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IL-8, INF-o y IGF-§ COMO PREDICTORES DE CARGA VIRAL DETECTABLE
A LAS DOS SEMANAS DE TRATAMIENTO CON IFN-o + RIBAVIRINA EN
PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C
(ESTUDIO PRELIMINAR)

INTRODUCCION:

Después del desarrollo de pruebas diagndsticas pata la hepatitis A y B en los afios
70 s, se sospechd de un tercer agente causal de hepatitis viial, al que se le denomind
hepatitis no-A no-B, y que 1esultd responsable de la mayoria de los casos transmitidos por
transfusion, posteriormente se le llamé Virus de la Hepatitis C (VHC), el cual adquirié una
gran 1mportancta eprdemiolégica (1) Este virus es el principal agente causal de cirrosis
alrededor del mundo, se ha estimado que cerca de 170 millones de personas se encuenttan
infectadas en forma crénica por este virus En Estados Unidos de Norteamérica (EUA) una
encuesta epidemiolégica de 1988 hasta 1994 en 21241 petsonas mayores de 6 afios
determiné una prevalencia de 1 8% en estos sujetos, es decit, 3 1 mullones de personas en
todo el pais con wfeccién pot este virus con 2 7 millones con mnfeccidn cronica (2)

En nuestro pais la prevalencia difiere de acuerdo al tipo de poblacién y lugar
estudhados Méndez y colaboradores, reportan en poblacion del banco de sangie de Medica
Sur una prevalencia de 047% (3), Herndndez y colaboradores en el hospital Militar el
(4 74% (8). mientras que en el IMSS de Durango del 1 47% y en el Instituto Nacional de la
Nutricién y Ciencias Medicas en pacientes del servicio de wigencias la prevalencia fue del
7 8% ¢ IC 95% 6 2-9 8 (4) La Direccton General de Epidemiologia reporta en el afio de
2000 un total de 678 casos, y hasta la semana 34 del afic 2001, 382 casos acumulados
{wwwn eprore.mx/boletin)

El virus de la hepatitis C se clasifica en el genero Hepacivirus, dentro de la familia
Flavrviridae, su genoma es RNA de cadena sencilla en sentido positivo, aproximadamente
de 9600 nucledtidos, codifica una poliptoteina mediante un solo segmento de lectwa (ORF,
por las siglas en inglés de open ieading frame) que es proteoliticamente separado en 10
diferentes productos, las proteinas estructurales (C, E1 v E2) y las no estructurales (NS2,
NS3A, NS3B, NS4A, NS4B, NS5A y N85B) De las primeras, la proteina C es el mayor
componente de la nucleocapside. la E2 interacciona con el CD81 para permitir la umon del
virus con la célula blanco ¢ inhibe Ja PK-activada pot RNA que es a su vez inducida por el
interferon (IFN) con lo que evita la inhibicion de sintesis de proteinas secundaia al
tratamiento con IFN; la E1 parece contribuir a la fustén de la membrana del virus y por lo
tanto a la entrada del nusmo (17) Las proteinas no estiucturales son regueridas para la
replicacién del RNA viral, [a NS2/NS3 funciona como proteinasa que separa de ella misma
a la NS3, funcionando esta filtima en el lado amino-terminal como proteinasa encargada de
separar el 1esto de las NS, nuentras que en el carboxi-terminal como NTP-asa/helicasa
esencial para la translacion y replicacion del genoma Sin embargo, esta NS3 tiene otias
funciones importantes, por efemplo. interferir con funciones celulares al inhibir sefiales de
transduccidn o transformacion celular mediadas por la protein-cinasa-A (18) Mutaciones
en el gen que codifican a la proteina NS5A se relacicnan con resistencia al tratamiento de
IFNo en virus del genotipo 1b (6), bloqueando el sitio catalitico de la PKR La NSSB es
una RNA polimerasa dependiente de RNA(S)

La’calidad de la respuesta immune patcce ser crucial en la eliminacion o no de la
infeccidn, ademds, se ha demostrado que el VHC no es citopétice, por 1o que la persistencia

)



del virus en el higado estimula continuamente la respuesta de los hinfocitns T (L 1), este
proceso por lo tanto puede ser €l mecanismo principal de dafio en la infeccion crénica: pot
ello, ¢l conocimiento de la respuesta inmunolégica es determinante(7,9)

