences in the distribution of frequencies among patient and control groups were
observed. The SCL1TAT homozygous 2/2 genotype was rarely detected among patients showing
advanced fibrosis (2/82; 2.4%) but was highly represented in those with mild fibrosis (29/160; 18.1%;
odds ratio (OR) 8.85 (95% confidence interval (Cl) 1.9-55.2, p.=0.002). In patients carrying allele 3 of
SLC11A1, the presence of —238 TNF A/G was associated with advanced fibrosis (14/26 (53.8%) v
68/216 (31.4%); OR 2.53 (95% Cl 1.03-6.23); p=0.02).

Conclusions: SLC11A1 gene promoter polymorphism could influence fibrosis progression in chronic
hepatitis C in that the homozygous genotype 2/2 exerts a protective effect against cirrhosis development.
Also, the combination of TNF —238 A/G and the presence of allele 3 is conducive to progression to pre-

hepatic injury remains unclear but the major role played

by the immune response mechanism in the control of
viral replication and persistence in HCV induced liver disease
has been well documented.' Recently, several studies seeking
candidate genes that may be involved in hepatitis C have
been conducted and the results indicate that genes coding for
interleukin 10 (IL-10) or tumour growth factor  (TGF-B) are
particularly involved in fibrosis progression in chronic
hepatitis C.** Solute carrier family 11 member 1 (SLC11Al)
protein is located in the late endosomal compartment of
resting macrophages, and is recruited to the phagosome by
phagocytosis. Functional studies with murine SLC11Al
implicate its involvement in macrophage function, including
upregulation of chemokine/cytokine genes such as tumour
necrosis factor (TNF) and IL-1p, and induction of nitric oxide
synthase (iNOS).” These functions play an important role in
the immune response against HCV infection. Several muta-
tions resulting in polymorphic mRNA expression have been
identified in the SLC11A1 gene.® One of them, consisting of a
variable number of tandem GT repeats, is located in the
promoter region. Four alleles have been found in different
populations:  allele 1 (GT)sAC(GT),,G, allele 2
(GT)sAC(GT) oG, allele 3 (GT)sAC(GT)oG, and allele 4
(GT)9G (the subscript numbers refer to the number of
repeats at the polymorphic site). Functional differences
relating to these alleles have been described. For example,
in the absence of external stimuli, alleles 1, 2, and 4 are poor
promoters whereas allele 3 drives high expression.” One
hypothesis has been that the SLC11Al protein is an iron
transporter that becomes saturated at high circulating iron
concentrations® * and hence, in circumstances of iron over-
load (which can occur in chronic hepatitis C infection),

The pathogenesis of hepatitis C virus (HCV) induced

www.gufinl.com

cirrhotic or cirrhotic stages of the disease.

the result is fibrosis progression, a characteristic of the
disease."

TNF has been shown to be involved in the immune
response to HCV infection and fibrosis progression."
Conflicting results have been reported with respect to the
association of two biallelic polymorphisms located in the
promoter region of the TNF gene (at positions —238 TNF A/G
and —308 TNF A/G) and cirrhosis development in chronic
hepatitis C.> * * Indeed, higher serum concentrations of liver
TNF have been shown to impair responses to antiviral
therapy."

The aim of this study was to analyse the possible
involvement of known polymorphisms in the promoter
regions of the SLC11Al and TNF genes in the progression
of fibrosis in chronic hepatitis C infection.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Spanish patients (n=242) of Caucasian descent and with
biopsy proven chronic hepatitis C infection were enrolled. The
control group of subjects comprised 194 (105 men and 89
women) age and ethnicity matched volunteer bone marrow
donors. Patients with alcohol consumption >80 g/day were
excluded. No patient had been treated with interferon or with

Abbreviations: SLC11A1, solute carrier family 11 member 1; HCV,
hepatitis C virus; TGF, tumour growth factor; IL, interleukin; NOS, nitric
oxide synthase; TNF, tumour necrosis factor; HIV, human
immunodeficiency virus; PCR, polymerase chain reaction; OR, odds
ratio; F, fibrosis; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine
aminotransferase; AP, alkaline phosphatase; GGT, gamma glutamyl
transpeptidase


http://gut.bmjjournals.com

Downloaded from gut.bmjjournals.com on 15 May 2006

SLCT1A1 and fibrosis in hepatitis C

Table 1 Epidemiological, biochemical, and
histopathological features of the 242 patients with
hepatitis C virus included in the study
Age (y) 44.9 (11.7)
Infection duration (y) 16.5 (9.6)
Genotype
Genotype 1 175
Genotype non-1 37
Unknown 30
Risk factors
Drug user 55
Transfusion 78
Tattoos/piercing 16
Others/unknown 93
Sex
Male 170 (70.2%)
Female 72 (29.7%)
Alcohol consumption >30 g/day
Yes 65 (26.8%)
No 177 (73.2%)
Fibrosis stage
FO-F2 160 (66.1%)
F3-F4 82 (33.9%)
Portal inflammation 2.48 (1.02)
Lobular inflammation 1.56 (0.94)
Hepatocyte steatosis
Present 95 (42.1%)
Absent 129 (57.8%)
Perl’s staining
Positive 66 (29.5%)
Negative 158 (70.5%)
Viral load (IU x103/ml) 1156 (1390)
AST (U/1) 70 (53)
ALT (U/1) 122 (100)
AP (U/l) 181 (76)
GGT (U/l) 48 (43)
Ferritin (ng/ml) 148 (121)
Antinuclear antibody positive 25 (10.3%)
AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; AP,
alkaline phosphatase; GGT, gamma glutamyl transpeptidase.

other antiviral drugs prior to liver biopsy. The protocol was
approved by the ethics committees of the Hospital
Universitario de Valme and Hospital Universitario Virgen
del Rocio (Sevilla). All biopsies from patients and genetic
analyses on patients and volunteers were performed with
fully informed written consent and with anonymity of the
data being guaranteed.

Laboratory analyses

All patients had raised alanine aminotransferase (ALT)
concentrations and positive anti-HCV and HCV RNA in
serum, but were hepatitis B surface antigen and anti-human
immunodeficiency virus (HIV) negative. Additionally, serum
HCV RNA levels were quantified using Amplicor-HCV-
Monitor (Perkin-Elmer, Norwalk, Connecticut, USA) and
HCV genotypes were determined using Inno-lipa HCV 1I
(Innogenetics, Zwijnaarden, Belgium). All commercial kits
were used according to the manufacturer’s instructions.

Liver biopsies

Percutaneous liver biopsies were performed under ultrasono-
graphic guidance. Grading and staging assignments were
according to the system of Scheuer.” These were: necro-
inflammatory activity (grade): (a) portal inflammation and
interface hepatitis ranging in grade from absent (PO) to
severe and widespread interface hepatitis (P4); (b) lobular
activity ranging from none (L0O) to bridging confluent
necrosis (14); fibrosis (stage): ranging from no fibrosis (F0)
to cirrhosis (F4). Hepatocyte steatosis and iron staining were
also evaluated. Grading of hepatic iron deposition was
performed on paraffin embedded sections of liver biopsy
specimens stained with Perl’s Prussian blue. Liver biopsy was
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Table 2 Allele and genotype frequencies of the
SLC11A1 polymorphisms in chronic hepatitis C (HCV)
patients and in a healthy control group of subjects
HCV patients Healthy controls

SICT11A1 (n=242) (n=194)
Allele frequencies

(48 bp) 1 0.006 0.008

46 bp) 2 0.311 0.278

(44 bp) 3 0.671 0.714

(34 bp) 4 0.000 0.000
Genotype frequencies

11 0 (0%) 0 (0%)

1/2 3(1.2%) 1(1%)

1/3 5(2.1%) 2 (1%)

1/4 0 (0%) 0 (0%)

2/2 28 (11.6%) 15 (8%)

2/3 92 (38%) 76 (39%)

2/4 0 (0%) 0 (0%)

3/3 114 (47.1%) 100 (52%)

3/4 0 (0%) 0 (0%)

4/4 0 (0%) 0 (0%)
No statistically significant differences were observed in any of the
variables.

not available from 18 patients who had biochemical,
endoscopic, and ultrasound features of liver cirrhosis. These
patients were classified as F4.

Genotyping

Genetic studies were performed on genomic DNA isolated
from peripheral blood samples from patients and control
subjects using standard extraction methods." In the case of
SLC11Al microsatellite promoter region polymorphism,
genotyping was performed using the polymerase chain
reaction (PCR) carried out in a Perkin-Elmer 9600 Thermal
Cycler (Perkin-Elmer, Foster City, California, USA) with
reaction mixtures consisting of 1 pl of genomic DNA, 2.5
pmol of each primer, 200 uM of each dNTP and 0.2 U Taq
DNA polymerase in a final volume of 10 pl. The polymorphic
region was amplified using sense (5'-
ACTCGCATTAGGCCAACGAG-3") 5'-end labelled with HEX
(Perkin-Elmer) and antisense (5'-
TGTGCCCCACAACACATCTG-3") primers. The thermal cycle
profile was: initial denaturation at 95°C over five minutes
followed by 30 cycles of 94°C for one minute, 55°C for one
minute, and 72°C for one minute, and a final extension at
72°C for seven minutes. PCR amplified fragments were
separated by electrophoresis in a capillary system (ABI
PRISM 310; Perkin-Elmer). The lengths of the fragments
were analysed using Genescan 672 software (Perkin-Elmer).
Fragment size markers (500 TAMRA; Perkin-Elmer) were
used as reference.

Table 3  Relationship between the tumour necrosis factor
(TNF) and solute carrier family 11 member 1 (SLC11AT)
polymorphisms and liver fibrosis

Fibrosis

Polymorphisms FO-F2 F3-F4 p Value
TNF —238 A/G 17 14

TNF —238 G/G 143 68 0.303
TNF —308 A/G 45 20

TNF —308 G/G 115 62 0.223
Genotype 2/2 29t 2

Genotype 3/3 or 3/others 131 80 0.0005*

*Odds ratio 8.85 (95% confidence interval 1.9-55.2); p.=0.002.

1Three patients bearing genotype 2/1 showed FO-F2 fibrosis.
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Table 4 Biochemical, histological, and virological features divided with respect to the
solute carrier family 11 member 1 (SLC11AT1) polymorphisms

SLC11A1 genotype
2/2 3/3 or 3/other p Value

Infection duration (y) 15.2 (8.8) 16.7 (9.8) NS
Alcohol

Yes 7 58 NS

No 21 153
Body mass index (kg/m?) 26.1(5.3) 27.2(5.7) NS
AST (U/]) 74 (53) 69 (53) NS
ALT (U/]) 110 (86) 124 (102) NS
AP (U/]) 175 (56) 182 (79) NS
GGT (U/) 57 (41) 46 (43) NS
Ferritin (ng/ml) 150 (125) 148 (145) NS
HCV viral load (Th 1U/ml) 336 (421) 1290 (1345) 0.012
Portal inflammation 1.9(1.1) 2.5(1.0) 0.031
Lobular inflammation 1.8 (0.8) 1.8 (0.9) NS
Perl’s stain (+) 7 59 NS
Perl’s stain (—) 21 134
Steatosis (yes) 8 87 NS
Steatosis (no) 20 106
HCV, hepaﬁfis C virus; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; AP, alkaline
phosphatase; GGT, gamma glutamyl transpeptidase.

TNF —238 and —308 promoter genotyping was performed
employing a PCR-amplification refractory mutation system
carried out in a Perkin-Elmer 9600 Thermal Cycler with
reaction mixtures consisting of 1 pl of genomic DNA, 2.5
pmol of each primer, 200 pM of each dNTP, and 0.2 U Taq
DNA polymerase in a final volume of 10 pl. Primers were
designed according to the published human TNF sequence
obtained from the GeneBank (accession No 1353717)'" (R2).
Forward primers were: 5° ATAGGTITTGAGGGGCATGG 3’
and 5" ATAGGTTTTGAGGGGCATGA 3’ for the —308 muta-
tion, and 5° GAAGACCTCTCTCAGATCA 3’ and
GAAGACCTCTCTAGAATCG for the —238 mutation. Reverse
primer was 5’ GGTTTCTTCTCCATCACTGG 3’ in both cases.
For each sample, two independent PCR reactions were
carried out for each dimorphism. The following thermal
profile applied to the —308 position: initial denaturing at
95°C over five minutes, followed by 10 cycles of 94°C for
10 seconds and 62°C for 20 seconds, and 20 cycles of 94°C for
10 seconds, 52°C for 30 seconds, and 72°C for 30 seconds. In
the case of the —238 mutation, the thermal profile was:
initial denaturing at 95°C over five minutes, followed by 30
cycles of 94°C for 30 seconds, 50°C for 30 seconds, and 72°C

for 30 seconds. Amplified fragments were separated on 2%
agarose gel stained with ethidium bromide. Samples showing
the expected fragments (171 bp for —308 and 101 bp for
—238) in a single tube were assigned as the homozygous AA
or GG genotype while samples showing amplification in both
tubes were assigned the heterozygous AG genotype.

Statistical analysis

Allelic and genotype frequencies were obtained by direct
counting. Data are presented as mean (SD) in the text and
tables. Data were compared with nx2 or 2x2 contingency
tables using the Statcalc program (Epi Info version 6.0;
Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia,
USA). The %* test was used in statistical comparisons.
Fisher’s exact test was used when one expected value was
less than 5 and p values were corrected (p.) by multiplying by
the number of comparisons. Odds ratios (OR) with 95%
confidence intervals (95% CI) were calculated using the same
software. Backward logistic regression was used to analyse
the influence of alcohol, steatosis, sex, age, duration of
disease, body mass index, and gene polymorphism in relation
to progression of liver fibrosis.

Table 5 Biochemical, histological, and virological features divided with respect to tumour necrosis factor (TNF) polymorphisms
TNF TNF
—238 A/G —-238 G/G p Value -308 A/G -308G/G p Value

Infection duration (y) 19 (12) 16 (9) NS 17 (10) 15 (9) NS
Alcohol

Yes 8 57 21 44 NS

No 23 154 NS 44 133
Body mass index (kg/m?) 27.1 (5.4) 26.4 (5.4) NS 25.4 (5.7) 27.6 (5.8) NS
AST (U/1) 69 (63) 70 (51) 0.24 74 (49) 68 (54) NS
ALT (U/]) 123 (130) 122 (96) NS 138 (93) 119 (103) NS
AP (U/) 188 (68) 181 (78) NS 183 (68) 181 (80) NS
GGT (U/l) 60 (47) 47 (42) NS 47 (44) 49 (42) NS
FEitink (g onl) 214 (144) 140 (139) NS 150 (167) 149 (133) NS
HCV Virdl load (Th 1U/ml) 1026 (1048) 1170 (1425) NS 1157 (1432) 1115 (1332) NS
Portal inflammation 2.7 (0.9) 2.4(1.1) NS 2.5(1.03) 2.5(1.0) NS
Lobular inflammation 1.93(0.9) 1.8 (0.9) NS 1.85(1.02) 1.8 (0.9) NS
Perl’s stain (+) 6 60 NS 18 48 NS
Perl’s stain (—) 21 137 42 116
Steatosis (yes) 15 80 NS 24 71 NS
Steatosis (no) 12 117 36 93
HCV, hepatitis C virus; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; AP, alkaline phosphatase; GGT, gamma glutamyl transpeptidase.
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(TNF) polymorphisms

Table 6 Distribution of advanced or early fibrosis, divided with respect to the presence of
allele 3 of the solute carrier family 11 member 1 (SLC11A1) and tumour necrosis factor

Fibrosis
SLC11AT1 allele/—238 TNF polymorphisms FO—F2 F3—F4 % Fibrosis
Non-allele 3 TNF —238 A/G é 0 0
Non-allele 3 TNF —238 G/G 23 2 8
Allele 3 TNF —238 A/G 12 14 54
Allele 3 TNF —238 G/G 119 66 36

allele 3 and wild-type TNF.
Pearson Xz: 14.03; p=0.002; p.=0.016.

Patients carrying allele 3 and TNF —238 A/G showed a higher proportion of advanced fibrosis than patients with

RESULTS

Population sample

Epidemiological, biochemical, and histological features of the
population studied are summarised in table 1. No significant
differences were noted between patients and control
subjects with respect to age or sex distributions. The
distribution of SLC11Al genotypes in patients and control
subjects are presented in table 2. The frequencies of the
genotypes were found to be not significantly different from
those predicted from the Hardy-Weinberg equilibrium in
patients as well as in the control population. No significant
differences were observed in the distributions of allele and
genotype frequencies of SLCI11Al promoter region poly-
morphisms between HCV infected patients and healthy
control subjects.

Genetic factors in fibrosis progression

After stratification with respect to fibrosis status in group FO-
F2 and group F3-F4, no significant differences in the
distribution of the —238 TNFA and —308 TNFA genotypes
were observed between these patient groups (table 3).
However, there was a significant deviation between the
patient groups (x> test, p=0.0005) with respect to the
distribution of the most frequent SLC11A1 genotypes. This
deviation was caused by a significantly different distribution
of the 2/2 genotype among patients showing advanced
fibrosis (2.4%) and patient displaying fibrosis stages FO-F2
(18.1%) (OR 8.85 (95% CI 1.9-55.2); p. = 0.002).

Relationship between SLC11A1 genotypes and
inflammatory activity and viraemia

Patients carrying the 2/2 genotype showed lower HCV
RNA levels (336 (421) v 1290 (1345) IUx10°/ml; p = 0.012)
and lower degree of portal inflammation (1.9 (1.1) v 2.6
(1.0); p=0.031) than the other genotypes (table 4). No
differences among TNFA genotypes were observed with
respect to Dbiochemical, histology, or clinical features
(table 5).

Interaction between —238 TNF and SLC11A1
genotype 3/3 in the development of advanced fibrosis
A significant deviation in the distribution of patients
with respect to their SLC11A1/—238 TNF alleles between
both patient groups was observed (> test, p=0.002).
This deviation was caused by a difference in the
distribution of individuals carrying the allele 3 of
SLC11A1 and the A/G —238 TNF among patients showing
advanced fibrosis (14/26 (53.8%) v 68/216 (31.4%) of the
other genotypes, p=0.039; OR 2.53 (95% CI 1.03-6.23))
(table 6).

Multivariate analysis (backward logistic regression)
To analyse the influence of age, sex, duration of infection
(years), alcohol consumption, presence of steatosis, body

mass index, iron staining, portal inflammation, SCL11A1l
genotype 2/2, and haplotypes SCL11A1—TNF 238 on fibrosis
stage in the liver samples, a backward logistic regression
analysis was performed. The results indicated that alcohol
(OR 4.59 (95% CI 1.85-11.36); p = 0.001), age (OR 0.92 (95%
CI 0.89-0.96); p = 0.0001), sex (OR 0.41 (95% CI 0.18-0.95);
p =0.03), and genotype 2/2 of SLC11A1 (OR 25 (95% CI 2.41-
272.9); p=0.007) were independent variables associated
with fibrosis stage. Perl’s staining for iron, portal inflamma-
tion, TNF polymorphism, and steatosis did not enter into the
equation.

DISCUSSION

The 2/2 genotype of the promoter region of the SLC11A1 gene
(that is, homozygosity for allele 2 (GT)sAC(GT),(G) has been
found, in the current study, to be associated with lower HCV
replication in serum and mild portal inflammation, together
with a lack of advanced fibrosis. SLC11A1 is located at 2q35
and mutations giving rise to polymorphisms in the promoter
region have been related to susceptibility to rheumatoid
arthritis,"® tuberculosis,’” and HIV infection.” A role for
genetic factors in the regulation of serum HCV levels has
been proposed which implicates mainly the HLA class II
haplotypes.”® However, explanations for the underlying
mechanism remain elusive. Several aspects of the functional
activity of SLC11A1 could explain our results, at least in part.
Firstly, SLC11A1 could regulate secretion of several cytokines
such as TNF or TGF-B*' which are involved in the activation
of hepatic stellate cells and progression of fibrosis in chronic
hepatitis C.*> Secondly, one of the mechanism proposed to
explain the higher susceptibility to tuberculosis of individuals
bearing the SLC11A1 2/2 genotype has been upregulation of
IL-10 production by monocytes.” Indeed, IL-10 shows an
important anti-inflammatory and antifibrogenic activity and
this could be responsible for the low rate of cirrhosis in HVC
patients carrying this SCL11Al genotype.” Thirdly, the
SLC11Al gene could modulate Kupffer cell activation with
higher TNF production in individuals carrying the 3 allele.”
Fourthly, SLC11A1 has been associated with increased nitric
oxide production and enhanced iNOS in hepatocytes and
macrophages.” Nitric oxide has been implicated in the
pathogenesis of chronic hepatitis C, mainly via peroxinitrite;
a potential oxidant that is produced by the reduction of
superoxide anion with nitric oxide.”” Recently, cooperation
between TNF and SLCI11Al genes was shown to result in
raised nitric oxide production following cytokine stimula-
tion.” This mechanism could explain the advanced fibrosis
found in patients carrying the 3/3 SLC11A1 genotype and the
A/G —238 TNF mutation. Fifthly, it is possible that alleles of
some other gene in linkage disequilibrium with the ones
currently studied is the underlying cause of a modified
immune response that induces cirrhosis progression in the
presence of allele 3 of the SLC11Al gene.” Indeed, IL-8
receptor gene is in an adjacent location to the SLC11A1 gene

www.gutinl.com


http://gut.bmjjournals.com

Downloaded from gut.bmjjournals.com on 15 May 2006

450

and this chemokine has been associated with viral persis-
tence and resistance to interferon therapy.”

