Rev Med Chile 2018; 146: 823-829

El polimorfismo rs12979860 C>T en
el gen Interferon lambda 4 no esta
asociado a riesgo de fibrosis hepatica en
pacientes chilenos con hepatitis cronica
por virus C

JAVIER BRAHM', ALVARO URZUA', JAIME PONIACHIK!,
DANTE D. CACERES?*, LAURA CARRENO?*", MAURICIO VENEGAS'<

Interferon Lambda 4 RS12979860 C>T
polymorphism is not associated with liver
fibrosis in patients with hepatitis C

Background. Host genetic predispositions may be important determinants of
liver fibrosis in patients with chronic hepatitis C (CHC). The association between
Interferon-L 4 (IFNL4) rs12979860 C>T polymorphism and risk of liver fibrosis
in CHC is contradictory. Aim: To evaluate the impact of IFNL4 rs12979860
polymorphism on the risk of fibrosis in patients with CHC. Material and Me-
thods: One hundred fifty patients with CHC aged 50 * 11 years (89 females)
were genotyped for IFNL4 rs12979860 using real time PCR. Fibrosis present in
liver biopsies was assessed using the METAVIR score, comparing patients with
either no fibrosis, mild fibrosis, or intermediate fibrosis (FO+F1+F2, n = 96),
with patients with severe fibrosis or cirrhosis (F3+F4, n = 54). Results: In FO-
F2 patients the distribution of rs12979860 genotypes was 22 CC, 57 CT and 17
TT, whereas in patients F3-F4 the distribution was 10, 29 and 15, respectively.
No association between IFNL4 rs12979860 genotype and risk of fibrosis was
observed in uni or multivariate analyses. Conclusions: IFNL4 rs12979860
C>T polymorphism is not associated with risk of liver fibrosis in this group of
patients with CHC.
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titis C (VHC) es una importante causa de

morbilidad y mortalidad', estimandose que
a nivel mundial hay 185 millones de pacientes
infectados®. La infeccién persistente con VHC
puede llevar a una hepatitis crénica, cirrosis
hepatica, desarrollo de hepatocarcinoma, falla
hepatica y fallecimiento’. La progresién de la
enfermedad hepatica en pacientes con infeccién
crénica es muy variable entre los pacientes infec-
tados. Varios factores son ampliamente conocidos

l a infeccién crénica con el virus de hepa-

como causantes de la progresion a fibrosis en la
infeccién por VHC, incluyendo la edad, alcoho-
lismo, obesidad, coinfeccién con virus hepatitis B
(VHB) o el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) v la esteatosis hepética*®. Debido a que
la progresion de la fibrosis adn es variable entre
pacientes con similares riesgos, se ha sugerido que
la predisposicién genética del hospedero puede
ser otro factor importante de riesgo para el desa-
rrollo de fibrosis™®. Al respecto, existe evidencia
de que particularmente variantes genéticas en los
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genes que controlan las vias de respuesta inmune
e inflamatoria pueden influir en la aparicién de
fibrosis en infeccién crénica por VHC* . En este
contexto, el descubrimiento del polimorfismo de
nucleétido tnico 7512979860 C>T cercano al gen
Interferon lambda 3 (IFNL3, inicialmente llamado
IL28B), representd un hallazgo importante en
la investigacion en hepatitis C, llegando a ser el
factor del hospedero mds fuerte asociado con la
eliminacién viral mediada por la terapia basada en
interferén alfa'»'®. Considerando que el polimor-
fismo rs12979860 estd realmente localizado en el
intrén 1 del recientemente descubierto gen IFN
lambda 4 (IFNL4)", éste serd mencionado en este
estudio como polimorfismo IFNL4 rs12979860.

Hasta ahora, existen resultados controversiales
respecto a la asociacién entre el polimorfismo
IFNL4 1512979860 vy el riesgo de fibrosis en pa-
cientes con infeccién crénica por VHC™ . Al
parecer, los resultados dependen de la distribucién
geografica de la poblacién estudiada’®.

El objetivo de este estudio fue evaluar la aso-
ciacion entre el polimorfismo IFNL4 rs12979860 y
el riesgo de fibrosis hepdtica en pacientes chilenos
con infeccién crénica por VHC.

