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l. INTRODUCCION

La esteatosis hepatica, es definida como una acumulacion excesiva de lipidos en el citoplasma
de los hepatocitos, lo cual es frecuente en pacientes con infeccion crénica por VHC. El examen
histolégico de las biopsias obtenidas de pacientes infectados con VHC muestra que en mas del
50% de estos pacientes existe esteatosis hepatica en diferentes estadios @) Esta alteracion se
da en estos pacientes aln en ausencia de otros posibles factores esteatogénicos, como
alcohol, drogas. Se ha observado que el grado de esteatosis hepética esta directamente

relacionado con el nivel de replicacion viral del VHC ¢¥

El comprender los mecanismos que causan esteatosis hepatica en pacientes infectados por
VHC ha sido dificil debido a la existencia de diversos cofactores metabolicos. El paciente con
VHC pueden desarrollar esteatosis como consecuencia de  sindrome metabdlico
concomitante, posiblemente asociado con diabetes tipo 2, obesidad o incremento del indice de
masa corporal (IMC) @3 se ha propuesto que en pacientes infectados por VHC coexisten dos
tipos de esteatosis. El primero de tipo metabdlica observado principalmente relacionado con
un incremento del IMC, dislipidemia, y resistencia a insulina. El segundo, de tipo viral que se
desarrolla en ausencia de cualquier factor esteatogénico y que esta relacionado directamente
con la infeccién por el VHC. ElI VHC puede estar involucrado como cofactor en el desarrollo de
esteatosis hepdtica tipo viral, ya que por si mismo puede inducir resistencia a la insulina que

consecuentemente favorece el desarrollo de esteatosis hepética

La infeccion por el virus de la hepatitis C induce varios mecanismo muy complejos que llevan a
la inflamacién, resistencia a la insulina, esteatosis, fibrosis, apoptosis, alteracién en la
expresion de genes, y carcinoma hepatocelular. “58- En la actualidad la infeccién por VHC se
considera una causa de sindrome de metabdlico. Al tratar la infeccion por VHC como una
enfermedad metabdlica se puede tener enfogues novedosos para el entendimiento de la
patogénesis del VHC asociada a la esteatosis hepética. Varios mecanismos han sido
propuestos para explicar como la infeccion por VHC puede inducir resistencia a la insulina, por

ejemplo el estrés oxidativo, algunas proteinas no estructurales, la proteina central del virus, y



como un evento asociado la produccién de citocinas “® En este trabajo, proponemos que el
VHC tiene una interferencia especifica en el metabolismo de lipidos a partir de alteraciones en
citocinas que estan relacionadas con la liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
de otras citocinas liberadas en el transcurso de la activacion de las células fagociticas (células

Kupffer) por proteinas virales %+

2 se ha

En la infeccion cronica por VHC que se ha asociado con sindrome metabdlico
documentado que el tejido adiposo abdominal es una fuente importante de moléculas pro-
inflamatorias, como son, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 1 (IL-1), la
interleucina 6 (IL-6), y otras adiposinas como el factor transformante de crecimiento tipo beta
(TGF-B) y la adiponectina, que se relacionan con el desarrollo de resistencia a la insulina =
Esta Ultima se ha relacionado con otras enfermedades asociadas a la obesidad, tales como

hipertension arterial, ateroesclerosis, y diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

La fibrosis hepatica es un proceso dinamico por el cual el higado responde a condiciones de
dafio persistente. Esto lleva al depésito de fibras de matriz extracelular, regeneracion alterada
del hepatocito, modificacién en la arquitectura microvascular y cirrosis. La evidencia demuestra
gue la obesidad y la resistencia a la insulina se asocian con un proceso de progresién
fibrogénico mas severo y mas rapido, por lo que Ultimamente se ha enfocado mucho en el

posible lazo entre tejido adiposo y reparacion hepatica.

El aumento en la sintesis de ROS activa la via del factor de transcripcién KAPPA B (NF-Kb) vy
esto supone un aumento en la sintesis de TNF-a e IL-1 y la disminucién en la sensibilidad a la
insulina que favorece el inicio de la hiperinsulinemia y la dislipidemia, asi como la aparicion de
esteatosis hepatica en pacientes con virus de la Hepatitis C (4.

Se ha observado resistencia a la insulina, hiperinsulinemia en enfermos con infeccion cronica

por VHC (sobre todo en pacientes infectados con genotipos 1y 4 #5617



El objetivo de nuestro trabajo fue determinar las posibles diferencias en la concentracion sérica
de las citocinas pro-inflamatorias relacionadas con el desarrollo de resistencia a la insulina

entre pacientes infectados por VHC con hiperinsulinemia versus normoinsulinemia.



RESUMEN

Introduccion: La infeccion por virus de hepatitis C (VHC) ha sido asociada con resistencia a la
insulina, sindrome metabdlico. Sin embargo, mientras la resistencia a la insulina ha sido
asociada con un estado proinflamatorio, la hiperinsulinemia ha sido ligada con un estado

antiinflamatorio.

