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Antecedentes: Las citoci- CLELLE UG S

nas son importantes en la
respuesta inmune e infla-
matoria en el trasplante
hepatico. La determinacion
de la expresion de citocinas
puede conducir a la detec-
cién temprana de riesgo de
rechazo e infeccién en pa-
cientes con este tratamiento.
Objetivo: Evaluar la expresion de interleucina
1-beta (IL-1P), interleucina-6 (IL-6), factor de ne-
crosis tumoral-alfa (FNT-a), interleucina-8 (IL-8),
factor de crecimiento transformante-beta (FCT-f)
y factor estimulante de colonias granulocitos ma-
créfagos (FEC-GM) en células mononucleares de
sangre periférica en pacientes que recibieron tras-
plante hepatico ortotépico (THO).
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m Abstract

Background: Cytokines are | \eYWords:

important in immune and
inflammation response in
liver transplantation. Deter-
mination of cytokine expres-
sion may lead to early detec-
tion of risk of rejection and
infection in patients with
this treatment.

Objective: To evaluate the expression of interleukin-
Ibeta (IL-1p), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-
8), tumor necrosis factor-alpha (TNF-o), transfor-
ming growth factor-beta (TGF-p) and granulocyte
macrophage colony stimulating factor (GMCSF) in
peripheral blood mononuclear cells in patients who
received an orthotopic liver transplantation (OLT).
Methods: Fourteen patient who underwent OLT
due to cirrhosis were analyzed before and after (at
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Meétodos: Fueron analizados 14 pacientes que reci-
bieron THO debido a cirrosis, antes y después del
THO (24, 48, 72 horas, siete, 15 y 30 dias). La ex-
presion de las citocinas: IL-1p, IL-6, IL-8, FNT-a,
FCT-p y FEC-GM fue determinada con retrotrans-
cripcién-reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) utilizando un Kit de Roche para RCP semi-
cuantitativa.

Resultados: En el grupo de estudio ningtn pa-
ciente presento rechazo y 11 presentaron infeccién
bacteriana durante los primeros 19 dias post-THO.
El FCT-B fue la citocinas que mds se expreso. No
mostraron expresion las citocinas IL-6 y FNT-a en
alguna fase estudiada e IL-1f3 mostré expresion en
21% en las primeras fases post-trasplante. El FEC-
GM se expresd en 60% de los pacientes que pre-
sentaron infeccién bacteria.

Conclusiones: La expresién de citocinas en los pa-
cientes evaluados no mostrd un patron definido de
acuerdo a etiologia. Un incremento en el tamafio
de la muestra es importante para establecer la im-
plicacién de las diversas citocinas en el trasplante
hepatico.

m Infroduccion

El trasplante hepatico se ha convertido en un pro-
cedimiento estdndar que logra una buena tasa de
supervivencia de uno a cinco anos para los pacien-
tes con enfermedad hepatica en fase terminal.! Sin
embargo, a pesar de las mejoras en la inmunosu-
presion, el rechazo se produce en 30% de los pa-
cientes con trasplante hepdtico y puede causar una
morbilidad significativa. La causa mds frecuente
de muerte después del trasplante hepdtico es la in-
feccién severa.? La determinacién de la expresion
de citocinas puede conducir a la deteccién tem-
prana de pacientes con riesgo de rechazo agudo e
infeccién.’?®

El objetivo de este estudio fue evaluar la expre-
sién de citocinas proinflamatorias tales como IL-1f
(IL-1B), interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral-alfa (FNT-a); citocinas pro-fibrogénicas
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24, 48, 72 hours, 7, 15 and 30 days) transplantation.
Peripheral blood cells were tested for IL-1f, IL-6, IL-8,
TNF-0, TGF- and GM-CSF using semiquantitative
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (Ro-
che Kit).

Results: No patient present acute rejection, and
11 of them had bacterial infections, 1 to 19 days
after OTL. The cytokines IL-6 and TNF-a. showed
no expression in any phases studied and IL-1f3 only
in 21% in the first phase post-transplant. Sixty per-
cent of patients who presented bacterial infections
express GM-CSF. TGF-b was the most frequently ex-
pressed cytokine.

Conclusions: Cytokines expression in the evaluated
patients did not follow a defined pattern according
to etiology. Increasing the size of the sample is dee-
med important to establish the implication of the
diverse cytokines in liver transplantation.

tales como el factor de crecimiento transforman-
te-beta (FCT-B) y factor estimulante de colonias
granulocitos macréfagos (FEC-GM); e interleu-
cina-8 (IL-8) en células mononucleares (MN) de
sangre periférica en los pacientes que recibieron
trasplante hepdtico ortotépico (THO) a corto plazo
(un mes).

m Meétodos

Se evaluaron 14 pacientes que recibieron THO
debido a cirrosis hepdtica, antes y después del
trasplante (24, 48, 72 horas, siete, 15 y 30 dias)
de enero de 2005 a diciembre de 2007 en el Hospi-
tal Universitario Dr. José E. Gonzdlez, Monterrey,
N.L.