Material y Método

Muestras de pacientes

Se analizaron en forma retrospectiva muestras
de sangre de 150 pacientes chilenos con infeccién
crénica por VHC obtenidas entre marzo de 2000
y agosto de 2014 en el Hospital Clinico de la Uni-
versidad de Chile (Santiago, Chile). Este estudio
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico Universidad de Chile con certificado de
aprobacion N°394/10 y todos los pacientes firma-
ron el consentimiento informado en el momento
de tomarles las muestras de sangre y realizarles la
biopsia hepatica. Los criterios de inclusién fueron:
1) pacientes mayores de 18 afios; ii) Diagnéstico de
infeccién crénica por VHC basado en la deteccion
anticuerpos anti VHC y RNA positivos por al me-
nos 6 meses; iii) disponibilidad de biopsia hepatica
previa a tratamiento antiviral y iv) disponibilidad
de muestra de sangre almacenada a -80°C obtenida
concomitantemente con la biopsia hepatica. Los
criterios de exclusion fueron: i) Abuso de alcohol
(> 30 g/dia para hombresy > 20 g/dia para mujeres
por al menos 5 afos); ii) diagndstico de hepatitis
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autoinmune; iii) co-infeccién con VHB y/o VIH
y iv) pacientes trasplantados de higado.

Los datos clinicos como pardmetros bioqui-
micos, diagnédstico de diabetes mellitus e indice
de masa corporal (IMC), fueron obtenidos de la
ficha clinica de los pacientes.

Genotipificacion del VHC y determinacion de
carga viral

Para la genotipificacién del VHC se utilizaron
las técnicas de transcripcion reversa, seguida por
reaccion en cadena de la polimertasa (RCP) anida-
da delaregion 5’ no codificante y posterior ensayo
de polimorfismo del tamafio de los fragmentos
de restriccién. Esta técnica permite identificar los
genotipos de VHC mediante el uso de enzimas de
restriccion especificas que cortan los productos de
ADN obtenidos en la RCP, generando fragmentos
de ADN caracteristicos de cada genotipo y los
cuales se visualizan en un gel de agarosa tefido
con bromuro de etidio. Este método fue disenado
y validado con la técnica comercial de hibridacién
con sondas INNO Lipa y mediante secuenciacién
directa en el Instituto Pasteur de Francia®.

La carga viral fue medida mediante RCP en
tiempo real usando el test comercial COBAS®
TagMan® HCV (Roche Molecular Systems, Bran-
chburg, NJ, USA).

Clasificacién histolégica

El porcentaje de esteatosis y el grado de fibrosis
fue analizado por un patélogo, quien descono-
cia los pardmetros del estudio. La presencia de
esteatosis fue analizada considerando criterios
previamente establecidos®: Grado 0 (ausencia)
< 5%, Grado 1 = 5% - 33%, Grado 2 = 34% - 66%
y Grado 3 > 66%. Debido al pequefio nimero
de pacientes con esteatosis grado 2 y 3 (solo 2
pacientes en nuestro estudio), nosotros analiza-
mos la esteatosis como una variable cualitativa
(< 5% = ausencia, > 5% = presencia). La fibrosis
fue expresada de acuerdo al sistema de clasifica-
cion METAVIR (F0 = ausencia de fibrosis, F1 = fi-
brosis leve, F2 = fibrosis moderada, F3=fibrosis
severa y F4 = cirrosis).

Genotipificacion del polimorfismo IFNL4
rs12979860

El DNA genémico fue preparado en duplicado
a partir de linfocitos de sangre periférica usando el
kit commercial High Pure System Nucleic Acid kit
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(Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA).
El genotipo de 1512979860 fue realizado mediante
PCR en tiempo real usando el kit LightMix® Kit
IL28B 1512979860 de TIB MOLBIOL (GmbH,
Berlin, Germany) y procesado en el instrumento
LightCycler® 2.0 de Roche.

Asociacién entre el polimorfismo IFNL4
rs12979860 C>T y fibrosis hepdtica

La asociacién entre los genotipos CC,CT o TT
de IFNL4 rs12979860 con fibrosis fue analizada
comparando pacientes con clasificacion META-
VIR FO, F1 o F2, con pacientes con METAVIR
F3 o F4.