Objetivos: Determinar la presencia de diferencias inmunolégicas o histoldgicas en pacientes

con infeccién cronica por VHC con o sin hiperinsulinemia.

Métodos: 115 pacientes con infeccion crénica por VHC en tratamiento con Interferon pegilado-
a + Ribavirina fueron analizados, para realizar la seleccion. El indice de masa corporal y la
escala Child- Pugh fueron determinados antes de que las tomas de muestras de sangre fueran
obtenidas para las pruebas de funcion hepdtica y perfil bioquimico. El genotipo de VHC y la
carga viral fueron determinadas con el Sistema Amplicor. Los nitritos séricos fueron
determinados con el reactivo Griess mientras el TNF-a, IL-1B8, TGF-B, IL-6, e insulina fueron

determinados por kits comercial ELISA.

Resultados: 20 pacientes tuvieron niveles de insulina séricos > 25 pUl/ml, los 95 pacientes
restantes tuvieron valores normales. Los pacientes con hiperinsulinemia tuvieron un HOMA de
14.8 en contraste con 3.1 en los pacientes con normoinsulinemia. Ninguno de los pacientes
presentaron glucosa > 126 mg/dl. Los triglicéridos estuvieron elevados en pacientes con
normoinsulinemia (163 vs 128 mg/dl). No hubo diferencias en el IMC, ALT, carga viral o
genotipo entre pacientes con hiper y normoinsulinemia, aunque hubo mas pacientes con
cirrosis en el Ultimo grupo (6 vs 2). Las concentraciones de IL-6 y TNF-a fueron menores en
los pacientes comparados con el grupo control (p< 0.001) en contraste con los niveles de

nitritos los cuales fueron altos (10.3 vs 3.7 uMol/l; p < 0.003).

Conclusion: Las diferencias en la concentracion de citocinas pro-inflamatorias y 6xido nitrico
en pacientes infectados por VHC con hiperinsulinemia, sugiere que la resistencia a la insulina

es el origen del dafio hepatico en pacientes con infeccién crénica por VHC.



ABSTRACT

Background. Hepatitis C virus infection has been associated with insulin resistance, metabolic
syndrome. However, while insulin resistance has been associated with a pro-inflammatory state,

high insulin has been linked with an anti-inflammatory state.

Aims. To determine the presence of immunological or histological differences in chronic HCV-

infected patients with or without hyperinsulinemia.

Methods. One hundred and fifteen chronic HCV-infected patients under pegylated IFN-o +
ribavirin treatment were analyzed. Body mass index and Child-Puigh score were determined
before blood sera samples were obtained for liver function tests and biochemical profile. HCV
genotype and viral load were determined with the Amplicor System. Serum nitrites were
determined with the Griess reagent whereas TNF-a, IL-18, TGF-f, IL-6, and insulin by

commercially available ELISA kits.

Results. Twenty patients had serum insulin levels >25 pUl/ml, the remaining 95 patients had
normal values. Hyperinsulinemia patients had a 14.8 HOMA-IR value versus 3.1 in
normoinsulinemia patients. None of the patients had a glycemia value >126 mg/dl.
Tryglycerides concentration was increased in normoinsulinemic patients (163 vs 128 mg/dl).
There were no differences in BMI, ALT, viral load or genotype between hyper- and normo-
insulinemia patients, although there were more patients with cirrhosis in the latter group (6 vs
2). IL-6 and TNF-[1 concentration was lower in patients than controls (p<0.001) as opposed to

nitrites concentration which was higher (10.3 vs 3.7 uMol/l; p <0.003).

Conclusions. Differences in the concentration of pro-inflammatory cytokines and nitric oxide in
hyperinsulinemic HCV+ patients, suggest that insulin resistance is the origin of hepatic damage

in patients with chronic HCV infection.



l. DEFINICION DEL PROBLEMA

En pacientes con infeccién por virus de hepatitis C (VHC) que eficacia tiene el tratamiento a
base de interferon-a exégeno en intensificar el estado proinflamatorio necesario para erradicar

el virus?



I.  ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

El virus de Hepatitis C (VHC) es el tinico miembro del género Hepacivirus de la familia Flaviviridae,
mide 50 nm. El VHC esta constituido por un genoma de una sola cadena de ARN positiva de 9.6
Kb con sentido positivo que incluye una region 5 no codificadora de 341 bases, un marco de
lectura abierta (ORF) tnica de 9033-9099 bases y una regién 3’ no codificadora. ®

La hepatitis C es la primera causa de cirrosis y cancer hepatico en el mundo, afectando
aproximadamente 3.2 millones de americanos. La forma mas comudn de transmision del VHC, en
orden descendiente de frecuencia es el uso de drogas intravenoso, transfusién de sangre (antes de
introduccién en 1992 de prueba de deteccién de anticuerpos para VHC), exposicion sexual.
Actualmente la prevalencia de anticuerpos HVC es del 1.8% en poblacion general, y de 0.6% en

donantes de sangre voluntarios. 9 q prevalencia es mayor en el sexo masculino, afroamericanos

y mexicanos.

