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RESUMEN

Alrededor de 170 millones de personas en el mundo padecen hepatitis C cronica con un alto riesgo
de desarrollar cirrosis y cancer de higado. En la hepatitis C crénica se administra interferon (INF)
pegilado y ribavirina (pegINF+rib) como tratamiento, se puede comprobar que la respuesta al
tratamiento fue efectiva si el virus de la hepatitis C es indetectable en sangre periférica 6 meses
después de haber finalizado el mismo. Sin embargo, del 30-40% de pacientes con hepatitis C
cronica no responde al tratamiento con pegINF+rib, el cual ademas de tener un costo elevado puede
causar efectos adversos como depresion, anemia y enfermedades autoinmunes. Por lo que seria
importante distinguir a los pacientes que responderan al tratamiento de los que no responderan
antes de su administracion. En este trabajo se evaluo la expresion de tres genes que se inducen en
la via de sefializacién de INF (ISGs), el gen inducido por interferon-15 (ISG15), el gen 2°-5'-
oligoadenilato sintetasa 2 (OAS2), el gen de la proteina inducida por INF-y (IP-10) y un gen
involucrado en la regulacion negativa de la via de sefalizacion del INF, el gen supresor de
sefalizacion por citocinas 3 (SOCS3) con el fin de determinar si el analisis estadistico individual o
por correlaciones lineales pueden diferenciar a los pacientes que responden de los que no
responden al tratamiento en la semana 12, en otras palabras, aquellos pacientes que en la semana
12 no presentan carga viral manifiestan una respuesta viral temprana (EVR) y pacientes sin
respuesta primaria (PNR) en el caso contrario. Para lo anterior se recolectd sangre periférica de
pacientes con infeccion cronica por VHC antes y después de tratamiento, se aislaron las células
mononucleares de las cuales se extrajo el ARN para la sintesis de ADN complementario (cCDNA) por
retrotranscripcion y se realiz6 la semi cuantificacion por la expresion de cada gen por PCR de punto
final relativo utilizando como gen control gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH). Al comparar las
muestras de los pacientes EVR y PNR antes del tratamiento se observé que la tendencia en los
pacientes PNR es una menor expresion de ARN mensajero en los genes I1ISG15 y OAS2, una mayor
expresion de SOCS3 y no se observaron diferencias en la expresion de IP10. En las correlaciones
lineales el hallazgo mas interesante fue una correlacion positiva en la expresion de SOCS3 e ISG15
en EVR y una correlacion negativa en PNR. A partir de lo anterior se realizé el indice de expresion
SOCS3/ISG, ddonde se observo una mayor tendencia en la expresion del gen SOCS3 en relacion a
cada ISG en los pacientes PNR. De esta manera, el analisis individual de los genes no brinda
informacion suficiente que diferencie entre EVR y PNR en células mononucleares de sangre
periférica antes del tratamiento. Sin embargo, el indice numérico de SOCS3/ISG podria ser en el

futuro, un buen candidato que ayude a predecir la respuesta al tratamiento.



INTRODUCCION

El término hepatitis se refiere a la inflamacion del higado, ésta se puede producir por alguna
infeccidn viral, sustancias toxicas como alcohol, drogas y otros factores [1]. Desde el punto de vista
clinico se conocen distintos tipos de hepatitis virales desde la hepatitis A hasta la F. La hepatitis C
se debe a la infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) que se transmite mediante transfusiones
con sangre contaminada, inyecciones, por via sexual y perinatal. Una a dos semanas después del
contagio es posible detectar el VHC en suero y alrededor de la semana siete se puede presentar un
incremento en los valores plasmaticos de hasta 10 veces con respecto a los valores normales de la
enzima alanina-amino-transferasa (ALT). Los sintomas iniciales que se pueden presentar son gripe,
fatiga, fiebre, sudoracion nocturna, pérdida de apetito, nausea, vomito, diarrea, ictericia, indigestion,
dolor de cabeza, abdominal, muscular o en articulaciones [1, 2]. Por lo general, los pacientes con
hepatitis C son asintomaticos [3-8] y desafortunadamente en el mundo existen alrededor de 170
millones de personas que padecen esta enfermedad con alto riesgo de desarrollar cirrosis y cancer
de higado[1, 9-12].