En lo que respecta a la inmunidad humoral, a pesar de que hay una alta produccién
de anticuerpos neutializantes que podrian detener la entrada de este virus a la célula blanco,
existe un alto porcentaje de evolucién hacia la cronicidad esto podria debeise a que estos
anticuerpos no son tan efectivos ya que existe una rapida produccién de mutactones en los
epitopos reconocidos por éstos, evitando asi, el reconocimiento de las nuevas variantes
(11) Se ha demostrado que la RNA polimerasa dependiente de RNA vy su alto indice de
error es la causa de esta gran variabilidad; se ha estimado la frecuencia de substituciones de
los nucledtidos en forma espontdnea es de hasta 1000 sustituciones por nucleduido por afio
Por 1o anterior, dentro de un determinado individuo infectado por VHC, la poblacién viral
consiste de una mezcla heterogénea de viriones estrechamente relacionados, los cuales
vatian entre st de 1-9% de bases, al producto de esta variabilidad se le denominan
cuasiespecies (12) Las consecuencias biologicas de la presencia de estas son evasién de la
respuesta inmune celular y humoral, tropismo celular vauable (Linfotiopico o
hepatotrépico), falla de la vacunacion y rapido desarrollo de resistencia a los fiimacos

La respuesta de los LT CD4+, no es del todo clara, por ejemplo en pacientes con
infeccidén cronica se ha encontrado que esta dirigida a un estrecho nitmero de antigenos del
VHC y es Inversamente pioporcional al titulo de anticuerpos contra el vitus (7); otto
estudio al investigar la respuesta de estas células, no encontro respuesta, probablemente por
utilizar solo antigenos del genotipo Ia, el cual no repiesentaba la cepa circulante en esa
poblacién (9)

Al igunal que en otro tipo de infecciones virales, los hinfocitos T CD4+ paiecen tener
un papel determinante, dependiendo de la polarizacién de su respuesta hacia T tipo 1 o tipo
2 (Thil o Th2), caracterizadas por el patron de citocinas que preducen En la respuesta tipo
Thl se producen Interleucina (IL)-1, IL-2, IL-12, INF-y v TNF-« las cuales son estimulos
importantes para la respuesta inmune celulat, que incluye a los linfocitos T citotdxicos y las
células Natural Killesx (NK) El perfil de la 1espuesta de tipo 1h2 se compone
principalmente de IL-4, IL-5, 1L-6, IL-10 e IL-13 ias cuales favorecen la inmunidad
humoral con la produccion de anticuerpos por las células B Es importante sefialar que
ambas son mutuamente excluyentes y que al parecer una mhibe a la otra (10)

Pacientes con infeccion aguda por VHC quienes aclaran el virus y tienen un cuadro
de hepatitis aguda autolimitada desarrollan una fuerts respuesta de tipo Thl con
proliferacion de LT al ser estimulados con antigenos del core (7), muentias que los
pacientes que presentan una infeccién c¢rémica, muestian un tipo de respuesta Th2
predomnando una mayor actividad de Linfocitos B con produccion de anticuerpos (7,14)
Las observaciones anteriores sugieren que los efectos de las citocinas del patrén Thl son
cruciales en la proteccion contra el VHC, mientras que las de tipo Th2 pueden favorecer la
persistencia del patégeno (10)

Cribier y cols (15) cuantificaron los niveles de IL-2, su receptor soluble (IL-2Rs),
[FN-y, TNFa, IL-4, IL-6 ¢ IL-10 mediante ELISA en el suero de 134 pacientes VHC
positivos, 69 de los cuales presentaron coinfeccion con VIH, y 54 VIH-VHC fueron
negattvos El mvel medio de IL-2Rs e IFN-y fueron mucho mayotes en pacientes con VHC
positivos, comparados ¢on los contioles, mientras que los niveles de I1.-4 e I1. -6 fueion mas
bajos No se presentaron diferencias en los pacientes con y sin VIH Aiin cuando los niveles



de citocinas deben ser interpretados con precaucion, los resultados de este estudio sugteren
que la respuesta Thl esta inctementada en la infeccién por VHC Kawakanu y
colaboradores (16) estudiaron 89 sujetos con infeccidn por VHC (41 hombies y 48 mujeres,
edad promedio de 62 afios), con diversos grados de la enfermedad (22 portadores
asintomatico con Al.Ts normales dutante un seguimiento de 10 afios a pesar de carga viral
detectable, 56 con infeccién crénica y 11 con cirrosis hepatica), comparados con 24 sujetos
sanos, en todos los casos se realizaron estudios de citometrfa de flujo a células
mononucleares de sangre periférica para cuantificar las células positivas a [L-4 e [FN-y
demostrandose que el mayor porcentaje se observo en los portadotes de VHC, en los
pacientes con infeccién cionica y en los que presentaban cirrosis hepdtica comparados con
los sujetos sanos {p < 001, respectivamente} Resultados semejante se observaron al
determinar IL-2Rs (p < 0001) al comparatse a los indinduos infectados en diferenies
estadios de la enfermedad con los sujetos sanos Este estudio demuestra que a diferencia de
trabajos anteriores, los autores sugieren que las citocinas Thl estdn relacionadas en la
patogénesis del dafio hepdtico causado por la infeccidon por VHC