Although the association between genotype 2/2 and lack of
fibrosis progression achieved statistical significance and the
SLC11A1 gene has potential functional importance in fibrosis
progression, these results need to be confirmed in further
studies. Although the number of individuals in each group
was too low to make definite conclusion regarding outcome,
the mechanisms proposed (above) could explain, at least in
part, why patients carrying the 2/2 genotype have less severe
fibrosis. Allele 3 of SLC11A1, together with the A/G —238
TNF, was associated with precirrhotic or cirrhotic stages in
patients with chronic hepatitis C. Nevertheless, multivariate
analysis indicated that genotype 2/2 of SLC11A1 was strongly
associated with mild fibrosis and excluded interactions
between SLC11Al and TNF —238 A/G from being indepen-
dent variables. An interaction between several polymorph-
isms of genes causing progressive fibrosis in chronic hepatitis
C had been reported. Patients carrying the TGF-B1 25 Arg/Arg
and the AT-6 A/A combined had higher fibrosis scores than
patients bearing either one alone or carrying the wild types.’
It is important however to remember that these genes
account for only a small proportion of the total genetic
background implicated in the progression of fibrosis in
chronic hepatitis C. A better understanding of the molecular
bases of this observation could have major implications for
the development of novel therapies and vaccines.

In summary, our data suggest that the SLC11A1 gene may
be implicated in the regulation of fibrosis; the genotype 2/2
exerting a protective effect against fibrosis progression. Also,
interaction between allele 3 of SLC11Al and the —238 A/G
mutation in the promoter region of the TNF gene appears to
induce advanced fibrosis progression in patients with chronic
hepatitis C.
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ABSTRACT Natural killer (NK) cells are key components
of the innate antiviral immune response. NK cell function
is regulated by the interaction of major histocompatibility
complex class I molecules with NK inhibitory receptors.
The aim of this study was to investigate the role of the
HLA-C/KIR pair in hepatitis C virus clearance in our
population. A total of 196 hepatitis C virus-infected pa-
tients (65 resolved and 131 with persistent infection) were
included in the study. Genotyping of HLA-C was carried
out using polymerase chain reaction followed by a reverse
sequence-specific oligonucleotide probe detection system.
NK receptor-specific polymerase chain reaction typing of
KIR2DL1, KIR2DL2, and KIR2DL3 was performed on the
same patient group. Frequencies of the KIR2DL2 gene and
the KIR2DL2/KIR2DL2 genotype were lower among pa-

ABBREVIATIONS

HbsAg  hepatitis B surface antigen
HCV hepatitis C virus

HLA human leukocyte antigen

INTRODUCTION

Natural killer (NK) cells are key components of the
innate antiviral immune response. NK cell function is
regulated by the interaction of the major histocompati-
bility complex (MHC) class I molecules with inhibitory
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tients with persistent infection (32.3% vs 45.4% among
resolved, P = 0.01, OR = 0.57, 95% CI = 0.36-0.91;
and 16.2% vs 32.3% among resolved, P = 0.02, OR =
0.41, 95% CI = 0.19-0.87). Nevetheless, the frequency of
the KIR2DL3 gene was higher among patients with per-
sistent infection (66.9% vs 54.6% among resolved P =
0.02, OR = 1.68, 95% CI = 1.07-2.65). Trends toward
lower frequencies of the HLA-C2C2 genotype and NK-
HLA interactions with strong and moderate affinity among
the patients with persistent infection were also observed.
Human Immunology 66, 1106—1109 (2005). © American
Society for Histocompatibility and Immunogenetics, 2006.
Published by Elsevier Inc.

KEYWORDS: HLA-C; KIR; hepatitis C virus

KIR killer cell immunoglobulin-like receptors
MHC major histocompatibility complex
NK natural killer

receptors {1, 2}. Effector functions occur only when
activating signals overcome inhibitory signals {3, 4}. The
family of killer cell immunoglobulin-like receptors
(KIR) is composed of activating and inhibitory receptors
of NK cells. At present, 15 KIR genes and 2 pseudo-
genes have been described in humans {5}, but there are
only four KIRs with clearly defined human MHC (HLA)
specificities: KIR2DL2 and KIR2DL3 bind HLA-C mol-
ecules with Asn80 (HLA-C group 1), KIR2DL1 recog-
nizes HLA-C molecules with Lys80 (HLA-C group 2),
and KIR3DL1 binds with the HLA-Bw4 epitope [6}.
KIR haplotypes vary in number and type of genes, but,
in general, KIR haplotypes could be divided into two
groups, A and B, according to the genes they contain.
Group A is simpler than group B and contains the

0198-8859/05/$—see front matter
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KIR2DL3 gene. Group B could be subdivided into dif-
ferent groups, the majority of which contain the
KIR2DL2 gene {7}. KIR genes map in chromosome 19,
whereas their ligands map in chromosome 6; thus, some
individuals lack specific receptor—ligand pairs. The pres-
ence or absence of KIR genes is usually associated with
gain or loss of specificity. That the lack of specificity
caused by the absence of a determinate KIR gene cannot
be functionally compensated by the presence of others
results in functional holes in the repertoire {8}. The
population diversity and rapid evolution of the KIR
genes strongly suggest that they are under pathogen-
mediated selection {9, 10}.

Hepatitis C virus (HCV) is a common infection
worldwide, causing cirrhosis and hepatocellular carci-
noma. HCV infection leads to chronic disease in 50—
70% of infected individuals; 15-35% remain asymptom-
atic, and only about 15% of infected people
spontaneously clear the virus {11, 12]. The factors that
determine the development of chronic hepatitis have not
been clarified, but several factors, including route of
infection, size of inoculum, and viral genotype, could be
involved {13, 14}. Association between the human MHC
polymorphism and spontaneous clearance or self-limited
infection has also been reported in HCV infection (see a
recent review in {151). Recently, the direct influence of
KIR2DL3 and its ligand HLA-C1 in the resolution of
HCV infection has been described, suggesting that di-
minished inhibitory NK responses confer protection
against HCV [16}. The aim of this study was to inves-
tigate the role of the HLA-C/KIR pair in HCV clearance
in our population.

MATERIAL AND METHODS

Enrolled in this study were 131 Caucasian Spanish pa-
tients (81 males, 50 females) with biopsy-proven chronic
hepatitis C with compensated liver disease followed in
the outpatient clinic of Hospital Universitario Virgen del
Rocio (Seville), Hospital Universitario de Valme
(Seville), Hospital Virgen Macarena (Seville), Hospital
General de Valencia (Valencia), and Hospital Virgen de
la Victoria (Malaga). All patients were HbsAg-negative,
HIV-negative, and anti-HCV-positive with raised ALT
levels and positive HCV RNA in serum. Anti-HCV,
HbsAg, and HIV were determined by commercially
available methods. Sixty-five Caucasian Spanish patients
(28 males, 37 females) who were anti-HCV-positive and
HCV RNA-negative constituted the group with sponta-
neous viral clearance. Patients agreed to a blood exami-
nation according to the guidelines of the hospital bio-
ethics committee.

The HLA-C locus was genotyped using the RELI SSO
HLA-C SSP Typing Kit (Dynal Biotech, Bromborough,
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UK). Ambiguities were resolved by sequencing analysis.
Individuals from the different groups (persistent and
resolved) were categorized as HLA-C1 and HLA-C2 ac-
cording their genotyping data.

NK receptor-specific polymerase chain reaction (PCR)
typing of KIR2DL1, KIR2DL2, and KIR2DL3 was per-
formed with a pair of sense and antisense primers, each
possessing a 3" residue matching a polymorphic position
on a given NK receptor gene, as previously described {9}.
Data from individuals with negative results for the three
loci were discarded from the analysis.