Virus de la hepatitis C

El virus de la hepatitis C (VHC) fue identificado por Choo et al. en 1989 mediante técnicas de
biologia molecular [10]. EI VHC pertenece a la familia Flaviviridae género Hepacivirus, existen 6
genotipos y méas de 100 subtipos de VHC, mide de 55 a 65 nm, tiene envoltura y el material genético
que lo compone es acido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla positiva. Su genoma se compone de
9024 a 9111 nucledtidos dependiendo del genotipo, esta flanqueado por regiones no traducibles
(Untranslated Regions, UTR) las cuales contienen sefiales que coordinan y sintetizan el ARN y las
proteinas virales, como se ilustra en la figura 1A. El extremo 5-UTR del virus tiene un sitio de
entrada interna ribosomal (Internal Ribosomal Entry Site, IRES) el cual se une a la subunidad
ribosomal 40S del huésped e inicia la traduccidn de una poliproteina que se procesa en 10 proteinas
estructurales y no estructurales, por la intervencion de las proteasas del virus y de las células
hepaticas como se muestra en la figura 1B y la tabla 1. Por otro lado, el extremo 3’-UTR al parecer
promueve la replicacién del virus, esta organizado en tres regiones: una region variable, una region
poliuridina/uridina-citidina (Poli U/UC) y una region terminal conservada de 98 nucleotidos llamada
extremo-X [11, 13].
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Figura 1. Organizacion del genoma del virus de la hepatitis C. (A) EI RNA de cadena sencilla codifica un
marco de lectura amplio 3flanqueado por 2 UTR’s. (B) Poliproteina traducida, los numeros indican las
posiciones de los aminoacidos donde se lleva a cabo la escisién por proteasas. Modificado de Reherman,
2009.



Tabla 1. Nombre y funcidn de las proteinas que se codifican en el genoma del VHC [11].

Proteina Funcién
Central (core) | Formacién de la nucleocépside una estructura proteica que envuelve el ARN del virus.
FIARE Marco de lectura (frameshift, F)/ Marco alterno de lectura (Alternative Reading Frameshift,
ARF) con funcién desconocida.
Estructurales ” Envoltura 1, es una glicoproteina necesaria para la entrada y fusion del virus a células del
higado.
£ Envoltura 2, es una glicoproteina necesaria para la entrada y fusion del virus a células del
higado.
P7 Probablemente canal del ion calcio.
NS2 Proteasa. Proteina de vida media corta que después de hacer un autocorte con la proteina
NS3 se degrada en el proteasoma.
Actividad de NTPasa estimulada por ARN: Uni6n y desenrollamiento de las estructuras
NS3 secundarias de ARN por hidrélisis de cualquier nucleésidotrifosfato (NTP). Ademés forma
'I::tructurales parte de NS2-3 y NS3-4A.
NS4A Cofactor de la proteinasa NS3-4A esencial en el ciclo del virus ya que cataliza la ruptura
de la poliproteina en las uniones NS3/NS4, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A, NS5A/NS5B.
NS4B Formacion de red membranal para el complejo de replicacidon. Modula actividad de NS5B.
NS5A Replicacién de ARN por la formacién de complejos.
NS5B Polimerasa dependiente de ARN.




Desarrollo de la infeccion por VHC

Cuando el VHC entra al flujo sanguineo, se asocia con lipoproteinas para su transporte al higado

donde se une a receptores de las células hepaticas descritos en la tabla 2 [12, 13].

Tabla 2. Receptores de las células hepaticas que participan en la entrada del VHC.

Receptor Caracteristicas principales

Estructura. Glicoproteina y tetraspanina. Proteina que atraviesa cuatro veces la membrana y se
asocia lateralmente con ofras proteinas integrales de membrana formando dominios
CD81 multiproteinicos.

