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RESUMEN

En el presente estudio se analizaron muestras de 55 pacientes de ambos
sexos con diagndstico de infeccidn crdénica por virus de Hepatitis C (VHC), con
el fin de cuantificar los niveles de Interleucina 15 (IL-15), éxido nitrico (NO) e
insulina, tres moléculas que es sabido despempefian una importante funcion
en la regulacion de diversas respuestas inmunes y en el mantenimiento de la
reaccion inflamatoria.

Una vez obtenidos dichos resultados, se procedid a compararlos entre si, con
el fin de determinar la existencia o no de relacién entre los valores de cada
uno de los elementos estudiados. Esto para buscar establecer posibles
nuevas interacciones fisiopatoldgicas que permitan entender el
comportamiento de la enfermedad.

Como resultado se obtuvo que en la mayor parte de los pacientes estudiados
los niveles de IL-15 se encuentran disminuidos o nulos, mostrando relacién
significativa en el andlisis bivariado con los niveles séricos de NO (p=0.003)
mediante aplicacidon de la prueba “T” de Student. Por el contrario, los niveles
de insulina se encontraron dentro de rangos normales en casi todas las
muestras, y éstos no mostraron relacionarse con ninguna de las otras dos
moléculas estudiadas.

Con lo anterior se llegd a la conclusion de que en la mayor parte de los
pacientes con infeccidn crénica por VHC analizados en este estudio los
niveles indetectables de IL-15 pueden explicar en parte la evolucién del virus
a cronicidad, y por otro lado, aunque los niveles séricos de insulina no
mostraron relacién con la IL-15, los niveles de NO si van de la mano con la
deteccion o no deteccidn de esta citocina, lo que tal vez sugiere la presencia
de un nexo fisiopatolégico entre la produccidon de ambas moléculas, aunque
se requiere de mayores estudios para establecer con mas firmeza esta
asociacion.



ABSTRACT

The present study analized blood samples from 55 chronic HCV infected
patients from both genders, with the aim of measuring serum levels of IL-15,
Nitric Oxide and insulin, three molecules which are known to influence in a
very important way the regulatory, immune and inflammatory pathways in
the liver.

Once measurements were obtained, we proceeded to compare them with
each other, searching to detect the presence or absence of a relationship
between values. Our goal was to establish new possible physiopathologic
interactions that may lead to a better understanding of the disease.

As a result we obtained the following data: in most of the studied patients,
the IL-15 levels were importantly diminished or absent, showing a significant
relationship with the Nitric Oxide levels (p=0.003) in the bi-variate analysis.
On the contrary, serum insulin levels were always found between normal
values in almost all samples, and they didn"t showed a significant relationship
with any of the other two molecules neither.

Considering all the previous data, we reached the conclusion that in the
majority of patients chronically infected with HCV analized in this study, the
almost undetectable levels of IL-15 may in part explain the viral evolution to
chronicity, and on the other way, regardless that the normality of the serum
insuline levels didn’t showed a correlation with IL-15 values, the Nitric Oxide
levels did showed a significant relationship with the presence or absence of
this cytocine. This may suggest the presence of a significant
physiopathological nexus between production and manifestation of both
molecules, although more studies to precisely stablish this association are
still needed.
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|.-INTRODUCCION

En la literatura mundial son conocidas las alteraciones que presentan
diversas citocinas y moléculas proinflamatorias en los pacientes con infeccion
crénica por VHC. Sin embargo, la mayoria de los estudios publicados sélo han
buscado comparar una misma variable entre dos grupos similares, o
relacionar un maximo de dos variables en esta poblacidn de pacientes.

Segun diversos investigadores, en pacientes con infeccién crénica por VHC la
presencia de un estado inflamatorio crénico persistente podria estar
asociado con niveles séricos elevados de 6xido nitrico (NO) e insulina, que a
su vez probablemente se presentarian de manera conjunta con cifras
disminuidas de interleucinas proinflamatorias del tipo Thl como la
interleucina 15 (IL-15), indispensables para activar la inmunidad innata de
tipo celular con el fin de limitar las infecciones virales intracelulares.

Por lo anterior, nuestra meta es realizar un estudio que inicialmente
determine los valores séricos de estas tres moléculas (IL-15, NO, insulina)
mismas que juegan un importante papel en la regulacidon de las respuestas
inmunes e inflamatorias en el tejido hepdtico, y que pueden ser
determinantes para la evolucion a cronicidad del VHC. Ademas, se buscara
encontrar una relacion entre dichas variables, con el fin de descubrir nuevos
vinculos fisiopatolégicos y asi proponer lineas de investigacion que permitan
comprender mas a fondo las consecuencias de esta compleja infeccion viral.




II.~-ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

A) VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC): GENERALIDADES

A pesar de que la enorme mayoria de los avances en cuanto al diagndstico,
vias de transmisidn, tipificacion y tratamiento del Virus de la Hepatitis C (en
adelante llamada VHC dentro del presente texto) se han dado en los ultimos
veinte afos, ésta de ninguna manera es considerada una enfermedad nueva.
Ya desde los tiempos de la Grecia clasica se conocia la relacion que
presentaban algunos cuadros ictéricos infantiles con la ingesta de ciertos
alimentos, posteriormente identificados como eventos de Hepatitis A (VHA);
pero se describian otros casos similares en adultos que no contaban con los
mismos antecedentes, y de los que se desconocia cual era la via de
adquisicion.

La transmision parenteral de los procesos infecciosos no seria descrita sino
hasta alrededor de 1880, sobre todo por el descubrimiento del proceso de
vacunacidon contra la viruela. Esto revolucioné la visién que hasta ese
momento se tenia de las enfermedades infecto-contagiosas, y permitié que
ya hacia 1943 se diera a conocer la primera asociacion entre un evento de
transfusion sanguinea y el desarrollo de un cuadro de hepatitis.

Los primeros marcadores serolégicos del Virus de Hepatitis B (VHB) fueron
descritos hacia 1965 por Blumberg y cols, lograndose identificar plenamente
esta enfermedad dos afios después. Pero fue en 1974 cuando Prince y cols
integran los primeros casos de una nueva entidad que en adelante seria
denominada “Hepatitis no-A no-B”, por comportarse clinicamente en forma




similar a las anteriores, pero careciendo de los marcadores seroldgicos de
ambos virus.

Fueron Bradley y cols quienes lograron determinar que el agente causal del
mayor porcentaje de Hepatitis no-A no-B era un virus que contenia RNA
como material genético. Dicho virus posteriormente seria bautizado como
VHC, del que se cuenta ya con marcadores seroldgicos especificos para el
diagndstico, y que en la actualidad infecta a un aproximado de 170 millones
de personas en todo el mundo, convirtiéndose en la primera causa de
enfermedad hepatica cronica en paises como Estados Unidos (y).

a)Virologia.

El VHC es el Unico miembro conocido del género Hepaciviridae,
perteneciente a la familia Flaviviridae (a la que pertenecen agentes como el
virus del Dengue). El genoma, consistente en una cadena sencilla de RNA, se
encuentra contenido dentro de una nucleocapside proteica, envuelta a su vez
por una membrana lipidica tomada de los componentes celulares del
huésped, en la que quedan ancladas las glicoproteinas estructurales
virales;(Fig. 1, 2y 3).

Model of Human Hepatitis € Virus




Figura 1. Modelo de particula de VHC vista desde el exterior. Se aprecian las
proteinas estructurales en forma de espinas, recubriendo la envoltura lipidica
viral.
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Figura 2. Modelo de particula de VHC vista en su interior. Se aprecia la
nucleocapside poliédrica conteniendo el material genético viral (RNA).
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Figura 3. Esquema del interior de una particula de VHC, sefialando |a bicapa
lipidica de la envoltura viral, las proteinas estructurales y la nucleocapside
poliédrica.



En conjunto, la particula viral completa mide aproximadamente 50 nm de
diametro, y una vez en el huésped se han descrito dos formas de la misma:

-Fraccion o de alta densidad, que es conformada por las particulas virales que

circulan libres 6 unidas a complejos de inmunoglobulinas;

-Fraccion de baja densidad, que se integra por las particulas virales que

circulan unidas a moléculas de lipoproteinas de baja densidad (LDL)y).

Dependiendo de la expresion proteica que presente cada cepa viral en
particular, se han descrito seis genotipos (1 al 6) y numerosos subtipos
(descritos con las letras minusculas a, b, c, etc.). Ademas, debido a que el
RNA viral sufre frecuentes eventos de sustitucion de nucleétidos en su
cadena al entrar y replicarse en cada huésped en particular, e incluso en cada
célula infectada, se desarrollan con el tiempo un gran numero de
“cuasiespecies”, que comienzan a surgir aproximadamente 8 semanas
después de la infeccion inicial, y que pueden ser asociadas con el inicio de
una respuesta inmune en contra del virus, provocando dafo en su material
genético y mutaciones puntuales. La creacidn de estas cuasiespecies se
considera de amplio interés, debido a que se asocia con la persistencia de la
infeccion y con disminucidn en la respuesta al tratamiento antiviral (y).

El RNA del VHC contiene la informacidn para codificar la produccién de una
sola poliproteina de gran tamafo y cadena unica, compuesta por 3010
aminoacidos, que posteriormente se dividira para dar lugar a la totalidad de
las proteinas estructurales y no estructurales que permitiran la formacién de
nuevas particulas virales en el citoplasma de la célula del huésped
(hepatocitos y células del tejido linfoide);). Pero de las diversas proteinas
virales, de los mecanismos de adherencia y entrada viral, de la replicacién
viral y de las alteraciones en la inmunidad del huésped provocadas por la
infeccidn se hablard con detalle mas adelante en este texto (Figuras 4y 5).



Figura 5. Particulas de VHC recién formadas, en el momento de su salida de
la célula infectada, vistas al microscopio electrénico.



b) Epidemiologia y Prevalencia

Como se mencioné antes, se calcula que en la actualidad el VHC infecta
aproximadamente a 170 millones de personas en todo el mundo, por lo que
es considerado un importante problema de salud publica (;,. Egipto es el
pais que presenta la mas alta prevalencia de infeccidon por VHC en el mundo,
alcanzando hasta un 13% de la poblacidn, lo que equivale a un aproximado
de 10 millones de personas positivas para Anti-VHC (11 1,13). En paises como
Estados Unidos la prevalencia de la infeccién por VHC alcanza un 1.6%, que
corresponde a un aproximado de 4.1 millones de personas positivas para
anticuerpos contra VHC. En ese pais, el VHC constituye la principal causa de
muerte por enfermedad hepatica, y se ha convertido en la principal
indicacion de Trasplante Hepatico (. La incidencia de casos llega a ser de
hasta 35,000 nuevas detecciones por ano, afectando con mas frecuencia a
personas en etapa de adulto joven (20 a 39 afios de edad), con discreto
predominio en sexo masculino.

En estados unidos, el principal factor de riesgo para adquirir VHC es el uso de
drogas intravenosas (hasta 60% de los casos), aunque hasta en 10 a 40% de
los casos no se logra identificar un factor de riesgo evidente (;). Otras vias de
transmision bien identificadas son por medio de transfusion de sangre
contaminada antes de 1991, contacto sexual sin proteccidon, contacto con
sangre de pacientes infectados (mds comun en médicos y otro personal de
salud) y la via vertical (madre-hijo en el momento del parto); ).

En cuanto a los genotipos, el de mayor prevalencia en el hemisferio
occidental es el 1 con sus diversos subtipos, seguido de los genotipos 2 y 3.
En contraste, en Medio Oriente la prevalencia del genotipo 4 es mayor, en el
sur de Africa el genotipo 5 ya ha sido bien identificado, y el genotipo 6
presenta alta prevalencia en Asia (3). La figura 6 muestra la prevalencia de



casos de VHC en los distintos paises, mientras que la figura 7 muestra la
prevalencia por genotipo. Ambos mapas estan tomados de los reportes de la
OMS para el afio 2003.
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Figura 6. Prevalencia de la infeccién por VHC a nivel mundial. Fuente: OMS
2003. (3,
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Figura 7. Distribucidn de los diversos genotipos de VHC en el mundo. Fuente:
OMS 2003 (3).



c) Epidemiologia y Prevalencia en México

En general se cuenta con muy poca informacidn oficial sobre la prevalencia
de la infeccion por VHC en México, ya que las fuentes que se pueden
consultar son en su mayoria reportes aislados de la experiencia de Centros de
Especialidad que publican sus resultados en forma aislada, lo que dificulta un
enfoque uniforme y con mayor peso estadistico.

De acuerdo con la revision de seis reportes realizada en 2002 por los
Doctores Nahum Méndez y Misael Uribe 4), la prevalencia de la infeccion por
VHC en nuestro pais alcanza un aproximado del 1.2% (1,200,000 personas
infectadas), siendo los principales factores de riesgo la adquisicién post-
transfusional, el uso de drogas intravenosas y la promiscuidad sexual. Otros
grupos que llegan a presentar riesgo hasta del 80% de infeccion son los
hemofilicos, los pacientes con talasemias y aquellos que dependen de
hemodialisis.

En 2005 se publica el estudio del grupo coordinado por la Dra. Cisneros
segun el cual la prevalencia de la infeccion por VHC en México alcanza el
1.6% en promedio, con un notable predominio de las zonas urbanas sobre las
rurales (1.8 vs 1.4%), reportdndose una frecuencia inversamente
proporcional al nivel educativo y al ingreso econdmico, y siendo tres veces
mayor en personas mayores de 60 afos. De acuerdo a este estudio, la mayor
prevalencia en México la presenta el genotipo 1 (72.2% de los casos),
principalmente el grupo 1b (40.1% de los casos).



En 2006, Benitez-Arvizu y Cols. ¢ reportan la prevalencia de la infeccién por
VHC en el banco de sangre del CMN “La Raza”, tomando como muestra 5105
sujetos a quienes se buscd anticuerpo contra VHC, encontrando una
prevalencia de apenas 0.19% (10/5105), con un mayor numero de pacientes
infectados por genotipo 2 (60%). Estos resultados llaman fuertemente la
atencioén, debido a su discrepancia con lo reportado en otros centros.

Finalmente, en 2007, un estudio realizado en el Hospital Regional “Lic. Adolfo
Lopez Mateos” (7) en el que se integraron 174 pacientes en un total de siete
anos, reporta que el promedio de edad de diagndstico de la infeccion por
VHC es de 49 aios (22 a 69) con un 55% de los pacientes pertenecientes al
sexo femenino; el genotipo con mayor prevalencia es el 1b (24.9% de los
casos) seguido de 2b (23%). No se reporta probable modo de infeccién en
este estudio, pero si los resultados de tratamiento con PEG-IFN alfa y
Ribavirina.



d)Historia Natural y Evolucion de la Infeccion por VHC

En la actualidad es bien sabido que la infeccién por el VHC puede tener
diversos escenario clinicos, que van desde las formas asintomaticas vy
autolimitadas hasta la cirrosis descompensada y el hepatocarcinoma.
Ademas, en algunos casos la infeccion crénica por VHC puede relacionarse
con una serie de manifestaciones extrahepaticas, muchas de las cuales
comprenden mecanismos de tipo autoinmunitario . A grandes rasgos, la
evolucién de la infeccidon por VHC se puede dividir en los siguientes rubros:
Hepatitis Aguda, Hepatitis Cronica, Cirrosis y Hepatocarcinoma vy
Manifestaciones Extrahepaticas (; g).

-Hepatitis C Aguda

Las caracteristicas de la Hepatitis Aguda por VHC fueron descritas entre 1970
y 1980 en pacientes con hepatitis postransfusional identificados durante el
curso de un estudio prospectivo de la que entonces era conocida como
Hepatitis No-A No-B (g).

El periodo de incubacién del VHC es de 8 semanas en promedio, aunque
puede variar desde 2 hasta 26 semanas (), tiempo durante el cual el virus se
replica y provoca necrosis e inflamacion de los hepatocitos. La infeccion
aguda por VHC es asintomatica hasta en 75% de los casos; las
manifestaciones clinicas mas frecuentes en los casos sintomaticos son
astenia, alteraciones digestivas inespecificas, coluria, y ocasionalmente
ictericia. Las formas graves de hepatitis aguda son raras, y la capacidad del
VHC para provocar hepatitis fulminante aun es motivo de controversia (yq).

En un articulo de revisién publicado recientemente por el Dr. Kamal Sanaa
(11), €n el que se analizaron 23 estudios con un total de 966 casos de VHC
agudo publicados en todo el mundo, se menciona que la incidencia anual de



estos cuadros ha disminuido gradualmente, principalmente por las campafias
de educacién a la poblacion sobre las vias de adquisicién, junto con un
aumento en la calidad en el rastreo y deteccidn del virus en sangre obtenida
de donadores. Un punto importante mencionado en este articulo es que aun
no existen pruebas confiables que nos permitan predecir qué pacientes
presentaran resolucion espontanea del VHC tras la infeccidon aguda, y qué
pacientes evolucionaran a cronicidad.

Dentro de los 23 estudios analizados por Sanaa, los porcentajes estimados de
resolucién espontanea de la infeccidn tras el cuadro agudo varian entre un 10
y un 60%, mientras que del 43 al 86% presentaran persistencia de la infeccién
y evolucion a cronicidad. Hasta el 80% de los casos que presentaran
depuracion espontanea del virus lo haran dentro de los primeros 3 meses
desde el inicio de la infeccidn, mientras que la deteccidn positiva de RNA del
VHC después de 6 meses del cuadro inicial se traduce en cronicidad (3y).

Un abordaje que aun resulta intrigante es el de brindar tratamiento antiviral
a todos los pacientes con infeccion aguda por VHC, en vez de esperar a
determinar quiénes autolimitaran la infeccion. Multiples protocolos han
mostrado que el brindar tratamiento para la infecciéon aguda por VHC se
asocia con un porcentaje de respuesta viral sostenida (RVS) que puede ser
tan alto como de un 75 a un 100%. Sin embargo, aun no existe consenso
sobre las dosis y tiempo de medicacion que se debe brindar a los pacientes
con Hepatitis C aguda, por lo que esto auin es motivo de debate (, ;1). Entre los
tratamientos que se han investigado se encuentran: Interferén (INF) alfa
convencional (no pegilado) en dosis de 3 a 6 millones de unidades tres veces
por semana, por 4 a 24 semanas; PEG-IFN alfa 2b a dosis de 1 a
1.5mcg/kg/semana por 12 a 24 semanas, sin Ribavirina; y PEG-IFN alfa 2b (1 a
1.5 mcg/kg/sem) mas Ribavirina (800mg/dia) por 8 a 12 semanas. Sin
embargo el papel que juega la Ribavirina en el tratamiento del cuadro agudo
por VHC aun no ha quedado totalmente demostrado, y practicamente todos



estos esquemas han sido publicados en estudios pequefos, abiertos, no
comparativos, que sélo consideran pequefios grupos de pacientes, por lo que
aun no existe un consenso bien establecido (14

-Hepatitis C Cronica

La Hepatitis C Crdnica es el resultado de depurar la infeccidon por el VHC
durante varios afios, acompafiada de inflamacion y necrosis persistente del
tejido hepatico secundaria a la reaccién inmunolégica desencadenada por el
virus, de la que se hablara con detalle mas adelante. La intensidad de las
alteraciones hepaticas y la capacidad que tengan de generar dafo grave e
irreversible varian entre los distintos pacientes ().

Los diversos reportes presentan datos que pueden ser contradictorios con
respecto a la evolucion crénica del VHC. Algunos estudios sugieren que la
infeccion puede tener un caracter benigno, con pacientes que permanecen
asintomaticos durante largo tiempo y que presentan alteraciones
bioquimicas y lesiones hepaticas minimas o no significativas (;51¢). Por el
contrario, otros informes muestran una evolucion progresiva en la que 10 a
77% de los pacientes acabaran desarrollando cirrosis tras un numero variable
de afios de seguimiento ().

Entre los factores relacionados con la progresién a cronicidad de la infeccidon
por VHC se encuentran: mayor edad al momento de la infeccidn, género
masculino, raza no caucasica, indice de masa corporal incrementado,
genotipo viral tipo 1, incremento de la diversidad de cuasiespecies (ver
arriba), consumo de alcohol mayor de 40 a 50g/dia y coinfeccidn con virus de
la hepatitis B o VIH (4 ).



En general, la infeccidn crénica por VHC se puede dividir en tres subgrupos
segun su evolucion:

->Hepatitis C Cronica con Aminotransferasas Normales ), que abarca hasta
el 20% de los pacientes que desarrollan cronicidad, y que presenta una
incidencia de cirrosis tan baja como del 0.5 al 6%. Este grupo se asocia con
minimas tasas de proliferacién de hepatocitos y de apoptosis y dano
histologico moderado. El tratamiento de estos pacientes aun se encuentra
sujeto a debate, pero por consenso todavia no se recomienda instituir
terapéutica.

->Hepatitis C Cronica Leve ), que probablemente sea la forma de
presentacion mas frecuente de presentaciéon de la infeccién por VHC. Por lo
general, los pacientes permanecen asintomaticos, con alteraciones
bioguimicas minimas y cambios en la biopsia que reportan fibrosis portal
escasa o ausente. La diferencia con el grupo anterior es que estos pacientes
si presentan elevacién de las cifras de aminotransferasas, y aunque sus
lesiones suelen mantenerse estables por anos, algunos casos pueden
progresar rapidamente a Cirrosis (15 19)-

->Hepatitis C Moderada o Grave ), que se caracteriza por la presencia de
lesiones necroinflamatorias en la biopsia hepatica, acompafadas de fibrosis
portal y periportal. Estas lesiones pueden alterar la arquitectura normal del
higado y a veces sugieren la presencia de cirrosis. Alrededor del 25% de los
pacientes que pertenecen a esta categoria tiene un alto riesgo de progresar
hacia cirrosis. En este grupo, ademas de una elevacién persistente de
amintransferasas, se puede detectar elevacion de Gamma Glutamil
Transpeptidasa (GGT), Ferritina sérica e Inmunoglobulinas, ademdas de una
importante disminucion en la cuenta plaguetaria —mediada por mecanismos
de autoinmunidad, y no por lisis secundaria a hipertension portal (HTP)-. Este



grupo es el que presenta, junto con el anterior, la principal indicacién para
iniciar tratamiento antiviral (1550 Como tratamiento contra la
trombocitopenia inducida por VHC se han intentado diversos farmacos aun
en estudio, como es el caso de Danazol, un andlogo con funcidn
corticoesteroide (5, y Eltrombopag, un agonista de receptores de
trompoyetina (;12; que estimula la trombopoyesis con el fin de lograr
conteos plaquetarios suficientes para lograr iniciar tratamiento antiviral en
pacientes VHC positivos con trombocitopenia importante, aunque ninguno
de estos tratamientos ha modificado realmente la terapéutica de Ia
enfermedad hasta el momento. (Fig. 8y 9)
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Figura 8. Cambios histoldgicos en biopsia hepatica de pacientes con infeccidn
cronica por VHC. Se aprecia un importante infiltrado por células inflamatorias
y proliferacion de tejido conectivo.



Figuras 9. Cambios histoldgicos en biopsia hepdtica de pacientes con
infeccidon crénica por VHC. Se aprecia arquitectura hepatica distorsionada,
con nucleos de hepatocitos destruidos distribuidos entre el resto del tejido.

-Cirrosis y Hepatocarcinoma

La transicion de la infeccion crénica por VHC a cirrosis es incidiosa y sin
manifestaciones clinicas aparentes 5. Una vez que el estadio histoldgico de
cirrosis se alcanza, los pacientes pueden permanecer asintomaticos por un
largo periodo de tiempo y la descompensacion suele ocurrir en etapas
tardias.

Los factores que se consideran como de alto riesgo para desarrollar cirrosis
son RNA de VHC detectable en sangre e histologia con fibrosis estaido >F2 de
METAVIR 6 >3 Ishak (3.

En general, 20 a 40% de los pacientes con infeccidon crénica por VHC
desarrollaran cirrosis en un periodo de 30 afos, y tras la aparicion de cirrosis,



10 a 20% de pacientes presentaran descompensacion importante de su
enfermedad en cinco anos. El riesgo de hepatocarcinoma en pacientes con
cirrosis es de 1 a 6% por afio (159

Por otro lado, la relacion entre VHC y hepatocarcinoma (HCC) ha sido bien
establecida. Algunos estudios reportan que hasta en mas del 70% de los
pacientes con hepatocarcinoma es posible detectar marcadors de infeccién
por VHC. El principal factor relacionado con la aparicion de HCC en el
contexto de la infeccidn crénica por VHC es la presencia de cirrosis (1) La
edad mayor a 55 anos, el género masculino y la elevacion de alfafetoproteina
son los factores que mas se vinculan con HCC en pacientes con cirrosis
compensada . Aunque se cree que el genotipo 1b se vincula con el
desarrollo de HCC, esto aun no ha sido confirmado, y es probable que se
deba sélo a una relacién epidemioldgica (1)

Los mecanismos carcindgenos del VHC no estan bien establecidos; es posible
gue genes de la proteina Core del virus —de la que se hablara mas adelante-
modulen la transcripcidon genética, la proliferacion y la muerte celular, e
influyan en la formacién del tumor (; g 54). (Fig. 10)



Figura 10. Cirrosis hepatica secundaria a infeccidn crénica por VHC, tincion de
Masson (530x). Se observan bandas de coldgeno con formacién de pequefios
nodulos de regeneracion.