E! tratamiento 1ecomendado de la infeccién cronica por virus de la Hepatitis C, esta
basado en las iecomendaciones hechas por The National Institutes ot Health (NIH) en
1997, donde establece que el rtégumen debe consistit en I[FN-a2b (3 mullones Ul ties veces
por semana mas tibavirina 1000-1200 mg dia por lo menos durante un afio (42) La accién
del interferén esta basada en lo siguiente: a) activa la endouibonucleasa, la cual degrada el
RNAm del virus ¢ inhibe la sintesis de proteinas, bloqueando la produccién de nuevos
vitiones, b) bloquea la trascripcién del RNA viral y ¢) activa las ¢élulas asesmas naturales
Por otio lado, la ribavitina es un andlogo de nucleosidos que inhibe la replicacidn w virro
de virus RNA y DNA al prevennr la sintesis de nucledtido de guanosina v la RNA
polimerasa (27,28,29,30) Se sugiete que el efecto benéfico de la ribaviuna en combimacion
con INF-2a en el tratamiento de la infecaidn crdénica por VHC, puede ser mechada por
modulacién del sistema inmune y no pot su efecto antiviral directo (31) En LT actuivados
con fitohemaglutimina » en presencia de ribavinina m vitro, se inciementan los niveles de
IL-2, IL-4, INF~y y TNF-o Esto sc confirma en ratones inmunizados con HBeAg y HB3cAg
que recbieron ribaviina, con niveles 25 veces mas altos de IL-2 e INF-y comparados con
los no tratados(32) En ratones transgénicos HBeAg (HBeAg-Tg) tratados con ribavirina, se
provoctd supresion dosis-dependiente en la produccién de anticuerpos ditigidos contra el
antigeno, mediado por una respuesta Th2, indicando un cambio en el balance de la
tespuesta Thl/Th2 (33)

En un modelo de hepatitis en ratones producido por el virus de hepatitis murina-3
(VHM-3} (34), tratados con Ribavirina s¢ demostrd una disminucién en la severidad de la
infeccién con disminucién en la produccidn de mediadores proinflamatorios, tales como el
INF alfa e IL-1 Ning et al (35) encontraton que la ribavirina inhibe en forma dosis-
dependiente la replicacion viral del VHM-3, previene la produccion de TNF-o ¢ IL-1B por
los MF, lo contratio al IFN-y (incluso a nivel de RNAm) Lo antenor se corroboro en
ratones (BALB/cJ, C3H/Hel v A/T) Los autores sugirreron que la ribavinna es un potente
inhibidor de las citocinas proinflamatorias producidas por la infeccion vual, v que el
beneficio en el tratamiento clinico parecen estar relacionado con la disminucion de la
activacion de los macidfages y disminucion en la produccién de citocinas Th2, mientras
que preserva las upo Thi El efecto del firmaco en el RNAm de células T humanas
activadas (36) se caracteriza por incremento en IL-2 ¢ INFwy, en ambos tipos de células T,
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CD4+ y CD8+, y se sugrere que en ¢l modelo uttlizado la tibavinina promueve la respucsta
de tupo Thl: Otro giupo estudié el efecto del IFN-o sobre la expresion de RNAm en
leucocttos de sangre perifénca de pacientes crénicamente infectados por ¢l VHC (37), antes
y después del natamuento El RNAm de citocinas tipo Th? se incremento con el tratamiento
utilizado, pero ia mmducecidn de estas citocinas no se relacione con reduccion de la viremia
En cuanto a las citocinas proinflamatorias IL-16 v TNFa, se incrementaion posterior al
tratamiento en forma significativa, principalmente la segunda

El Factor de Crecimiento Tiansformante-beta (TGE-JB, por sus siglas en ingles,
Transforming Growth Factor), es una citocina que se puede produci mediante la
intervencidon de TNIo e 1L-1 (39), puede ademds ducn proliferacién y cambio en el
patién de proteinas secretadas al medio (matriz) de los fibroblastos, probablemente en
forma autocrina o pardcrina Por otio lado se ha demostrado que uno de fos genes mnducidos
durante la activacion de células esteladas del higado o “células almacenadoras de lipidos™
(que son las 1esponsables del exceso de sintesis de matriz extiacelular duante la fibrosis
del mgado) fue precisamente el que codifica al receptor del TGF-f (40) Por lo que se
supone debe de tener un papel importante en la fibrosis muy probablemente compartiendo
esta importancia con TNFa (41)

E} TNF-a esta relacionado con la sevendad de la mfeccién por VHC, e mcluso se
ha demostrado que puede predecir respuesta sostenida a la monoterapia con IFN-a2b (44),
en este estudio se midreron los niveles de IL.-6, IL-8, 11-12 TGF-p e TNF-o de 18 suetos
con infeccion por VHC, en el analisis multivariado se demuestra que miveles bajos de TNF-
o y niveles altos de IL-8 se asoctan en forma ndependiente a respuesta sostenida a la
tetapia El TNF-or correlactona tucrtemente con los niveles de viremia y genotipo como
predictores (p<0 001) y el TGEF-P se relaciona con el grado de tibrosis Un estudio postenor
del mismo autor (38), caracternza ios niveles de IL-6, [L-8, IL-12 y TNF-« en pacientes con
infecciébn cromea por VHC sin cirrosis y los compara con pactentes portadores de
enfermedad hepatica por alcohol (EHA) y swjetos sanos Sus resultados muestran que I1-6
y INF-a antes del tratamiento estin elevadas en forma sigruficativa con 1especto a los
sjetos sanos, atm cuando ¢l TNF-¢ es menor que en los sujetos con EHA Al evalua: la
cinética de estas citocinas, se observa que en log pacientes con respuesta sostetuda el TNF-
o tiene un nrvel mas bajo al inicio el cual disminuye aun mds con el tratamiento y se
mantiene bajo durante el seguimiento, a diferencia de los pacientes con recaida en los que
estos niveles se elevan al termmo del tratamiento En los no respondedores los niveles son
mayoies antes del tratamiento y no disminuyen incluso durante el seguimiento, con un
comportamiento muy drferente al de los que si respondieron (p<0 05)

Existen otios factores relacionados con la tespuesta al tratamiento. mcluyendo el
genotipo (¢l 1b se relaciona con mala respuesta), los altos niveles de viremia al imcio del
tratamiento, el dafio histoldgico inicial, edad (19), sexo (20), estado de inmunosupresion
(21-22), y el consumo de alcohol (23-24) entre otios
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HIPOTESIS:

Existe 1elacién entres los niveles elevados de IL-§ TNF-a y TGF-B con la
deteccion de carga viral a las dos semanas de tratamiento con Interferon + ribavitina en
pacientes con infeccion crénica por Virus C

OBJETIVOS:

Objetive general: evaluar si existe asociacidn entre los niveles séricos de la IL-8,
INFa y YGE-B con los niveles de carga viral a las dos semanas de terapia con Interferéno-
2b v tibavirina en individuos infectados por el Virus de la Hepatitis C manejados en el
Hosprtal de Infectologia del Centio Médico Nacional La Raza

Objetivos especificos:

a) Evaluar los niveles pre-tratamiento de IL-8, TNF-o y TGF-B en plasma de
individuos infectados por el Virus de la Hepatitis C manejados en el Hospital de
Infectologia de! Centro Médico Nacional La Raza

by Mediz el grado de asociacion entre los niveles de iL-8, INF-a y TGF-B con la
deteccion de carga viral a las dos semanas de tratamiento a base de Interferén y
ribavirina en incividuos infectados pos el Virus de la Hepatitis C manejados en
el Hosputal de Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza
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DISENO:

Estudio trasversal comparativo

CRITERIOS DE INCLUSION:

a) individuos a los cuales se les haya demostrado adecuadamente infeccion
por el Virus de la Hepatitis C mediante tesultados positivos de ELISA y
confirmados con RIBA para VHC, carga vial positiva, hallazgos
histopatolégicos compatibles con infeccidn crénica y elevacion (o nov)
de tansamunasas hepaticas (ALT y AST), que sean manejados en ¢l
Hospital de Infectologia del Ceniro Médico Nacional La Raza

b} Pacientes de ambos sexos

¢) Mayores de 16 afios y menores de 65 afios

d) Enfermedad hepatica compensada producida por Virus de la Hepatitis C,
con los siguientes requisitos:

e) que firmen la hoja de consentinuento informado

CRITERIOS DE NO INCLUSION:

a) Individuos con ofra infeccidn viral, ademas de Virus de la Hepatitis C,
por gjemplo- Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), Virus de la
Hepatitis B (VHB), Virus de la Hepatitis D (VHD)

b) Pacientes a los que se les administié ratamiento con medicamentos
inmunomoduladores, hormonales o antivirales en los 6 meses previos al
inicio del estudio