Andlisis estadistico

Las variables categéricas fueron registradas
como frecuencia y porcentaje, mientras que las
variables continuas fueron tabuladas como pro-
medio + desviacién estindar. Se utilizé el test
estadistico de Shapiro-Wilk para evaluar norma-
lidad. Las variables categéricas fueron analizadas
mediante el test de y* de dos colas y las variables
cuantitativas mediante el test no paramétrico
Kruskall-Wallis o mediante andlisis de varianza
cuando fuera apropiada. Se realizaron modelos
de regresion logistica multiple para evaluar la
asociacion entre el genotipo de IFNL4 rs12979860
y fibrosis a través del odd ratio (OR) como medida
del efecto de riesgo, ajustando previamente con va-
riables clinicamente relevantes asociadas a fibrosis
(edad, género, indice de masa corporal, diabetes
y presencia de esteatosis). Se utiliz6 el programa
computacional STATA version 12.0 para el anali-
sis estadistico, considerdndose un p < 0,05 como
diferencia estadisticamente significativa.

Resultados

La distribucién del genotipo de IFNL4
rs12979860 fue 32 pacientes CC (21,3%), 86 CT
(57,3%) y 32 TT (21,3%).

Los 32 pacientes con genotipo CC de IFNL4
rs12979860 fueron similares a los 86 pacientes
con genotipo CT y los 32 pacientes con genotipo
TT en cuanto a las caracteristicas como edad,
género, IMC, presencia de diabetes, pardmetros
bioquimicos y clasificacion de fibrosis (Tabla 1).
Los pacientes con genotipo IFNL4 rs12979860 CT
presentaron mds altas tasa de esteatosis en la biop-
sia que los pacientes con genotipo CC (p = 0,048).

Ademds, realizamos un andlisis de regresion
logistica uni y multivariable para riesgo de fibro-
sis que considerd el genotipo homocigoto CC de
IFNL4 rs12979860 como referencia e hicimos la
correccién con los factores de riesgo conocidos
(Tabla 2). En el andlisis univariable, el genotipo de
IFNL4 1512979860 no se asoci6 a riesgo de fibrosis.
La edad,el IMC, la presencia de diabetes y presen-
cia de esteatosis fueron factores independientes
asociados a fibrosis. En el andlisis multivariable,
la edad y presencia de esteatosis se mantuvieron
como unicos factores de riesgo asociados a fibrosis
(Tabla 2).

Al realizar el mismo andlisis para los 125 pa-
cientes con genotipo 1 de VHC, la regresion logis-
tica univariable mostré que no existe asociaciéon
entre el genotipo de IFNL4 y riesgo de fibrosis.
Los factores edad, IMC, presencia de diabetes y
esteatosis también fueron factores independientes
asociados a fibrosis. En el analisis multivariable,
solo la edad y la esteatosis mostraron asociacién
con riesgo de fibrosis (Tabla 3). Este andlisis no
fue realizado para los demds genotipos debido al
reducido ntimero de muestras.

Discusién

De los 150 pacientes con infeccién crénica por
VHC estudiados, 61 eran hombres y 89 mujeres,
con una edad promedio de 50 + 11 afos. El geno-
tipo 1 de VHC fue encontrado en 125 pacientes
(83,3%), el genotipo 3 en 16 pacientes (10,7%), el
genotipo 2 en 4 pacientes (2,7%) y los genotipos
4 y 5, cada uno en 1 paciente respectivamente
(0,7%). En 3 casos el genotipo no fue determina-
do (1,9%). El total de pacientes con presencia de
esteatosis fue 79 (52,6%) y se encontré fibrosis
severa o cirrosis en 54 pacientes (36%).
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Laasociacion entre el polimorfismo 7512979860
en el gen IFNL4 y riesgo de fibrosis en pacientes
con infeccién crénica por VHC es muy contro-
versial. Existen reportes que han demostrado una
asociacion entre los distintos genotipos de [FNL4
e inflamacién hepdtica, pero que han fallado en
demostrar un efecto sobre el grado de fibrosis
hepitica relacionada a VHC'**'. Por otro lado, un
estudio multicéntrico internacional con 3.129 en
pacientes caucdsicos provenientes de 5 paises (Es-
pafia, Reino Unido, Australia, Alemania e Italia),