Localizacion. Ubicua (excepto en eritrocitos y plaquetas)

Funcién. Adhesion celular, movilidad, metéstasis, activacion celular y transduccion de sefales.

Funcién en la infeccién por VHC. Entrada del virus.

Estructura. Glicoproteina transmembranal.
SR-BI Localizacion. Se expresa ampliamente en higado, adrenales, ovario y testiculo.
(Receptor | Funcién. Transporte de colesterol en la membrana celular. Receptor de lipoproteinas de alta
basurero densidad (HDL) y de formas oxidadas de lipoproteinas de baja densidad (LDL).
“scavenger” | Funcion en la infeccion por VHC. Union y entrada del virus.

de clase B)

Estructura. Proteina transmembranal.
Claudina-1 Localizacion. Uniones estrechas del higado y otros tejidos epiteliales.
Funcion. Formacién de uniones estrechas, sellan espacios intercelulares.

Funcién en la infeccién por VHC. Post-unién.

LDLR Estructura. Glicoproteina transmembranal.
(Receptor de | Localizacion. Ubicua.
lipoproteinas | Funcién. Secuestra el colesterol que viene acoplado a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de
de baja muy baja densidad (VLDL) del plasma.
densidad) | Funcion en la infeccion por VHC. Union y entrada del virus.

Estructura. Proteoglicano compuesto de unidades repetidas de &cido glucurénico y N-
Heparan acetilglucosamina.

sulfato Localizacion. Ubicua. Superficie celular. EI muy sulfatado se encuentra en higado.
Funcion. En angiogénesis, coagulacion, sirve como sitio de anclaje virus y otros microorganismos.

Funcién en la infeccién por VHC. Union del virus.

Estructura. Tetraspanina.
Ocludina Localizacion. Uniones estrechas de tejidos epiteliales.
Funcion. Formacién de uniones estrechas, sellan espacios intercelulares.

Funcién en la infeccién por VHC. Entrada del virus.




Tabla 2(continuacion). Receptores de las células hepaticas que participan en la entrada del VHC.

Receptor Caracteristicas principales
DC-SIGN | Estructura. Proteina integral de membrana. Lectina de unién a manosa.
(No-integrina de | Localizacién. Diversos tejidos. Macréfagos del higado (células de Kupfer).
adheson | Funcién. Se unen a carbohidratos presentes en patogenos, promueven respuesta inmune innata
intracelular de o L
. por activacién de complemento o por opsonizacion.
la molécula-3

especifica a la

célula

Funcion en la infeccién por VHC. Unién y captura del virus por gran afinidad a E2.

dendritica).
L-SIGN Estructura. Proteina integral de membrana.
(Integrina Localizacion. Células endoteliales sinusoides del higado y nodos linfaticos.
adherent® | Funcién. Se unen a carbohidratos presentes en patogenos, promueven respuesta inmune innata
especifica a L L
CAML3 de por activacién de complemento o por opsonizacion.
nodulo linfatico | Funcion en la infeccion por VHC. Union y captura del virus por gran afinidad a E2.
de higado).

Se ha propuesto que el VHC después de unirse a las células del higado entra por endocitosis, ya
que se fusionan varias vesiculas endociticas de la membrana plasmética que estan cubiertas por la
proteina clatrina. El pH acido del endosoma hace que la nucleo-capside del virus se rompa y libere su
material genético para sintetizar las proteinas descritas en la tabla 1. La proteina NS4B induce la
formacion de membranas vesiculares (red membranal) que sirven de plataforma para formar el complejo
de replicacion. Se propone que el ARN viral se replica de forma semi-conservativa con la colaboracion
de la polimerasa NS5B para formar una doble cadena de ARN. En un primer paso, el ARN sirve como
molde para sintetizar la cadena complementaria. Posteriormente, la polimerasa NS5B produce de 5 a 10
veces mas cadenas molde que seran traducidas en la poliproteina. Una vez que se formaron las

proteinas, los viriones se ensamblan y salen de la célula por exocitosis para continuar la infeccion a

més hepatocitos (figura 2).
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Figura 2. