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1.- INTRODUCCION

La cirrosis hepdtica es una enfermedad muy comin en diversos paises
como resultado de un abuso en el consumo de alcohol o de una hepatitis crénica
entre otras causas. En México ocupa el 4° lugar como causa de muerte entre
los 25 y 64 afios de edad.

La cirrosis resulta de una inhabilidad del higado para restaurar la
homeostasis que ha sido alterada por agentes bioldgicos 6 quimicos que
provocan una lesién en este.

Entre las principales caracteristicas de la cirrosis se encuentran el
incremento en el almacenamiento de los componentes de la matriz extracelular,
la transformacién de las células estelares a miofibroblastos y una alteracidn
de la arquitectura normal del higado con formacién de nédulos de regeneracion.

La fibrogénesis es un proceso dindmico que resulta en la acumulacién de
proteinas extracelulares que conforman la cicatriz del higado, constituida a su
vez de coldgena fundamentalmente de tipo I y III, proteoglicanos,
fibronectina y dcido hialurénico. El higado cirrdtico llega a contener
aproximadamente 6 veces mds coldgena y proteoglicanos que el higado normal.

La respuesta del higado al dafio por alcohol y/o virus se establece a
través de una serie de eventos fisiolégicos y bioquimicos tales como la sintesis
de factores de crecimiento y citocinas, disefiados para restablecer la
integridad anatémica y funcional.

Los fratamientos que se han utilizado hasta la actualidad se han
enfocado principalmente al manejo de las complicaciones, tales como la ascitis
o los sangrados, sin embargo, hasta la fecha esto no ha tenido impacto sobre la
prevalencia de la enfermedad y las terapias se aplican en forma tardia, una vez
que el daiio tisular ya es irreversible.

Estudios recientes sobre la fisiopatologia de la enfermedad han
permitido el desarrollo de medidas preventivas mds adecuadas consistentes en
la eliminacion del agente causal, tales como la vacunacion contra el virus de
hepatitis B, la determinacién de agentes virales en productos sanguineos y la
suspensién de la ingesta de alcohol, asi como el desarrollar intervenciones
terapéuticas con el empleo de agentes antifibrogénicos y/o antiinflamatorios.
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1.1.- HEPATITIS POR VIRUS C

La hepatitis viral C es un problema de salud pdblica y la causa mds comdn
de enfermedad hepdtica en el mundo. Es una enfermedad a menudo
asintomdtica, transmitida por la sangre, los productos sanguineos y el
transplante de érganos, dando lugar a la hepatitis cronica que puede progresar
a cirrosis y carcinoma hepatocelular (Blum, HE. 1997) generalmente después de
10 afios. Es responsable de la mayor parte de los casos de hepatitis post-
transfusional. En México, su frecuencia es aproximadamente del 1.4% de la
poblacidn general.

El virus de la hepatitis C (VHC) fue identificado en 1989 como el agente
responsable en muchos de los casos de las infecciones de hepatitis no A - no B
(Walker, MA. 1999). Una vez que el VHC llega al higado a través de la via
sanguinea, su actividad infecciosa depende de su capacidad de adherirse a los
hepatocitos, penetrar su membrana celular por medio de translocacién y
separarse de su capside. Una vez que los viriones se han replicado pueden
salir del hepatocito por lisis celular o por medio de la secrecion sin que la
célula sufra destruccion (Villalobos, JJ y col. 2000).  Su replicacién en los
hepatocitos es usualmente acompafiada por anormalidades en las pruebas
hepdticas, incluyendo la elevacion de los niveles séricos de las transaminasas
(Tassopoulos, N.C. 1993). Gracias a su notable mutabilidad, presenta una gran
habilidad para eludir la accion del sistema inmune y mantener asi la infeccién
activa durante muchos afios (Sanchez-Tapias, JTM. 1997).

Los pacientes con una infeccion aguda desarrollan una infeccién crénica
aproximadamente en un 80% (Muir, AJ. 2000), el 50% de estos casos
evolucionan a hepatitis cronica activa, cirrosis o cdncer.

La infeccion crénica por VHC puede desarrollarse con o sin
anormalidades en ALT y con o sin inflamacién (Alberti, A y col. 1999), también
se ha visto que la infeccién por VHC no estd relacionada con la edad, sexo,
niveles de ALT, via de infeccién o titulos séricos del virus ( Chang, TT y col.
1996).

Actualmente, el tratamiento de la hepatitis C, estd enfocado a detener
su progresion.
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1.2.- CARGA VIRAL

Aungue el VHC es considerado esencialmente hepatotrépico, estudios
recientes indican que también pude ser encontrado en lugares extrahepaticos
(Qian, C y col 1992; Trimoulet, P y col. 2000), como células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), suero y plasma (Schmidt, Wy col. 1998).

La deteccién del ARN del VHC en circulacion puede proveer una
evidencia directa de la viremia (Nakagawa, H y col. 1994), ya que altos niveles
de ARN de este virus han sido enconfrados en pacientes con una hepatitis
crdnica activa (Simmonds, P y col. 1990). La presencia del ARN de este virus
en las células PBMC puede reflejar la fagocitosis del virus circulante, o bien,
que el virus puede tener la capacidad de infectarlas y replicarse dentro de
ellas y entonces pueden funcionar como reservorio (Trimoulet, Py col. 2000).

La deteccién de este virus en suero 6 plasma, no solo ayuda al
diagndstico de la infeccidn, sino también para monitorear la viremia durante el
curso de la terapia (Nakagawa, H y col. 1994).

1.3.- FIBROSIS HEPATICA

La fibrosis es una respuesta reversible que ocurre en casi todos los
pacientes con una lesion hepdtica crénica. Puede dar lugar a la cirrosis, un
estado irreversible caracterizado por la formacién de nddulos y la contraccidn
del 6rgano (Friedman, SL. 1993).

La fibrosis hepdtica es caracterizada por el incremento de los
componentes de la matriz extracelular, lo que constituye la cicatriz hepdtica.
Esta cicatriz consiste en la formacion de fibras de coldgena principalmente de
tipo I y III, asi como proteoglicanos, fibronectina y dcido hialurénico. La
fibrosis también puede impedir el intercambio de solutos entre el espacio
sinusoidal y los hepatocitos. Debido a que la primera fase de la cascada
fibrogénica es iniciada en el espacio de Disse, los esfuerzos para identificar
las fuentes celulares de la matriz extracelular se han enfocado en las regiones
celulares, teniendo asi a las células del espacio endotelial, los hepatocitos y las
células estelares.

Las células estelares en el higado normal se distinguen por contener
vitamina A pero ésta se pierde cuando las células estelares se transforman a

LI
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miofibroblastos y comienzan a expresar ARNm que codifica para coldgena y
laminina. Las moléculas de la matriz que producen los miofibroblastos incluyen
cinco tipos de coldgena, heparan sulfato, dermatan, proteoglicanos, laminina,
fibronectina celular, tenascina y decorina (Friedman, SL. 1993).

1.4.- CIRROSIS HEPATICA

La cirrosis hepdtica es una alteracién difusa del higado caracterizada
por pérdida de la arquitectura como consecuencia de fibrosis y regeneracion
nodular. En un estado prolongado puede ocurrir una falla severa o un carcinoma
hepatocelular (Matsuda, Y y col. 1997). Estd caracterizada por una
hiperacumulacién de los componentes del tejido conectivo en el higado
(Matsuda, Y y col. 1997).

La aparicion de la cirrosis hepdtica es generalmente insidiosa y asociada
a sintomas no especificos como la fatiga, la anorexia, la pérdida de peso y las
molestias abdominales, antes de que ge presente el cuadro cldsico de
hipertensién portal (sangrado, vdrices, ascitis) o insuficiencia hepdtica.

Es importante enfatizar que hay 2 etapas diferentes de la cirrosis; una
comprende al proceso activo, cuando las células inflamatorias se encuentran
presentes en el sitio de la lesion y hay una produccién activa de componentes
de la matriz extracelular. La segunda comprende al estado terminal, en el cual,
el tejido fibroso es acelular y existen pocas células inflamatorias en la matriz
extracelular (Greenwel, Py col. 1994).

1.5.- TRANSAMINASAS

Cuando las células se lesionan en forma aguda, los mecanismos
intracelulares requladores se alteran, permitiendo la salida de cantidades
importantes de transaminasas cuya identificaciéon permite establecer el
diagnéstico con gran exactitud. En la hepatitis viral se han llegado a encontrar
cifras superiores a 10,000 U.I/Il. Al interpretar las transaminasas es muy
importante tomar en cuenta el lapso transcurrido entre el principio de la
enfermedad hepdtica y el momento del andlisis, ya que en la etapa inicial de la
lesién hepatocelular aguda las transaminasas se elevan bruscamente para
declinar después de algunos dias en correlacién al grado y tratamiento de la
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lesidn (Villalobos, JJ. 1988). Habitualmente se acepta que las cifras mayores
de 500 U.I/I son Utiles para el diagnéstico de hepatitis.

Hay reportes que indican que AST es un mejor marcador del dafio en el
higado que ALT (Assy, Ny col. 2000). Algunos pacientes pueden presentar un
dafio hepdtico y tener valores normales de estas transaminasas.

1.6.- CITOCINAS Y DANO HEPATICO

Independientemente del factor causante del dafio, el higado desarrolla
una respuesta uniforme al dafio crénico. La necrosis hepatocelular es seguida
de fibrosis y cirrosis.  Aunque el mecanismo fibrogénico no es totalmente
conocido, existen evidencias de que diversas citocinas son capaces de actuar
en las distintas células hepadticas induciendo modificaciones intracelulares que
culminan con el depdsito de coldgena y el desarrollo de la cirrosis.

Las citocinas son polipéptidos de peso molecular bajo (Bienvenu, JAD y
col. 1998), aproximadamente 80 Kda (Andus, T y col. 1991), sintetizadas y
liberadas por numerosas células como los monocitos, los macréfagos, los
linfocitos, los hepatocitos, las células endoteliales, las células de musculo liso,
las células estelares y las células de Kupffer (Andus, Ty col. 1991). Integran
una gran red de mediadores moleculares que constituyen un sistema de
comunicacion coordinado entre las células y los tejidos (Andus, Ty col. 1991).
Se encargan fundamentalmente de restablecer o mantener la homeostasis
fisioldgica. Tienen diversas actividades bioldgicas que a menudo se sobreponen
y que se cree influyen de manera importante en los procesos de dafio y
regeneracion hepdtica (Missale, G y col. 1995).

Por sus caracteristicas efectoras, las citocinas se han agrupado en
aquellas que poseen propiedades inflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), el
Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) ¢ el Factor de Crecimiento
Transformante (TGF-B); quimiotdcticas como la interleucina-8 (IL-8);
antiinflamatorias como interleucina-10 (IL-10); de fase aguda como
interleucina-6 (IL-6) (Llorente, L y col. 1996).

De acuerdo a un modelo de hepatitis inducido, se tiene que, una lesion en
los hepatocitos libera factores que atraen a las células de Kupffer y a
fagocitos mononucleares reclutados de la sangre y médula ésea. Una vez
localizados en el higado, los macréfagos se activan por factores derivados de
los hepatocitos o directamente por agentes fibrogénicos (exceso de vitamina
A) y liberan citocinas como IL-1, la cual induce la proliferacién y activacién de
las células endoteliales (Hassan, Gy col. 1997).
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Interleucina-13

La interleucina 1B (IL-1B) es producida por monocitos/macrdéfagos,
células T, células B, asesinas naturales (NK), neutréfilos, células de musculo
liso, fibroblastos y astrocitos (Vilcek, J y col. 1994). Tiene una gran
participacion en los procesos inflamatorios (Dinarello, CA. 1994) y se conoce su
propiedad moduladora sobre la liberacién de otras citocinas ( Andus, Ty col.
1991) como la IL-6 y la IL-8; induce el incremento de la expresion de la IL-2 en
las células T (Vilcek, J y col. 1994); es capaz de inducir sintesis de radicales
libres de oxigeno a nivel de los granulocitos, asi como su degranulacion. Es
posible que en pacientes con cirrosis hepdtica, la sobreestimacién de células
mononucleares en respuesta a productos resultantes del dafo ftisular,
complejos inmunes circulantes y a la exposicién repetida a lipopolisacéridos
(LPS) bacterianos, predisponga al desarrollo de la inflamacién y el dafio cronico
mediado por las citocinas. Existen evidencias de su actividad proliferativa
sobre las células estelares con el consiguiente aumento de la cantidad total de
coldgena (Andus, Ty col. 1991).

Se observa que hay un incremento en la produccion de IL-1 por las PBMC,
confirmando que estd elevada la concentracion en el suero de los pacientes con
VHC y que los niveles de citocinas no correlacionan con los niveles de ALT; esto
sugiere que el incremento en la produccién puede ser debido a la infeccién pero
no a la inflamacion (Kishihara, Y y col. 1996).

Interleucina-8

La interleucina 8 (IL-8) es una citocina proinflamatoria conocida como
quimiotdctica para los neutréfilos (Shimoda, K y col. 1998). Es producida por
hepatocitos en respuesta al TNF (Hill, D y col. 1997) y monocitos. La
identificacion de esta citocina en las etapas finales de la enfermedad eleva la
posibilidad de que puede estar activa en las primeras etapas del proceso de
cirrosis (Napoli, J y col. 1994). Es producida en respuesta a un estimulo
exdgeno como virus, bacterias, LPS y enddgeno como IL-lo, TNF-a e
INF-y (Mahalingam, S y col. 1999). Estudios previos demuestran que la
secrecion de IL-8 o la expresién del gen en una enfermedad cronica hepdtica,
como la cirrosis, se encuentra elevada en comparacidén con el control (Shimoda,
Ky col. 1998). |
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Factor de Necrosis Tumoral-a

El factor de necrosis tumoral (TNF-a) es una citocina sintetizada
principalmente por macréfagos/monocitos (Knittel, Ty col. 1997), en respuesta
a estimulos infecciosos, traumaticos, neopldsicos o enfermedades inflamatorias
cronicas. Tiene propiedades antineopldsicas, antivirales e inmunomoduladoras
(Kowdley, K. 1999). Puede inducir la liberacién de citocinas IL-1, EGF, PDGF y
TGF-B (Thiele, DL y col. 1989). Se ha demostrado su participacién en
respuesta a estimulos quimicos y bacterianos en el daifo hepatocelular mediado
por macrdofagos en forma aguda (Nagakawa, J y col. 1990; Khoruts, A y col.
1991), confiriéndole capacidades citotdxicas, con la consiguiente produccién de
radicales libres de oxigeno (Ward, Ay col. 1987; Lee, KS y col. 1997). Al igual
que la IL-1B, el TNF-a posee la capacidad de regular la expresién de moléculas
adherentes en las superficies de las membranas de células endoteliales y
neutréfilos, favoreciendo ademds la sintesis de radicales libres y su
degranulacion (Colletti, LM y col. 1990; Ramadori, G y col. 1993). Estudios "in
vivo" han demostrado un incremento significativo en los niveles séricos y
nimero de receptores (R55 y R75) de TNF-o. en pacientes con dafio hepdtico
agudo y crénico (Deviere, J y col. 1990; Armendariz-Borunda, J y col. 1991;
Miller, LC y col. 1992). En la actualidad se estudian sus efectos sobre la
sintesis y la degradacién de la coldgena y aunque existe aln controversia,
parece importante su participacidn en el proceso de fibrogénesis (Weiner, FR y
col. 1990; Andus, Ty col. 1991).

Los valores serolégicos del TNF-a se encuentran elevados en pacientes
con hepatitis cronica y cirrosis por alcohol o virus (Knittel, Ty col. 1997). Hay
estudios que indican que el TNF-a juega un papel importante en la reparacion
del tejido hepdtico.

El efecto fisioldgico del TNF-a depende de su sitio de produccidn, su
concentracion local y la presencia de otras citocinas (Knittel, Ty col. 1997) ya
que niveles pequefios de TNF-a pueden contribuir a la proteccidn celular, pero
cantidades excesivas pueden causar dafio celular. La acumulacion del ARNm
para TNF-a que ocurre en células infectadas puede resultar en el incremento
tanto de la transcripcién como de la estabilizacion de la transcripcidn. Un
aumento en la produccion de TNF-o por células polimorfonucleares ha sido
observado en una hepatitis viral fulminante y en hepatitis crénica B y C
(Larrea, E y col. 1996).
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Interferony

El interferén y (IFN-y ) es producido por células CD8, NK y linfocitos
T4 durante procesos infecciosos (DeMaeyer, E y col. 1998) y ha sido
documentado su efecto antiviral (Sakaida, I y col. 1998) y antiparasitario asi
como sus propiedades inmunomoduladoras. Es inducido por varios antigenos y
mitdgenos; su produccion es solamente después de que las células T han sido
sensibilizadas por antigenos virales y aunque su funcion reside en la activacién
de reacciones inmunes, también puede ejercer sus efectos antivirales
directamente y contribuir a la defensa del huésped (DeMaeyer, E y col. 1998).

Se ha descrito que el interferdn tiene efectos antifibrogénicos (Castilla,
Ay col. 1991); sin embargo, no se conoce adn si el IFN-y tiene un efecto
directo sobre la célula productora de coldgena o si su efecto estd mediado via
la inhibicién de la replicacidn viral limitando de esta forma la respuesta
inmunoldgica que condiciona a la muerte celular y la liberacién de citocinas
fibrogénicas de manera persistente. Hay reportes de que el IFN-y previene la
fibrosis en el higado por la inhibicién de la activacion y proliferacion de las
células estelares, resultando en una reduccion de la expresion del ARNm de
procoldgena (Sakaida, Iy col. 1998).
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1.7.- TRATAMIENTO UTILIZADO

1- Colchicina

La colchicina es wun fdrmaco con actividad antifibrogénica
(Mavier, P. 1995; Mallat, A. 1995) y antiinflamatoria. Es un alcaloide altamente
activo que es extraido de la planta Colchicum autumnale (Critckley, J y col.
1997). La colchicina fue usada en el siglo VI por Alejandro de Tralles y desde
1764 ha sido utilizada para prevenir y tratar la gota (Naidus, RM y col. 1977).

La colchicina inhibe el ensamble de los microtibulos, interfiere con el
transporte y la secrecidén de la coldgena (Kershenobich, D y col. 1979) [aunque
todavia no se ha establecido bien su mecanismo de accion (Friedman, J. 1999)]
e incrementa la produccion de la colagenasa in vitro (Mavier, P y col. 1995).

Cuando se desarrollan sus efectos téxicos, son usualmente reversiblesy
consisten en nduseas, diarrea y dolor abdominal. Los efectos téxicos severos
involucran al sistema hepdtico, hematopoyético y nervioso (Naidus, RM y col.
1977).

La colchicina puede prevenir la progresion de enfermedades cronicas del
higado, especialmente en pacientes con principios de cirrosis: esto sugiere que
en los estados de la enfermedad crénica puede ser importante el tratamiento
con colchicina ( Lee, MH y col. 1998).

2.- Pentoxifilina

La pentoxifilina (PTX) es un derivado de las metilxantinas (Lee, KS y col.
1997; Windmeier, C y col. 1997) inicialmente utilizadas en el tratamiento de la
enfermedad vascular periférica por sus efectos sobre la deformacion de la
membrana eritrocitaria. Se conocen sus acciones inhibitorias sobre la
adhesién y agregacion plaguetaria, asi como en la sintesis del fibrindgeno
(Ward, Ay col. 1987).

Tiene propiedades hepatoprotectoras, también inhibe la diferenciacidn
de las células estelares a miofibroblastos y disminuye la sintesis y secrecidn de
algunos componentes de la matriz (Lee, KS y col. 1997; Windmeier, C y col.
1997).
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Actla como un potente agente antifibrogénico debido a que ejerce una
inhibicidn en la proliferacion celular (Preaun, AM y col. 1997) y/o
almacenamiento de coldgena en los tipos celulares responsables de la
acumulacién de la matriz extracelular (Romanelli, RG y col. 1997).

Los resultados clinicos mds relevantes son los efectos terapéuticos en la
atenuacién de los efectos del TNF-a en condiciones de choque séptico
(Windmeier, C y col. 1997). La PTX previene la formacion de radicales
superéxidos inducidos por el TNF-a, lo cual indica que puede actuar como
secuestrador de radicales libres (Lee, K.S y col. 1997).

Estudios " in vitro " e " in vivo" han demostrado su capacidad inhibitoria
sobre la sintesis del TNF-o en células mononucleares de sangre periférica
tratadas con LPS (Reed, WR y col. 1992), reduciendo de manera significativa
las consecuencias letales del choque séptico (Noel, Py col. 1990).

Se ha demostrado que la PTX previene los cambios quimicos e
histoldgicos en un modelo de cirrosis experimental (Peterson, TCy col. 1993) y
que es capaz de disminuir la liberacion de algunas citocinas inflamatorias como
la IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a en células mononucleares periféricas de
voluntarios sanos (Neuner, P y col. 1994).

Se sugiere que la inhibicién de la actividad de las células estelares
hepdticas (HSC) por la PTX resulta del bloqueo de la cascada de stress
oxidativo dentro de estas células (Lee, KS y col. 1997).

3.- Interferon-a

El interferén-o (IFN-a) fue el primero en ser reportado que tenia
efectos beneficiosos en la hepatitis C crénica a mediados de los afios 80's.
Este agente fue aprobado para su uso en la terapia contra la hepatitis crénica
en 1991 ( Conjeevvaram, H y col. 1995). Es producido por los monocitos y lineas
de células B transformadas, de forma especifica, en respuesta a estimulos
virales. Ha mostrado tener propiedades antifibrogénicas (Angélico, M y col.
1998). La terapia con este interferdn induce una respuesta en los pacientes
con hepatitis crénica (Bellabuono, A y col. 1998).

Se ha demostrado que el IFN-a inhibe la expresién de coldgena de tipo I
y del TGF-B, tanto en animales de experimentacion como en pacientes con
cirrosis hepdtica de etiologia viral, efectos que parecen ser independientes de

10
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la inhibicion de la replicacidn viral (Castilla, A y col. 1991). Recientemente, se
ha mostrado que el IFN-« inhibe la sintesis de coldgena en células estelares /n
vitro (Sakaida, Iy col. 1998).

El IFN-o tiene acciones antivirales al disminuir la entrada del virus a las
células, al evitar la opsonizacion de los antigenos virales, al disminuir la sintesis
de ARNm viral, al disminuir la sintesis de proteinas virales y al prevenir la
liberacién de los viriones de las células infectadas (Zein, NN. 1998).

11
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2.- JUSTIFICACION

La respuesta del higado al dafio por el virus se establece a través de una
serie de eventos fisioldgicos y bioquimicos tales como la sintesis de factores
de crecimiento y de citocinas, disefiados para restablecer la integridad del
higado. El incremento en la produccién de estas citocinas da lugar a la
fibrogénesis, que es un proceso dindmico que resulta en la acumulacion de
proteinas extracelulares que conforman la cicatriz del higado, constituida a su
vez por fibras de coldgena de tipo I y III entre otros componentes. La
fibrosis, con el paso del tiempo, da lugar a la cirrosis, la cual se caracteriza por
el incremento en los componentes de la matriz extracelular y la activacién de
las células estelares.

Para evitar que se presente la fibrosis es importante conocer cual es el
mecanismo de accion de los farmacos antifibrogénicos (Colchicina, Pentoxifilina
e Interferdn-o) sobre la expresién y secrecién de las citocinas para asi
desarrollar medidas terapéuticas que disminuyan la tasa de mortalidad y
mejoren la calidad de vida de los enfermos con hepatitis Cy cirrosis.

12



3.- Objetivos e Hipdtesis

K KAk ok Kk ok ok ok k kk kK ok ok k k k ok k k k k k ok ok k k ok k k k k ok %k k k k k k %k % k x % %

3.- OBJETIVOS
GENERAL

Estudiar el

mecanismo de accién de tres fdrmacos de accion
antifibrogénica: la colchicina, la pentoxifilina y el interferdn-a.
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PARTICULAR

Realizar un andlisis “in vivo" de los efectos de la colchicina, la
pentoxifilina y el interferdn-o sobre la expresién y secrecién de citocinas

(IL-18, TL-8 e IFN-y) y factores de crecimiento (TNF-a) en linfocitos de
pacientes a diferentes periodos del tratamiento.

Correlacionar la carga viral de los pacientes en el tiempo inicial y a los
dos meses del tratamiento con la expresion y secrecion de las citocinas.

HIPOTESIS

La colchicina, la pentoxifilina y el interferén-o disminuyen la expresién y
secrecién de las citocinas fibrogénicas (IL-1B, TNF-a ) quimiotdcticas (IL-8) y
antiinflamatorias (IFN-y ) en linfocitos de pacientes a diferentes periodos
del tratamiento.
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4. - MATERIAL Y METODO

4.1.- MUESTRA

Se estudiaron 25 pacientes de ambos sexos y edades comprendidas
entre los 26 y 63 afios con antecedentes de infeccién por virus de la hepatitis
C y fueron distribuidos de la siguiente manera:

Grupo A: Se incluyeron 10 pacientes con antecedente de transfusion
sanguinea previa y anticuerpos positivos contra el virus de la hepatitis C por el
método de ELISA de segunda generacion y con diagndstico establecido de
cirrosis hepdtica en estadio A de Child.

Criterios de exclusion:

¢ Antecedentes de alcoholismo crénico con consumo de mds de 30g de

etanol en promedio al dia.

s Seropositividad para HBsAg, HBcAg 6 HBcAb.

o Evidencia de hepatopatia de otra etiologia (basada en historia clinica,

histopatologia y marcadores inmunoldgicos).

Grupo B: Se incluyeron 15 pacientes con antecedente de transfusidn
sanguinea previa y anticuerpos positivos contra el virus de la hepatitis C que
presentaban alteracién de las pruebas de funcion hepdtica (PFH) y evidencia en
la biopsia de cualquier lesién histoldgica, exceptuando cirrosis.

Criterios de exclusion:

¢ Seropositividad para HBsAg, HBcAg 6 HBcAb.

e Evidencia de seropositividad para marcadores inmunoldgicos

predisponentes de enfermedad hepadtica.

o Cirrosis hepadtica.

Criterios de exclusion para los dos grupos:

o Ingesta de alcohol en las 4 semanas previas.

e Antecedentes de transfusién en las 8 semanas previas.

e Tratamiento antifibrogénico, antiviral o inmunomodulador previo.

e Tratamiento en los 4 meses previos con agentes antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos.

e Antecedente previo de sangrado por complicaciones de hipertension
portal.

14
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e Antecedente de cirugia derivativa para tratamiento de hipertension
portal.
e Creatinina > 2mg/dl.
» Presencia de enfermedad tumoral maligna a cualquier nivel.
e Proceso infeccioso o inflamatorio a otro nivel.
e Falta de consentimiento escrito.

4.2.- METODOLOGIA

En cada grupo, los pacientes recibieron en forma aleatoria:  colchicina
(5 mg/sem), pentoxifilina (2800mg/sem) 6 interferdn-a (9 MU/sem por via
subcutdnea). El tratamiento fue administrado por un afio.

Todos los estudios fueron realizados de manera ciega en cuanto a grupo
de origen del paciente y tratamiento recibido. Para obtener resultados
evaluables, los pacientes debieron haber completado cuando menos dos meses
de tratamiento.

Se tomaron muestras a los pacientes en el tiempo de inicioy alos 2,6y
12 meses de tratamiento.

4.3. - CUANTIFICACION DE LA CARGA VIRAL

Para cuantificar la carga viral se utilizé el kit Quantiplex HCV RNA 2.0
Assay (bDNA) (Chiron diagnostics).

Las muestras de plasma fueron descongeladas con hielo y agua y después
se siguieron las indicaciones del kit.

Se utilizaron solo el tiempo O y 2 meses debido a que en este lapso de

tiempo se esperaba una respuesta del fdarmaco.
La sensibilidad del kit es de 0.2 mEg/m/ de RNA VHC.
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4.4.- OBTENCION DE LINFOCITOS

Se tomd una muestra de sangre de los pacientes en cada uno de los
tiempos propuestos. Los linfocitos se obtuvieron por gradiente de
centrifugacién utilizando Linfocrad ¢ Ficoll-Hypaque y se centrifugaron a
3000 rpm durante 20 minutos. Después se extrajo la banda de linfocitos
(interfase) y se lavaron con PBS (2 o 3 veces).

Se tomé 1x10° células y se cultivaron en cajas de Petri con medio
RPMI 1640 conteniendo 10% FCS a 37°C durante 24h. Se obtuvo el
sobrenadante y en él se cuantificé la secrecion de las citocinas.

La expresion de las citocinas fue medida en los linfocitos restantes y la
carga viral fue cuantificada en el plasma de los pacientes.

4.5. - DETERMINACION DE CITOCINAS

Las citocinas que se determinaron fueron IL-13, IL-8, TNF-o e IFN-y.

La expresién de las citocinas fue obtenida utilizando la técnica de
transcriptasa reversa - reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y la
secrecion se obtuvo utilizando estuches inmunoenzimdticos especificos.

4.6.- EXTRACCION DE ARN

Para la extraccion de ARN se utilizé la técnica modificada de
Chomczynski (1987). Al tubo que contenia el boton de los linfocitos se le
adicion6 1 ml de solucién desnaturalizante conteniendo 10ul de
B-mercaptoetanol, se resuspendieron y se colocaron en tubos de 1.5 ml, se le
adiciond acetato de sodio 2M pH 4.8 y se agitd por inversion, después se
adicioné fenol saturado caliente (50°-60°C) y se agité por inversion, finalmente
se adiciond cloroformo-isoamilico (24:1) y se agité por inversidon. Se dejé
incubar 10 min a 4°C, pasado el tiempo se centrifugé a 14,000 rpm por 5 min
a 4°C, concluido el tiempo, se tomé la fase superior y se transfirié a un tubo de
1.5 ml frio, se adicioné NaCl 4M y etanol al 95% frio. Se dejé precipitar 24 h.
Se centrifugé 30 min a 14,000 rpm a 4°C, se retiré el sobrenadante, se
adiciond etanol al 70% y se centrifugé nuevamente durante 10 min a
14,000 rpm a 4°C, después se extrajo el sobrenadante con una pipeta Pasteur
con punta fina y el botén obtenido se resuspendié en 20 pl de agua DEPC. Se

16



4 .- Material y Método

Fok ok Kk ok ok ok ok ok sk kK Ak K Kk ok k ok ok ok ok ok ok ok Kk ko sk sk sk ok ok ok ok sk ok ok ok Kk Kk Kk Kk

resuspendio totalmente y se tomaron 2 ul para la cuantificacién de ARN. La
muestra restante se almacend a -70°C.