-Manifestaciones Extrahepaticas del VHC

El abordaje profundo de las manifestaciones extrahepaticas del VHC queda
fuera del motivo de este texto. Sin embargo, es importante mencionar
algunos datos generales:

La relacidon entre VHC y crioglobulinemia mixta ha sido claramente definida
(24.2526)- De acuerdo con diferentes estudios, hasta 60 a 90% (promedio 80%)
de pacientes en quienes se diagnostica crioglobulinemia mixta resultan
positivos para marcadores seroldgicos de VHC, y en contraparte, hasta 20 a
40% del total de los casos de crioglobulinemia mixta (promedio 30%) son
provocados por el VHC (55 56). Ademas, se ha descrito la identificacién de RNA
viral en el crioprecipitado de estos pacientes, y por lo menos en forma inicial
el cuadro de crioglobulinemia mejora al comenzar tratamiento con



interferdn. Finalmente, hasta en 30% de los pacientes con infeccidén crénica
por VHC pueden detectarse crioglobulinas séricas, probablemente explicadas
por la activacidn de linfocitos B secundario al linfotropismo del VHC. Hasta la
fecha se desconoce por qué sélo una parte de los pacientes VHC positivos en
guienes se detectan crioglobulinas séricas presentan manifestaciones clinicas

de crioglobulinemia mixta (g ,4).(Fig. 11)

Figura 11. Fotografia de lesiones en miembros pélvicos en paciente con
crioglobulinemia mixta asociada a VHC

Un ejemplo mas del linfotropismo del VHC lo representa el Linfoma No
Hodgkin (LNH) (;s26), aunque la asociacidon aun no ha sido evidenciada con
mismo peso estadistico en comparacién con crioglobulinemia mixta. Los
reportes de prevalencia varian ampliamente en diversos paises, y muchos
estudios comprenden series pequefias de pacientes no aleatorizadas. Sin



embargo, los pacientes VHC positivos parecen presentar un riesgo hasta 2 a 4
veces mayor de desarrollar LNH en comparacion con la poblacién general,
principalmente de células B difusos de células grandes, presentando ademas
un peor prondstico en comparacidon con pacientes que presentan LNH no
asociados a VHC. Aunque la causa por la que VHC desarrolla LNH no ha sido
bien establecida, el linfotropismo viral, diversos polimorfismos de
Interleucina 10 (IL-10), la interaccidn de la proteina de superficie E2 con los
receptores CD81 de los linfocitos (tema que se explicard con mas detalle en

paginas posteriores), y la conjuncidon de factores ambientales y genéticos
parecen ofrecer hipdtesis adecuadas (56 55).(Fig. 12)

Figura 12. Linfoma No Hodgkin tipo B de células grandes en bazo, en paciente
con infeccién crénica por VHC

Finalmente, otras patologias como la glomerulonefritis membranosa,la
porfiria cutanea tarda y el sindrome de sicca también han sido vinculada con



la infeccidn por VHC (g5). Otras probables manifestaciones extrahepaticas
gue soélo han sido reportadas en casos aislados o de manera anecdética son
sindrome antifosfolipidos, tiroiditis autoinmunitaria, sindrome de Behcet,
prurigo nodular de Hyde, vasculitis leucocitocldstica, liquen plano, ulcera
corneal de Mooren, plasmocitoma, poliarteritis nodosa (esta con mucho
menor frecuencia en comparacion con pacientes infectados por Virus de
Hepatitis B) y vitiligo ().



e)Diagndstico de la infeccion por VHC

El diagndstico del VHC por medio de la demostracién directa de antigenos
virales no es posible, debido a que los titulos séricos del virus pueden ser
muy bajos (entre 10* y 10’ por ml en la mayoria de los pacientes) lo que
disminuye en forma importante la sensibilidad de las pruebas inmunoldgicas

(27)-

Por lo anterior, el diagndstico de la infeccién por VHC en la actualidad se
realiza por medio de la deteccién de anticuerpos circulantes. Las pruebas por
ELISA de tercera generacion se realizan mediante la combinacién de cuatro
diferentes antigenos, con el fin de detectar anticuerpos Anti-VHC especificos.
En caso de requerir una prueba confirmatoria, se puede emplear RIBA
(Recombinant Immunoblot tests), en la cudl se puede leer la reaccion
antigeno-anticuerpo en forma individual. Sin embargo, la prueba diagndstica
de confirmacién de eleccion en la actualidad (“estandar de oro”) es la
deteccion y cuantificacion sérica de RNA viral. Esta dltima prueba ha
demostrado en varios estudios que, posterior a una infeccidon aguda por VHC,
hasta 95% de los pacientes permaneceran positivos para RNA viral en los
siguientes afios (7, hecho que también esta influyendo en los programas de
tratamiento para VHC agudo (3,1).

Los anticuerpos Anti-VHC pueden ser detectables 2 a 6 semanas después de
la infeccidn por medio de ELISA de tercera generacidon con una sensibilidad
hasta del 99% (7). La seroconversion después de mds de 6 meses es
sumamente rara. En los pacientes con infeccién aguda que logran depurar el
virus en forma espontanea, los titulos de Anti-VHC generalmente se vuelven
negativos alrededor de 6 meses después del inicio de la enfermedad

(11,27)-(Fig- 13)
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Figura 13. Esquema de la evolucidn tipica, tanto clinica como de laboratorio,
de la infeccion por VHC

f)Tratamiento de la infeccion Cronica por VHC 1 5 5 15 29,30,34)

Las principales metas del tratamiento de la infeccidn crénica por VHC son
frenar la progresion de la enfermedad, prevenir las complicaciones y el
desarrollo de cirrosis, prevenir el desarrollo de HCC y, en su caso, manejar las
manifestaciones extrahepaticas de la enfermedad.

En la actualidad, los fundamentos de la terapia contra VHC los constituyen el
Interferén pegilado alfa (PEG-IFN alfa 2a o 2b) y la Ribavirina, aunque
numerosos medicamentos nuevos se encuentran en fase de investigacion.

Las principales contraindicaciones para recibir tratamiento contra VHC son:

-Enfermedad extrahepatica severa descompensada



-Hepatopatia descompensada (Child-Pugh B alto o C)

-Padecimiento autoinmune descontrolado

-Embarazo, plan de embarazarse o negativa para utilizar anticoncepcion
durante el tratamiento

-Pobre apego al tratamiento

-Enfermedad psiquiatrica severa descompensada

-Uso actual de drogas o alcohol

-Incapacidad para administrar el medicamento

De manera general, los datos que sugieren funcién hepatica preservada, y
gue permiten el inicio de tratamiento con bajo riesgo, son: Bilirrubinas <1.5,
INR <1.5, Albumina sérica >3.4, y no evidencia de encefalopatia o ascitis.

Es importante mencionar que los niveles de aminotransferasas previos al
inicio de tratamiento no correlacionan con el dafo histoldgico, ya que hasta
20% de los pacientes con ALT normal presentan fibrosis estadio Il o mayor
por biopsia.

La respuesta a tratamiento se define de tres maneras:

-Respuesta Viroldgica, que consiste en reduccidon en los niveles séricos de
RNA de VHC

-Respuesta Bioquimica, que consiste en una normalizacién en las cifras de
ALT

-Respuesta Histoldgica, que consiste en disminucién en los indices de fibrosis
e inflamacidn en la biopsia hepatica.

De las anteriores, la respuesta bioquimica y la respuesta virolégica se asocian
en alto porcentaje con la respuesta histoldgica, por lo que repetir la biopsia
hepatica después de completado el tratamiento antiviral no esta indicado.
Ademas, si se cuenta con niveles de ALT y de RNA viral, la biopsia puede no
ser indispensable para iniciar tratamiento, aunque se recomienda contar con
biopsia inicial en pacientes que presentan infeccion por VHC genotipo 1.



Existen cuatro definiciones de respuesta viral una vez instituido el
tratamiento, y que son importantes para decidir en qué momento se debe
continuar o suspender el mismo, y que ademas sirven como auxiliares para
determinar el prondstico de los pacientes con infeccién crénica por VHC:

-Respuesta Viral Rapida (RVR), que se define como la deteccidén de niveles
de RNA de VHC menores a 50 Ul/ml a la semana 4 de iniciado el tratamiento.

-Respuesta Viral Temprana (EVR), que se determina por la disminucion de >2
log10 en los niveles séricos de RNA de VHC en comparacion con los niveles
basales, cuantificados a la semana 12 de iniciado el tratamiento.

-Respuesta al Final del Tratamiento (ETR), que se establece con niveles
indetectables de RNA de VHC al finalizar el tratamiento antiviral.

-Respuesta Viral Sostenida (SVR), que se define como la presencia de niveles
indetectables de RNA de VHC a las 24 semanas (6 meses) de haber finalizado
el tratamiento.

Una recidiva viral se diagnostica cuando los niveles de RNA de VHC se
vuelven nuevamente detectables al suspender los medicamentos antivirales,
a pesar de que hubiesen estado negativos durante el tratamiento; y un
paciente no respondedor se define como aquel caso que mantiene niveles

permanentemente detectables de RNA de VHC a lo largo del tratamiento. En
este grupo se integra principalmente a los pacientes que a las 12 o 24
semanas de tratamiento, segun sea el caso, no presentan cambios en los
niveles de RNA viral.

En general, el manejo que los diversos consensos mundiales recomiendan en
la actualidad para pacientes que no han recibido tratamiento previamente
(“naive”) consiste en administrar PEG-IFN alfa2A en dosis de 180mcg/sem, o
PEG-IFN alfa2B en dosis de 1 a 1.5mcg/kg/sem + Ribavirina a dosis de
1000mg/dia (si el peso del paciente es <75kg) o 1200mg/dia (si el peso es



>75kg). Si se trata de un portador de genotipo 1, el tratamiento arriba
mencionado se continda por 48 semanas en promedio, con un porcentaje de
SVR hasta del 52%; mientras que si se trata de un portador de genotipo 2 0 3
el tratamiento se brinda por un promedio de 24 semanas. En este ultimo
grupo de pacientes, si los niveles de RNA de VHC son bajos previo al inicio del
tratamiento (<600,000 Ul/ml), y no hay adecuada tolerancia a los farmacos,
el tiempo de tratamiento puede ser reducido a 12 o 16 semanas siempre que
se demuestre buena RVR o EVR, esto segun el criterio del médico tratante.

En los pacientes que tienen contraindicaciones para recibir Ribavirina, existen
reportes que han intentado brindar tratamiento sé6lo mediante monoterapia
con PEG-IFN alfa, pero en todos los casos la SVR es menor.

De manera amplia, los porcentajes de SVR que se obtienen mediante el
esquema clasico de tratamiento arriba mencionado (PEG-IFN alfa +
Ribavirina) es de 54 a 56% en todos los genotipos, con un 42 a 54% en los
pacientes con genotipo 1, y un 76 a 84% en pacientes con genotipos 2 o 3.

Los predictores de buena respuesta a tratamiento establecidos en las
revisiones y consensos internacionales son:

-Genotipono 1

-Niveles bajos de RNA de VHC

-Ausencia de fibrosis/cirrosis en al biopsia inicial
-Duracion del tratamiento (en el caso de genotipo 1)
-Edad <40 afos

-No obesidad o sobrepeso

-Grupo étnico distinto al afroamericano

-Buen apego a tratamiento

-Ausencia de esteatosis en la biopsia inicial

Por el contrario, los factores que predicen mala respuesta al tratamiento se
dividen en dos grupos, que son:

1.-Predictores basales:




-Infeccidn por genotipo 1 (es el principal factor predictivo negativo antes del
inicio del tratamiento)

-Niveles elevados de RNA de VHC pre-tratamiento

-Edad >40 afos

-Indice de masa corporal (IMC) elevado

-Cirrosis en la biopsia inicial

2.-Predictores negativos durante el tratamiento:

-Ausencia de RVR o de EVR (son los principales factores predictores negativos
durante el tratamiento)

Ampliando el punto anterior, se ha observado que los pacientes que a las 12
semanas de tratamiento (sdt) alcanzan una adecuada EVR tienen hasta 65 a
76% de posibilidades de alcanzar SVR. Por el contrario, los casos que no
alcanzan EVR tienen menos del 3% de posibiliad de alcanzar SVR, por lo que
la EVR a las 12 sdt se considera como el punto para decidir si vale la pena
continuar el tratamiento, o si es mejor suspenderlo definitivamente seguin
cada caso particular.

Estudios recientes muestran que en algunos pacientes con infeccidon por
genotipo 1 que alcanzan excelente RVR —definida como niveles de RNA de
VHC indetectables a la 42 sdt—se puede considerar reducir el tiempo de
tratamiento a 24 semanas, manteniendo en mente el riesgo de recaida viral.

También en los pacientes con genotipo 1 se ha observado que, de persistir
con RNA de VHC detectable a las 24 sdt las probabilidades de alcanzar SVR
son menores al 1%, por lo que se debe suspender el tratamiento antiviral
definitivamente.

En cuanto a los portadores de VHC genotipo 3, se ha observado que
estadisticamente presentan menor SVR que los pacientes con genotipo 2 (66-
79% vs 80-93%). Ademas los casos con genotipo 3 que previo al inicio del
tratamiento muestran niveles de RNA >600,000 Ul/ml o esteatosis en la
biopsia presentan un mayor riesgo de recaidas virales una vez finalizado el



mismo. Por lo anterior, algunos autores recomiendan llevar el tratamiento de
estos pacientes mas alla de las 24 semanas, con el fin de aumentar la SVR.



B) BIOLOGIA MOLECULAR DEL VHC

El conocimiento de la biologia molecular y de la estructura viral del VHC
resulta basico en la actualidad para abordar los nuevos avances en el
conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos asociados con la infeccidn,
asi como para comprender los nuevos tratamientos antivirales que se
encuentran en investigacion. El papel que juegan las diversas proteinas
virales, el ciclo de replicacion celular, y las vias de entrada del VHC a las
células del huésped se describen a continuacidon en forma detallada.

1.-Proteinas constitutivas del VHC (3; 34 5¢,57)

Como se menciond anteriormente, el VHC esta constituido por tres
elementos principales: material genético (RNA de cadena sencilla),
nucleocapside protéica y envoltura lipidica que contiene las proteinas de
fijacion y entrada viral (Fig. 14).

Protein €

Protein E1

Protein E2



Figura 14. Esquema basico de la estructura molecular del VHC. Se aprecia en
el centro el RNA de cadena sencilla rodeado por la nucleocapside protéica
(proteina C o Core, en azul). Ambos elementos se encuentran contenidos
dentro de la envoltura lipidica viral (en amarillo) en la que se encuentran
insertadas las proteinas de la envoltura E1 y E2, que juegan un papel
determinante en el comportamiento inmunogénico del virus.

El RNA de VHC, muy similar al del resto de los flavivirus y que fue identificado
desde hace aproximadamente 19 afos, contiene la informacion suficiente
para codificar una sola proteina de alto peso molecular (poliproteina)
constituida aproximadamente por 3010 aminoacidos. Esta poliproteina es
posteriormente segmentada mediante la accién de proteasas tanto virales
como de la célula infectada para generar diez polipéptidos, originalmente
contenidos en una sola Region Codificadora o marco abierto de lectura (Open
Reading Frame, ORF)(Fig. 15 y 16), cada uno de los cuales presenta funciones
especificas totalmente distintas que se describen a continuacion.
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Figura 15. Poliproteina codificada por el RNA de VHC. Se aprecia la manera
en la que es segmentada para dar lugar a 10 polipéptidos con actividades
especificas. En rojo y azul se aprecia la region codificante u ORF, y en verde
se esquematizan los segmentos terminales no codificantes.
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Figura 16. Detalle de la poliproteina codificada por el RNA de VHC, marcando
la division entre las proteinas estructurales (Structural, S) y las no
estructurales (Non-Structural, NS) que surgiran posterior a la segmentacion
de la misma. Se hace hincapié en la zona conocida como “Regidn
Hipervariable” (HVR) en la regién del polipéptido E2, que juega un papel
determinante en el desarrollo de cuasiespecies, asi como en la resistencia
viral.

a)Proteina C o Core

La proteina Core (nuclear) es un polipéptido capaz de fijar el RNA, y que
constituye la nucleocdpside viral. Consta a su vez de dos subunidades: una
porcion hidrofilica (D1) y una hidrofébica (D2), siendo esta ultima
indispensable para lograr la adecuada conformacion de la nucleocapside.
Poco se conoce acerca de la funcidon de la proteina C, pero se sugiere que su
union a fosfolipidos permite la integracién de péptidos que finalmente
protegeran el RNA viral. La proteina C interactia con una amplia variedad de
proteinas de la célula huésped, y logra influir en numerosas funciones
celulares como sefalizacidn, apoptosis, carcinogénesis y metabolismo de
lipidos, por lo que se considera que es uno de los elementos que participa en
el desarrollo de HCC en pacientes con infeccién crénica por VHC.



b)Glicoproteinas E1y E2

Las glicoproteinas E1 y E2 (Envelope 1, Envelope 2) se encuentran localizadas
en la envoltura lipidica del VHC. Poseen numerosos sitios de glicosilacion, lo
qgue les permite jugar un papel fundamental en la uniéon a receptores de
membrana, facilitando la entrada viral a la célula huésped. Son tan
fundamentales en el mecanismo de entrada viral que se han considerado
como blancos potenciales para futuras terapias antivirales.

La glicoproteina E2 tiene ademas la caracteristica de contener una secuencia
de aminoacidos conocida como “Region Hipervariable” o HVR, que permite
los cambios en el material genético viral secundarios a mutaciones puntuales,
lo que determina la seleccion de anticuerpos y el desarrollo de variantes
virales que logren escapar de los mecanismos inmunes.

Tanto E1 como E2 desempenan diversos roles en varios puntos del ciclo de
vida del VHC. Ya se menciond que son fundamentales para la entrada viral a
la célula, pero también participan en el ensamblaje de las particulas virales
infectantes, y permiten la unién del VHC con receptores como CD81,
tetraspanina, SR-BI, heparan sulfato, DC-SIGN y L-SIGN (lectinas de unién a
manosa), y lipoproteinas de baja densidad (LDL) (ver mas adelante). Por
encontrarse en la superficie viral, las proteinas de envoltura pueden ser
atacadas por anticuerpos neutralizantes, lo que ha servido como base a
diversos estudios. (Fig. 17)



Lineas de color Esferas de color

CDBT regidn de union 1 Region de unddn mAb 6/41a
B CD31 region de union 2 VR
B HVR Bl Roegion de union mAb 6/53
B CDST union y dimenzaoon B Sitio de asociacion EV/E2

Figura 17. Estructura molecular de las glicoproteinas E1 y E2. Se muestran sus
sitios de unién a diversos receptores celulares, y se resaltan las Regiones
Hipervariables (HVR) 1y 2.

c)P7 (NS1)

El polipéptido P7 se encuentra localizado en un sitio de la poliproteina
original que se encuentra justo entre las proteinas estructurales y las no
estructurales. Poco se sabe de esta proteina, pero se sospecha que
desempeiia su funcién en la integracién de las estructuras de membrana,
pero uno de los avances mas grandes en el estudio de P7 es el
descubrimiento de que este polipéptido es capaz de desempefiar una funcion
de canal idnico en las membranas celulares, lo que podria facilitar ain mas la
entrada viral y aumentar la severidad del dafio hepatico, por lo que bloquear
P7 también se ha convertido en una de las metas probables para futuros
tratamientos.



d)NS2

La proteina no estructural 2 (NS2) es una parte integral de la membrana que
no es esencial para la formacion del complejo de replicacidén. Su verdadera
funcidn se desconoce, aunque se cree que interviene en la separacién de las
proteinas NS2/NS3, asi como en la activacidon de NS3 una vez aislada.

e)NS3 y NS4A

El complejo NS3-4A conforma una proteina multifuncional que es esencial en
la generacién de componentes del complejo de replicacion del RNA viral,
ademas de bloquear la capacidad de la célula infectada para desarrollar una
respuesta antiviral innata adecuada. Mediante su unién con diversas
proteinas de la célula activa multiples sistemas intracelulares, por lo que se
ha propuesto como otro de los elementos que intervienen en la
carcinogénesis del VHC.

fINS4B

La proteina NS4B es un elemento no estructural altamente hidrofébico, que
induce alteraciones en las membranas intracelulares del huésped. Esto hace
sospechar que una de sus funciones puede ser el inducir la formacidon de
estructuras membranosas que brinden sostén a la replicacién del RNA viral,
ademas de funcionar como mecanismo de comunicacion constante entre el
lumen del reticulo endoplasmico celular y el citosol donde se integran las
cadenas de RNA.

NS5A



NS5A es una proteina asociada a la membrana del reticulo endopldsmico de
la célula infectada, lo que le brinda una funcidn de “anclaje” viral, siendo asi
esencial para la replicacién del genoma del VHC. Recientemente se ha
descubierto que NS5A es el elemento viral que tiene el mayor papel en el
desarrollo de resistencia viral al Interferon, mediante su interaccion con
diversos componentes de numerosas vias de sefializacion celular.

h)NS5B

NS5B es una proteina con funcién de RNA-polimerasa, por lo que constituye
el componente catalizador de la maquinaria de replicacion del RNA de VHC.
Esta enzima sintetiza nuevo RNA viral a partir de un molde de RNA previo,
por lo que es capaz de iniciar la sintesis de RNA de novo, y su adecuado
funcionamiento depende de la interaccidon con otras proteinas virales como
NS3 y NS5A. Un dato interesante de este polipéptido es que se ha
descubierto que la ciclofilina B (una proteina con actividad de isomerasa)
interactia con NS5B para estimular la formacién de RNA de VHC. Por lo
anterior, nuevos estudios estan utilizando Ciclosporina A, que es un inhibidor
de ciclofilina B, para lograr disminuir la replicacién del VHC en cultivos
celulares, hasta ahora con resultados alentadores.



2.-Ciclo de vida del VHC (3, 35

El ciclo de vida del VHC se muestra en forma esquematica en la figura 18. En
resumen, el viriéon del VHC se une a un receptor de superficie celular (de los
que se hablara mas adelante), lo que lleva a la entrada viral por endocitosis.
La fusidn entre la envoltura viral y la membrana endosomal provoca la
liberacion del genoma del VHC en el citosol. El RNA de cadena sencilla es
directamente traducido, y todas las proteinas virales son producidas de
manera simultanea.

La expresion de las proteinas virales induce alteraciones en las membranas
intracelulares que funcionan como base para la replicacion del RNA de VHC, y
posteriormente las proteinas no estructurales NS3 a NS5B se ensamblan en
asociacion con diversos factores celulares para formar un complejo de
replicacion, que es responsable de la formacién de nuevo RNA.

La acumulacién de RNA gendmico viral y de proteinas estructurales estimula
el ensamblaje de una nucleocadpside, misma que adquiere una envoltura
membranosa lipidica mientras aun se encuentra en el espacio intracelular.
Finalmente, la nueva particula viral es secretada de la célula por vias de
transporte y liberacién clasicas (exocitosis) (Fig. 19).
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Figura 18. Representacidon esquematica de los principales momentos en el
ciclo de vida del VHC (ver texto).
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Figura 19. Representacion detallada del ciclo de vida del VHC. Los numeros

representan los pasos de la replicacién viral que pueden funcionar como

blanco para futuros farmacos antivirales.

3.-Entrada del VHC a la célula (33 35 36 37 3s)




La infeccidn de la célula huésped por el VHC comienza con la unidén del viridén
a receptores de superficie de la membrana, lo que provoca endocitosis,
fusion de la membrana viral con las membranas celulares internas para
formar un endosoma, y liberacion de la nucleocapside al citosol.

Como se menciond previamente, las glicoproteinas de envoltura
(principalmente E2) son consideradas las responsables de la union del VHC a
los receptores de membrana, de los cuales en la actualidad son tres los mas
estudiados: CD81, SR-Bl y Claudina-1 (CLDN1), ademas de diversos
glicosaminoglicanos de membrana (GAGs) y de los receptores para
lipoproteinas de baja densidad (LDLr) (Fig. 20).
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Figura 20. Esquema que muestra la unién de las proteinas de la envoltura
viral con diversos receptores de membrana glicosilados (GAGs, LDLr, SR-BI,
CD81 y CLDN1) permitiendo la entrada del VHC a la célula (ver texto).

-CD81: es sin duda el mds estudiado de los receptores celulares del VHC.
CD81 es parte del complejo de receptores de células B, aunque no es del
todo esencial para la funcién inmune de tipo humoral. Se ha descubierto que
la administracion de anticuerpos Anti-CD81, principalmente contra su
porcidn de asa larga (CD81LEL) inhibe en forma potente la infeccion por VHC
en todos sus genotipos; de hecho, los niveles de CD81 en la superficie celular
deben estar por arriba de un nivel minimo para que la entrada viral a la célula
se lleve a cabo en forma eficiente. La unién del VHC a los receptors CD81 de
las células B se ha propuesto como una de las vias que provocan el desarrollo
de manifestaciones extrahepaticas de la infeccion, como crioglobulinemia y
LNH de células grandes tipo B.

-SR-BI (Scavenger Receptor class B, type |): SR-BI fue inicialmente considerado

el principal receptor fisioldgico para la entrada de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) en el higado. En la actualidad, se ha descubierto que SR-BI
constituye uno de los principales sitios de unidn de la proteina viral E2, y que
cuando se logra interferir en su expresiéon en la membrana del hepatocito se
provoca una inhibicion significativa de la infeccion por VHC. Se ha descrito
también que el principal ligando de SR-BIl, que son las HDL, aumenta de
forma importante la entrada viral a la célula. Esto ha sugerido que SR-BI
facilita la entrada de VHC al enriquecer con colesterol la membrana celular, y
que la deplecidon en los niveles de colesterol pueden disminuir levemente la
entrada viral.

-CLDN1,6,9 (Clauding-1, 6 y 9): CLDN1, que es una proteina de unidén
intercelular importante para el mantenimiento de la arquitectura histoldgica




hepatica, recientemente ha mostrado ser esencial para la entrada del VHC a
la célula. Asi mismo, estudios realizados hace algunos anos descubrieron que
las moléculas relacionadas CLDN6 y CLDN9 también pueden ser utilizadas por
el virus para facilitar su endocitosis. La expresién de CLDN1 confiere
susceptibilidad celular a la infeccién por VHC aun en ausencia de CD81 y de
SR-BI, lo que destaca su importante papel en este proceso. Al ser CLDN1 una
proteina de unidn intercelular, recientemente se ha descrito que el VHC
puede utilizarla también para diseminarse directamente entre células
adyacentes, lo que vuelve mas veloz la expansion de la infeccidn.

-Receptor de LDL (LDLr): el hallazgo de altos niveles séricos de particulas de

VHC unidas a moléculas de lipoproteinas de baja densidad (LDL), aunados a
qgue el receptor de LDL (LDLr) funciona como la principal via de entrada de
estas moléculas al higado, sugiere que LDLr esta involucrado en la uniény
captura viral en la membrana celular. Multiples estudios reportan que los
niveles séricos de LDL son menores en pacientes con infeccidn cronica por
VHC en comparaciéon con controles sanos, lo que habla de una mayor
interiorizacion de dichas moléculas al compartimento intracelular mediada
por la actividad del VHC. Ademas, los pacientes infectados por VHC genotipo
3 (que son los que con mas frecuencia se asocian a esteatosis hepatica) han
demostrado tener niveles séricos aun menores de LDL en comparacién con
otros genotipos, y se ha evidenciado que tras el tratamiento del VHC
genotipo 3 los niveles séricos de LDL se incrementan en forma dramatica, y la
esteatosis desaparece —en ausencia de otras causas de la misma-, y existen
autores que incluyen los niveles de LDL antes del tratamiento como un fuerte
factor predictor de respuesta viral sostenida. Debido a lo anterior, se han
llevado a cabo estudios con farmacos como Fluvastatina, tanto como
monoterapia como en combinacion con PEG-IFN y Ribavirina, buscando
disminuir los niveles circulantes de VHC aunque aun sin resultados
concluyentes.



-GAGs (Glicosaminoglicanos): Los glicosaminoglicanos son polisacaridos

lineares que se encuentran presentes en proteinas de superficie celular de
todo el cuerpo humano, y que han mostrado presentar interaccion con
diversas clases de virus, incluyendo el VHC. Se piensa que esta unidn estd
mediada por la proteina E2, y que se da principalmente con GAGs altamente
sulfatados, como el heparan sulfato. Esto ha llevado a desarrollar estudios
donde se intenta administrar glicosidasas para bloquear la actividad de los
GAGs, logrando reducir la infectividad del VHC.