La infeccién por VHC es asintomética en la mayoria de los casos. Los sintomas se desarrollan en
una tercera parte de pacientes con infeccion aguda, y la mayoria de pacientes con infeccion
cronica tienen pocas manifestaciones hasta que el desarrollo de cirrosis @)- | 3 historia natural de
la hepatitis C es variable; la infeccion aguda desaparece en 20% de pacientes, se desarrolla
infeccién crénica en el 80% de los casos, 15-20% con infeccion cronica desarrollaran cirrosis en
15 a 30 afios aproximadamente. El riesgo anual de hepatocarcinoma es del 1-2% en paciente
cirréticos %

Se han identificado seis genotipos del VHC que varian en la secuencia de nucleétidos en un 30-
50%. Los aislamientos del mismo genotipo presentan una homologia de secuencia media del 95%.
Los subtipos de cada genotipo presentan una homologia de secuencia media del 80%. Por el
contrario , los genotipos diferentes muestran una similitud de secuencia de Unicamente alrededor
del 65%. El genotipo 1 es el mas frecuente (40-80%) y existe en todo el mundo. Los subtipos 12 y
1b son los de mayor prevalencia en EE. UU. Y cada uno de ellos se observa en aproximadamente

el 35% de los casos. El subtipo 1b es el més prevalente en Europa, Turquia, Japén y Taiwan. El

genotipo 2 también estd muy distribuido aunque es menos frecuente que el genotipo 1 (10-40%). El



genotipo 3 es mas frecuente en India, Pakistan, Australia y Escocia. El genotipo 4 se observa
predominantemente en Oriente Medio y Africa; el genotipo 5 en Sudamérica, y el tipo 6 en Hong
Kong y Macao®??,

En México, se ha informado que el genotipo predominante es el 1b, el cual se caracteriza por

desarrollar una rapida resistencia frente al IFA-interferén alfa ¢

La rapida replicacion del VHC vy el elevado nimero de hepatocitos infectados constituye un reto
para el sistema inmune celular. La infeccion por VHC desencadena una respuesta de anticuerpos
especifica, con células T CD 8+ y CDA4+ especificas contra el virus, tanto circulantes como
infiltrantes del higado y de actividad de células NK.

La respuesta de células T CD8+ especificas contra VHC es policlonal y se dirige contra diferentes
epitopos de las regiones estructural y no estructural de la poliproteina viral (core, envoltura, NS3,
NS4 y NS5). La cantidad de células T CD8+ que producen interferén y se encuentra comprometido
en la eliminacion viral en los momentos iniciales de la infeccion. Las respuestas de las células T
CD8+ especificas contra antigenos de VHC son detectables hasta 20 afios después de la infeccién
en personas en las que se resuelve la hepatitis C pero no en las que tienen infeccidén persistente
por VHC, lo que sugiere que el mantenimiento de las células T CD8+ determina la evolucion
benigna de la enfermedad®.

El hecho de que la carga infecciosa supere la capacidad de la respuesta de linfocitos T citotéxicos
(LTC) es causa de la persistencia de la infeccion. La expresion definitiva de VHC depende del
equilibrio entre las respuestas de CD4+ de tipo 1 (Thl) y tipo 2 (Th2). Las respuestas de las
citocinas, moléculas reguladoras que desempefian una funcién importante en los diferentes
procesos patoldgicos y fisioldgicos, producidas por los subgrupos de células T colaboradoras CD4
se denominan Thl, Th2 y ThO. Las respuestas del tipo Thl son la secrecion de IL2, IL1, IL6, TNF-a
e IFN-y, que son estimulos importantes para la respuesta inmune antiviral del huésped e incluyen
la generacion de LTC y la activacion de células NK . Las respuesta de tipo Th2 producen IL-4, IL-

10 que incrementan la produccién de anticuerpos y regulan hacia abajo la respuesta TH1 ¥



En los pacientes con infeccidn crénica por VHC se ha observado una activacion elevada de células
T junto con elevacion de las concentraciones séricas de numerosas citocinas. La estimulacion
peptidica de clonos de células T con especificidad VHC procedentes de la sangre periférica o del
higado da lugar a una respuesta de citocinas predominantemente Thl, con liberacién de IL-1, IL-6,
IFN-y y TNF-a ¢>29)