El ARN se cuantificé utilizando un espectrofotémetro Beckman. Los 2yl
del ARN se colocaron en 498l de agua DEPC, para tener asi una dilucién 1:250.
La concentracién se obtuvo con la siguiente férmula:

[ ]= Ab 260 x dilucidn x factor = Abzeo x 250 x 0.04 = ug/ul

4.7.- DETERMINACION de la EXPRESION de las CITOCINAS

La transcripcion de los genes de las diferentes citocinas se cuantificé en
presencia de un control interno poliespecifico (pldsmido pQA-1) mediante Ia
reaccién de la transcriptasa reversa seguida de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

Transcriptasa reversa: La reaccién de transcriptasa reversa se llevé a
cabo con mezclas del ARN obtenido y el ARN estdndar del pldsmido pQA-1.

Se tomaron 2ul del ARN y se colocaron en un tubo para PCR. El ARN fue
desnaturalizado durante 5 min a 70°C y enfriado rdpidamente en hielo.
Posteriormente se agregaron 100ng de oligonucledtido iniciador ( Oligo d(T)),
50U de transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Moloney (Gibco-
BRL) y 0.5 M de cada uno de los 4 desoxinucleétidos trifosfato (Gibco-BRL) en
volumen final de 20ul. La reaccién se llevé a cabo durante 60 min a 42°C
seguida de 5 min a 95°C en un termociclador programado (Perkin-Elmer Co,
NorwalK, CT, EUA).

Como pardmetro de comparacién inter e intraensayo se utilizé el
plismido pQA-1 para la cuantificacién de la proteina estructural
B2-microglobulina.

Reaccion en cadena de la polimerasa: El producto de la reaccién de
transcriptasa reversa fue dividido en dos partes. El ADNc se mezclé con
30pM de cada uno de los iniciadores sentido y antisentido para las distintas
citocinas, 0.5M de desoxinucleétidos trifosfato y 2U de TagDNA polimerasa
(Perkin-Elmer). Las condiciones de amplificacién fueron de 1 ciclo a 94°C por
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5 min, 57°C por 1 min'y 72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos ( 94°C por 1 min,
57°C por 1 min'y 72°C por 5 min), finalmente un ciclo de 94°C por 1 min, 57°C
por 1 min y 72°C por 5 min, todo esto en un termociclador programado. Los
productos amplificados se corrieron en electroforesis en geles de agarosa
al 1% con 0.05ug/ml de bromuro de etidio y fueron fotografiados sobre un
transiluminador de luz UV con pelicula Polaroid.

Los primers utilizados fueron:

IL-1B sense 5 GGATATGGAGCAACAAGTGG 3
antisense 5 ATGTACCAGTTGGGGAACTG 3' 263 pb

IL-8 sense 5" TTGCAGCCTTCCTGATT 3
antisense 5 AACTTCTCCACAACCCTCTG 3 247 pb

TNF-o sense D' ACAAGCCTGTAGCCCATGTT 3
antisense 5 AAAGTAGACCTGCCCAGACT 3 427 pb

IFN-y sense 5 GCAGAGCCAAATTGTCTCCT 3
antisense 5 ATGCTCTTCGACCTCGAAAC 3 290 pb

B2 uglob sense 5 CCAGCAGAGAATGGAAAGTC 3
antisense 5 GATGCTGCTTACATGTCTCG 3 268 pb

Todos estas citocinas estdn incluidas en el pldsmido pQA-1 (humano), el
cual es un control interno y tienen un peso molecular de 370 pb.

Control interno de ARN: El ARN que se empleé como control interno se
sintetizé a partir del pldsmido pQA-1 (amablemente proporcionada por el
Dr. David Shire, Sanofi EIf Bio Recherches, Labege, Francia).(Shire, D. 1993).
Primeramente el pldsmido pQA-1 fue linearizado con 10U de la endonucleasa de
restriccién Eco R1 durante 60 min a 33°C.
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Posteriormente se verificé la ruptura del plasmido por electroforesis en
un gel de agarosa al 0.8% en solucion 0.05X de tris-boratos-EDTA vy
0.05ug/ml de bromuro de etidio. Una vez linearizado, se construyd una
ribosonda con 400ng del pldsmido mediante la accién de 50U de la enzima T7
ARN polimerasa, en presencia de 2.5mM de cada uno de los 4 nucledtidos
trifosfato y 40U de inhibidor de ARNsa. Después de incubar por 60 min a
37°C, se agregaron 32U de ADNsa y el ARN se purificé secuencialmente con
fenol y cloroformo : alcohol isoamilico. Por dltimo, el ARN obtenido se
precipité con etanol. La pureza se verificé en un gel de agarosa al 1% con
formaldehido y 0.05ug/ml de bromuro de etidio. La ribosonda o ARN estdndar
se cuantificé también por el método antes descrito.

4.8 .- DETERMINACION de la SECRECION de las CITOCINAS

La secrecidn de las citocinas se realizé con un estuche inmunoenzimdtico
ELISA.

Las muestras de plasma fueron descongeladas y después se siguieron las
indicaciones del kit.

La sensibilidad fue de: 1 pg/ml para IL-18; 10 pg/ml para IL-8;
4.4 pg/ml para TNF-o. y 3 pg/ml para INF-y.
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4.9.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron mediante pruebas no paramétricas, utilizando la
prueba de Kruskal-Walls, la prueba de Friedmany la correlacion de Spearman.

Prueba de Kruskal-Wallis

El andlisis de varianza de una clasificacién por rangos de Kruskal-Wallis
es una prueba extremadamente Gtil para decidir si x muestras independientes
son de poblaciones diferentes. Los valores de las muestras, casi
invariablemente, difieren un poco y la cuestion radica en que las diferencias
entre las muestras signifiquen diferencias genuinas de poblaciones o simple
variaciones aleatorias, semejantes a las esperadas entre distintas muestras
aleatorizadas de la misma poblacién.

Esta prueba examina la hipétesis de nulidad que supone que las x
muestras proceden de la misma poblacién o de poblaciones idénticas.

Con esta prueba se compararon las medianas de los dos grupos de
pacientes (hepatitis y cirrosis) para descartar la hipétesis de que los dos
grupos fueran iguales.

Prueba de rangos de Friedman

La prueba de rangos de Friedman es util para probar la hipétesis de
nulidad de que las & muestras han sido sacadas de la misma poblacién. Para
esta prueba, los datos se colocan en una tabla de dos clasificaciones con N
hileras y & columnas. Las hileras representan la los diferentes sujetos o
conjuntos de sujetos igualados y las columnas representan las diferentes
condiciones. Los datos de las pruebas son rangos. La prueba de Friedman
defermina la probabilidad de que las diferentes columnas de rangos procedan
de la misma poblacion,

Con esta prueba se compararon los valores obtenidos a los diferentes
tiempos para descartar que pertenecieran al mismo tiempo.
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Coeficiente de correlacion de rango de Spearman: ri

El indice de correlacién de rango de Spearman es una medida de
asociacion que requiere que ambas variables sean medidas por lo menos en una
escala ordinal, de manera que los objetos o individuos en estudio puedan
colocarse en dos series ordenadas.

Con esta prueba se correlacionaron los valores obtenidos de la carga
viral y de ambas transaminasas con la expresion y secrecidn de las diferentes
citocinas.

Prueba de la significancia de rs

Si los sujetos cuyos puntajes se usaron al calcular rs fueron tomados al
azar de una poblacidén, podemos usar sus puntajes para determinar si las dos
variables estdn asociadas en la poblacién para examinar la hipétesis de nulidad
que supone que las dos variables en estudio no estdn asociadas en la poblacién y
que la diferencia de cero del valor observado de rs se debe solamente al azar.

Con esta prueba se compararon los valores de las medianas para ver si
hay una correlacion entre los valores obtenidos a los diferentes tiempos.
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5.- RESULTADOS

Se estudié un total de 25 pacientes con anticuerpos anti-VHC positivos
(VHC %), 20 mujeres y 5 hombres, de los cuales, 15 presentaron hepatitis y
10 cirrosis.

Los pacientes fueron distribuidos de forma aleatoria para recibir el
fdrmaco.  De los pacientes con hepatitiss 5 recibieron colchicina
(5 mg/semana durante un afio), 6 pentoxifilina (2800 mg/semana durante un
aio) y 4 Interferon-a (9 MU/semana durante un afio). En cuanto a los
pacientes con cirrosis: 3 recibieron colchicina, 4 pentoxifilina vy
3 interferdn-o, a las mismas dosis y duracidn.

5.1.- ALT y AST

La tabla 1 muestra los valores de ALT que presentaron los pacientes
incluidos en este trabajo a los diferentes tiempos de seguimiento. Se puede
observar que los valores varian de acuerdo con la lesién hepdtica y el
tratamiento administrado.

Tabla 1
Distribucion de los valores de ALT (U.I./|) por tratamiento, tipo de lesiény
tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses

Colchicina
Hepatitis 5 91 (32 -152) 72 (29-542) 48 (29-309) 35(28-278)
Cirrosis 3 96 (56 -112) 93 (71-103) 93 (71-103) 56 (45-1006)

Pentoxifilina
Hepatitis 6 635030-119) 53(22-119) 34 (11-60)  30.5(19-60)
Cirrosis 4 126 (81-172) 73 (43-169) 76 (66-219) 85(65-117)

Interferon-a
Hepatitis 4 515Q21-70) 385(23-133) 39(13-85) 69.5(17-127)
Cirrosis * 3 160(124-195) 144 (48-205) 82(21-108) 82(37-116)
e Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo)
o *p=0.047
Todos los pacientes presentaron una disminucién en los valores de ALT,
siendo significativa en los pacientes cirréticos que recibieron IFN-q.
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En la grdfica 1 se muestran en forma comparativa los valores de
ALT (U.IL/l) de los pacientes al tiempo O y 12 meses tratados con los
diferentes farmacos y que presentaron hepatitis.

Pacientes con Hepatitis

300
200 »
U.I/
1004 | .

- —_—
0

COLCHIO COLCHI12 PTX0 PTX12 [FNO IFN12

6rdfica 1.- Distribucion de valores de ALT (U.I/l) de los pacientes con

hepatitis después de 12 meses de tratamiento.
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En la grdfica 2 se muestran en forma comparativa los valores de
ALT (UI/I) de los pacientes al tiempo O y 12 meses tratados con los
diferentes farmacos y que presentaron cirrosis.