Existen otras moléculas que han sido asociadas con la entrada del VHC a la
célula. Entre ellas se encuentran DC-SIGN (dendritic cell-specific intercelular
adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin) y L-SIGN (liver-specific intercelular
adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin). Aunque no funcionan como
receptores directos de entrada viral, ambas han mostrado presentar alta
afinidad para la proteina E2, y capturar viriones circulantes in vivo, facilitando
su entrada a los hepatocitos.



C) ALTERACIONES INMUNOLOGICAS INDUCIDAS POR EL VHC

Sin duda uno de los temas de mayor interés y que es en motivo de estudio en
todo el mundo es la comprensidon de los mecanismos que permiten que la
infeccidon por VHC sea capaz de desarrollar cronicidad en la mayoria de los
pacientes. A diferencia del Virus de Hepatitis B (VHB), que al provocar
infeccidn en el adulto sdlo progresa a cronicidad en 5 a 15% de los casos, el
VHC logra escapar a los mecanismos de defensa y evoluciona a cronicidad
hasta en 85% de los individuos infectados. Los diversos factores, tanto virales
como del huésped, que contribuyen a la falla en la inmunidad y a la
persistencia de la infeccién no han sido por completo dilucidados, pero se
conocen ahora con mayor profundidad en comparacion con estudios
realizados hace algunos afos. Las alteraciones en la inmunidad innata,
humoral y celular provocadas por la infeccion se desarrollan a continuacion.

1.-Anticuerpos Neutralizantes en la Infeccion por VHC (3,

Ya se menciond previamente que la depuracidon viral espontanea, tras la
infeccidn inicial, sélo se da en un 20 a 30% de los individuos, con lo que se
logra una resoluciéon completa sin riesgo de secuelas. En estos pacientes
existen factores tanto virales como propios del huésped que permiten una
adecuada resoluciéon de la infeccién aguda. Las evidencias actuales indican
gue el principal papel en estos mecanismos iniciales de defensa lo juega una
respuesta inmune celular fuerte, multiespecifica y de suficiente duracidn;
pero gracias al desarrollo de nuevas técnicas de cultivo celular han permitido
conocer mas a fondo las vias de entrada viral y de la neutralizacién del VHC
mediada por anticuerpos.

La replicaciéon del VHC se ha demostrado no sdlo en el tejido hepatico (que
constituye su o6rgano blanco principal) sino también en células
hematopoyéticas, células dendriticas y linfocitos B, alterando su funcién. Una
vez dentro de la célula infectada, las proteinas virales son reconocidas como
ajenas por el sistema inmune del huésped gracias a la expresidon de moléculas



del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) tipo | —Las moléculas del
MHC-| [clasificads con las letras A, B y C] tienen la funcidon de presentar
antigenos y proteinas que se encuentran en el medio intracelular a las células
de defensa temprana, como las células NK, las células dendriticas y los
linfocitos T CD8; mientras que las moléculas del MCH-II [clasificadas con las
letras DP, DQ y DR] presentan antigenos que se encuentran en el exterior de
la célula a los linfocitos T ayudadores [T helpers, Th]; en las infecciones
virales como el VHC el papel principal lo desempefian las moléculas MHC-I—.

Durante el curso natural de la infeccion por VHC se produce una gran
cantidad de anticuerpos dirigidos a sitios antigénicos o “epitopes” tanto de
las proteinas estructurales como no estructurales del virus. La gran mayoria
de estos anticuerpos no cuentan con actividad antiviral, ya sea porque son
rapidamente degradados, porque son constituidos en forma incompleta por
proteinas provenientes de células en proceso de degradacion, o simplemente
porque estan dirigidos a atacar epitopes que no desempefian ningun papel
en el proceso de entrada viral a la célula.

Sin embargo, existe una pequefia proporcion de estos anticuerpos,
denominados “anticuerpos neutralizantes”, que son capaces de atacar
epitopes de las proteinas estructurales, logrando neutralizar los viriones
infecciosos y controlando la entrada viral. Uno de los grandes problemas es
gue se sospecha que, in vivo, no se producen cantidades suficientes de estos
anticuerpos neutralizantes como para lograr frenar la infeccion de manera
efectiva, pero gracias al reciente éxito en la produccién de particulas
infectantes de VHC mediante el uso de clonas celulares, se ha evidenciado
que la infeccion por VHC puede ser neutralizada en forma eficiente por
anticuerpos mono o policlonales dirigidos a epitopes de la envoltura viral.
Este proceso logra bloquear directamente la unidn del virus a la célula
huésped, asi como interferir en diversos momentos del ciclo de replicacion
del VHC.



No es de extrafar que las proteinas E1 y E2, que son criticas para la entrada
viral a la célula, representen los principales blancos para buscar la
neutralizacién viral por este medio. Nuevos anticuerpos en estudio dirigidos
a E2, tanto policlonales como monoclonales, han probado ser capaces de
inhibir la unién y la entrada celular del VHC, convirtiéndose en ejemplos
prometedores de tratamientos en el futuro.

Aun queda mucho por descubrir acerca de los mecanismos de neutralizacidon
viral mediada por anticuerpos in vivo, asi como de las vias que permiten el
escape viral de estas respuestas humorales.

2.-Linfotropismo del VHC (4

El linfotropismo —afinidad por infectar células propias del tejido linfoide- del
VHC representa un paso esencial en la patogénesis de los padecimientos
autoinmunes vy linfoproliferativos relacionados con el virus. La infeccién de
células linfoides puede proveer un reservorio privilegiado para el VHC, capaz
de interferir con la eficiencia del proceso de depuracion de las defensas del
huésped, y que puede estar implicado en la recurrencia viral posterior a un
esquema de tratamiento antiviral aparentemente exitoso.

Un estado replicativo prolongado del virus en estos sitios extrahepaticos
genera una respuesta inmunoldgica sistémica anormal, que en muchos casos
puede manifestarse como hipocomplementemia (en sus etapas iniciales) y
posteriormente con cuadros similares a vaculitis o linfoma. Ademas, dicho
linfotropismo es responsable de la expansion poli-oligoclonal del virus, con la
consecutiva produccidon de un amplio nimero de autoanticuerpos dirigidos a
multiples drganos, entre los que se incluyen el factor reumatoide (FR) las
crioglobulinas y los complejos inmunes no crioprecipitables.



Ya se comentd que es la union de la proteina E2 con el receptor CD81 la que
permite la entrada viral a las células B, ademas de provocar alteraciones en la
capacidad de modulacién inmune celular y en la apoptosis, aumentando en
forma importante la expansion clonal de las células B.

Debido a lo anterior Conca y cols (40) consideran que la deteccién, primero de
hipocomplementemia, y después de crioglobulinemia mixta (que se sospecha
en pacientes con elevacion importante de inmunoglobulina M [IgM] en
ausencia de otra causa aparente), puede utilizarse como marcador temprano
de una linfoproliferacion mediada por antigenos virales, anticipando un mala
respuesta al tratamiento antiviral y un alto riesgo de recaida posterior al
tratamiento. Aun mas, la aparicion de un LNH franco implica una pérdida
total de la dependencia antigénica, y una falla en los sistemas inmunes
celulares en pacientes con infeccion crénica por VHC.

Hasta la fecha no se cuenta con métodos confiables que permitan predecir
qgué pacientes con infeccién por VHC desarrollaran disfuncién de las células B
o crioglobulinemia mixta, aunque se ha observado que estos eventos tienden
a estar relacionados con el tiempo de infeccién durante la historia natural del
virus.

Esta nueva forma de “infeccion oculta” del VHC en el tejido linfoide ha
cambiado por completo la forma de ver la enfermedad. Las respuestas virales
medidas en suero pueden ya no ser suficientes para determinar una
verdadera depuracion viral sistémica posterior al tratamiento, y el resguardo
del virus en las células B y otros tejidos hematopoyéticos pueden condicionar
recidivas incluso en pacientes con una aparente buena respuesta a los
farmacos antivirales. Por lo anterior puede ser de utilidad la recomendacién
de medir niveles de complemento y de inmunoglobulinas séricas a todos los
pacientes antes de iniciar el tratamiento, con el fin de intentar detectar
aquellos en quienes una invasion a los elementos linfoides ya esta presente



(hipocomplementemia, IgM elevada) y que pueden tener un riesgo de baja
respuesta a la administracidon de antivirales y de presentar recidiva viral post-
tratamiento.



3.-Falla en la inmunidad celular en la infeccion por VHC (41 43 48 58,59,60)

Los mecanismos de defensa celulares sufren alteraciones en diversos niveles
en los casos de infeccidon por VHC.

Las respuestas inmunes celulares, que involucran tanto a los linfocitos T CD8+
citotoxicos (CTL) como a los linfocitos T CD4+ “ayudadores”, desempefian un
rol esencial en el control de la infeccidén por VHC, al igual que lo hacen con
otras infecciones virales persistentes. A pesar de que tradicionalmente se ha
considerado que las CTLs son las principales efectoras en la eliminacidn de las
células infectadas por el VHC, en la actualidad es claro que las células T CD4+
especificas para VHC también juegan un importante papel.

Los linfocitos T CD4+ habitualmente tienen un importante papel en el
desarrollo de inmunidad de memoria a largo plazo contra diversos antigenos,
y ademas pueden funcionar como “ayudadores” (helpers, Th) en el apoyo de
la funcidon de otras lineas celulares (Fig. 21, 22). Existe evidencia de que las
respuestas tempranas que presentan las células T CD4+ ante la infeccion
aguda por el VHC son fundamentales para el posterior desenvolvimiento del
virus en el huésped, y en los casos que evolucionan a cronicidad se ha
descrito que las lineas de CD4+ presentan respuestas antigénicas casi nulas o
ausentes, mientras que en los individuos que no evolucionan a cronicidad —es
decir, que han depurado el virus en forma espontanea— estas respuestas son
vigorosas, multiespecificas, y tienden a mantenerse activas durante largo
tiempo.

Entre las funciones que se han descrito de las células CD4+ se encuentran la
estimulacion de las células CD8+ mediante la produccion de Citocinas
(inflamatorias o antiinflamatorias), la activacién de las células presentadoras
de antigenos (p.ej. células dendriticas), efectos antivirales directos, induccion



de la maduracion de las células B, y funciones de regulacion inmunoldgica de

la que se hablara mas adelante.

Figura 21. Microfotografia de un linfocito T rodeado por cuatro linfocitos B,
vistos al microscopio electrénico de barrido.
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Figura 22. Esquema que representa un linfocito T CD4+, haciendo notar sus
sitios de reconocimiento antigénico.

En este momento es importante destacar la importante funcién que tienen
los linfocitos T CD4+ helpers (Th) en el inicio y regulaciéon de la reaccién
inmune tanto celular como humoral. De acuerdo con el tipo de Citocinas y
las respuestas que inducen, los linfocitos Th pueden subdividirse en Thl y
Th2. Las respuestas de tipo Thl son activadas por la presentaciéon de
proteinas del MHC-I en la superficie de la célula identificada como anormal, y
consisten en la produccion de Interferon gamma (IFN-gamma), IL-2, IL-15 e
IL-12, cuya funcidn es activar las defensas de tipo celular, con los que
elementos como las células Natural Killers (NKs), los linfocitos CD8+ y los
macrofagos identifican las células dafiadas (infectadas por virus o con
transformacion neopldsica) para destruirlas en forma directa.



Las respuestas de tipo Th2 son iniciadas por estimulos provenientes de
moléculas del MHC-II (bacterias, hongos no intracelulares, parasitos), y
tienen como misidn poner en marcha las defensas de tipo humoral. Una vez
activados, los linfocitos CD4+ Th2 liberan Citocinas del tipo IL-4, IL-5 e IL-10,
gue ademas de inducir la produccién de anticuerpos y de otros mediadores
celulares de la inflamacién por linfocitos B, plasmocitos, eosindfilos vy
mastocitos, bloquean de manera directa la actividad de las células Thl. Por el
contrario, el IFN-gamma que es liberado por los CD4+ Thl inhibe la
proliferacion de linfocitos Th2. Es decir, que ambas lineas inflamatorias son
mutuamente excluyentes, por lo que encontrar ambas en plena actividad en
una misma patologia es sumamente raro (Fig. 23, 24, 25).

Ambos sistemas (Th1l y Th2) constituyen la llamada “inmunidad innata”, ya
que son capaces de activarse en forma temprana justo al tener contacto con
el antigeno invasor y desarrollar un atague inmediato (por fagocitosis,
citotoxicidad directa o anticuerpos opsonizantes) aun en ausencia de otros
estimulos y sin necesidad de contar con memoria antigénica previa.

Todo lo anterior es importante porque, como se menciond anteriormente,
las defensas contra el VHC mediadas por anticuerpos (es decir, de tipo Th2)
tienden a ser débiles e insuficientes, por la baja cantidad de virus circulando
libremente. Asi que la mayoria de los mecanismos de defensa con los que
cuenta el organismo para depurar la infeccién son de tipo celular (Th1l),
mediados por células NK, macroéfagos y linfocitos CD8+, que son activados a
su vez por IFN-gamma, IL-2, IL-15 e IL-12. De ahi que gran parte de los
estudios sobre el desarrollo de cronicidad en pacientes con infeccién por VHC
presupongan, como uno de los elementos que permiten la persistencia viral,
una falla en los sistemas innatos Th1.
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Figura 23. Esquema de los mecanismos de activacion de las vias celular y
humoral por los linfocitos Thl y Thl. Notense las vias de mutua inhibicion
con gque cuentan estos sistemas (flechas rojas).
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Figura 24. Esquema detallado de la activaciéon molecular de los mecanismos
Thl y Th2. La via Thl (celular) es iniciada por moléculas del MHC-I
(provenientes del interior de la célula dafiada, como virus o transformacion
tumoral), mientras que la via Th2 comienza por la presentacién de moléculas
del MHC-II (provenientes de antigenos externos a la célula, como parasitos o
bacterias). Notese el papel que juegan IL-12 e IF-gamma en la primera, asi
como IL-4 en la segunda.