Los agentes antivirales, interferén-a y ribavirina han sido ampliamente utilizados para el tratamiento
de infeccion crénica por VHC, con el objetivo de prevenir el desarrollo de cirrosis hepatica y
carcinoma hepatocelular(zo). El Interferon-a , que es una citocina importante en la inmunidad innata,
actla a través de receptores de superficie celular que por medio de sefiales del sistema de
kinasas, sefales de traduccion y activacion de transcripcion induce la estimulacion de genes de
INF. Inhibe la replicacion a través de mecanismos antiviricos directos como: Inhibicién de la unién
y cobertura del virus, induccién de proteinas y ribonucleasas intracelulares; amplificacién de
respuesta inmune especifica o inespecifica @ sin embargo parece existir una evasion inmune
como mecanismo de defensa del VHC que persiste a pesar de la aplicaciéon de interferon-a
exbgeno, con el que se esperaria intensificar el estado proinflamatorio ya existente por regla en un

proceso infeccioso como el VHC, y con esto incrementar la posibilidad de erradicar el virus®",



l. OBJETIVOS

V a. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si existe diferencia del estado proinflamatorio en pacientes con infeccién crénica por VHC
e hiperinsulinemia, sin y con tratamiento a base de interferon a, mediante la deteccidn sérica de

IL-1 e IL-6 y TNF-a.

V b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar los niveles séricos de IL-1, IL-6, TNF-a, antes, y durante el tratamiento con

interferén-a en pacientes infectados con VHC:

e Medidos con kits comerciales de la marca R & D systems, con limite de
sensibilidad del ensayo para IL-6 de 0.48-1500 pg/ml, para IL-1 es 0.12-8.0
pag/ml, para TNF-a de 0.5-32 pg/mi

¢ L os valores normales para IL-6 son < 1 pg/ml, IL-1 <2 pg/ml, TNF-a < 1.2 pg/ml

e Correlacionar los niveles de IL-1, IL-6, TNF-a en pacientes infectados por VHC e

hiperinsulinemia



Il HIPOTESIS

VI a. HIPOTESIS NULA. El interferén alfa incrementa el estado proinflamatorio, con lo cual

ayuda a eliminar la infeccion por virus de hepatitis C.

VI b. HIPOTESIS ALTERNA. El tratamiento con interferén alfa exdgeno no aumenta el estado

proinflamatorio como es de esperarse, para erradicar al virus de hepatitis C.



M. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La infeccién por virus de hepatitis C es la causa mas importante a nivel mundial de cirrosis y
hepatocarcinoma. El tratamiento convencional a base de interferén-a y ribavirina presenta altas
tasas de recaidas y efectos adversos; ademas el costo de un curso de 48 semanas de tratamiento
es aproximadamente de $ 30,000 a 40,000; lo cual representa una inversion elevada para esta
institucion y el sistema nacional de salud. Una de los mecanismos de accion del interferon-a
para erradicar el VHC es intensificar la respuesta inmune. Mediante la medicién de las principales
citocinas proinflamatorias a nivel sérico, como IL1, IL6, TNF a, con kits comerciales de la marca R
& D systems; permitira de una manera confiable y accesible evaluar la eficacia de la respuesta
inmune del huésped, asi como de la utilidad del tratamiento a base de interferon-a exégeno en

amplificar el estado proinflamatorio, para facilitar la erradicacién del virus de una manera exitosa



l. MATERIAL Y METODOS

VIl a. Disefio del estudio.

Se llevd a cabo un estudio Prospectivo, longitudinal, comparativo, clinico, aplicado durante el
periodo comprendido entre abril del 2009 a mayo del 2010. De 115 pacientes con diagnoéstico de
Hepatitis C del Servicio de Gastroenterologia del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lépez Mateos”,
ISSSTE, solo se seleccionaron aquellos pacientes con una historia de infeccion crénica por VHC,
con al menos 25 afios de evolucion y no que hubieran recibido tratamiento médico en el momento
del estudio. El diagnéstico de infeccion por VHC fue confirmado por métodos serolégicos (ELISA) y
moleculares (PCR). La toma de muestra de sangre se realizo antes de inicio de tratamiento y
posteriormente a la semana ocho de haber iniciado el tratamiento, ya que en esta semana se

considera que el PeglFN- a alcanza un nivel adecuado a nivel sistémico (17).

El estadio de la enfermedad hepética habia sido previamente evaluado a través de la escala Child-
Pugh. La carga viral se determind con el Sistema Amplicor (Roche) con un valor de corte de
<50IU/mL. La toma de muestra se realizo antes de iniciar tratamiento y en la semana 8 de iniciado
el tratamiento combinado. Los pacientes infectados por VHC fueron divididos en dos grupos de
acuerdo a su nivel de Insulina en suero (punto de corte para los individuos sanos en México se ha
fijado en 17+4.5 uU/mL, con un limite maximo de 24IU/mL (18)). Los individuos con niveles de
insulina en ayunas igual o mayor de 25uU/mL se consideraron con hiperinsulinemia y se incluyeron
en el grupo A, los que tuvieron valores mas bajos se incluyeron en el grupo B. La valoracion del

indice de fibrosis hepatica se realizo por biopsia hepética.

El protocolo fue llevado a cabo de acuerdo con la declaracion de Helsinki y con la aprobacion del
Comité de Bioética del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lépez Mateos”, ISSSTE. Todos los pacientes

y los individuos control firmaron un consentimiento informado por escrito.



VIl b. Perfil Bioquimico

Las muestras de sangre se tomaron después de un ayuno nocturno (minimo de 12hrs). En el perfil
bioquimico completo se evallo en nivel de colesterol total, triglicéridos, aspartato amino transferasa
(AST), alanina amino transferasa (ALT), bilirrubina total, albimina, glucosa e insulina). Las pruebas
bioquimicas de rutina se realizaron de acuerdo al manual del ensayo enzimatico (Human
Gesselschaft fur Biochemica und Diagnostica mbH, Germany). Los niveles de Insulina fueron
detectados por inmunoensayo enzimatico (DakoCytomation Ltd, Denmark House, UK). La
resistencia a la insulina se evaluo por el “Homeostasis Model of Assesment” (HOMA) de acuerdo a
la férmula descrita por Yokohama et al .

Citocinas séricas

La concentracién de las citocinas séricas evaluadas (TNF-a, IL-1, IL-6 y TGF-3) se determind por
kits comerciales (R&D Systems) siguiendo las especificaciones del fabricante. Al final del ensayo,

las placas se leyeron a 450nm y se corrigid6 a 570nm en el lector para ELISA EL-311. Los

resultados se expresaron en ng/mL y se analizaron con el programa Bio-Tek’s Genb.

VIl c. Grupo de estudio.
Pacientes con diagnéstico de infeccidn por virus de hepatitis C, atendidos en forma consecutiva en
la consulta externa de Gastroenterologia en el Hospital Licenciado Adolfo Lépez Mateos de

México, DF, que cumplieron los criterios para inicio de tratamiento a base interferon-a y ribavirina.

VIl d. Grupo problema.

Pacientes con infeccién por VHC en tratamiento con interferén-a y ribavirina

VIl e. Grupo testigo
Como testigo se utilizaron los valores de referencia considerados como normales por los

laboratorios que disefiaron los reactivos utilizados



VII f. Tamafio de la muestra.

- Por conveniencia

- N=0.25N = 80

(a/z)? (N-1) +0.25

N= tamafio de la poblacion
alfa = es el valor del error tipo 1
z es el valor del numero de unidades de desviacién estandar para una prueba de dos colas con
una zona de rechazo igual alfa.
0.25 es el valor de p® que produce el méaximo valor de error estandar, esto es p = 0.5
n es el tamafo de la muestra.
El valor que toma al inicio del programa para el error alfa, es del 5 % ( 0.05) con un nivel de

confianza de 95 % (0.95) lo que equivale a un valor de z de 1.959963985 (a nivel practicol.96)

VIl g. Criterios de inclusion.

Pacientes con diagnéstico de VHC por anticuerpos y confirmacién por PCR cuantitativo.

Cualquier genotipo es incluido (genotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6)

Pacientes que cumplan los requisitos ya establecidas a nivel mundial, para iniciar
tratamiento con interferén-a y ribavirina

Edad menor de 65 afios



VIl h. Criterios de exclusion.

» Hepatopatia descompensada

= Enfermedades autoinmune incontrolables

= Alteraciones hematoldgicas

=  Embarazo

» Enfermedad psiquiatrica

» Incapacidad de apego al tratamiento

= Consumo de alcohol, drogas

= > 65 afios

VIl i. Criterios de eliminacion.
o Defuncion
e Pacientes que no acepten participar en el estudio
e Pacientes en quienes se suspenda el tratamiento para VHC por efectos adversos propios

del medicamento.



VIl j. Cédula de recoleccion de datos

VARIABLES

Edad Afos

Sexo Femenino/Masculino
Genotipo Tipo de genotipo

PFH completas

Antes del inicio de Tx, durante el tratamiento,

seguimiento

USG Hepatico

Antes de inicio de Tratamiento

Panel viral

Positivo para VHC

Carga viral

Antes del tratamiento, a las 8 semanas de

tratamiento

Niveles séricos de IL-1,

IL-6, TNF-a

Valor en pg/ml Antes del inicio de Tx, durante

el tratamiento

Tratamiento

interferon-a

con

Inicio, termino del tratamiento de acuerdo al

genotipo




VIl k. Descripcion general del estudio.

En pacientes con diagnostico de infeccion por VHC con deteccidon de anticuerpos positivos, y
confirmado por PCR cuantitativo, que cumplan con los criterios para el inicio de tratamiento a base
de interferon-a y ribavirina, en el periodo de tiempo comprendido de Abril 2009 a Mayo del 2010;
se le tomara una muestra de suero fresco antes del inicio del tratamiento, y a las 8 semanas del
mismo, para medir IL-2, IL-6, TNF-a, cuyos valores normales para IL-6 son < 1 pg/ml, IL-1 < 2
pg/ml, TNF-a < 1.2 pg/ml. La medicién se realizaran con kits comerciales de la marca R & D
systems, con limite de sensibilidad del ensayo para IL-6 de 0.48-1500 pg/ml, para IL-1 es 0.12-8.0

pg/ml, para TNF-a de 0.5-32 pg/ml.

VIl I. Andlisis de datos.

Realizado con el paquete estadistico SPSS version 10.0

VII m. Métodos matematicos para el analisis de los datos

Los datos numéricos se expresan como la media +SEM (error estandar de la media). La
comparacién de los valores obtenidos de ambos grupos fueron evaluados por ANOVA y por T —
Student’s utilizando el Softward SPSS version 16. El valor de p < 0.05 se considerd

estadisticamente significativo



VII n. Recursos
Recursos humanos:
- Investigadores: Mayra Gpe Santiago Arano, Luis Felipe MontafioEstrada, Luis Alberto
Salazar LOPEZ

- Pacientes infectados con VHC

Recursos fisicos:
- Libreta de registro de pacientes
- Reportes de laboratorio, gabinete e histopatologia durante el seguimiento del estudio
- kits comerciales de la marca R & D systems
- Hoja de recoleccion de datos
- Lapices

- Computadora (Excel, Word, SPSS versién 13.0)

VIl 0. Financiamiento.
Costo de la investigacion.
- Recursos disponibles en el hospital Adolfo Lopez Mateos

- kits comerciales de la marca R & D systems de la UNAM

VIl p. Aspectos Eticos.
A los pacientes se les solicitdé su consentimiento informado por escrito, para la toma de una
muestra de suero fresco antes de iniciar el tratamiento, a la mitad de este y al finalizar, sin

modificar el tratamiento ni el tiempo de duracion de este.



l. RESULTADOS

A partir de los 115 pacientes analizados, se encontraron 20 pacientes con hiperinsulinemia
determinada por un valor de insulina sérica mayor a 25 IU/mL(grupo A); para fines estadisticos se
generd un segundo grupo de 20 pacientes infectados normoinsulinémico (grupo B), y como control
se obtuvieron muestras de 20 individuos sanos pareados por edad y sexo sin historial ni
antecedentes de infeccidn por VHC. La media del valor promedio de insulina de los pacientes del
grupo A (hiperinsulinemia) fue de 61.7 £ 9.6 IU/mL, mientras que los pacientes del grupo B y los
controles tuvieron una concentracion de insulina mas bajo (23.1 + 1.6 y 16.3 + 0.7 IU/mL
respectivamente). Las diferencias entre los valores del grupo A y grupo B o los controles fueron
estadisticamente significativas (p< 0.001 y p<0.0002, respectivamente). La Tabla 1 muestra los
valores séricos medios de concentracién y caracteristicas de los individuos en ambos grupos

infectados por VHC y el grupo control.

En la tabla 1 se puede observar las caracteristicas clinicas de los grupos en estudio. No hubo
diferencias de género o de edad entre los grupos. El peso en kilogramos fue mayor en los
pacientes del grupo A en comparacién con el grupo control; los individuos del grupo B tenian,
también, valores més altos de peso, aunque no estadisticamente significativo en comparacion con
el grupo control (72.1 + 2.2 y 68.3 + 5.6 vs. 59.6 + 2.6, p<0.0001). La media de indice de masa
corporal en el grupo control fue menor que en los dos grupos infectados por el VHC (28.4 + 1.1y

26.7 + 1.7 vs. 22.3 £ 0.68, p<0.004).

La proporciéon de pacientes con infeccién por VHC genotipo 1 o 2 fue similar en ambos grupos y
no hubo diferencia estadistica entre la cantidad de copias de ARN-VHC en ambos grupos. Todos
los pacientes de los grupos Ay B recibieron tratamiento combinado PeglFN-a2a/2b y Ribavirina, en

funcién del peso, y del genotipo viral.



El valor de HOMA fue estadisticamente diferente entre los tres grupos (14.8 + 10.2 para el grupo A,
3.1 £ 1.3 para el grupo By 3.4 + 0.6 en el grupo control, p<0.0001 entre el control y el grupo B

contra el grupo A)

Los valores de colesterol no mostraron cambios significativos, asi como los de triglicéridos se
encontraron dentro de valores normales; vale la pena mencionar que estos Ultimos presentaron
una concentracion mas alta en los pacientes del grupo B (Tabla 1). Los valores de albumina

estuvieron dentro de rangos normales en los tres grupos.

Los valores de glucosa fueron elevados solo en dos de los pacientes con VHC del grupo Ay en
uno del grupo B; los niveles que tuvieron estos pacientes se encontraban menor o igual a 110 y no
mayor a 126mg/dL. El recuento plaquetario promedio fue significativamente menor en ambos
grupos infectados por VHC, siendo significativamente menor en los individuos del grupo A (161 vs.

206 k/uL en el grupo A vs. en los pacientes del grupo B).

Sorprendentemente encontramos que, ninguno de los pacientes incluidos en el grupo Ay B
presentaron valores séricos elevados de IL-1, y TGF-B; los valores séricos de citocinas de ambos
grupos problema tuvieron valores similares que los del grupo control. En relacion a el TNF-a los
pacientes con hiperinsulinemia tuvieron concentraciones significativamente menores que en los
pacientes con normoinsulinemia (P< 0.001). La IL-6 el grupo A presenté una disminucién
significativa con respecto al grupo control (P< 0.001), sin embargo aunque el valor de esta
interleucina con respecto al grupo normoinsulinemia también fue menor la diferencia no alcanzé

significancia estadistica.



Tablal. Caracteristicas y valores séricos de pacientes Hiper- y normoinsulinémicos.
Grupo A (n= 20) Grupo B Control (n=| Valor P
(n=20) 20)
Sexo, femenino 14 14 7
Edad (afios) 49.8+9.7 49.8+12.2 51.2 +
14.9
Peso (kg) 72.1+2.2 68.3+5.6 59.6 + 2.0 |b<0.0001
IMC (kg/m?) 28.4+1.1 26.7 +1.7 22.3+ 0.6 |b,c<0.004
VHC genotipo
1 8 6 0
2 2 4 0
VHC ARN (Ul/ml)(valores | 933,825 (66,800- | 865,930 (13,300- | Negativo
minimos-maximos) 3,666,000) 4,620,000)
Tratamiento
PEG-IFN 2A 8 6 0
PEG-IFN 2B 2 4 0
ALT (Ul/ml) 79.3+ 15.4 57.3 +9.08 25+1.62 b,c <0.003
Concentracion Insulina | 60 + 9.64 13.1+1.64 16.3 +[a,b<0.001
(Ul/ml) 0.767
Hiperglicemia (>110 <1262 1 0
mg/dL)
HOMA-IR 14.8 £10.2 31+13 34+0.6 a,b<0.0001
Colesterol (mg/dL) 157.2+12.9 156.9 + 16.0 156.1 +
11.3
Triglicéridos (mg/dL) 128.6 +21.4 163.7 + 35.8 114+ 19
Albumina (g/dL) 4+04 3.9+0.8 41+04
Plaquetas (k/uL) 161.3 + 20 206.6 + 27 304.7 +|b,c<0.009
22.6
TNF-a (pg/mL)* 6.5+1.2 85+1.9 12.9 +3.5 |b,c<0.001
IL-1B (pg/mL)* 49+2.1 49+17 4.87 1.9 |b,c<0.001
TGF-B (ng/mL) 351+2.2 35.4+3.7 39.8+6.9
IL-6 (pg/mL)* 6.13+2.3 8.13+3.1 9.6 +5.91 |b,c<0.001

*El rango de deteccién del ensayo es 3.13-300 pg/mL para IL-6 y15.6-1000 pg/mL para TNF-a. Los valores normales
para colesterol son 140-239 mg/dL, triglicéridos de 35-135 mg/dL, albumina 3.8-5.1 g/dL, plaquetas 150 a 450
x103/uL, ALT 10-40 IU/ml. a representa la comparacion entre los grupos Ay B, b entre grupo A y el grupo control, ¢

entre el grupo B y el grupo control.



IX. DISCUSION

Nosotros no encontramos diferencias en las pruebas de funcidn hepatica y valores bioquimicos
séricos entre grupos con hiper y normoinsulinemia que pueden estar asociados con el inicio del

sindrome metabdlico o diabetes mellitus.

Nuestros resultados mostraron que ambos grupos de pacientes infectados de manera cronica por
VHC tuvieron sobrepeso asi como una diferencia estadisticamente significativa en el IMC en
comparacion con el grupo control. La infeccion crénica por VHC puede inducir resistencia a la
insulina, esto contribuye a la esteatosis, progresion de fibrosis, DM y resistencia a la terapia con
interferon “*??. La hipétesis de que la prevalencia elevada de DM en pacientes con infeccién por
VHC es una consecuencia de la progresion del dafio hepatico mas que de la infeccion viral por si

| (28).

misma, ha sido corroborado recientemente por Hui et a ellos demostraron que el VHC puede

inducir resistencia a la insulina en fases iniciales del dafio hepético. La obesidad esta asociada
con el desarrollo de resistencia a la insulina en la ausencia de otra entidad patologica @) eg
posible que los niveles altos de insulina en nuestro grupo experimental sea consecuencia del
sobrepeso. Recientemente se ha sugerido que la resistencia a la insulina inducida por infeccién
cronica por VHC mas que contribuir, requiere la coexistencia de hepatitis, esteatosis, y/o fibrosis
@) sin embargo, algunas proteinas de capside del VHC pueden afectar las vias de sefalizacion

mediadoras de insulina “®%

. El desarrollo de esteatosis hepatica, induce una progresion mas
rapida de la enfermedad hepatica y reduccion en la respuesta viroldgica sostenida al tratamiento
con interferén pegilado mas ribavirina lo cual se ha asociado con resistencia a insulina en

paciente infectados por VHC €%,

Algunos resultados no esperados fueron los niveles bajos de citocinas pro-inflamatorias evaluadas
en los pacientes infectados por HVC. Las concentraciones séricas bajas de TNF-a pueden ser
secundarias a una respuesta adecuada de la terapia con interferén-pegilado asi como lo observado