Pacientes con Cirrosis

300 4

200 -

p=0.047

1A ) ? :-' % |
| — — b=

0
COLCHI0O COLCHI12 PTX0  PTX12  IFNO  IFN12
Grafica 2.- Distribucién de valores de ALT (U.I/l) de los pacientes con

cirrosis después de 12 meses de tratamiento.
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El decremento en los valores de ALT fue consistente en todos y cada
uno de los pacientes cirréticos, llegando a su estabilizacién al cabo de 6 meses
del tratamiento (Grdfica 3).

IFN - o
Niveles de ALT

250
200 p=0.047
= 150 :
D 100 . .
50
O ' i
o 2 4 6 8 10 12 14
Meses
Cirrosis
Grdfica 3.- Distribucion de los valores de ALT (U.I/I) en pacientes con

cirrosis tratados con IFN-a.
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La tabla 2 muestra los valores de AST que presentaron los pacientes a
los diferentes tiempos de seguimiento. Los valores varian de acuerdo a la
lesién hepdtica presente y al tratamiento administrado.

Tabla 2
Distribucién de valores de AST ( UI / | ) por tratamiento, tipo de lesidn y
tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses

Colchicina
Hepatitis 5 55 (31 -202) 48 (35 —-256) 39 (31 -319) 35 (25 -210)
Cirrosis 3 69 (56 — 82) 77 (67 — 86) 77 (67 — 86) 61 (34-92)

Pentoxifilina
Hepatitis 6 765(25-112) 53.5(20-211) 42.5(14-56) 35.5 (14 - 46)
Cirrosis 4 123.5(95-308) 96(35-309) 955(70-118) 116.5(55-161)

Interferon-o
Hepatitis 4 43.5(21-128) 355(24-120) 32.5(20-72) 44 (19 -103)
Cirrosis* 3 125(81-136) 113 (42-173) 76 (35-108) 76 (39 -114)
& Los valores se expresan como medianas {(minimo — maximo)
s *p=0.089

Todos los pacientes presentaron una disminucién en los valores de AST al
término del tratamiento y sdlo los pacientes con cirrosis tratados con IFN-a
alcanzaron una disminucién con tendencia significativa.
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En la grdfica 4 se muestran en forma comparativa los valores de
AST (U.I/l) de los pacientes al tiempo O y 12 meses tratados con los
diferentes fdrmacos y que presentaron hepatitis.

Pacientes con Hepatitis

300

200 — 1

U1/

100

= Tes==

COLCHIO COLCHI12 PTX0  PTX12  IFNO IEN12

Grafica 4.- Distribucidn de los valores de AST (U.I/I) de los pacientes con
hepatitis después de 12 meses de tratamiento.
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En la grdfica 5 se muestran en forma comparativa los valores de
AST (U.I/l) de los pacientes al tiempo O y 12 meses tratados con los
diferentes fdrmacos y que presentaron cirrosis.

Pacientes con Cirrosis
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2004 —— |
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100 4 Ei
0
COLCHI0O COLCHI12 PTX0  PTX12  IFNO IFN12

6rafica 5.- Distribucién de los valores de AST (U.I./I) de los pacientes con
cirrosis después de 12 meses de tratamiento.
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El decremento en los valores de AST fue consistente en todos y cada
uno de los pacientes cirrdticos, llegando a su estabilizacién al cabo de 6 meses
de tratamiento (Grdéfica 6).

IFN - o
Niveles de AST

200

| p=0.089

150 -

i = . “ o

3 100—‘ \F )
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0 2 4 6 8 10 12 14 |
Meses
Cirrosis

6rafica 6.- Distribucion de los valores de AST (U.IL./l) en pacientes con
cirrosis tratados con IFN-o.
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5.2.- CARGA VIRAL

En cuanto a la carga viral, 3 pacientes tratados con colchicina
presentaron un incremento en los valores (Grdfica 7).

CARGA VIRAL

Colchicina

0 meses 2 meses

Grafica 7.- Distribucién de los valores de carga viral de los pacientes
tratados con colchicina.
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En cuanto a la carga viral de los pacientes a los que se les administrd
pentoxifilina, Se puede observar que 2 pacientes tienen valores negativos
(< 0.2mEqg/ml), 5 disminuyen sus valores y 1 permanece constante (Grdfica 8).
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; 0 meses 2 meses

Grafica 8.- Distribucién de los valores de carga viral de pacientes que fueron
tratados con PTX.
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En cuanto a la carga viral que presentaron los pacientes que fueron
tratados con IFN-a. Se puede observar que 3 pacientes obtuvieron valores no
detectables a los dos meses de tratamiento y que 4 presentaron una
disminucion de sus valores (Grdfica 9).

CARGA VIRAL
IFN-o

14

12 -

10 -

mEqg/ml

0 meses 2 meses

Grafica 9.- Valores de la carga viral de los pacientes que recibieron IFN-a.
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5.3.- EXPRESION y SECRECION de IL-1

5.- Resultados
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En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos de la expresién de la
IL-1B de los pacientes a los diferentes tiempos de tratamiento. Se observa
que aunque hay una disminucion de la expresién al final del tratamiento, esta no
es significativa debido a que los rangos que se obtuvieron son muy amplios.

Las correlaciones a los dos meses entre los valores de la carga viral y los
valores de la expresién y secrecidén de esta citocina variaron de entre 0.301 a

0.605 y ninguna fue estadisticamente significativa.

Tabla 3

Distribucion de los valores de la expresion de IL-1B (pg /ml ) por tratamiento,

tipo de lesidén y tiempo de seguimiento.

n 0 2 6
GRUPO Meses Meses Meses

12
Meses

Colchicina
Hepatitis 5 2.6 (2.5-750) 2.5(0.36 - 46.87) 5.85(0.36 - 780)
Cirrosis 3 46.87(2.5-1630) 0.36(0.36-1630) 0.36(0.36 — 1630)

Pentoxifilina
Hepatitis 6 2.53(0.81-750) 0.58 (0.36 — 187.5) 14.12(0.36 — 1635)
Cirrosis 4 185.7(0.36-1900) 185.7(0.36-1700) 4.82(0.36-185.7)

Interferon-o
Hepatitis 4  2.53(0.36-750) 750 (0.36 —2500) 11.71(0.36 — 1950)
Cirrosis 3 375 (4.45 - 765) 46.87(23.43 -750) 750 (5.85 - 1800)

2.95 (0.36 — 750)
0.36 (0.36 — 2.92)

2.71(0.36 — 750)
0.36 (0.36 — 1.46)

0.36 (0.36 - 1.46)
3.61(1.46-5.85)

o Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo)
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En la tabla 4 se muestran los valores obtenidos de la secrecion de la
IL-1 B de los pacientes a los diferentes tiempos de seguimiento. Se observa
que hay cambios significativos en los valores obtenidos tanto en los pacientes
con cirrosis fratados con colchicina y con IFN-a, al igual que en todos los
pacientes tratados con PTX.

Tabla 4
Distribucion de los valores de secrecién de IL-1 8 ( pg / ml ) por tratamiento,
tipo de lesidn y tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses
Colchicina )
Hepatitis 5 459 (387 —550) 507 (112 —-528) 349 (101 — 548) 424 (0 - 548)
Cirrosis * 3 539 (234 - 544) 544 (153 - 555) 544 (153 - 555) 228 (0 —-507)

Pentoxifilina
Hepatitis ** 6 1094.5 (789 - 1230) 1100.5 (738 — 1356) 991.5(6-1148)  105(0—1148)

Cirrosis *** 4 1282.5(1005 - 1406)  1186.5 (1091 —1278) 1117 (858 —1278)  0(0—58)
Interferén-o
Hepatitis**** 4 540 (70 - 593) 92.5 (62 —-498) 75.5(0 - 88) 0(0-0)
Cirrosis 3 536 (407 - 581) 415 (411 — 544) 411 (28 - 415) 0(0-28)
o Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo)
e *p=0.080 **p=10.060 *** p=0.040 *rkx p=0.034



5.- Resultados
********************************************
El decremento en los valores de secrecién de IL-1p de los pacientes
cirroticos tratados con colchicina se aprecié al cabo de los 12 meses del
tratamiento (Grafica 10).
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6rafica 10.- Distribucién de los valores de secrecién de IL-1p de los
pacientes que presentaron cirrosis y que fueron tratados con colchicina.
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5.- Resultados

********************************************

El decremento en los valores de secrecién de IL-18 fue consistente en 5
de los 6 pacientes tratados con PTX y que presentaron hepatitis llegando a
disminuir al cabo de 12 meses de tratamiento (Grdfica 11),

Secrecion IL-18
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Gréfica 11.- Distribucidn de los valores de secrecién de IL-1p de los pacientes
que presentaron hepatitis y que fueron tratados con PTX,
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EL decremento en los valores de secrecion de IL-1B fue consistente en
todos y cada uno de los pacientes que presentaron cirrosis y que fueron
tratados con PTX a partir del 6™ mes del tratamiento (Gréfica 12).
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6rafica 12 .- Distribucion de los valores de secrecién de IL-13 de los pacientes
que presentaron cirrosis y que fueron tratados con PTX.
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********************************************

El decremento en los valores de secrecién de IL-1B fue consistente en 3

de los 4 pacientes con hepatitis, llegando a disminuir de forma constante a
partir de los 6 meses (Gréfica 13).
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Gréfica 13.- Distribucién de los valores de secrecién de IL-16 de los pacientes
que presentaron hepatitis y que fueron tratados con IFN-a.
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5.4.- EXPRESION y SECRECION de TNF-o

En la tabla 6 se muestran los valores obtenidos de la expresion del
TNF-o de los pacientes a los diferentes tiempos de seguimiento. Se observa
que no hay cambios significativos en los valores.

Las correlaciones a los dos meses entre los valores de la carga viral y los
valores de la expresion y secrecion de esta citocina variaron de entre 0.329 a
0.510 y ninguna fue estadisticamente significativa.