Figura 24. Cé
directo una célula con trasformacion tumoral (T) después de ser activada por

ula NK (N) destruyendo por citotoxicidad mediada por contacto

los sistemas Th1l.

Sin embargo, aunque una respuesta CD4+ suficientemente vigorosa es
indispensable tanto en la fase temprana como en la fase tardia de la
infeccion por VHC para obtener un adecuado control del virus a largo plazo,
se ha demostrado que ésta no es suficiente por si sola, ya que en animales de
estudio (chimpancés) se ha descrito que una activacién CD4+/Th1l enérgica
no necesariamente implica la depuracion de la infeccidon. Los estudios
sugieren que en aquellos pacientes en quienes las respuestas tempranas de
CD4+ no son iniciadas, o son tan pobres que no llegan a detectarse, el riesgo
de desarrollar cronicidad es mucho mayor. Un segundo grupo de pacientes
puede integrar una respuesta temprana de CD4+ Thl rdpida y potente, y
tiene altas probabilidades de depurar la infeccién, aunque estos son los
menos. El tercer grupo, mas numeroso que los dos anteriores —quiza



representa a la mayoria de los pacientes- puede desarrollar una respuesta
temprana de CD4+ que inicialmente pareceria adecuada, pero que
gradualmente se va debilitando hasta perderse, permitiendo nuevamente la
replicacion viral y la cronicidad. Para que la respuesta Thl fuese suficiente,
quiza bastaria con que estuviera dirigida a un mayor numero de epitopes o
desarrollara su actividad por un tiempo mas largo, pero hasta el momento no
se han logrado identificar los sitios clave sobre los que la respuesta
antigénica contra el VHC debe desarrollarse, ni tampoco se conoce cuales son
las vias que permiten que esta respuesta dure un tiempo suficiente para
eliminar la infeccidn. Entre los componentes virales que podrian servir como
sitios blanco para desarrollar una respuesta CD4+/Th1l suficientemente
potente se encuentran NS3, NS4 y NS5A. De manera interesante, existen
estudios que reportan que algunas respuestas inmunoldgicas mediadas por
moléculas MHC-Il (como HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*1101 y HLA-
DQB1*0301) pueden también intervenir en la erradicacién del VHC, aunque
el mecanismo exacto por el que lo hacen aun no ha sido determinado. La
figura 25 resume el papel que posiblemente juegan los linfocitos T CD4+ en el
desarrollo de una adecuada respuesta Thl, misma que interviene en la
eliminacién de las células infectadas.
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Figura 25. Se muestran las diferencias entre una activacién funcional de
linfocitos T CD4+ y una disfuncional, y los efectos que cada una tiene sobre la
infeccién por VHC.

En cuanto a los linfocitos CD8+ citotdxicos especificos contra VHC, éstos son
inicialmente activados por las vias Thl de los CD4+ (ver arriba). Son
considerados las células efectoras principales que intervienen en la reaccién
antiviral del huésped contra el VHC. Multiples estudios han demostrado que
una respuesta CD8+ suficientemente potente, dirigida a un amplio nimero
de epitopes virales, se asocia de manera positiva con altos indices de éxito en
la depuracién viral, mientras que en los pacientes que desarrollan cronicidad
las respuestas CD8+ son usualmente débiles, enfocadas a un numero minimo
de epitopes o muestran defectos funcionales que debilitan su citotoxicidad,
su capacidad de produccién de Citocinas y su poder de proliferacion.

Entre los factores de la infeccidon por VHC que se han asociado tanto con una
falla de CD8+ como con una actividad incompleta de CD4+ se encuentran
mutaciones virales, supresion inmune por factores del virus, sobreproduccion
de Citocinas inhibitorias (como IL-10), ligandos inhibitorios, y actividad
incrementada de células T reguladoras —de las que se hablara mas adelante—
. Ademas, otros factores como el perfil genético de cada paciente, la
efectividad de sus sistemas de Antigeno Leucocitario Humano (HLA) vy la
adecuada presentacion de las células presentadoras de antigenos también
pueden intervenir en la reaccién temprana y tardia del huésped contra el
VHC. La literatura describe también dos alteraciones funcionales importantes
de los linfocitos T CD8+ en pacientes con infeccidon cronica por VHC: primero,
una falla para activar en forma suficiente su actividad (falla primaria de
CD8+); y segundo, un rapido agotamiento de las respuestas CD8+ a pesar de
haber sido adecuadamente iniciadas (“extenuacién de CD8+”) (Fig. 26).



Existe un receptor recientemente descrito, denominado PD-1 (del inglés
Programmed cell death 1) que ha demostrado ser un marcador altamente
sensible de extenuacidn de las respuestas CD8+ en infecciones virales
cronicas. Su bloqueo mediante anticuerpos especificos podria restaurar la
produccién de Citocinas, la actividad citotdxica y la proliferacion de las CD8+
extenuadas, aunque esto aun se encuentra en estudio.

Host genetic background
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Figura 26. Posibles causas de disfuncion de la respuesta de linfocitos T CD8+
en pacientes con infeccidn crénica por VHC (ver texto).

Entre las moléculas HLA pertenecientes al MHC-I que se han asociado con
una rapida induccion de los sistemas Thl y un adecuado mantenimiento de
las respuestas tanto CD4+ como CD8+ se encuentran HLA-A3, HLA-Cw*01 y
HLA-B27, siendo curiosamente estos ultimos alelos los que se asociaron con
una mejor respuesta de depuracion viral, sobre todo en mujeres jovenes
(80%), mientras que el perfil HLA-B8 ha sido asociado a persistencia viral y
desarrollo de infeccién a largo plazo.



Otro grupo celular de interés en el desarrollo de cronicidad en pacientes con
VHC son los linfocitos T reguladores (Treg). Estos pueden contribuir en la
patogénesis y prondstico de las infecciones virales al suprimir las respuestas
inmunes antivirales. En realidad, su papel es desempefiado con un fin de
proteccion al huésped, ya que se cree que disminuyen la respuesta
inflamatoria para evitar una actividad de linfocitos T demasiado elevada que
podria llevar a dafo hepatico extenso y falla hepatica. Los linfocitos Treg
llevan a cabo su funcion a través de cuatro vias:

a)Produccion de Citocinas inhibitorias (como IL-10)

b)Citdlisis directa de linfocitos T activados, tanto CD4+ como CD8+, mediada
por perforinas y granzimas Ay B

c)Induccidon de apoptosis de linfocitos T mediante CD25+, AMP ciclico y
adenosina

d)Bloqueo de receptores en la superficie de las células dendriticas,
inhibiendo su proliferacion, maduracién y capacidad de reconocer y
presentar antigenos a las células T efectoras (Fig. 27 y 28).



a Inhibitory cytokines

b Cytolysis

Membrane- G . 6
tethered TGF3 ranzyme A or granzyme
TGFB
o ¢ o 3 .
o 00 o °
— —
e o © o °
? o9 " Perforin pore
Treg cell IL-35 IL-10 Effector T cell Apoptotic aiactie
T cell

¢ Metabolic disruption

AyR

DI CD73

Adenosine

£ A
M 3

d Targeting dendritic cells

Death due
to cytokine
deprivation

Inhibition of DC maturation
and function

Nature Reviews | Immunology
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Figura 28. Microfotografia de un linfocito T regulador (Treg) visto al
microscopio electrénico de barrido.

Entre las caracteristicas de los Treg se encuentra la expresion de marcadores
de membrana de tipo CD4+CD25+ (siendo este ultimo un homdlogo de la
cadena alfa del receptor de IL-2), lo que les confiere varias de sus
caracteristicas antigénicas y permite su potencial de inhibicién. Sélo
alrededor de un 5 a 10% del total de las células T CD4+ de un ser humano son
Treg naturales. El factor fundamental para estimular su produccién vy
maduracion es la proteina conocida como FoxP3, que es liberada por el timo,
y que es el mejor marcador para la identificacion de este grupo celular.

Las células Treg suprimen la proliferacién de CD4+ y CD8+, disminuyen su
produccién de Citocinas (como IFN-gamma e IL-2) y alteran su capacidad
citolitica, lo que altera sustancialmente su potencial para lisar células
infectadas por VHC. Con esto, la actividad de las Treg ayuda a que se



establezca la persistencia viral, ademas de prevenir un dafio excesivo de tipo
autoinmune (Fig. 29).

HBV/HCV infection

=t
P
.a-'"'d--------
_—"Effector
_ _ _— T cell function _ S
Viral persistence - Virus elimination
Tissue protection — Tissue damage
Requ!atur;.f T cell o
function T
--"-FP--
T
.-"'-P----

Figura 29. Diagrama que muestra la relacion inversa que presenta la funcion
de los linfocitos Treg con la actividad de los linfocitos T efectores (CD4+,
CD8+) y el efecto que este equilibrio tiene sobre la eliminacién viral y el dafio
tisular por autoinmunidad.

AuUn no se sabe si el suprimir la actividad de los linfocitos Treg pueda servir
como blanco para futuros tratamientos contra el VHC, ya que al
desconocerse aun mucho sobre su funcién y mecanismos de control se
puede permitir el desarrollo de un daifio mayor a los drganos del huésped por
mediacién autoinmune, sin lograr realmente una mayor actividad antiviral de
los mecanismos celulares de defensa.

Agregada a las anteriores, desde hace algunos afios se ha descrito una nueva
linea de linfocitos T con actividad proinflamatoria que no presenta
marcadores de tipo CD4+, CD8+ o CD25+, y que tampoco es inhibida por Ila
actividad de FoxP3, que han sido llamados linfocitos Th17 (49 5051,52,53), debido



a que su principal citocina liberada es la IL-17, con actividad similar a IL-12 e
IL-15 y cierto mimetismo en su actividad con los sistemas Th1, presentando
también asociacién con la liberacién de IFN-gamma. Ademas de IL-17, las
Th17 pueden producir IL-20, IL-21, IL-22, IL-26 y TNF-alfa, segun el medio
donde se encuentren. Algunos autores como Rowan y cols (45 mencionan que
en pacientes con infeccidon crénica por VCH la producciéon tanto de IL-17
como de IFN-gamma puede ser inhibida por la proteina viral NS4, ya que ésta
ultima ha mostrado tener la peculiaridad de inducir la produccion de IL-10 y
de Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-beta), ambas con
conocida actividad anti-Thl. Esto podria explicar una parte de las multiples
alteraciones inmunes provocadas por el VHC que permiten su evolucion a
cronicidad, aunque aun se requieren mas estudios al respecto (Figs. 30y 31).
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Figura 30. Esquema que muestra la diferenciacién de cada una de las tres
lineas de linfocitos T efectores (Th1, Th2, Th17) asi como las funciones que
desempefia cada una.
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Figura 31. Modelo de un linfocito Th1l7, en el que se hace mencion de
algunas de las Citocinas proinflamatorias que produce una vez activado.



4.-Datos diversos sobre inmunidad y actividad inflamatoria en infeccion
cronica por VHC

Existen diversos estudios que demuestran que no sélo las vias humoral y
celular ven afectada su actividad en pacientes con infeccion crénica por VHC.
Multiples alteraciones a nivel hormonal y molecular han sido observadas,
algunas de las cuales se mencionan brevemente a continuacion.

Se ha descrito que altas concentraciones de 6xido nitrico (ON) son
normalmente producidas por la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible
(iINOS) que se encuentra en macrdfagos, células de Kupffer y hepatocitos.
Segun Lake-Bakaar y colss3), en estas células se puede esperar una
sobreinducciéon de la iINOS en pacientes que cursan con un proceso
inflamatorio hepatico asociado a la infeccidn crénica por VHC, lo que podria
verse reflejado con la deteccion de altos niveles séricos de NO, y que se
traduciria en un alto consumo hepatico de arginina (principal sustrato para la
produccién de NO) y en un mayor dano hepatico ocasionado por radicales
libres de oxigeno derivados de esta molécula. Basados en lo anterior, lzzo y
cols (g5) realizaron un estudio administrando deaminasa de arginina PEGilada
a pacientes con infeccién crénica por VHC, logrando disminuir la carga viral
hasta en 50% de los pacientes, aunada a una importante reduccion en los
niveles séricos de arginina y NO, lo que ademas mejorod la funcidn hepatica
de manera global. Sin embargo, sus hallazgos no han sido respaldados por
estudios similares.

Por otro lado, en los pacientes infectados por VHC se ha encontrado que la
resistencia a la insulina y la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) son mas
prevalentes en comparaciéon con controles sanos o0 en pacientes con
infeccién por VHB44), esto probablemente debido a la liberacion aumentada
de Citocinas proinflamatorias como TNF-alfa (45 46 47,67 Ademas, de los seis
genotipos de VHC, Machado y cols han descrito que el genotipo 3 -
principalmente 3a— tiene un potencial esteatogénico directo mucho mayor



en comparacion con el resto, lo que parece estar asociado a cambios
intrinsecos en el metabolismo hepatico de las grasas, ademas de presentar
una relacién directamente proporcional con la carga viral (44

El Factor de Crecimiento Similar a la Insulina 1 (/nsulin-Like Growth Factor-1,
IGF-1) también desempefia un importante papel en la infeccidn crénica por
VHC. Este péptido ha demostrado elevarse en procesos inflamatorios
cronicos del higado, sobre todo en presencia de resistencia a la insulina, y de
acuerdo con Strickler y colsgg el IGF-1 estimula la proliferaciéon vy
transformacion de las células estelares hepaticas, aumentando su produccién
de colageno y acelerando el proceso de fibrosis y cirrosis sobre todo en
pacientes VHC+ con hiperinsulinemia.