en IL-6 ®Y; una disminucién en la concentracién en la concentracién de TNF-a podria modular la



sintesis de IL-1 e IL-6 ®V. Sin embargo, la carga viral en los dos grupos, pacientes con normo e
hiperinsulinemia, bajo ninguna circunstancia hacen pensar que presentaban una buena respuesta
al tratamiento. Esta diferencia entre valores de citocinas y carga viral abre una discusion en
relacion a lo que podria ser considerado como la terapia gold estandar. Otras de las mayores
diferencias fueron las concentraciones relativamente altas de ALT y las bajas, aunque dentro de
rangos normales, los valores de plaquetas en paciente con hiperinsulinemia vs individuos con
normoinsulinemia. Con estas diferencias podriamos esperar un puntaje alto de Child-Pugh en

pacientes con hiperinsulinemia pero interesantemente este no es el caso.

Oxido nitrico (ON) y ROS puede incrementarse como resultado de proteinas del NS3 o el NS5A o
la respuesta inmune contra el VHC “%. El estrés oxidativo que activa el factor nuclear Kappa B
juega un rol clave en la expresion del TNF-a. El TNF-a inhibe la funciéon del receptor de insulina y
disminuye la expresion del transportador de glucosa en los tejidos periféricos; estos cambios
promueven la resistencia a la insulina favoreciendo el estado de hiperglucemia, hiperinsulinemia y
esteatosis hepética los cuales aumentan el riesgo de desarrollar diabetes 8 Nosotros esperamos
un aumento en los valores del TNF-a pero sorprendentemente no fue asi. Los nitratos se
incrementaron moderadamente en paciente con normo e hiperinsulinemia comparados con el
grupo control 10.3 + 1.8 and 10.7 £ 2.8 vs 3.7 = 0.4 umol/L). TNF-a y IL13 disminuyen la &xido

nitrico sintasa (NOS) ©®

por lo que se esperaban valores bajos de ON pero al mismo tiempo
todos nuestros pacientes estaban bajo tratamiento con interferén pegilado lo cual induce la sintasa
de 6xido nitrico tipo 2 en hepatitis C @) Nuestros pacientes recibieron tratamiento combinado con

Interferén pegilado + Ribavirina. Esta bien establecido que la ribavirina cambia una respuesta

inmune de tipo Th2 a Thl.

La insulina regula la actividad del factor de transcripcion NF-kB ) lo cual regula la sintesis de
TNF-a e IL-1B8. Ademas, la insulina interviene regulando la sintesis de TNF-a asociada con el
proceso inflamatorio . Interesantemente, la insulina también regular la sintesis de ON en las

células endoteliales asi como en células del sistema inmune ® y promueve la diferenciacion de



células T Th2, lo cual puede suprimir la inflamacién cronica asociada con obesidad y DM2. El
resultado obtenido en relacion a la asociacién entre DM2 e infeccién crénica por VHC ©?, falta ser
aclarado. Aungue, nosotros consideremos que el principal papel de la insulina es a nivel
metabdlico, esta también interviene en la sintesis de TNF-a, IL-6 y ON evitando asi una
descompensaciéon metabdlica y de manera secundaria inmune en paciente infectados con VHC; la
falta de diferencia entre los dos grupos de pacientes infectados por VHC pone en duda esta

propuesta y sugiere seguir la evaluacion de este tipo de pacientes.

Ha sido reconocido que el control excesivo de la sintesis asi como la respuesta del TNF-a, puede
retardar el desarrollo de DM2 ™. El desarrollo de DM2 es una consecuencia del dafio hepatico en
fases tardias de la enfermedad derivado por una concentracion alta de insulina y no una

2 reportan que la

consecuencia de la presencia del virus. Recientemente, Behrendt y Ruiz ¢
hiperglucemia en pacientes con VHC no muestran el comportamiento clasico. Ellos encontraron
gue la asociacion entre una historia familiar de diabetes mellitus es mas importante que la
presencia del VHC, y que existe una relacion inversa entre la presencia de intolerancia a la
glucosa en ayuno y carga viral. La hiperinsulinemia en fases tempranas de la infeccién, es un

mecanismo de proteccién que disminuye el proceso pro inflamatorio e incrementa la sintesis de

citocinas anti-inflamatorias, esto atenua el proceso inflamatoria en pacientes infectados con VHC.

Recientemente, el rol de la resistencia a la insulina como mecanismo de proteccion contra el estrés

oxidativo ha sido evaluado ©°.

Cuando un mecanismo es inhabilitado, la descompensacién
metabdlica inicia permitiendo esteatosis y fibrosis y mas tarde diabetes mellitus.
Esto podria suceder en pacientes infectados por VHC. En conclusién nuestros resultados sugieren

que la persistencia de hiperinsulinemia por largos periodos de tiempo, retardan el inicio de

esteatosis y cirrosis.
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