Tabla 6
Distribucion de los valores de expresién de TNF-o ( pg / ml ) por tratamiento,
tipo de lesidn y tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses

Colchicina
Hepatitis 5 2.5(0.65—-1650) 750 (0.36 — 1650) 187.5(0.36-970) 1.46 (0.36 —23.43)
Cirrosis 3 23.43(2.50-187.5) 0.36(0.36-23.43) 0.36(0.36-23.43) 0.95(0.36 -4.5)

Pentoxifilina
Hepatitis 6 2476 (1.46-1500) 24.68 (0.36-1480) 2.36 (0.36 —2000) 1.91 (0.36 —375)
Cirrosis 4 585(1.46-1700) 185.6 (0.73 - 1700) 1.82(0.36 — 185.6) 2.6 (0.36-4.25)

Interferon-o
Hepatitis 4  0.36(0.36 -0.36) 0.36 (0.36 — 4.82) 2.5(0.36 - 4.5) 0.36 (0.36 — 1.46)
Cirrosis 3 1.46 (0.36 —4.2) 1.58 (0.36 —4.2) 4.2(2.50-4.5) 4.5(2.50-11.71)

e Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo).
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En la tabla 7 se muestran los valores obtenidos de la secrecién de
TNF-a de los pacientes a los diferentes tiempos de seguimiento.

227417

Tabla 7
Distribucién de los valores de secrecion de TNF-o ( pg / ml ) por tratamiento,
tipo de lesidn y tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 ‘ 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses
Colchicina
Hepatitis 5 962 (901 —996) 962 (497 — 1009) 943 (460 — 1014) 943 (0 -986)
Cirrosis* 3 986 (982 — 990) 973 (701 - 985) 973 (701 - 985) 408 (0 - 970)
Pentoxifilina

Hepatitis 6 1097.5 (657 - 1208) 1010.5 (687 — 1145)  847.5 (107 - 1183) 680 (125 — 1049)
Cirrosis 4 1113.5(999-1319) 1114 (556 1151)  1073.5 (840~ 1251) 415 (0 - 1002)

Interferon-a
Hepatitis 4 910.5 (396 -998) 832.5 (682 -919) 495.5(13-971) 275.5 (0 - 1026)

Cirrosis** 3 983 (967 — 1009) 1015 (982 - 1036) 982 (353 - 1036) 76 (2 -353)
e Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo)
e *p=0.029 **p=0.087

Hay un cambio significativo en los pacientes con cirrosis que fueron
tratados con colchicina y con IFN-o.
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El decremento en los valores de la secrecion de TNF-a, solo se observa en
2 de los 3 pacientes tratados con colchicina y que presentaron cirrosis hacia el
final del tratamiento (Grdfica 14).
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Grafica 14.- Distribucion de los valores de secrecién de TNF-a de los
pacientes que presentaron cirrosis y que fueron tratados con colchicina.
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Los valores de la secrecion de TNF-o, en pacientes cirréticos tratados

con IFN-a, permanecié incrementada en 2 de los 3 pacientes hasta el 6™ mes y
al terminar el tratamiento ésta disminuyé (Grdfica 15).
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Gréfica 15.- Distribucién de los valores de secrecion de TNF-o de los
pacientes que presentaron cirrosis y que fueron tratados con IFN-c.
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5.5.- EXPRESION y SECRECION de IL-8

En la tabla 9 se muestra la expresion de IL-8 de los pacientes a los
diferentes tfiempos de seguimiento. Se observa que solo hay cambio
significativo en los pacientes con cirrosis tratados con PTX.

Las correlaciones a los dos meses entre los valores de carga viral y los
valores de la expresion y secrecién de esta citocina variaron de entre 0.553 a
0.614 y ninguna fue estadisticamente significativa.

Tabla 9
Distribucién de los valores de la expresion de IL-8 (pg / ml) por tratamiento,
tipo de lesién y tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses

Colchicina
Hepatitis 5 2.5(0.50 - 5.85) 585(0.60-187.5) 0.73(0.36 -23.43) 42 (1.46-375)
Cirrosis 3 4.82 (0.70 - 375) 2.5(2.50-4.82) 2.5(2.50-4.82) 4.82 (1.46 - 5.20)

Pentoxifilina
Hepatitis 6 0.40 (0.36 - 4.82) 2.5(0.36-292) 25041 -11.71)  3.96(0.36-93.75)
Cirrosis * 4 2.6 (2~-750) 2.5(0.73 -2.60) 2(0.73 - 2.50) 1.8 (0.80 - 375)

Interferon-a
Hepatitis 4 3.59(0.73-11.71) 7.31(1.46-187.5) 2261 (11.71-750) 3.67(0.73 -46.87)

Cirrosis 3 2.5(1.50-4.82) 2.5(0.36-2.70) 0.41(036-4.82) 0.73 (041 -4.20)

e Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo)
e *p=0.038
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El decremento en los valores de la expresién de IL-8 fue consistente en
todos y cada uno de los pacientes cirréticos tratados con PTX, llegando a ser
estable desde los 2 meses. Solo uno de los pacientes presenté un incremento
al final del tratamiento (Gréfica 16).
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Grafica 16.- Distribucién de los valores de expresién de IL-8 de los pacientes
que presentaron cirrosis y que fueron ftratados con PTX.
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En la tabla 10 se muestran los valores obtenidos de la secrecién de IL-8
en los pacientes a los diferentes tiempos de seguimiento.
significativos en los pacientes con hepatitis tratados con colchicina al igual que
los pacientes cirréticos tratados con pentoxifilina.

Tabla 10

Hay cambios

Distribucidn de los valores de secrecién de IL-8 ( pg / ml) por tratamiento,
tipo de lesién y tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses
Colchicina
Hepatitis* 5 3089 (2966 —-3166) 3153 (3084 —3299) 3201 (2995 -3325) 3134 (23 -3276)
Cirrosis 3 3191 (3173 -3281) 3265(3140-3318) 3265 (3140 — 3318) 3104 (0 —3351)
Pentoxifilina
Hepatitis 6 3297(3216-3369) 3153 (3052 -3369) 3153 (0 —3369) 3105 (0-3411)
Cirrosis** 4 3233(3116-3337) 3281 (3187-3359) 3281 (3187 — 3359) 538.5 (0 — 3244)
Interferon-a
Hepatitis 4 31152607 -3277) 3093 (2607 -3311) 3013 (916 - 3128) 2025 (50 —3168)
Cirrosis 3 3310(3200-3342) 3253 (3164 —3453) 3165 (3164 —3263) 3165 (10-3379)

e Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo)

o *p=0.057

% p=0.055
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No se observa un decremento en los valores de la secrecién de la IL-8 en
los pacientes que presentaron hepatitis. Solo un paciente presentd un
decremento al final del tratamiento (Grdfica 17).

Secrecion IL-8
Colchicina
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Xt
Wk

0057

O’; T T
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| Hepatitis

Grafica 17 .- Distribucién de los valores de secrecion de IL-8 de los pacientes
que presentaron hepatitis y que fueron tratados con colchicina,
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********************************************

No se observa un decremento en los valores de la secrecién de la IL-8 en
los pacientes cirréticos tratados con PTX.  Solo un paciente presenté un
decremento al final del tratamiento (Grdfica 18).

Secrecion IL- 8
PTX
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3500 -
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Gréfica 18.- Distribucidn de los valores de secrecién de IL-8 de los pacientes
que presentaron cirrosis y que fueron tratados con PTX.
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5.6.- EXPRESION y SECRECION de IFN-y

En la tabla 12 se muestra la expresién del IFN-y de los pacientes a los
diferentes fiempos de seguimiento. Se puede observar que los pacientes que
tienen hepatitis y que fueron tratados con colchicina o IFN-a presentaron un
cambio significativo.

Las correlaciones a los dos meses entre los valores de la carga viral y los
valores de la expresion y secrecién de esta citocina variaron de entre 0.197 a
0.303 y ninguna fue estadisticamente significativa.

Tabla 12
Distribucidn de los valores de expresién de IFN-y (pg / ml ) por tratamiento,
tipo de lesidn y tiempo de seguimiento.

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses
Colchicina
Hepatitis* 5 2.92(0.36 - 11.71) 2.5(0.50-4.20) 0.36 (0.36 - 0.50) 0.36 (0.36 — 2.92)
Cirrosis 3 4.82(2.92-1500)  0.36 (0.36 — 1500)  0.36 (0.36 — 1500)  0.73 (0.36 — 0.73)

Pentoxifilina

Hepatitis 6 1.98 (0.36 —96.5) 1.13(0.50 - 1.80) 3.8 (0.50 - 750) 3.51(0.36 —375)
Cirrosis 4 2.5(0.36 -3.61) 2.78 (036 -11.71) 2.5(0.36 —2.90) 2.5(0.36 -4.82)
Interferén-a
Hepatitis** 4 0.91 (0.36 — 4.20) 036 (0.36-420) 795(1.46-1875) 2.49(0.36-184.1)
Cirrosis 3 0.36 (0.36 - 2.50) 0.53 (0.36 — 4.20) 0.70 (0.36 — 4.20) 0.40 (0.36 — 1.80)

e Los valores se expresan como medianas (minimo - maximo)
e *p=0.029 ** p=0.082
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********************************************

El decremento en los valores de expresién de IFN-y en pacientes con
hepatitis tratados con colchicina, fue observado en el 6™ mes del tratamiento
(Gréfical9).

Expresion IFN-y
Colchicina
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p=0.029
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Hepatitis

Gréfica 19.- Distribucién de los valores de expresién de IFN-y de los
pacientes que presentaron hepatitis y que fueron tratados con colchicina.
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Los valores de la expresidn de IFN-y permanecieron constantes en 3 de
4 pacientes durante todo el tratamiento con IFN-a (Grdfica 20).
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6rdfica 20.- Distribucién de los valores de expresion de IFN-y de los
pacientes que presentaron hepatitis y que fueron tratados con IFN-o.
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En la tabla 13 se muestra la secrecién del IFN-y de los pacientes a los
diferentes tiempos de seguimiento. Se observa que los pacientes tratados con
colchicina presentan cambios significativos, al igual que los pacientes con
cirrosis y que fueron fratados con IFN-o .