De este modo, en pacientes con infeccion crénica por VHC, la presencia de un
estado inflamatorio crénico persistente deberia asociarse con niveles séricos
elevados tanto de NO como de insulina, aunque no existen reportes
comparativos al respecto.

El VHC también puede provocar cambios en la secrecién de hormona del
crecimiento (GH). Ursula Pléckinger y cols;) realizaron un estudio con 21
pacientes con infeccidn crénica por VHC para verificar los cambios en la
funcidn pituitaria, antes y después del tratamiento antiviral. Ellos observaron
gue antes de iniciar el tratamiento el 81% de los pacientes mostraban una
insuficiencia severa de GH, y que durante y posterior al tratamiento estos
niveles, tanto basales como estimulados, se incrementaron en forma
significativa. También durante el tratamiento otras hormonas mostraron
cambios, tales como la hormona liberadora de tirotropina (TRH) cuyos niveles
aumentaron significativamente durante el tratamiento, aunque la prolactina
(PRL) y la hormona estimulante de la tiroides (TSH) no mostraron cambios,
contrario a lo reportado en otros estudios. La conclusién que este grupo



brinda es que la insuficiencia de GH es frecuente en los pacientes con
infeccion por VHC crénica, aunque dicha insuficiencia mejora
significativamente con el tratamiento antiviral. Llama la atencidn que en este
estudio también se reportan los niveles de IGF-1 los que, contrario a lo
reportado por Strickler y colsgs se encontraban disminuidos tanto antes
como durante el tratamiento, lo que se puede traducir como una resistencia
persistente de los hepatocitos a la GH aun después del tratamiento.

Otra repercusion de la infeccidon por VHC digna de mencionar es la alteracion
en la regulacion de los mecanismos de apoptosis de las células infectadasg;).
Es bien conocido el papel que juega la apoptosis en el control y eliminacion
de las infecciones virales, pero en los pacientes VHC+ estos mecanismos
podrian resultar en dos efectos totalmente contradictorios: lograr un papel
esencial en la eliminacion de las células infectadas por VHC, sobre todo en
presencia de IFN (tanto exdgeno como inducido), o bien provocar un dafio
aun mas extenso al desencadenar los procesos de fibrosis hepatica.
Virtualmente todas las proteinas del VHC tienen propiedades tanto pro-
como anti-apoptoticas, siendo las mas estudiadas NS5A y la proteina Core. El
mismo RNA viral, al unirse a las moléculas intracelulares del huésped, puede
modular o inducir directamente un proceso de muerte celular,
principalmente con la activacién de proteinas como la Protein-cinasa R (PKR),
aunado a otros sistemas de induccién de apoptosis como la via de las
Caspasas, los receptores Fas/CD95, el dafio por granzimas y perforinas y las
cadenas TRAIL. El intentar regular la apoptosis inducida por el VHC en
pacientes infectados se ha propuesto como una probable terapia futura en el
tratamiento de la infeccidon, ya que en modelos animales la inhibicion de la
apoptosis logré disminuir el proceso de fibrogénesis, ademads de que es bien
conocido que una apoptosis excesiva puede provocar hepatitis fulminante.
Pero frenar la apoptosis no ha demostrado lograr disminuir la carga viral o
tener un efecto terapéutico real, por lo que también queda como propuesta
aun en investigacion.



Finalmente, la interaccidon del VHC con el sistema de IFN, sobre todo con los
de tipo |, es complejais 64). En general, el sistema de interferones se divide en
dos grupos: los IFN del tipo | (IFN-alfa e IFN-beta) y los IFN del tipo Il (cuyo
principal representante es IFN-gamma, del cual se hablé ampliamente
arriba). En cuanto a los IFN tipo |, todas las células nucleadas del cuerpo
humano son capaces de sintetizarlos y secretarlos en respuesta a una
infeccidn viral. Los IFN secretados son reconocidos por las células vecinas y
provocan la expresion de potentes proteinas antivirales. Las células
dendriticas son las principales productoras de IFN, y se cree que el RNA del
VHC es el principal estimulo inductor de la liberacién de Citocinas que llevan
a la activacion del sistema IFN. Sin embargo, el virus contiene elementos que
le permiten escapar de la accidén de los IFN, como NS5A, que como se dijo
juega el rol mas importante en el desarrollo de la resistencia viral a los IFN,
ademas de inducir la liberacion de IL-8, citocina que inhibe directamente la
actividad antiviral de los IFN. De hecho, se han detectado niveles elevados de
IL-8 en el suero de pacientes con infeccion crénica por VHC no
respondedores a tratamiento con IFN. También NS3/4A interactua
directamente con los sistemas de produccién de IFN, inhibiéndolos o
restandoles potencia, por lo que una nueva clase de farmacos en
investigacioén, los inhibidores de NS3 (como VX-950 y SCH6), podrian ser de
utilidad en el futuro no solo al bloquear la expresion del VHC, sino también al
evitar que el complejo NS3/4A interfiera con la produccion de IFN alfa y beta.
Como en el resto de los estudios, la relacién completa del VHC con los
sistemas de senalizacidon y produccion de IFN tipo | (y también tipo Il) no se
conocen por completo, por lo que se espera mas informacion en el futuro.

5.-Papel que desempeiia la IL-15 en los padecimientos hepdticos

La interleucina 15 (IL-15) fue descrita por primera vez en 1994 por dos grupos
simultaneos de investigacion: el de Burton y colss) y el de Grabstein y colsgg)
como un factor que estimula la proliferacion de lineas de células T, y que era
producido tanto por células dendriticas como por linfocitos CD4+. Desde el



principio llamdé la atencién su similitud molecular con IL-2, con la que
comparte afinidad por la subunidad beta de su receptor.

El gen codificador de la IL-15 se encuentra localizado en el cromosoma 4qg31,
y su receptor consta de tres elementos: una subunidad alfa que le es propia,
una subunidad beta que comparte con la IL-2, y una subunidad gamma que
es comun a varias citocinas (7. Debido a que sus receptores celulares
comparten elementos tanto con la IL-2 como con otras citocinas (75)(Fig. 32) la
medicion de niveles de IL-15 en medios tisulares no es practica por su baja
sensibilidad y especificidad, por lo que la cuantificacion sérica de esta
citocina es, hasta el momento, la prueba de eleccion segin muy diversas
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Figura 32. Similitud molecular entre IL-15 e IL-2. El diagrama muestra cdmo
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aungue en su secuencia genética y en su estructura primaria la homologia
entre ambas citocinas es pobre, al alcanzar ambas su estructura terciaria la
similitud se vuelve importante. En la parte inferior se muestran los
receptores celulares de ambas interleucinas, donde se aprecia su alta



homologia molecular y la forma en que comparten dos de tres subunidades,
lo que vuelve poco practica su cuantificacion tisular.

Con el paso de los afios la IL-15 ha demostrado tener un importante papel en
la activacion de la inmunidad celular innata por vias Th1, ya que estimula en
forma directa la actividad de macréfagos, neutroéfilos, linfocitos CD8+, y la
maduracion de células NK (75 (Fig. 33). Ademas, interviene en la regulacién de
la inmunidad adquirida mediante la estimulacién de la proliferacion de
linfocitos tanto T como B previamente sensibilizados por antigenos, y su
sobreexpresion o disregulacion se considera elemento clave en
enfermedades como artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad
celiaca, pancreatitis aguda, psoriasis, mieloma multiple, enfermedad de
Behcet o sarcoidosis (70,72,73,74)-
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Figura 33. Esquema que muestra la forma en que la IL-15 interviene en el
proceso de maduracion de las células NK.

En cuanto al papel de la IL-15 en enfermedades hepaticas resultados muy
variados, e incluso contradictorios, han sido publicados por diversos autores.
En la mayoria de los estudios realizados en ratones de laboratorio los niveles
elevados de esta citocina se tradujeron en dafo hepatico extenso, y en
pacientes con falla hepatica aguda, Yonekawa y cols reportan que los niveles
elevados de IL-15 se asociaron con mal prondstico y pobre respuesta a
tratamiento (z¢).

Al estudiar el efecto de IL-15 en la regeneracion hepatica, Suzuki y cols
encontraron que la actividad apoptdtica se veia inhibida, incrementandose la
proliferacion y diferenciacién celular y promoviendo la regeneracion



hepatica, funcionando a través de una respuesta benéfica de tipo regulador
(77)-

En la infeccidn crénica por VHC, Yamaji y cols (755 encontraron que el
tratamiento con IFN tipo | (alfa y beta) aumenta de forma significativa la
produccién de IL-15 por células dendriticas, lo que a su vez estimula la
maduracion de células NK y linfocitos T CD8+ y eleva la producciéon de INF-
gamma. Todo esto resulta en una mejor actividad antiviral, un mayor
reconocimiento de las células hepaticas infectadas por el virus, y mejores
probabilidades de depurar el VHC.

Lo anterior nos lleva a la conclusién de que en pacientes con infeccion por
VHC la IL-15 puede ser determinante, ya que su adecuada producciéon es
capaz de inducir una respuesta inmune innata con intensidad suficiente para
limitar o incluso depurar el virus. Por el contrario, niveles séricos
indetectables de IL-15 pueden traducirse en una respuesta Th1l insuficiente,
una inmunidad celular defectuosa, y finalmente en la persistencia viral en el
huésped con evolucion a cronicidad del VHC (7950,5182). Sin embargo, no hay
aun suficientes estudios publicados que correlacionen los niveles de IL-15 con
otros factores que también pueden determinar cronicidad de la infeccion,
por lo que el verdadero papel que juega esta citocina ante la falla de
eliminacion del VHC continda en estudio.



I1l.-DEFINICION Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La inmunidad innata es fundamental para limitar las infecciones virales a
nivel hepatico, principalmente durante la fase aguda, debido a su alta
capacidad de destruir células blanco inclusive en ausencia de anticuerpos
especificos o de estimulacidn antigénica, siendo por esto la primera y mas
rapida linea de defensa corporal ante una agresién viral. El adecuado
funcionamiento y atraccidon de diversas lineas celulares hacia los sitios de
infeccion se encuentra dado a través de citocinas proinflamatorias
especificas, entre las cuales destacan IL-2, IL-12, IL-15 e IL-18, gracias a las
cuales las células NK y los linfocitos T CD8+ son activados, induciendo asi la
produccion de interferones endégenos por parte de las mismas
(principalmente INF-y), promoviendo la destruccion de la célula infectada
tanto por via humoral y celular como por induccién de apoptosis, con lo que
gueda limitado el riesgo de progresion de la infeccidn.

Sin embargo, se cuenta con evidencia de que el VHC interfiere de modo
directo con la respuesta inmune del huésped, provocando supresion de
linfocitos T citotdxicos y disminuciéon en la producciéon de IFN-y, IL-15 e IL-2,
lo que sugiere dos teorias: que las proteinas del VHC no logran desencadenar
una respuesta inflamatoria adecuada gracias a un mimetismo molecular que
las protege de ser detectadas por el sistema inmune innato del huésped, 6
que los huéspedes que desarrollan infeccidn crdnica tienen una deficiencia
intrinseca en la produccién de Interleucinas proinflamatorias de causa no
conocida, que los vuelve mds susceptibles a desarrollar cronicidad por la
infeccidon. Ninguna de ambas teorias ha sido probada.

Por otro lado, se ha descrito que altas concentraciones de dxido nitrico (NO)
son normalmente producidos por la enzima éxido nitrico sintetasa inducible
(iINOS) gue se encuentra en macroéfagos, células de Kupffer y hepatocitos. En




estas células, se puede esperar una sobreinduccién de la iNOS en pacientes
gue cursan con un proceso inflamatorio hepatico asociado a la infeccién
croénica por VHC, lo que podria verse reflejado con la deteccidon de altos
niveles séricos de NO. Finalmente, en los pacientes infectados por VHC se ha
encontrado que la resistencia a la insulina y la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)
son mas prevalentes en comparacidn con controles sanos o en pacientes con
infeccidn por VHB, esto probablemente debido a la liberacidn aumentada de
Citocinas proinflamatorias como TNF-alfa.

De este modo, en pacientes con infeccion crénica por VHC, la presencia de un
estado inflamatorio cronico persistente deberia asociarse con niveles séricos
elevados de NO e insulina, ademas de que, en teoria, se podrian encontrar
niveles séricos disminuidos de interleucinas proinflamatorias del tipo Thl
(como la IL-15) que traducen disfuncién de las lineas de defensa celular,
indispensables para limitar las infecciones virales intracelulares.

A pesar de que existen estudios que han descrito en forma aislada los niveles
séricos tanto de IL-15 como de NO y de insulina en pacientes con infeccion
por VHC, ninguno ha buscado correlacionar las tres variables en forma
simultanea, lo que hace de éste un posible estudio piloto a partir del cual se
puede extender el campo de investigacion.

Con todo lo antes dicho, nuestro planteamiento del problema es el siguiente:
éLos niveles séricos de IL-15, de NO y de Insulina muestran relacidén entre si
en pacientes con infeccién crénica por VHC?



IV.-OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar los niveles séricos de IL-15, de NO y de insulina en pacientes con
infeccidn crénica por VHC.