¢) Pacientes con hepatitis alcohélica, autoinmune, o por oftas etiologias
como enfermedades metabdlicas como hemocromatosis, medicamentos,
neoplasias, o infeccion por otios gérmenes

d) Pacientes adictos a drogas ¢ con alcoholismo

e} Pacientes portadores de enfermedades awtoinmunes como Lupus
Eritematoso Sistémico, Arfritis Reumatoide, tirorditis autommune, etc

f} Pacientes con enfermedad renal grave o terminal

g) Pacientes con Hepatitis por Virus C grave o con complicaciones tardias

h} Pacientes con Infeccrén por el Virus de la Hepatitis C embarazadas

CRITERIOS DE EXCLUSION:

a) Pacientes que soliciten ser excluidos del estudio

b) Pacientes que suspendan temporaimente (un mes) o definitivamente el
tratamiento sin indicacion médica

¢) Pacientes con efectos adversos graves al medicamento
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MATERIAL Y METODO:

DISENO: cstudio trasversal compatativo

Pactentes se incluyeton al estudio sujetos en los que se probo adecuadamente
wnfecerdn crénica por Virus de la Hepatiiis C, manejados en €] Hospital de Infectologia del
Centro Médico Nacional La raza del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
pertenectente a la Delegacion N°2 del Distito Federal Se registrd fecha de diagnéstico,
nivel de transaminasas en sangic, carga y genotipo viral

Bropsia hepdtica mediante la téenica por puncidn va establecida se tomd muestra
de tejido hepatico suficiente y adecuado para estudio histopatologico y determinar el indice
de Knodell

Pruebas_bioquimicas. s realizo determinaciones de transaminasas hepanicas (ALT
y AST), biometria hematica y quimica sanguinea

Carga virgl se determuno mediante AMPLICOR (Roche Molecular System) antes
de iniciar el tratamiento (basal) y a las 2 semanas del tratamiento

Genotipe viral se determino mediante el ensayo de Inno-Lipa HCV (Innogenetics,
Belguim) de acueido a las instrucciones del proveedor

Deternunacién del nivel de ciiocinas  se tomd muestia de sangre penifética de tos
pacientes se obtuvo plasma, el cual se congeld (- 70° C) hasta su uso, para la determinacion
de los niveles de IL-8, INF-a y TGF-p mediante ELISA (Immunoassay Kit Cytoscreen
US Brosurce International, Camarillo, CA, USA) como se ha descrito previamenie (38)

Segurmiento_climico: se realizd una evaluacion subsecuentie con resultados de
laboratorto a las 2 semanas

Asociacion _entre _niveles de_cifocinas y_carga viral a las dos semanas_de
fratgnento

Una vez tomada la carga viral a las dos semanas, se clasificé a los pacientes segun
Ia carga viral presentada, como pacientes con carga vutal no detectable y con caiga viral
detectable De esta manera se realizé la comparacién entre los dos grupos para identrificar si
existié relac1én entre Jos niveles de IL-8, TNFc y TGF-J con la carga viral

Andlisis estadistico

La informacién se codificé a numeros Posterioimente se utthzd el programa
estadistico de Nanostat para analizar por frecuencia simple y medidas de tendencia central

El andlisis para determinar Ia asociacién entie deteccién de carga viral y nivel de
citocinas fue mediante OR IC 95% Asi musmo se evalud la presencia de distractores
epidemiologicos mediante andlisis secuencial con OR no sesgado, en busca de factores
modificadores con andlisis simultaneo

Las pruebas no paramétricas que se utilizaran® Mantel-Hanszel, Fisher y X* de
heterogenicidad para evaluar la conflanza de las diferencias entie giupos como edad,
género genotipo, nivel de dafio histologico y de transamnasas
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RESULTADOS:

Se incluyeron 18 pacientes, 8 mujeres (44%) y 10 hombres (56%) Edad promedio
de 45 afios (rango de 18 a 62 afios), de los cuales 5 presentaron carga vial indetectable
(casos) a las dos semanas y 13 carga viral detectable (controles) En las catacteristicas
generales de estos pacientes encontramos como datos sobresalientes, el que los pacientes
que presentaron carga viral no detectable tenian un promedio de 38 afios (rango 18-62),
indice de Knodell promedio de 5 (tango 2-9) y ninguno presento fibrosis comparados con
los pacientes que presentaron carga viral detectable, los cuales presentaron edad promedio
de 47 afios (rango 27-62), Knodell de 6 (1ango 2-12) ¥ ¢l 31% de ellos presento fibrosis en
su biopsia hepatica (Iabla 1)

TABLA 1 CARACTERISTICAS GENERALES

CARGA VIRAL <1000 >1000
Edad 38 (18-62) 47 (27-62)
Hombres 3 (60%) 7 (54%)
Mujeres 2 (40%) 6 (46%)
Knodell 5(2-9 6 (2-12)
Fibiosts Ninguno Sin fibrosis 9 (69%)
Con fibrosis 4 (31%)
Genotipo b 1(20%) la 3(225%)
2 a 4 (80%) Ib 7(535%)

2a 1(71.5%)
2b 2(15%)

Otro genotipo 2¢ 2 (40%) 2¢  1(7.5%)

Carga Viral copias/ml |821400(107000->1millén) 793,225 (323730->1mullén)
TGO U 48 6 (29-111) 74 6 (24-252)

TGP UL 91 8(44-244) 66 3 (24-220)

1L-8 (pg/mi) 47.4 (43-53) 48 (48-58)

TNF-c (pg/mi) 311.2 (217-603) 230 (189-283)

TGF-p (ng/m)) 7952 (156-23400) 5552 (323-15600)

Al hacer el andlisis bivariado encontramos que ¢l 1NF-o no tiene asociacion con la
deteccion de carga viral a las dos semanas después del tratamiento OR= 0 60 (IC95% 7 8-
0 04), mientras que el TGF-§ v la IL-8 si la tienen, mostrando OR= 1 75 (IC95%0 2-15 03)
y OR=2 5 (IC95% 0 29-12 6) respectivamente (Iabla 2)

La asociacion mas fuerte se presentd entre los niveles de IL-8 antes del tratanmento
y la deteccién de carga vial a las dos semanas, aun cuando los niveles de 1GF-f3 también
presentaron asociacion mmportante Posteriormente se realizé un andlisis sisterndtico para
detectar ¢l punto de corte con mayor asociacién, encontrando que, para la IL-8 este punto
fue 50 pg/ml, mientras que para el TGE-§ fue 3 ng/ml
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TABLA 2 ANALISIS BIVARIADO.

Citocina OR 1C95%
TNF-o (>200 pg/ml) |0 60 7 8-0 04
TGF-B (>3 ng/ml) 175 020-15G3
IL-8 (=30 pg/ml) 2.5, 029-12.6

Después de determmar el punto de corte mas adecuado, se realizo un analisis
secuencial para determinar la presencia de distractores epidemuolégivos, tomando por
separado, como contiaste principal, las asociaciones de TGF-f e IL-8 mostradas en la tabla
anterior La asociacidén encontiada entre TGEF-f (>3 ng/ml) y la catga viral detectabie
(>1000 cp/mi) a las dos semanas de tratamiento se mantiene consistente con las siguientes
varables: géneto, Knodell, genotipo, ALT y TNF-o Pero se sobiestima con la edad y se
subestima con los niveles de IL-8 (Tabla 3)

TABLA 3 Evaluacién de distractores epidemiolégicos v la consistencia de
TGEF-$ > 3 ng/ml como factor relacionade a la deteccién de carga viral después de 2
semanas de tratamiento combinado en pacientes infectados por VHC.

Contraste principal
IGF-B >3 ng/ml vs TGF- <3 ng/ml OR 1.75 1C95% 0.20-15 03

Distractores OR no sesgado IC95%

Género 169 017-166
Edad 066 13 4-0 03
Knodell 158 576-0 03
Genotipo 145 012-16 0
Coinfecci6n 130 013-120
AST 150 024-9 10
ALT 150 030-7 30
TNFE 158 002-9 49
IL-8 2133 016337

Con lo que 1especta a la 1elacidn entre I -8 >50 pg/mi con la presencia de carga
vital a las dos semanas de tratamiento se mantiene consistente con todas los distiactores
epidemtolégicos estudiados, excepto con la edad donde se subestima y la carga viral con la
que se sobrestima (TABLA. 4).
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TABLA 4 Evaluacion de distractores epidemiolégicos y la consistencia de 1L-8
> 50 pg/ml como factor relacionado a la deteccién de carga viral después de dos
semanas de tratamiento combinade en pacientes infectados por VHC,