Tabla 13

Distribucidén de los valores de secrecion de IFN-y (pg / ml) por

tipo de lesion y tiempo de seguimiento.

tratamiento,

n 0 2 6 12
GRUPO Meses Meses Meses Meses
Colchicina _
Hepatitis* 5 168 (32 — 405) 26 (8-263) 23(1 =-57) 23 (0 -58)
Cirrosis™* 3 29 (4 - 341) 207 (2-224) 207 (2-224) 00 -1
Pentoxifilina
Hepatitis 6 33(0-147) 29(4-1727) 29(0-1727) 2(0-5)
Cirrosis 4 92 (17 - 160) 96 (5—791) 96 (5-791) 2(0-32)
Interferon-o
Hepatitis 4 39.5 (0 -290) 2.5(0-26) 55(2-10) 5(0~172)
Cirrosig*** 3 511 (2-738) 30 (0-356) 2(0-30) 0(0-6)

e Los valores se expresan como medianas (minimo — maximo)

o *p=0.071

** p=0.096 % p=0.062
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********************************************

El decremento en los valores de la secrecién de IFN-y en los pacientes
se estabilizé en el 6" mes del tratamiento en 4 de los 5 pacientes con
hepatitis y que recibieron colchicina (Gréfica 21).

Colchicina
Secrecién INF-y

450
400

350 -

Meses
Hepatitis

Gréfica 21.- Distribucién de los valores de secrecién de IFN-y de los
pacientes que presentaron hepatitis y que fueron tratados con colchicina.
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El decremento de los valores de la secrecién de IFN-y se observé a
partir del 6™ mes del tratamiento en los pacientes cirréticos que recibieron
colchicina (Grafica 22).

Secrecion IFN-y
Colchicina

o000

0 += 4 +
0 2 4 6 8 10 12 14

Meses
Cirrosis

Grafica 22.- Distribucion de los valores de secrecién de IFN-y de los
pacientes que presentaron cirrosis y que fueron tratados con colchicina.
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El decremento de los valores de la secrecion de IFN-y fue consistente
en todos y cada uno de los pacientes cirrdticos tratados con IFN-a, llegando a
ser constante a partir del 2°° mes del tratamiento (Gréfica 23).

Secrecién IFN-y
IFN-a

0 2 4 6 8 10 12 14

Meses !

Cirrosis

6rafica 23.- Distribucidn de los valores de secrecién de IFN-y de los
pacientes que presentaron cirrosis y que fueron tratados con IFN-c.
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6.- DISCUSION

En este estudio se investigd el efecto de la colchicina, pentoxifilina e
interferdn-o. sobre la expresién y secrecién de citocinas tales como IL-1B,
IL-8, TNF-a e IFN-y en linfocitos de pacientes que presentan hepatitis C o
cirrosis por hepatitis C.

Los resultados obtenidos se analizaron en relacion con cada fdrmaco y
pardmetro estudiado.

1.- COLCHICINA
1.1.- ALT y AST

Primero se analizaron los niveles de ALT y AST de los pacientes,
observdndose que ambos grupos presentaron una disminucion en los valores
aunque ésta no fue significativa.

El que disminuyan estos valores nos puede indicar que el higado se esta
recuperando de la lesidn provocada por el virus y que este fdrmaco puede estar
ayudando a que disminuya la inflamacion, esto concuerda con lo establecido por
Villalobos, JJ. (1988), quien comenta que al haber un daio en las células hay un
incremento importante en los valores de las transaminasas, debido a que los
mecanismos intracelulares de regulacion se ven alterados.

1.2.- CARGA VIRAL

Después se realizé la carga viral en el plasma de los pacientes para saber
si ésta disminuia con el tratamiento administrado. El valor aceptado para que
una carga viral sea negativa es < 0.2 mEq/ml. En este trabajo se observé que
3 pacientes sufrieron el incremento de la carga viral y 4 presentaron una
pequefia disminucién. Esto indica que el virus sigue presente y sigue dando
lugar a que la inflamacidn continde. Quian, C y col. (1992) demostraron que el
VHC puede infectar las PBMC y replicarse en estas células. Esto concuerda
con los datos obtenidos en este trabajo, ya que se presenta un incremento en
la carga viral.
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Cabe mencionar que los valores de la carga viral no correlacionan con la
expresion y secrecion de las citocinas estudiadas a los dos meses. Esto no es
indicativo de que al afio de seguimiento, cuando se observaron algunos cambios
en la expresion de IFN-y y en la secrecion de IL-1p, TNF-a, de IL-8 y de
IFN-y, éstos no estuvieran relacionados con cambios en los valores de la carga
viral. A este respecto, no se ha encontrado reporte alguno en la literatura
sobre la carga viral y alguna relacion con la expresién y secrecion de citocinas.

1.3.- EXPRESION y SECRECION de CITOCINAS en LINFOCITOS

Pacientes con hepatitis

En este trabajo se observd que la expresion y secrecion de IL-1 f,al
término del tratamiento, permanecieron constantes y que la expresién y
secrecion de TNF-o disminuyeron pero no de manera significativa. Esto
concuerda con lo reportado por Entzian, Py col. en 1997, quienes muestran que
la colchicina es un pobre inhibidor de citocinas fibrogénicas como IL-1fp y
TNF-a.

El que sigan presentes estas citocinas nos puede indicar que el proceso
inflamatorio estd presente todavia pero esta siendo controlado por la accidn
del fdrmaco, ademds, la carga viral se encuentra elevada, lo cual indica que el
virus estd presente y que este puede ayudar a que la lesion aumente.

En esta investigacién se observé que tanto la expresion como la
secrecion de la IL-8 permanecen constantes y solo se encuentra incrementada
en un paciente, el cual presentd tuberculosis. Esta citocina es producida en
respuesta a un virus o a una bacteria (Mahalingam, Sy col. 1994), por lo que al -
haber un incremento en la carga viral, esta citocina sigue estando presente,
ademds de que el caso de tfuberculosis fambién pudo alterar los datos
obtenidos. El que el virus esté presente, también puede dar lugar a que esta
citocina sea expresada y secretada como respuesta del sistema inmune para
eliminarlo. No hay que olvidar que estas mediciones se realizaron en linfocitos
y como se sabe, estos nos indican cémo se encuentran las citocinas a nivel
sistémico, por lo que esta enfermedad nos puede incrementar los valores de
esta citocina en este pacientes. Ahora bien, el que tanto la expresion como la
secrecion de la IL-8 permanezcan constantes nos puede indicar que la
inflamacidn sigue presente y los neutréfilos son atraidos al sitio de la lesidn.
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Con respecto a la expresion y secrecién de IFN-y no se ha encontrado
ningun reporte de este fdrmaco en una lesion hepdtica, por lo que solo se

puede decir que tanto la expresién como la secrecién de IFN-y se encuentra i

disminuida, esto nos puede indicar que la colchicina presenta accién .

antifibrogénica ya que al estar disminuido el IFN-y nos puede indicar que ya no
se necesita de esta citocina pues su funcion estd siendo realizada por el
farmaco. También hay que recordar que esta citocina tiene accidn
proinflamatoria y el que se encuentre disminuida su expresion y secrecién nos
puede indicar que el fdrmaco esta contribuyendo a detener la inflamacién.

Pacientes con cirrosis

En este grupo de pacientes, observamos que las citocinas
proinflamatorias (IL-1p y TNF-a) presentan una disminucién, principalmente la
secrecion de TNF-a, ya que esta presenta una disminucion significativa
(p=0.029). El que haya una disminucidén en esta citocina puede indicar que el
proceso inflamatorio esta disminuyendo, esto concuerda con lo reportado por
Hill, Dy col. 1997.

Con respecto a la expresién como a la secrecién de la IL-8, se encontro
que permanecen constantes y solo uno de los pacientes presenté una
disminucidn significativa tanto de la expresiéon como de la secrecion, el que
hayan disminuido los valores de esta citocina en este paciente, puede deberse a
que presentaba una infeccidn en los rifiones cuando fue tomada la muestra de
sangre (tiempo cero) y como tanto la expresion como la secrecion fueron
evaluadas en los linfocitos, esto puede dar lugar a una alteracién en los
resultados. Como ocurrid con el paciente que presentd tuberculosis en el grupo
de hepatitis.

Se sabe que el IFN-y tiene propiedades antifibrogénicas, ya que inhibe
la produccién de coldgena, por lo que al encontrar disminuida tanto la
expresion como la secrecion de esta citocing, se puede decir que su funcién es
realizada por el farmaco, por lo que el organismo ya no requiere de su sintesis.
No hay que olvidar también que tiene accién proinflamatoria y el que se
encuentre disminuida su expresién al igual que su secrecion nos puede indicar
que la inflamacidn esta disminuyendo.
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2.- PENTOXIFILINA

2.1.- ALT y AST

Se analizaron los valores de las transaminasas de los pacientes de ambos
grupos y se observéd que tanto los valores de ALT como los de AST
disminuyeron al final del tratamiento, pero esta disminucion no fue
significativa. El que los valores hayan disminuido, concuerda con lo reportado
por Villalobos, JJ. (1988), quien explica que al haber un dafio en las células hay
un incremento importante en los valores de las transaminasas.

2.2.- CARGA VIRAL

En cuanto a la carga viral, se observd que 2 pacientes permanecieron con
valores negativos (desde el inicio del fratamiento) y 5 presentaron una
disminucion, pero no llegaron a valores negativos ( < 0.2mEq/ml). Lo cual indica
que el virus sigue estando presente en estos pacientes.

El que no se haya encontrado una correlacion entre los valores de la
carga viral y la expresion y secrecién de la citocinas estudiadas a los dos
meses, no es indicativo de que al aio de seguimiento, donde se observaron
algunos cambios en la expresion de IL-8 y en la secrecién de IL-1f y de IL-8,
éstos no estuvieran correlacionados con los cambios en los valores de la carga
viral. A este respecto, no se ha encontrado algin reporte en la literatura
sobre si existe una correlacidén entre la expresién y secrecion de las citocinas y
la carga viral.

2.3.- EXPRESION y SECRECION de CITOCINAS en LINFOCITOS

Pacientes con hepatitis

Los resultados obtenidos para la expresion de la IL-1p muestran que
permanece constante hasta el final del tratamiento, mientras que la secrecion
disminuye significativamente. En cuanto al TNF-o se tiene que tanto la
expresion como la secrecidn disminuyen pero no de forma significativa. El que
no disminuyan como era de esperarse puede deberse a la acumulacion del
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ARNm para el TNF-a que ocurre en las células infectadas

(Larrea, E y col. 1992), lo cual puede resultar en el incremento de la expresion
de esta citocina.