RESULTS

There were more HLA-C2C2 individuals in the group
with resolved infection (23.1%) than in the group with
persistent infection (13.7%), although this difference was
not statistically significant (¢ = 0.1) (Table 1). With
respect to the genotyping of KIR genes KIR2DLI,
KIR2DL2, and KIR2DL3 (Table 2), only one sample
obtained from one individual with persistent infection
did not amplify in any loci; this sample was eliminated
from the analysis. The frequency of KIR2DL3 was higher
in patients with persistent infection (66.9%) than in
patients with resolved infection (54.6%, p = 0.02, OR
= 1.68, 95% CI = 1.07-2.65). On the contrary, the
frequency of both the KIR2DL2 gene and the KIR2DL2/
KIR2DL2 genotype was lower in patients with persistent
infection (32.3 and 16.2%, respectively) than in patients
with resolved infection (45.4%, p = 0.01, OR = 0.57,
95% CI = 0.36-0.91; and 32.3%, p = 0.02, OR =
0.41, 95% CI = 0.19-0.87 respectively). We tested the
hypothesis that no receptor—ligand or weaker receptor—
ligand interaction would be protective. Samples were
divided into two groups on the basis of genotyping
results for both HLA-C1/C2 and KIR genes: samples
having strong or intermediate interactions (presence of
KIR2DL1 and C2 or KIR2DL2 and C1) and samples
having weak or no interactions (the remainder). Results
are summarized in Table 2. Although no significant
differences in the distribution of frequencies were ob-
served, strong or intermediate interactions were more
frequent in the group with resolved infection (87.7%)

TABLE 1 Frequency of the HLA-C1/C2 genotypes in
patients with resolved and persistent HCV

infection
Persistent Resolved
HLA-C group  infection infection
genotype (n = 131) (n = 65) b OR (95% CI)
Cl1C1 40 (30.5%) 18 (227.7%) 0.6 1.15(0.57-2.34)
C1C2 73(55.7%) 32(49.2%) 0.4 1.30(0.69-2.46)
Cc2C2 18(13.7%) 15(23.1%) 0.1 0.53(0.23-1.22)
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TABLE 2

Frequencies of KIR2DL2 and KIR2DL3 genes and of interactions with different affinity and number

of KIR2DL3-C1 homozygous individuals (weak interaction) among patients with resolved and

persistent HCV infection

Persistent infection

Resolved infection

(2n = 260) 2n = 130) b OR (95% CI)

KIR genes

2DL2 84 (32.3%) 59 (45.4%) 0.01 0.57 (0.36-0.91)

2DL3 174 (66.9%) 71 (54.6%) 0.02 1.68 (1.07-2.65)
KIR genotypes (n = 130) (n = 65)

2DL2/2DL2 21 (16.2%) 21 (32.3%) 0.02 0.41 (0.19-0.87)

2DL2/2DL3 42 (32.3%) 17 (26.2%)

2DL3/2DL3 66 (50.8%) 27 (41.5%)
Interactions (n = 130) (n = 65)

Strong + intermediate® 104 (80.0%) S7 (87.7%) 0.3 0.56 (0.22-1.41)

Weak + no interaction” 26 (20.0%) 8 (12.3%) 1.78 (0.71-4.60)
KIR2DL3-C1 homozygous individuals 22 (16.9%) 8 (12.3%) 0.5 1.45 (0.57-3.81)

* Strong + intermediate: simultaneous presence of KIR2DL1 and C2 (homozygous or heterozygous) or simultaneous presence of KIR2DL2 and C1 (homozygous

or heterozygous).

> Weak + no interaction: the remainder.

than in the group with persistent infection (80.0%) (p =
0.3). The distribution of KIR2DL3/HLA-C1 homozy-
gous individuals was similar in the two patient groups
(12.3% among those with resolved infection vs 16.9%
among those with persistent infection) (Table 2). No
significant differences in the distribution of HLA-C1/C2
genotypes and KIR genes were observed when patients
were stratified according to potentially confounding fac-
tors, such as gender and virus genotype.

DISCUSSION

The aim of this work was to investigate the role of the
HLA-C/KIR pair in HCV clearance in our population.
Although the statistical power in our sample was low,
the frequency of the low-affinity receptor of HLA-C1
(KIR2DL3) was statistically significantly higher among
patients with persistent infection. On the contrary, both
the frequency of the KIR2DL2 gene, which has inter-
mediate affinity for HLA-C1, and the frequency of
KIR2DL2 homozygous individuals were higher among
patients in whom infection resolved. With respect to the
distribution of HLA-C1/C2, a trend toward a higher
frequency of C2C2 homozygous individuals among those
with resolved infection was observed. Data recently re-
ported by Khakoo ¢t /. suggest that a weak interaction
between the inhibitory receptor of the NK cells and its
ligand would be protective against HCV infection in
individuals inoculated with low doses of HCV. Although
the present study has some limitations because of the
sample size, in contrast with the results obtained by
Khakoo ez a/. {16} demonstrating that the presence of
KIR2DL2 is a risk factor for viral persistence, we found

the presence of KIR2DL2 to be associated with viral
clearance. Likewise, the trend toward a higher frequency
of HLA-C2C2 among patients with resolved infection is
also opposite that observed by Kakoo ¢f 2/., who reported
a higher frequency of HLA-C2C2 among patients with
persistent infection. Lastly, we noted a trend toward a
higher frequency of inhibitory interactions with higher
affinity among patients with resolved infection and a
similar distribution of KIR2DL3/HLA-C1 homozygous
individuals in both patient groups. The discrepancies
could be explained by the differences in KIR haplotypes
and in the frequency of the different HLA-C alleles
among populations. Each KIR haplotype has a set of
genes that encode both activating and inhibitory recep-
tors. Briefly, KIR haplotypes could be split into two
groups, A and B, on the basis of the genes they contain.
Group A is simpler than group B and contains the
KIR2DL3 gene. Group B could be subdivided into dif-
ferent groups, the majority of which contain KIR2DL2.
In general, group B haplotypes contain more genes that
encode activating KIRs than group A haplotypes {7}].
Combining this fact with our results: a higher frequency
of the KIR2DL3 gene in individuals with persistent
infection, we can expect a smaller quantity of genes
encode activating receptors in this group of patients. The
situation would be the opposite for those patients with
resolved infection, explaining the greater capacity of
these individuals to clear the virus. An alternative expla-
nation for the discrepancies could be differences in the
route of infection. Khakoo and colleagues’ hypothesis
was supported only in individuals inoculated with low
doses of HCV (nontransfused). Unfortunately, we could
not check this point because the number of individuals in



which the route of infection was known was too small in
our sample.

In summary, our results support a role for the HLA-
C/KIR pair in the evolution of HCV infection. The role
of inhibitory or activating receptors could be influenced
by the population under study.
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Abstract

AIM: To assess whether CCL2 or interactions between
this chemokine and its receptor (CCR2) are associated
with outcomes of chronic hepatitis C and with responses
to antiviral therapy.

METHODS: Two hundred and eighty-four patients
with chronic hepatitis C and 193 non-infected matched
controls were included in this study. Patients were
categorized according to their Scheuer score of hepatic
fibrosis as FO-F2 (n = 202) or F3-F4 (n = 82) and
according to their response to anti-HCV therapy as
sustained response (SR, » = 101) or non-sustained
response (NSR, n = 98). Genotyping of the -2518 (A/
G) CCL2 was performed using PCR-RFLP, genotyping
of the 190 (A/G) CCR2 using a PCR-ARMS system, and
genotyping of the rs3138042 (G/A) CCR2 using Tagman
probes.