825



ARTICULO DE INVESTIGACION

Polimorfismo en gen IFNL4 y fibrosis en hepatitis C - J. Brahm et al

Tabla 1. Caracteristicas de los 150 pacientes chilenos con hepatitis cronica C de acuerdo al genotipo

IFNL4 rs12979860
IFNL4 IFNL4 IFNL4

Variable CC,n =32 CT, n = 86 TT, n = 32 p value
Edad (afos, promedio + DE) 52,0 12,5 49,7 = 9,9 53,9 +10,7 0,079
Género (hombre/muijer) 18/14 33/53 14/18 0,219
Diabetes (n, %) 6 (18,8) 10 (11,6) 7 (21,9) 0,324
IMC (kg/m?, promedio = DE) 25,57 = 3,6 27,00 + 4,38 26,04 + 4,36 0,235
Plaquetas (x10° U/L, promedio = DE) 178 = 61 196 + 88 170 = 70 0,217
ALT (IU/L, promedio = SD) 164 = 160 108 = 84 124 =77 0,062
Colesterol total (mg/dL, promedio + DE ) 171 = 29 169 = 30 173 = 34 0,8173
Carga Viral (n, %)

> 600.000 IU/mL 22 (68,8) 46 (53,5) 22 (68,8) 0,361

< 600.000 IU/mL 10 (31,2) 13 (46,5) 10 (31,2)
Genotipo (n, %)

1 25 (78,1) 74 (86,0) 26 (81,3) 0,361

2 1 3,1 3 (3,5

3 6(18,8) 8 (9,3) 2 (6,25)

4 1 3,1

5 1 3,1

No determinado 1 (1,2 2 (6,25)
Esteatosis (n, %)

< 5% 18 (56,3) 36 (41,9) 17 (53,1) 0,048*

> 5% 14 (43,7) 50 (58,1) 15 (46,9)
Fibrosis (n, %)

FO-F2 (n=96) 22 (68,8) 57 (66,3) 17 (53,1) 0,341

F3-F4 (n=54) 10(31,2) 29 (33,7) 15 (46,9)

Abrevaciones: IMC, indice de masa corporal; ALT, alanina aminotransferasa; DE, desviacién estandar. *p value < 0,05 es
considerado estadisticamente significativo.

Tabla 2. Analisis de regresion logistica univariable y multivariable del efecto del genotipo de FNL4
rs12979860 sobre el riesgo de fibrosis en los 150 pacientes con hepatitis créonica por VHC

Fibrosis (FO-F2 versus Univariable Multivariable

e OR 95% Cl p value OR 95% CI p value
IFNL4 rs12979860 CC 1,00

IFNL4 rs12979860 CT 1,11 0,46-2,68 0,800 1,30 0,48-3,52 0,605
IFNL4 rs12979860 TT 1,94 0,68-5,50 0,203 2,01 0,66-6,12 0,221
Edad (anoss) 1,06 1,02-1,09 0,002* 1,05 1,01-1,10 0,014*
Género (femenino) 1,20 0,62-2,36 0,583 1,65 0,76-3,61 0,207
IMC (Kg/m?) 1,08 1,00-1,17 0,047* 1,03 0,94-1,13 0,479
Diabetes 3,38 1,35-8,47 0,009* 2,09 0,78-5,65 0,144
Esteatosis (= %5) 2,79 1,39-5,64 0,004* 2,46 1,14-5,32 0,022*

Abrevaciones: IMC: indice de masa corporal; IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio. *p-value < 0,05 es considerado esta-
disticamente significativo.
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Tabla 3. Analisis de regresion logistica univariable y multivariable del efecto del genotipo de FNL4
rs12979860 sobre el riesgo de fibrosis en 125 pacientes con hepatitis cronica por VHC, genotipo 1

Fibrosis (FO-F2 versus Univariable

A OR 95% Cl
IFNL4 rs12979860 CC 1,00

IFNL4 rs12979860 CT 0,68 0,26-1,74
IFNL4 rs12979860 TT 1,29 0,42-3,96
Edad (anoss) 1,08 1,03-1,12
Género (Femenino) 1,04 0,49-2,18
IMC (Kg/m?) 1,10 1,01-1,21
Diabetes 4,06 1,55-10,67
Esteatosis (= %5) 3,69 1,68-8,09