En cuanto a la IL-8 se observé que su expresién presenté un ligero
incremento sin ser significativo y la secrecién permanecio constante. El que no
se presente un cambio en esta citocina, puede indicar que la lesién sigue
presente y que los neutrofilos siguen siendo atraidos al sitio de la inflamacion.
Solo un paciente presentd un incremento significativo, esto puede deberse a
que presenté un absceso amibiano lo cual puede provocar un incremento en los
valores de esta citocina, pues como reportan Mahalingam, S y col. 1994, esta
citocina es producida en respuesta a un virus o a una bacteria, lo que puede
alterar los valores obtenidos, ademds, los valores tanto la expresion como la
secrecion fueron determinados en linfocitos y estos nos indican como se
encuentra todo el organismo y no solo el higado.

Con el IFN-y se obtuvo que la expresién sufre un incremento no
significativo y la secrecién una disminucion también no significativa, por lo que
se puede decir que el farmaco también desarrolla su efecto antifibrogénico ya
que al disminuir la secrecién de esta citocina nos puede indicar que ya no se
estd sintetizando por que el fdrmaco estd realizando la funcion de esta
citocina.

Pacientes con cirrosis

En este grupo de pacientes se observé que la expresién y la secrecidn de
IL-1pB disminuyeron siendo significativa esta dltima. Mientras que la expresion
y secrecion del TNF-o disminuye pero no de forma significativa.  El TNF-a
posiblemente no disminuyé porque los pacientes tenian diversas enfermedades,
las cuales incrementan a las citocinas proinflamatorias. Los resultados
obtenidos no concuerdan con lo reportado con Neuner, P y col. 1994, esto
puede deberse a que como ya se dijo, los pacientes presentaron diversas
enfermedades inflamatorias durante todo el tratamiento.

Neuner, Py col. (1994), reportan que la IL-8 muestra una disminucién en
su produccidn, esto también se observd en los resultados que se obtuvieron, ya
que tanto la expresién como la secrecién disminuyeron significativamente, lo
cual nos indica que la sefial de atraccién para los neutréfilos es menor y por
consiguiente disminuye su nimero en el sitio de la lesidn.
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Rieneck, Ky col. (1993) reportaron que la PTX disminuye la expresién de
IFN-y. Eneste trabajo, se obtuvo que la expresidn aumentd aunque no fue de
forma significativa, esto no concuerda con lo reportado por los investigadores,
pero puede deberse a que los resultados que se obtuvieron fueron con los
linfocitos y como se sabe estos nos dan un reporte de como se encuentra todo
el organismo, lo cual no puede dar resultados alterados. La secrecidn tuvo una
disminucion pero no fue significativa. Debido a que esta citocina tiene accidn
proinflamatoria, el que su secrecién se encuentre disminuida nos puede indicar
que la inflamacién estd disminuyendo.

En cuanto a los dos pacientes cirréticos que presentaron, desde el
inicio del tratamiento, valores negativos en la carga viral, se puede decir que no
presentaron ningtn patrén de expresidn y secrecion de las citocinas diferente
al de los pacientes que presentaron una carga viral alta al inicio del estudio.
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3. - INTERFERON - o
3.1.- ALT y AST

Al analizar los valores de las transaminasas en ambos grupo de pacientes,
se observé que el grupo de pacientes que presentaban hepatitis, los valores
sufren un ligero incremento, el cual no es significativo, este incremento puede
deberse a que uno de los pacientes suspendié el tratamiento varias veces.
Aunque hay reportes que indican que los niveles séricos de ALT pueden ser
anormales durante la ferapia en aproximadamente un 50% de los pacientes
(Boyer, N y col. 2000). En cuanto al grupo de pacientes que presentaban
cirrosis, los valores de ALT, aunque no llegaron a estar dentro del rango normal
(12-63 U.I/ml), presentaron una disminucién significativa ( p < 0.047). Esto
se puede explicar debido a que cuando se presenta un daio, los mecanismos de
defensa se alterany se produce una alteracién en las transaminasas (Villalobos,
JJ. 1988), al presentarse una disminucién en estos valores, nos puede indicar
que el fdrmaco estd actuando y se estd llevando a cabo una recuperacién del
equilibrio de los mecanismos de defensa.

3.2.- CARGA VIRAL

Los resultados obtenidos de la carga viral fueron: 3 pacientes
presentaron disminucion hasta llegar a valores negativos, 4 presentaron una
disminucion, pero no llegaron a valores negativos (<0.2mEg/ml). Estos
resultados estdn de acuerdo con lo reportado en la literatura. Por lo que se:
puede decir, que este fdrmaco tiene una buena accién sobre la replicacién viral
y que puede ayudar a eliminar el virus para si mejorar la calidad de vida de los
pacientes.

Es importante mencionar que los valores de la carga viral no
correlacionan con la expresién y secrecion de las citocinas estudiadas a los dos
meses, por lo que esto no es indicativo de que al afio de seguimiento, cuando se
observaron cambios en la expresién de IFN-y y en la secrecién de IL-1B, de
TNF-o y de IFN-y, éstos no estuvieran relacionados con cambios en los valores
de la carga viral. A este respecto, no se ha encontrado reporte alguno sobre si
existe alguna correlacién entre la carga viral y la expresion y secrecion de
citocinas.
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3.3.- EXPRESION y SECRECION de CITOCINAS en LINFOCITOS
Pacientes con hepatitis

Con respecto a las citocinas, en este trabajo se observé que hay una
disminucién en la expresion y secrecion de IL-1B al finalizar el tratamiento,
pero no fue significativa. En cuanto al TNF-o, la expresién permanece
constante y su secrecidn disminuye pero no de manera significativa. El que no
haya disminuido esta citocina puede deberse al ARNm almacenado en las
células infectadas, como lo mencionan Quian, Cy col. 1992.

En cuanto a la IL-8, se obtuvo que la expresién permanece constante
hasta el final del tratamiento, mientras que la secrecién disminuye pero no de
forma significativa. Ahora bien, la presencia de leucocitos en el sitio de la
infeccion es uno de los pasos mds importantes en los procesos inflamatorios
(Kunkel, SL y col. 1993); por lo que se puede pensar que todavia estd presente
una lesién y que los neutrofilos siguen llegando al sitio de la lesidn.

Con el IFN-y se presenta una tendencia al incremento en la expresion
mientras que la secrecidn disminuye pero no de forma significativa, esto nos
puede indicar que la inflamacidn sigue presente.

Pacientes con cirrosis

En este grupo de pacientes se obtuvo que tanto la expresion como la
secrecién de la IL-1B presentaron una disminucién pero no fue significativa.
Mientras, la expresion del TNF-a presenté un ligero incremento sin ser
significativo, mientras que la secrecion presento una tendencia a disminuir. El
que disminuyan las citocinas proinflamatorias nos puede indicar que la
inflamacién esta disminuyendo.

La IL-8 presento una disminucion no significativa en su expresion,
mientras que su secrecién permanecié constante hasta el final del tratamiento,
lo cual nos puede indicar al igual que en grupo de pacientes con hepatitis, que
los neutréfilos siguen llegando al sitio donde se encuentra la lesidn.

Con respecto al IFN-y se observé que la expresién se mantuvo constante
y su secrecion presenté una tendencia a disminuir, esto no concuerda con los
datos obtenidos por Schweyer, S y col. 2000, quienes reportan que hay un
incremento en la expresion de esta citocina durante una infeccién crénica.
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Esta disminucién nos puede indicar que el fdrmaco también posee
actividades antiiflamatorias ya que la disminucion de esta citocina puede
ayudarnos a suponer que el fdrmaco estd realizando esta funcién. No hay que
olvidar que esta citocina también posee accién proinflamatoria, asi que el que
su secrecién disminuya nos puede indicar que la lesion inflamatoria estd siendo
controlada y estd disminuyendo.
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7.- CONCLUSION

En este trabajo se observé que tanto la expresion como la secrecién de
las citocinas proinflamantorias (IL-18 y TNF-a ) permanecieron sin cambio
significativo en los pacientes que presentaron una lesién por virus de la
hepatitis C, lo cual nos puede indicar que tanto la lesién como el agente causal
de ésta siguen presentes en aquellos pacientes donde se detectaron valores
mayores de 0.2 mEq/ml de VHC, mientras que en aquellos donde la carga viral
disminuyé es posible pensar solo la lesion sigue presente. El que estas
citocinas proinflamatorias estén presentes puede provocar que la IL-8 siga
siendo expresada y secretada por los linfocitos, ya que estas citocinas
proinflamatorias son capaces de inducir a la IL-8 en diversas células
incluyendo los linfocitos, esto daria como resultado que los neutrdfilos sigan
siendo atraidos al sitio de la inflamacion y haya una lesion.  Ahora bien, algunos
factores que pudieron influenciar en los resultados fueron las diversas
enfermedades que presentaron los pacientes a lo largo de!l tratamiento, ya que
estas pueden provocar una alteraciéon en la expresién y secrecion de las
citocinas. Como en este frabajo las citocinas se midieron en los linfocitos,
estos nos reflejan como se encuentran las citocinas a nivel sistémico y no solo
como se encuentra el higado, por lo que estos resultados pueden variar con lo
reportado por otros investigadores.

La deteccion del virus de la hepatitis C circulante puede proveer una
evidencia directa de la viremia y al monitorearse durante el tratamiento nos
puede indicar una disminucidn en la concentracién del virus lo que sugeriria una
respuesta al fdrmaco.

En esta investigacidn no se obtuvo una correlacion entre los valores de la
carga viral y los valores de expresion y secrecién de la citocinas a los 2 meses
de estudio, esto puede deberse a que estos pacientes presentaron diversas
enfermedades inflamatorias, las cuales pudieron haber influido en los
resultados obtenidos para las diferentes citocinas, ya que tanto la expresion
como la secrecion fueron medidas en linfocitos, lo cual altera los resultados
obtenidos, como ya se menciond anteriormente, no permitiendo obtener una
correlacion correcta. También hizo falta correlacionar los valores de la carga
viral al final del tratamiento con la expresion y secrecién de las citocinas para
saber si realmente se presentaba una correlacion, esto no se realizé debido a
que al inicio del tratamiento se pensé que a los dos meses se tendria una buena
correlacion.
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Finalmente, después de andlizar los resultados obtenidos en este
estudio, se puede concluir que el interferdn-o presenta actividad
inmunomoduladora y antiviral, y que tanto la pentoxifilina como la colchicina,
presentan actividad inmunomoduladora. Esto a nivel sistémico, lo que no
necesariamente refleja lo ocurrido a nivel hepdtico.
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