RESULTS: Univariate analyses identified 4 parameters
(infection duration time, viral genotype, gender and AST
levels) that tended to influence fibrosis and 7 parameters
(CCL2G, CCL2ACCR2A, viremia levels, fibrosis stage, viral
genotype, infection duration time and AST levels) that
significantly influenced or tended to influence response
to treatment. Multivariate analysis identified gender and
AST levels as parameters that independently influenced
fibrosis stage and viral genotype and infection duration
time were the two parameters that independently
influenced response to treatment.

CONCLUSION: Our results indicate that the mutations

studied in the gene pair CCL2/CCR2 do not play a major
role in the outcome and response to treatment for HCV
infection in the Spanish population.

© 2007 The WJG Press. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) infection results in chronic active
hepatitis in more than 80% of infected patients, with
20%-30% developing progtessive fibrosis and cirthosis!',
whereas only about 10%-20% of the HCV infected people
spontaneously eliminate the virus?. The morbidity and
mortality associated with chronic infection is due to the
development of cirrhosis and represents a high risk factor
for hepatocellular carcinomal"¥. Different factors may
influence both the ability to spontaneously clear the virus
and the progression of chronic infection. Viral load, viral
genotype, quasispecies, gender, alcohol consumption, iron
load and age of infection have been evaluated and shown
to be predictors of the natural course of HCV infection,
with controversial results®”. Currently, the most effective
initial therapy for viral clearance is the combination of
IFNa and ribavirin (RBV). Sustained response to antiviral
therapy is also influenced by different viral and host
factors®’l.

Chemokines and chemokine receptor genes are
candidates in HCV infection progression and in the
response to anti-HCV therapy. Chemokines play important
roles in leukocyte trafficking to the site of infection and
in regulating Tnl/Tn2 balance. Chemokine-chemokine
receptor interactions are likely to be important in chronic
hepatitis C, in which T cells are recruited to the liver where
they mediate virus clearance!"'".

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2)
is a B-chemokine that has been suggested to be responsible

www.wjgnet.com
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for monocyte and lymphocyte T recruitment in acute
inflammatory conditions and may be an important mediator
in chronic inflammation. In fact, it has been proposed that
CCL2 is responsible for tissue inflammation in autoimmune
diseases, as documented with tissue expression in human
and experimental autoimmune animal models'*"”,
Additionally, CCL2 appears to be an important regulator
of cytokine homeostasis within the liver ™. Thus, genetic
polymorphisms in the regulatory regions of the CCL2 gene
could be involved in the outcome of HCV infection.

A biallelic G/A polymorphism at position -2518 of
the CCL2 gene has been described"”. This polymorphism
seems to influence transcriptional activity since cells
obtained from GG or AG individuals produced more
CCL2 than those isolated from AA individuals'®, and it
has been associated with the outcome of chronic hepatitis
C"?Y, Furthermore, higher CCL2 serum levels have
been found in patients with chronic HCV infection'™
Although CCL2 is a good candidate for influencing the
course of HCV infection and response to treatment, there
are few studies investigating the role of the functional
-2518 CCL2 polymorphism in the progression of this viral
infection”*"!.

The main receptor for CCL2 is CCR2, which plays
an important role in the recruitment of cells and is
highly expressed in chronic inflammation™. A 190-G/A
transition has been described in the CCR2 gene, which
leads to an amino acid change Val64lle located in the first
transmembrane domain of the protein. This polymorphism
has been reported to be associated with a delay in disease
progression in HIV-1 infected individuals™. Moteover, the
CCR2-04lle variant has been related to the lack of a capacity
to clear the virus infection in individuals with HCV™,
Association between fibrosis and CCR2-641le has been
investigated in several studies™” . In a previous study,
with a limited cohort of patients, we could not find any
relationship between this polymorphism and the outcome
of the HCV infection™. However, a relationship between
this polymorphism and the response to the treatment has
not been investigated sufﬁcientlyflzg’B()’m.

In a murine model with a hepatotropic virus, such as
CMYV, a significant role for the CCL2/CCR2 pair in the
recruitment of macrophages and NK cells to the liver,
and in the regulation of cytokines, has been demonstrated.
In the same model, authors demonstrated that CCL2 and
CCR2 are critical factors in the control of virus replication
and in the outcome of liver disease!”

The aims of this study were to: (1) analyze the possible
association of CCL2 with the outcome of chronic hepatitis
after HCV infection, (2) investigate the influence of both
CCL2 and CCR2 in the response to anti-HCV therapy, and
(3) analyze the possible association of interactions between
the chemokine and its receptor with the outcome of HCV
infection.

MATERIAL AND METHODS

Patients
Two hundred and eighty-four Caucasian Spanish patients
(166 males and 118 females, average age of 42.6 * 11.3 yeatrs)

www.wjgnet.com

Table 1 Demographic profile of patients with chronic HCV infection

Patients n = 284
Gender M/F 166/118

mean * SD Range
Age (yr) 426+11.3 21-75
Age of Infection (yr) 243+11.4 1-57
Age of liver biopsy (yr) 401+11.8 16-70
ALTIU/L 121.3 £100.9 16-660
ASTIU/L 67.6 443 16-300
GGTIU/L 53.9+53.8 10-472
APIU/L 181.35 + 65.6 73-637
Viral load (10°) copies /mL 1.29+1.3 0.0015-6.3
Viral genotypes n =205 (%)
I 159 (77.6)
II 7 (3.4)
111 27 (13.2)
v 5(2.4)
I + another 7 (3.4)

who wete suffeting from biopsy-proven chronic hepatitis C
with compensated liver disease and were followed in the
outpatient clinic of the Hospital Universitario Virgen del
Rocio and Hospital Universitario de Valme (Sevilla, Spain)
were enrolled in this study. All patients were HBsAg and
HIV negative, antt HCV positive and HCV RNA positive
in serum. Anti-HCV, HbsAg and HIV were determined by
commercially available methods (HCV 3.0 test, ORTHO,
and Enzygnost HBsAg-5.0 and ant-HIV-1/2 plus, DADE
Behring, respectively). Demographic data of patients
and data from viral genotype, viral load and biochemical
feature ALT, AST, GGT and AP levels are displayed
in Table 1. Patients and controls agreed to a blood
examination according to the guidelines of the Hospital
Bioethics Committee. A total of 193 bone marrow donors
were included as healthy controls and were considered as
representative of the "normal" frequencies of the SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) studied in the Spanish
population.