Multivariable

p value OR 95% ClI p value
0,416 0,5 0,15-1,65 0,256
0,660 0,85 0,24-3,07 0,809
0,001* 1,07 1,01-1,12 0,013*
0,916 1,37 0,55-3,37 0,500
0,027* 1,06 0,96-1,18 0,232
0,004* 2,19 0,75-6,46 0,151
0,001* 3,84 0,53-9,67 0,004*

Abrevaciones: IMC: indice de masa corporal; IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio. *p-value < 0,05 es considerado esta-

disticamente significativo.

concluyé que en pacientes con hepatitis crénica
por VHC, el genotipo CC en IFNL4 rs12979860
se asocia a desarrollo y progresién de fibrosis,
siendo mayor el impacto de este polimorfismo
en pacientes jovenes y en genotipo 3 de VHC".
Por el contrario, existen multiples estudios que
relacionan el alelo T de IFNL4 rs12979860 con
fibrosis hepatica en VHC. Fabris et al. describieron
una mayor prevalencia del alelo T en pacientes con
cirrosis por VHC que en otra etiologia y que en
pacientes con hepatitis crénica leve por VHC?.
De igual forma, De la Fuente et al. encontraron
que en comparacién con pacientes cirréticos
alcohdlicos, el genotipo TT es mds frecuente en
pacientes con cirrosis por VHC?. Con respecto
a este ultimo punto, es interesante sefialar que
el estudio mds grande que se ha realizado para
evaluar la relacién entre el polimorfismo IFNL4
rs12979860 y cirrosis o transicién a cirrosis fue
multicéntrico internacional en que se enrolaron
2.916 pacientes y que describié que el genotipo
TT se asocia significativamente a fibrosis sélo en
pacientes con genotipo 1 de VHC. Esta asociacién
fue evidente en poblacién caucasica europea, pero
no en pacientes de origen Asiatico, Medio Oriente
y Latinoamérica'®. Al respecto, los autores mencio-
nan que la falta de asociacién en estos tltimos pa-
cientes puede deberse al bajo nimero de pacientes
estudiados, que en el caso de Latinoamérica era de
139 pacientes, provenientes de 5 paises (Argentina,
Chile, México, Perti y Venezuela). Sin embargo,
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no descartan que pudieran existir factores étnicos
que pudieran explicar sus resultados.

En el presente estudio, nosotros no encon-
tramos asociacion entre el polimorfismo IFNL4
rs12979860 y riesgo de fibrosis hepdtica en 150
pacientes chilenos con infeccién crénica por VHC.
De igual forma, no observamos esta asociacién
en los 125 pacientes con el genotipo 1 de VHC.
Estos resultados son concordantes con los que se
describen para poblacién latinoamericana, pero
que en este caso incluye un mayor ntimero de
pacientes de un solo pais. Esto refuerza la idea
de posibles factores étnicos involucrados en el
desarrollo de fibrosis en nuestra poblacién. En
la literatura se describen otros polimorfismos en
los genes PNPLA3 y TM6SF2 como variantes ge-
néticas asociados esteatosis y fibrosis en pacientes
con hepatitis crénica por VHC*#, En poblacién
chilena, el polimorfismo en PNPLA3 rs738409
C<G (I148M) es muy frecuente y se asocia a riesgo
de esteatosis hepatica pero no a fibrosis en pacien-
tes con VHC*. Por otro lado, el polimorfismo
TM6SE2 1558542926 C>T (E167K), es muy poco
frecuente en nuestra poblacién y no se asocia a
riesgo de esteatosis o fibrosis en estos pacientes?.

En nuestra cohorte, se excluyeron pacientes
con consumo crénico de alcohol, factor amplia-
mente conocido de estar asociado a fibrosis y
cirrosis hepdtica®. Por ello, la edad de los pacientes
y presencia de esteatosis fueron los inicos factores
de riesgo asociados a fibrosis.
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En conclusién, el presente trabajo representa el

primer estudio realizado en un pais latinoamerica-
no con un alto nimero de pacientes con infeccién
crénica por VHC, en donde se demuestra que no
existe asociacién entre el polimorfismo IFNL4
rs12979860 C>T y riesgo de fibrosis hepatica. Seria
interesante conocer si en otros paises de la region,
esta situacion se replica.
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