Objetivos especificos

-Determinar los niveles séricos de IL-15, NO e insulina en un grupo de
pacientes con infeccidn crénica por VHC

-Conocer si los niveles séricos de IL-15 se relacionan con los niveles séricos de
NO en pacientes con infeccion crénica por VHC

-Conocer si los niveles séricos de IL-15 se relacionan con los niveles séricos de
insulina en pacientes con infeccion crénica por VHC




V.-HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

Los niveles séricos de IL-15 no muestran relacion con los niveles séricos de
NO en pacientes con infeccion crénica por VHC

Los niveles séricos de IL-15 no muestran relacion con los niveles séricos de
insulina en pacientes con infeccion crénica por VHC

HIPOTESIS ALTERNA

Existe una relacidon entre los niveles séricos de IL-15 y de NO en pacientes
con infeccién crénica por VHC

Existe una relacion entre los niveles séricos de IL-15 y de insulina en
pacientes con infeccion crénica por VHC




VI.-MATERIAL Y METODOS

1.-Diseno del Estudio

Se llevé a cabo un estudio prospectivo, observacional, transversal, abierto,
clinico, comparativo y aplicado durante el periodo de marzo a junio de 2009,
en la poblacién de pacientes infectados por VHC en el Hospital Regional Lic.
Adolfo Lopez Mateos del ISSSTE aceptados para protocolo de tratamiento
antiviral con PEG-IFN a2a o b y ribavirina.

2.-Grupo de estudio

Pacientes portadores de virus de hepatitis C, bajo tratamiento con PEG-INFa2
a o b y ribavirina, en seguimiento en la consulta externa de gastroenterologia
del hospital Lic. Adolfo Lopez Mateos.

3.-Grupo problema

Mismo grupo

4.-Grupo testigo

Como testigo se utilizaron los valores de referencia considerados como
normales por los laboratorios que disefiaron los reactivos utilizados.

5.-Tamano de la muestra




Se utilizd una muestra a conveniencia, compuesta por un grupo de 55
pacientes con infeccidn crdnica por VHC bajo tratamiento en el HRLALM del
ISSSTE que reunieron todos los criterios necesarios para el estudio.

6.-Criterios de inclusion

Pacientes de ambos sexos, mayores de 18 afios, con infeccidn cronica por
VHC aceptados para protocolo de tratamiento con PEG-IFNa2ao by
Ribavirina

7.-Criterios de exclusion

-Etilismo cronico activo

-Enfermedad hepatica descompensada (Child-Pugh B o C)
-Hepatocarcinoma u otra neoplasia maligna

-Enfermedad sistémica o crdnico-degenerativa descompensada

-Edad mayor a 65 afios

-Pacientes con mal apego a tratamiento antiviral

-Pacientes que presentan efectos adversos asociados a tratamiento antiviral
-Pacientes ya demostrados como no respondedores a tratamiento antiviral
-Pacientes que no brinden consentimiento para ser incluidos en el estudio

8.-Criterios de eliminacion

-Defuncidn

-Pacientes que desarrollen intolerancia o efectos adversos del tratamiento
antiviral

-Pacientes que deseen abandonar el estudio una vez iniciado

9.-Cédula de recoleccion de datos



NOMBRE SEXO EDAD IL-15 Oxido Nitrico Insulina

10.-Descripcion general del estudio

Se llevé a cabo un estudio prospectivo, observacional, transversal, abierto,
clinico, comparativo y aplicado durante el periodo de marzo a junio de 2009,
en la poblacion de pacientes infectados por VHC en el Hospital Regional Lic.
Adolfo Lopez Mateos del ISSSTE aceptados para protocolo de tratamiento
antiviral con PEG-IFN alfa2a o b y ribavirina.

En estos pacientes se midieron niveles séricos de IL-15, de NO vy de insulina.
Estos ultimos fueron comparados con los niveles control considerados
normales indicados por el laboratorio que examind las muestras, para
posteriormente ser comparados entre si. Al término del estudio, se busco
determinar si los niveles de IL-15, ON e insulina mostraron una relacién en los
pacientes con infeccion cronica por VHC.

11.-Analisis de datos

Realizado con el paquete estadistico SPSS versién 10.0

12.-Métodos matemadticos para el andlisis de los datos

-Se calculd la media de cada una de las variables, y la comparacién entre ellas
se realizé mediante la prueba de “T” de Student, tomando en cuenta un valor
significativo de “p” cuando éste fuera menor de 0.05.



13.-Elementos fisicos utilizados

Kit comercial IL-15 immunoassay RD
Kit comercial NO immunoassay RD
Medicién de niveles de insulina por laboratorio central ISSSTE



VII.-RESULTADOS

Se estudiaron muestras séricas de un total de 55 pacientes con infeccion
crénica por VHC que han recibido tratamiento antiviral en el HRLALM, de los
cuales 20 pertenecen al sexo masculino (36.4%) y 35 al sexo femenino
(63.6%) (Tabla 1, grafica 1), cuyas edades oscilaron entre los 35y los 65 afios.

Tabla 1. Distribucidn de pacientes por sexo.

SEXO
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid Masculino 20 36.4 36.4 36.4
Femenino 35 63.6 63.6 100.0
Total 55 100.0 100.0
Fuente: Directa
Sexo
Masculino

36T

[ FeEmenino
64%

Grafica 1. Porcentaje de pacientes estudiados segun sexo.




Fuente: Directa

En estas muestras se midieron niveles séricos de IL-15, encontrando 44
pacientes con niveles negativos (no detectables) (80%) y 11 pacientes con
niveles positivos (detectables) (20%) (Tabla 2, Gréfica 2).

Tabla 2. Distribucion de niveles séricos de IL-15

15 (pg/ml)
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid  IL-15 (pg/ml) Negativa 44 80.0 80.0 80.0
IL-15 (pg/ml) Positiva 11 20.0 20.0 100.0
Total 55 100.0 100.0

Fuente: Directa

IL-15 (pg/ml)

50
45
40
35 +
30
25 -
20
15
10

Numero de pacientes

11

Negativa Positiva

Grafica 2: Distribucidon de niveles de IL-15

Fuente: Directa



Tras cuantificar los niveles séricos de NO en todas las muestras, se encontrd
que 21 pacientes (38.2%) presentaron niveles dentro de rangos normales
(considerados como una cifra menor a 5 mmol/ml), mientras que 34
pacientes (61.8%) mostraron niveles por arriba del limite normal (Tabla 3,
Gréfica 3).

Tabla 3. Distribucion de niveles séricos de NO

ON
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid  Oxido Nitrico Normal 21 38.2 38.2 38.2
Oxido Nitrico Elevado 34 61.8 61.8 100.0
Total 55 100.0 100.0

Fuente: Directa
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Grafica 3: Distribucidon de niveles séricos de NO

Fuente: Directa



Los niveles séricos de insulina se encontraron dentro de limites normales
(considerados menores a 20 pU/ml) en 36 pacientes (65.5%), mientras que
en 19 muestras (34.5%) dichos niveles se detectaron por arriba del limite
superior normal (Tabla 4, Grafica 4).

Tabla 4. Distribucion de niveles séricos de insulina

INSULINA
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid Insulina Sérica Normal 36 65.5 65.5 65.5
Insulina Sérica Elevada 19 34.5 34.5 100.0
Total 55 100.0 100.0

Fuente: Directa
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Grafica 4. Distribucidon de niveles séricos de insulina

Fuente: Directa



Al dividir los grupos tomando como variable independiente a IL-15, el nivel
promedio de NO encontrado en los pacientes con IL-15 no detectable fue de
7.49 mmol/ml, mientras que en los pacientes con IL-15 en niveles
detectables, la cifra promedio de NO fue de 16.50 mmol/ml (Tabla 5).

Tabla 5. Niveles medios de NO segun IL-15

Descriptive Statistics

15 (pg/ml) N Mean Std. Deviation

IL-15 (pg/ml) Negativa ~ ON_CONC 44 7.4940 6.4866
Valid N (listwise) 44

IL-15 (pg/ml) Positiva ON_CONC 11 16.5000 11.0349
Valid N (listwise) 11

Fuente: Directa

De la misma manera, al utilizar nuevamente IL-15 como variable
independiente, el promedio de los niveles séricos de insulina en el grupo con
IL-15 no detectable fue de 23.19 U/ml, mientras que en pacientes con niveles
detectables de IL-15 fue de 30.64 U/ml, sin mostrar diferencia significativa
(Tabla 6).

Tabla 6. Niveles medios de insulina sérica segun IL-15

Descriptive Statistics

15 (pg/ml) N Mean Std. Deviation

IL-15 (pg/ml) Negativa ~ INSUL 44 23.1955 26.5466
Valid N (listwise) 44

IL-15 (pg/ml) Positiva INSUL 11 30.6455 25.3234
Valid N (listwise) 11

Fuente: Directa



Al realizar andlisis bivariado a los resultados arriba mencionados mediante
prueba de “T” de Student, se encontrd que los niveles séricos de insulina no
se relacionan con la positividad o negatividad de IL-15 (p=0.40); por el
contrario, una relacién estadisticamente significativa entre la deteccidn de IL-
15 con los niveles séricos de NO (p = 0.003) si fue detectada (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis bivariado de IL-15 con NO e insulina mediante prueba “T” de
Student

Independent Samples Test

Lewvene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference Difference Lower Upper
INSULINA  Equal variances
assumed 1.395 .243 -.841 53 .404 -.14 .16 -.46 .19
Equal variances
not assumed -.789 14.346 443 -14 17 -51 23
ON Equal variances
assumed 5119.800 .000 -3.111 53 .003 -.48 .15 -78 -17
Equal variances
not assumed -6.266 43.000 .000 -.48 7.62E-02 -.63 -32

Fuente: Directa




VIII.-DISCUSION

En la literatura mundial son ya bien conocidas las alteraciones que presentan
diversas citocinas y moléculas proinflamatorias en los pacientes con infeccion
crénica por VHC. Sin embargo, la mayoria de los estudios sélo han buscado
comparar una misma variable entre dos grupos similares, o relacionar un
maximo de dos variables en esta poblacion de pacientes.

Las metas que perseguia este estudio eran, en primer lugar, determinar los
valores séricos de tres moléculas que, como se vio en el marco tedrico,
juegan un importante papel en la regulacion de las respuestas inmunes e
inflamatorias en diversos tejidos, y que se cree pueden ser determinantes
para la evolucidn a cronicidad del VHC. En segundo lugar, se buscé encontrar
una relacion entre dichas variables, con el fin de descubrir posibles relaciones
fisiopatologicas entre ellas, y asi proponer nuevas vias de investigacion.

Como se esperaba, los niveles séricos de IL-15 en el mayor porcentaje de la
poblacidn de pacientes con infeccion crénica por VHC se encuentran bajos o
indetectables, lo que puede muy bien servir como evidencia de una posible
disfuncion en los sistemas de inmunidad innata mediados por una respuesta
Th1, llevando a una falla en la actividad celular de defensa y permitiendo la
evolucion de la infeccidon hacia la cronicidad.

Por otro lado, los niveles de insulina en la mayoria de los pacientes de
nuestra muestra se encontraron dentro de limites normales. Este hallazgo se
contrapone con lo publicado por estudios similares, que establecen que
sobre todo en las mujeres infectadas por VHC los niveles de insulina tienden
a elevarse, sirviendo como marcadores de un estado de resistencia sistémica
y hepatica probablemente desencadenado por el proceso inflamatorio viral.
El mayor problema con esos estudios es que los pacientes que muestran




niveles elevados de insulina también tienden a presentarse con cierto grado
de sobrepeso y esteatosis hepadtica, lo que no permite determinar una
verdadera relacion causa-efecto entre ambos factores; es decir, si es el VHC
el que provoco la resistencia a la insulina y a la larga llevd a sobrepeso y
esteatosis, o si por el contrario es el sobrepeso previamente existente el que
condicione la resistencia y una mayor inflamacién hepatica que puede llevar
a cronicidad vy fibrosis la infeccion por VHC, siendo esta ultima la teoria mas
apoyada hasta el momento.

Los hallazgos mas interesantes de nuestro estudio se relacionan con los
niveles séricos de NO, ya que en forma inesperada se encontrd que los
pacientes que presentan actividad de IL-15 detectable son quienes muestran
también los mayores niveles de NO, con una asociacion significativa tras el
analisis bivariado por “T” de Student. Una interpretacion a estos hallazgos
podria ser que la elevacidon de IL-15 desencadena una respuesta inflamatoria
hepatica persistente, inicialmente por inmunidad celular innata vy
posteriormente por linfocitos T de memoria, lo que a su vez provoca daio al
endotelio y a los hepatocitos (tanto infectados como cercanos al sitio de
inflamacion), con posterior induccion de eNOS e iNOS, elevacion en los
niveles y consumo de arginina y finalmente sobreproduccion de NO, mismo
que a su vez puede perpetuar el proceso inflamatorio a través de la
liberacidn de radicales libres de oxigeno, aumentando asi el dafo hepatico.
Sin embargo, por el tamafio de nuestra muestra esto apenas puede ser una
especulacidn, y se requerira de mas investigacion a este respecto para
corroborar nuestros hallazgos y encontrar una explicacion causal mas
completa, si la hubiese.



IX.-CONCLUSIONES

En la mayor parte de los pacientes con infeccidn crénica por VHC analizados
en este estudio los niveles de IL-15 se encontraron indetectables, lo que
puede explicar en parte su evolucion a cronicidad. Por otro lado, aunque los
niveles séricos de insulina no mostraron relacidon con la IL-15, los niveles de
NO si van de la mano con la deteccion o no deteccion de esta citocina, lo que
puede sugerir la presencia de un nexo fisiopatolégico entre la produccion de
ambas moléculas, aunque se requiere de mayores estudios para establecer
con mas firmeza esta asociacion.
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