Genotyping

DNA from patients and controls was extracted
from peripheral blood using standard methods.
-2518 CCL2 genotyping: The regulatory region of
the CCL2 gene (from -2746 at -1817) was amplified by
polymerase chain-reaction (PCR) using the forward primer
5' CCGAGATGTTCCCAGCACAG 3' and the reverse
primer 5 CTGCTTTGCTTGTGCCTCTT 3", PCR was
petformed using buffer 10 X (10 mmol/L Tris-HCl pH 9,
2.0 mmol/L MgClz, 50 mmol/L KCI), 200 umol/L dN'TPs
(Pharmacia, Uppsala, Sweden), 2.5 pmoles of each primer,
0.5 ul. of DNA, 0.5 U Taq polymerase (Pharmacia) and
ddH20 up to a final volume of 10 pl. The following
thermal profiles were run: 94°C for 1 min, 55°C for 1 min,
and 72°C for 1.5 min. After a final extension of 10 min
at 72°C, 7 uL of the PCR products were resolved in 2%
agarose gels and stained with ethidium bromide previously
diluted in blue juice buffer to detect the expected 930 bp
band. After detection, 3 ul. of PCR products were digested
with 5 U of Pvull (Boehringer Mannhein, Germany) in
buffer 10 X (Boehringer Mannhein) and ddH20 up to 10
uL of final volume incubating at 37°C overnight. Digested
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products were resolved in 2% agarose gels. Samples with
a 930 bp band were assigned as AA, samples with two
bands of 708 and 222 bp were typed as GG and samples
with three bands of 930, 708 and 222 bp were assigned as
AG™,

190 CCR2 Genotyping: The genotyping at this position
was performed with a PCR amplification refractory
mutation system (ARMS) using the primers CCR2-F1
5" TTGTGGGCAACATGCTGGTCA 3', CCR2-F2 5'
TTGTGGGCAACATGCTGGTCG 3' and CCR2-R 5'
ACTGTGAATAATTTTGCACATTGC 3", For each
sample, two separate PCR reactions were carried out, one
with the primers CCR2-F1 and CCR2-R and the other with
CCR2-F2 and CCR2-R. PCR reactions were performed in
a Perkin Elmer 9600 Thermal Cycler with mixes consisting
of 1 uL of genomic DNA, buffer 10 X (20 mmol/L Ttis-
HCI pH 8.3, 3.0 mmol/I. MgClz, 100 mmol/T. KCl, 0.005%
gelatine), 400 umol/L of each dNTP, 20 ng of cresol red,
10% of glycerol, 2 pmoles of each primer (Perkin Elmer,
Foster City, CA), 0.4 U of Taq polymerase (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) and ddH20 to a final volume of 10 plL.
The following thermal profile was run: initial denaturation
at 95°C for 2 min, 10 cycles consisting of 94°C for 10 s and
67°C for 1 min, and finally 20 cycles consisting of 94°C for
10 s, 62°C for 50 s and 72°C for 30 s. PCR products were
resolved in 2% agarose. Samples showing the expected size
fragment in only one tube were genotyped as homozygous
whereas samples showing amplification in both tubes were
assigned as heterozygous.

rs3138042 CCR2 genotyping: The genotyping of
this SNP was performed using the TagMan 5' allelic
discrimination assay (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). The primers used were 5' CGT GTG GAA
CCA CTG CAG AA 3' (forward) and 5' CCT TCC TGG
CTC TCT CCA CTT A 3' (reverse), and the TagMan
MGB probe sequences were 5° CTA TTT CCG AAA
TCA AC 3' and 5' TTT CCG GAA TCA AC 3'. The
probes were labeled with the fluorescent dyes VIC and
FAM, respectively. PCR reactions were carried out in a
total volume of 8 pul. with the following amplification
protocol: denaturation at 95°C for 10 min, followed by 40
cycles of denaturation at 92°C for 15 s and finished with
annealing and extension at 60°C for 1 min. Genotyping of
cach sample was automatically attributed by the SDS 1.3
software for allelic discrimination.

Liver biopsies

Percutancous liver biopsies were performed under
ultrasonographic control. A portion of the biopsy was
used for the histology diagnosis. Disease staging was
defined according to Scheuer ¢ a/**! with ranking from
FO (absence of fibrosis) to F4 (cirrhosis stage). Patients
were stratified into two groups: FO-F2, absence of fibrosis
to moderate fibrosis, and group F3-F4 with advanced
fibrosis-cirrhosis.

Treatment response

One hundred and ninety-nine patients were treated with
recombinant IFNo three times per wk over a period of 1
year. One hundred and four patients received a standard

schedule of combination therapy (IFNa 3 MU three times
per week and ribavirin 100-1200 mg/d) over 1 year. Of
these, 58 were naive to treatment and 46 had relapsed
after a previous IFNa treatment cycle. Based on therapy
response, the patients were classified into two groups:
those with sustained response (SR), when HCV RNA
levels remained undetectable during 6 mo after therapy
discontinuation, and those with non-sustained response
(NSR), including non-responder patients (HCV RNA
levels detectable during the completed period of the
treatment) and relapsed responder patients (undetectable
HCV RNA during the therapy but detectable after
discontinuation).

Statistical analysis

Genotypic frequencies were obtained by direct counting;
Statistical analysis was performed by the ¥ test calculated
on 2 X 2 contingency tables using the Statcalc program
(Epi Info version 6.0; Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA). The odd ratio (OR) with 95%
confidence intervals (95% CI) was calculated using the same
program. Univariate and multivariate logistic regression
analyses were used to determinate factors that significantly
contribute to the development of advanced fibrosis-
cirthosis and those that contribute to NSR after treatment.
Variables that achieved statistical significance (P < 0.05) or
marginal significance (P < 0.30) on univariate analysis were
entered into a multiple logistic regression analysis to identify
significant independent factors (Epi Info version 6.0).

RESULTS

Variables included in the univariate analysis, except for
genetic factors studied, are summarized in Table 1. HCV
genotypes could be determined in 205 of the 284 patients.
The predominant viral genotype was genotype 1b alone,
which was present in 61.0% of cases. The genotypic
frequencies for all the polymorphisms studied were not
significantly different from those predicted by Hardy-
Weinberg equilibrium in the healthy control group. The
distribution of the -2518 CCL2 A/G genotypes was
not significantly different when comparing patient and
control groups. Since previous studies reported functional
differences between bearing G and non-bearing G
genotypes, we grouped GG and AG individuals for further
analysis. We did not find differences in the distribution of
bearing G and non-bearing G individuals for demographic
features such as sex, age, genotype of HCV and route of
infection (data not shown). No significant differences were
observed among CCL2 genotypes and the mean serum
AST concentration (mean AST in AA: 71.43 + 48.28 us
mean AST in AG + GG: 61.62 + 37.02, P = 0.10). When
the patients were stratified according to their fibrosis stage,
202 patients were included in the FO-F2 group and 82
patients were included in the F3-F4 group. No statistically
significant differences in the distribution of carriers of
the G allele »s non-carriers were found between these
fibrosis stage groups. Regarding the response to therapy,
199 patients received antiviral therapy. Among them, 101
(50.7%) presented SR to IFNo monotherapy or IFNa
plus ribavirin combined therapy (Table 2). No significant
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Table 2 Genotypic and allelic distribution of the —2518 CCL2 (A/G) and CCR2 polymorphisms in Spanish patients with chronic

hepatitis C (CHC) and healthy controls

Genotypes CHC FO-F2 F3-F4 SR NSR Healthy controls
n = 284 (%) n = 202 (%) n = 82 (%) n = 101 (%) n = 98 (%) n = 193 (%)

2518 CCL2 AA 168 (59.2) 123 (60.9) 45 (54.0) 64 (63.4) 55 (56.1) 119 (61.6)
2518 CCL2 AG + GG 116 (40.9) 79 (39.1) 37 (46.0) 37 (36.6) 43 (43.9) 74 (38.4)

190 CCR2 GG 205 (72.2) 146 (72.3) 59 (72.0) 72 (71.3) 74 (75.5) 156 (80.8%)

190 CCR2 AG + AA 79 (27.8) 56 (27.7) 23 (28.0) 29 (28.7) 24 (24.5) 37 (19.1%)
CCR2 rs3138042 AA 134 (47.2) 93 (46.0) 41 (50.0) 48 (47.5) 46 (46.9) 102 (52.9)
CCR2 rs3138042 AG 124 (43.7) 91 (45.1) 33 (40.2) 42 (41.6) 45 (45.9) 72 (37.3)
CCR2 rs3138042 GG 26 (9.2) 18 (8.9) 8 (9.8) 11 (10.9) 7 (6.9) 19 (9.8)

FO0-F2 = no fibrosis-mild fibrosis, F3-F4 = severe fibrosis-cirrhosis. SR: sustained response; NSR: no sustained response.