La etiologia de la cirrosis en los pacientes fue
alcohdlica (n = 4), infeccién por virus de hepatitis C
(VHC) (n = 4), criptogénica (n = 3), esteatohepatitis
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no alcohdlica (n = 1), hepatitis autoinmune (n =
1) y VHC mas carcinoma hepatocelular (n = 1).
Los pacientes fueron incluidos en el postoperato-
rio inmediato y hasta 30 dias de seguimiento en
este estudio. Posteriormente, cada paciente tuvo el
seguimiento habitual por el equipo de trasplantes
con estudios y consulta médica cada mes durante
el primer ano y posteriormente cada dos o tres me-
ses segln aplicara.

Las células MN fueron aisladas por el método
del gradiente de concentracién con polymorphprep
(Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway) a partir de
sangre total con EDTA. La extraccién de 4cido ri-
bonucleico mensajero (ARNm) se realizé con el
método TRIzol de acuerdo a las instrucciones
del fabricante (Gibco BRL, Burlington, Ontario,
Canadd). Posteriormente se realizé la retro-trans-
cripcién-RCP utilizando cebadores oligoespecifi-
cos para IL-1b, IL-6, IL-8, FNT-a, FCT- y FEC-GM
(Kit Molecular System Roche, San Francisco, Ca-
lifornia, US). Las infecciones en los receptores de
THO se diagnosticaron por hemocultivo, urocul-
tivo o placa de térax de acuerdo a los hallazgos
clinicos. El tratamiento de las infecciones fue es-
tablecido de acuerdo a la infeccién bacteriana. La
terapia de inmunosupresion mds frecuentemente
utilizada en los receptores del THO fue ciclospo-
rina, tacrolimus, prednisona y en ocasiones anti-
cuerpos mono o policlonales. Durante el periodo
intraoperatorio se administré 1 g de metilpredni-
solonona por via intravenosa. La inmunosupresion
postrasplante fue con ciclosporina, prednisona y
micofenolato en dos pacientes y tacrolimus, pred-
nisona y micofenolato en 12 pacientes. Las dosis
de ciclosporina y tacrolimus fueron ajustadas de
acuerdo a niveles séricos y a la ventana terapéu-
tica. La administraciéon de los inhibidores de
calcineurina se administré en dos dosis diarias
iguales, de acuerdo a pardmetros internaciona-
les. La prednisona se administré a dosis de 20
mg diario. Se descartd el rechazo agudo por la
ausencia de manifestaciones clinicas (ictericia,
fiebre o malestar general) asi como, por la altera-
cién de parametros bioquimicos (aspartato amino
transferasa, alanino amino transferasa, fosfatasa
alcalina, gamma glutamil transpeptidasa, bilirru-
bina). En los pacientes con indicacién precisa se
realizo biopsia hepatica postrasplante, confirman-
do la ausencia de rechazo agudo. El protocolo del
estudio fue consentido de acuerdo con las guias
éticas de la Declaracion de Helsinki.

m Resultados

El porcentaje de expresiéon del ARNm de las citoci-
nas IL-1p, IL-6, FNT-a, FCT-f, FEC-GM, IL-8 en las
células MN de los pacientes trasplantados antes y
durante los primeros 30 dias se muestra en la Fi-
gura 1. La expresién del ARNm de IL-1p fue mayor
de las 24 horas a las 48 horas (21%), el FCT-p fue
mayormente expresado a los siete dias (64%), el
FEC-GM se expresd hasta 23% en el dia siete, la
IL-8 mostré mayor expresion (54%) al dia siete y
la citocinas IL-6 asi como el FNT-a no mostraron
expresion en los tiempos posteriores al trasplante.
En el grupo estudiado ningtin paciente presento
rechazo agudo y 11 de ellos presentaron infeccién
bacteriana durante los 19 dias post-THO (Tabla 1).
Las infecciones mds frecuentes en estos pacientes
fueron neumonia y sepsis. Un paciente fallecié a
los siete dias debido a falla primaria del injerto.

m Discusion

Es conocido que las citocinas tienen un rol impor-
tante en las respuesta inmune y el proceso de infla-
macion en el trasplante hepético, el balance de las
citocinas pro-inflamatorias o Thl (IL-18, FNT-a,
IL-6) vs. citocinas anti-inflamatorias o Th-2 (IL-
8) y Th3 (FCT-B) durante el periodo inicial post
trasplante parece ser decisivo para la subsecuente
aceptacion del aloinjerto hepdtico.>