Contraste principal:
IL-8 > 50 pg/ml vs. [L-8 < 50 pg/ml OR 2.5 IC95% 0.29-12.6

Vagiables OR no sesgado 1C 95%

Género 275 018-408
Edad 79 026-237
Knodeil 205 025-16 7
Genotipo 27 012-593
Co-infeccion 214 019237
Carga Viral 160 012-202
AST 25 019325
ALY 165 018-146
TNF 214 019237

Se sometieron a andlisis simultaneo a aquellos factores que demostraron prediccton
en conjunto con los niveles de TGE-f e IL-8 Esto demostté que en ciertos subgrupos el
comportamiento es diferente, con mayor fuerza de prediceién En pacientes con indice de
Knodell > 7 los niveles de TGF- >3 ng/ml, mostraion 2 veces mayor posibilidad de
presentar carga viral detectable a las dos semanas de tratamiento (OR 20 IC95% 0 03-
122 7), comparado con aquelle que presentaron Knodel <7 en los cuales los nivels de TGT -
B prerden su asociacién. La misma observacion se presentd en aquellos pacientes con
genotipo 1 OR 1 25 (IC95% 0 04-36)

Asi mismo, en pacientes menores de 40 afios con mveles de IL-8 > 50 pg/ml, se
observo que tienen 6 veces mas posibilidad de presentar carga viral detectable a las dos
semanas de tratamiento OR 6 (IC95% 0 17-201), comparado con pacienies mayores de 40
afios, donde la asociacion se pierde OR 028 (IC95% 7 46-001) Lo mismo sucede en
pacientes con Knodel <7 OR 24 (IC95% 0 15-36 5) v genotipos 2 a-b OR 15 (IC%5%
0 04-55 5)

Al analizar en forma simultdnea ambas citocinas que mostraron asociacion en el
anahisis bivariado, enconttamos que niveles de TGF-§ >3 ng/ml solo predicen una caiga
viral detectable coando la IL-8 es menor de 50 pg/ml, es decit que la IL-8 es la que tiene
mayor fuerza de asociacién (Tabla 5)
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TABLA 5. Analisis simultanco

Eactor predictor
IGE-B = 3 ng/ml

Factor que modifica la prediccién

Knodeil <7
Knodell >7

Genotipo 1 a-b
Genotipo 2 a-b

1L-8 <50 pg/ml
1L.-8 >50 pg/mi

Factor predictor:
IL.-8 > 50 pg/ml

Factor que modifica la prediccion:

Knodell <7
Knodell =7

Genotipo 2 a-b
Genotipo | a-b

Edad <40 afios
Edad >40 afios

Hombres
Mujeres

OR 1C95%
175 0 20-15 03
08 10 4-0 06
20 003-1227
125 (0 04-36

0 40 149-001
1 66 012-210
057 13 1-0 008
25 029-126
24 015-365
05 306-008
150 0 04-555
050 240-0 001
60 017-201
028 7 46-0 01
15 007318
05 3 58-0 06

NS
NS

NS
NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS
NS

NS
NS

NS
NS
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Discusién:

Estudios previos han reportado que el TNF-& tiene impoitancia como preditor de
respuesta sostenida en pacientes tratados con interfeion-o. en monoterapia ¢ ¢n lerapta
combinada con ribavirma (38, 44), contraric a lo que encontramos en nuestio estudio; sin
embargo. en nuestro reporte el desenlace es la deteccion de carga viral a las dos semanas de
tratamiento combinado, diferente al punto final de los estudios previos, en los que la
evaluacion fue al finalizar el seguimiento tomando en cuenta criterios bioquimicos,
viroldgicos ¢ histopatoldgicos con los que se definid respuesta al tratamiento Otro factor
mportante ¢s que la poblacion estudiada es diferente, ya que nuestro estudio es una
cohorte, homogénea, que recibe tratamuento combinado, mientras que en los estudios
previos (38, 44) se incluyeron pacientes con monoterapia, con fracaso y otros pacientes sin
tratamiento  Otro punto diferente que consideramos importante, es que se controlo en el
anahisis sumultaneo otras variable que son conocidas como predictoras de 1espuesta {edad,
género, carga viral, mivels de ALT e indice de Knodell) Sin embargo, debemos confirmar
los hallazgos de este reporte preliminar en la cohorte total, para descattar o apoyar la
importanciz del INF-o en esta infeccion, ya que como se ha demostrado en estudios
vitro y en arumales, uno de los efectos de la ribavirina es la de inmunomodular la respuesta
hacia la produccidon de crtocmas Thil, dentro de las cuales se encuentra el TNF-a (30-
32,35-36)

En los 1esultados presentados aqui, los niveles del Factor de Crecimuento
Transformante-beta (IGF-B) se asociaton en una foima mdés débil a la posibilidad de
presentar carga viral detectable a las dos semanas OR 1 75 (IC95% 0 20-15.03). e incluso la
asociacion se reodifico al controlarla con la edad, la casga viral y el indice de Knodell,
observando que el TGF-J se podria considerar como un mejor preditor en los pacientes con
indice de Knodell mayor de 7 comparado con los que tienen Knodell <7, lo que comncide
con la literatura previa, ya que esta citocina se ha asociado piincipalmente al dafio
histologico (40-41), asi entonces, podemos considerarfa en forma induecta como un factor
que mnfluye en la respuesta al tratamiento, ya que esta bien establecido que un indice de
Knodell alto se asocia a mala la respuesta Existen estudios previos donde se evalia la
asociacion de esta crtocmna y el dafio hepético, encontrando que Ja dismmucién en los
niveles plasmiticos de TGF-f despues del tratamiento se asocian con regresion de la
fibrosis encontrada, en ambos tespondedores y no respondedores (49), incluso en un
modelo animal se demostié que el 1eceptor soluble de TGEF-f tipo II, dismunuye la
formacion de fibrosis hepatica (50)

Es también importante seftalar que el valor predictor de TGF-B >3 ng/ml se prerde
al ser analizado en forma simultanea con IL-8 >50 pg/ml, lo que nos demuestia que la
aitocina mds importante en cuanto a predecir carga viral detectable a las dos semanas, cs
ptecisamente la IL-8

La I1-8 es una proteina quimiotactica, perteneciente a la famuha CXC de las
quumiocinas a la cual se le han atiibmdo efectos sobre la replicacion viral en algunas
infecciones, entre las que se encuentian CMV (43) v el viius de la polio (45 ) Ademds, en
médelos in vitro la IL-8 inhibe los efectos antivirales del Interferon-ot (46), e incluso se
demostrd que Ia NS5A incrementa la transcripsion del RNAm de esta interleucina (47), lo
que podria explicar los hallazgos de nuestro estudio, en el que observamos una asoclacion
entre Jos mveles altos de IL-8 y la presencia de carga viral detectable después de dos
semanas de tratamiento con Interferon-o¢ y ribavirina Solo conocemos un reporte previo
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donde se estudid la 1elacidon de los niveles de IL-8 con la 1espuesia al tatamicnto (48), sin
embargo, solo se busco la asociacién con la respuesta bioquimica al final del tratamiento
demostrando mayores niveles de la intetleucina en los pacientes no respondedotes. pero 1o
se reportan los niveles de carga vual antes ni después del tratanuento St tomamos en
cuenta que existen articulos donde se demuestra que los niveles indetectables de carga viral
a las dos semanas de tratamiento combinado son predictores de respuesta a largo plazo,
podemos suponer que los mveles de IL-8 > 50 pg/ml se asocian con falla terapéutica a largo
plazo, ya que en nuestro estudio los pacientes que pretsentaron estos niveles de IL-8, tienen
2 5 veces mas probabilidad de tener carga viral detectable a las dos semanas de tratamiento
alin después de controlar el resto de las variables conocidas como predictoras de respuesta
en un analisis sumultdneo, sin embargo, la significancia estadistica es pobie, lo que puede
ser explicado por la pequefia muestia estudiada hasta este momento

Conclusiones:

Debemos confirmar Jos resultados en los pacientes del estudio complete Sm
embargo, con los resultados obtenidos hasta el momento podemos sugerir que fos nrveles
de IL-8> 50 pg/ml piedicen la posibilidad de presentar carga viral a las dos semanas de
tratanmiento, principalmente en pacientes menores de 40 afios, en pacientes con un indice de
Knodell menor de 7 y en pacientes hombres Los niveles de TGF-§ > 3ng/ml predicen la
deteccién de carga viral a las dos semanas de tratamiento en pacientes con un indice de
Knodel »7, en pacientes infectados con genotipos [ y en pacientes con mveles de IL-
8<50pg/dl
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