Table 3 Interactions between -2518 CCL2 G and 190 CCR2 A mutations

Chronic hepatitis FO-F2 F3-F4 SR NSR Healthy controls
n = 284 (%) n = 202 (%) n = 82 (%) n =101 (%) n =98 (%) n =193 (%)
CCL2G CCR2A 31 (10.9) 22 (10.9) 9 (11.0) 10 (9.9) 11 (11.2) 13 (6.7)
CCL2G CCR2G 85 (29.9) 57 (28.2) 28 (34.1) 27 (26.7) 32 (32.6) 61 (31.6)
CCL2A CCR2A 48 (16.9) 34 (16.8) 14 (17.1) 19 (18.8) 13 (13.3) 24 (12.4)
CCL2A CCR2G 120 (42.2) 89 (44.1) 31 (37.8) 45 (44.5) 42 (42.8) 95 (49.2)

FO-F2 = no fibrosis-mild fibrosis, F3-F4 = severe fibrosis-cirrhosis. SR: sustained respons; NSR: no sustained response.

differences in the distribution of CCL2 polymorphisms
and response to anti-HCV treatment were observed.
Nevertheless, a slight increase of G carriers was observed
among the NSR group (Table 2).

Regarding the SNP CCR2 190 G/A, we had previously
found no association between this polymorphism and
susceptibility and histological damage in a group of HCV
patients™. Data from the present cohort confirm previous
results from a smaller cohort studied by our group. No
statistically significant differences were found in the
distribution of carriers of the A allele vs non-carriers of
A with regards to AST levels (AA + AG 73.42 + 52.31 o
GG 65.32 £ 40.83 P = 0.20) or to the fibrosis stage. In the
previous study, we did not included response to treatment
because data were available for only a few patients. While
analyzing data from the current cohort, no significant
differences in the response to treatment were found
when comparing carriers of the A allele »s non-carriers
of A (Table 2). Controversial results have been reported
regarding association of CCR2 and the outcome of HCV
infection. The CCR2 190A allele has a relatively low allelic
frequency in our population. Additionally, CCR2 190 G/A
SNP represents a conservative change (Val64lle), and thus
the molecular mechanism associated with the infection
would be unclear. For these reasons, we investigated
another possible area of association by genotyping another
SNP in the same gene. The 1s3138042 G/A SNP located
within the intron 2 at 1.8 kb of the CCR2 190 G/A was
selected because it is a SNP with a frequency that has
been studied in different populations and it has a high
heterozygosity index and thus may be informative. Results
obtained for rs3138042 G/A are displayed in Table 2.
No significant differences were found between patients
with chronic HCV infection and healthy controls and
no significant differences were found for any outcome
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parameter.

To explore possible interactions between -2518 CCL2G
and 190 CCR2A, patients were categorized according to
having mutations in both genes, a mutation in only one of
the genes or the absence of mutation in both genes. No
statistical differences were observed in any comparison
(Table 3). Noteworthy, a slight increase was observed in
the frequency of individuals who had CCL2A CCR2A in
the SR group.

Two different univariate analyses were performed. The
first with fibrosis stage (F3-F4 yes/no) as a dependent
variable and CCL2G (yes/no), CCR2A (yes/no), CCL2G
CCR2A (yes/no), CCL2G CCR2G (yes/no), CCL2A
CCR2G (yes/no), CCL2A CCR2A (yes/no), viral load,
viral genotype 1 (yes/no), infection duration time, gender
or AST levels as an independent variable. This analysis
identified 4 parameters (infection duration time, viral
genotype, gender and AST levels) that tended to influence
fibrosis stage. The second univariate analysis included
SR (yes/no) as a dependent vatriable and the variables
described above plus fibrosis stage as independent
variables. This analysis identified 7 parameters: (CCL2G,
CCL2A CCR2A, viremia levels, fibrosis stage, viral
genotype, infection duration time and AST levels) that
significantly influenced the response or tended to influence
the response to treatment. Multivariate analysis identified
gender and AST levels as parameters that independently
influence fibrosis stage; and the two parameters that
independently influenced response to treatment were viral
genotype and infection duration time.

DISCUSSION
The role of CCL2 in the pathophysiology of chronic

liver diseases is well-documented and there is evidence
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demonstrating that HCV is capable of inducing CCL2
gene expression in both nonhepatic and hepatic cells!"’,
Moreover, it has been demonstrated in 2 murine CMV
infection model that CCL2 expression in liver is dependent
on IFNa/f. Also, the same study reported that CCL2
deficiency was associated with a dramatic reduction in the
accumulation of macrophages and NK cells, as well as
decreased production of MIP-1a. and IFNY!"l. Moreover,
correlation between plasma chemokine levels and the
outcome of antiviral therapy has been described in patients
with chronic hepatitis CP%. However, to out knowledge,
there are only three studies investigating the role of
functional -2518 CCL2 polymorphisms in the progression
of HCV infection in Caucasian populations. These studies
produced controversial results and do not include any
analysis of the response to treatment!”?!. In the present
study no statistically significant differences between both
liver damage and response to treatment with the presence
of -2518 CCL2 G were found, although in the univariate
analysis a trend to a higher frequency of -2518 CCL2 G
individuals in the NSR group was observed. Nevertheless,
no independent association for this mutation was found in
the multivariate analysis. Thus, our results rule out a major
role for -2518 CCL2 polymorphisms in the development
of liver damage and in the response to antiviral therapy in
HCV infection in the Spanish population.

Regarding CCR2 and susceptibility to develop chronic
hepatitis and liver damage, the present study confirms
data obtained by our group from a previous cohort with
a more limited number of HCV patients. We did not find
statistically significant differences to analyze the possible
relationship between the presence of the mutation 190
CCR2 A with response to treatment. Controversial results
in the association of CCR2 with progression of HCV
infections have been reportedmm. This occurs frequently
when the putative associated allele is relatively rare in the
population under study (frequency under 15%), which
is the case for the 190 CCR2 mutation in the Caucasian
population. It has been proposed that the association of
this variant with the progression of HCV infection may
be due to linkage disequilibrium with the true causative
variant®”, Several SNPs have been described within the
CCR2 gene, with six of them located in exons and only
three as non-synonymous. Among the three that are non-
synonymous, the most extensively studied is the SNP
1le64Val, whereas the other two have a low heterozygosity
index. In order to explore another region of the gene, a
SNP located in intron 2 with a high heterozygosity index
was chosen for study. No association was found between
this SNP and HCV infection outcome.

CCIL.2 and CCR2 interaction is a key factor in eatly liver
inflammatory response and in cytokine regulation which
is critical for an effective antiviral defense!”. Thus, it is
possible that alteration in the expression of both CCL2
and CCR2 genes modifies the course of HCV infection.
We tested this hypothesis by analyzing the simultaneous
presence of mutations in both genes, in only one of the
two genes or absence of mutation in both. Although the
univariate analysis detected a trend to a higher frequency
of CCL2A CCR2A individuals among SR, no independent
association for this parameter was detected in the

multivariate analysis.

In conclusion, our results discard a major role for the
mutations studied in the gene pair CCL2/CCR2 in the
outcome and response to treatment for HCV infection in
the Spanish population.
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