Estudios recientes, han determinado que la ex-
presién génica de moléculas citoliticas, asi como
de transcriptos de citocinas en linfocitos de san-
gre periférica de pacientes con trasplante correla-
ciona con la expresiéon de ARNm intrainjerto en
el rechazo al aloinjerto.®® Estudios previos en pa-
cientes con trasplante hepatico han mostrado una
mayor expresién de citocinas Thl y una expre-
sién reducida de Th2 asi como de FCT- lo cual se
ha asociado al desarrollo de rechazo agudo.*s En
nuestro estudio las citocinas IL-6 y FNT-a no mos-
traron expresién en alguna de las fases estudia-
das, la IL-1p solo mostrd expresion en la primera
fase post-trasplante y el FCT-p fue la citocina que
mads se expresd en todas las fases monitorizadas,
lo cual pudiera estar relacionado con la ausencia
de rechazo agudo en esta poblacién de pacientes.

Por otro lado, no se encontrd asociacién entre
la expresion de las diversas citocinas y la presencia
0 ausencia de infeccién bacteriana en los pa-
cientes evaluados durante las diversas etapas
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M Figura 1. Porcentaje de expresion cualitativo del ARNm de las citocinas
antes y después del trasplante hepético ortotdpico. La expresion del ARNm
del gen de GAPDH fue utilizado para normalizar la expresion del ARNm.
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del estudio. El FEC-GM es un factor de crecimiento
que regula la produccién neutrofilica de granulo-
citos. Este proceso fisiolégico es base fundamen-
tal para los sistemas de defensa del huésped.’ El
FEC-GM puede ser sintetizado por varios tipos de
células en respuesta a determinadas sefales
de activacién, dentro de los cuales los monocitos/
macréfagos son de las lineas celulares més impor-
tantes. Esta citocina tiene un papel fisioldgico im-
portante en la defensa del huésped.”® E1 FEC-GM
se expresd hasta 60% en las pacientes que presen-
taron infeccién bacteriana sugiriendo su partici-
pacién en la lucha contra el proceso infeccioso.
El FCT-b es miembro de una familia de citocinas
que regulan la diferenciacién y reparacién de te-
jido, tiene efecto pro-fibrogénico y efecto anti-in-
flamatorio e inmunosupresor.''2 Es producida por
una amplia variedad de células como monocitos y
linfocitos, la expresiéon del ARNm de FCT-f3 es un
buen indicador de la sintesis protéica hepdtica.*!
En este estudio fue la citocina mds frecuentemente
expresada, lo cual podria estar relacionado con la
regeneracion del higado; sin embargo, no mostrd
un patrén particular de acuerdo a la etiologia o la
presencia de infeccién.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones re-
lacionadas a su disefio. Se trata de una serie de
casos con una muestra pequena y heterogénea de-
bido a la diversa etiologia de la cirrosis. En nuestro
estudio no incluimos ningtn grupo control (por
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M Tabla 1. Pacientes con trasplante hepatico ortotdpico de acuerdo a
etiologia e infeccion en las fases estudiadas.

N° EtiOI?gia fie i Infeccion (0 - 30 dias)
Cirrosis
1 D7: Neumonia por Streptococcus
5 D9: Neumonia por
Virus de Staphylococcus
3 Hepatitis C D7: Neumonia por Pseudomona
4 D8: Neumonia por
Staphylococcus
5 VHC + Carcino- D5: Neumonia por
ma hepatocelular Staphylococcus y E. coli
6 D7: Neumonia por Streptococcus
7 DG6: Sepsis por Streptococcus
8 Alcohol Ausente
9 D1: Neumonia por
Staphylococcus
10 Ausente
11 . A Ausente
Criptogénica - -
12 D3: Sepsis debido a
Staphylococus y P. aureginosa
13 Hepatitis Ausente
autoinmune
14 E;fztg;ig?;;ls D3: Sepsis por Staphylococcus

ejemplo, pacientes sometidos a trasplante con re-
chazo al injerto). Sin embargo, se trata de una serie
de casos con seguimiento estrecho, cuyos exdme-
nes fueron realizados en forma homogénea, lo que
aporta informacion valiosa por primera vez en
nuestro pafs.

El papel de las citocinas en el post-trasplante
inmediato en este estudio no mostré un perfil de
expresion de acuerdo a la etiologia del trasplante,
por lo que se requiere futuras investigaciones para
establecer el papel de estos mediadores, ademas de
incrementar el tamafo de la muestra y de realizar
la cuantificacion sérica y del ARNm intrainjerto
de las proteinas expresadas.

m Conclusion

La expresion de citocinas en los pacientes evalua-
dos no mostré un patrén definido de acuerdo a
etiologfa. Un incremento en el tamafio de la mues-
tra es importante para establecer la implicacién de
las diversas citocinas en el trasplante hepatico.
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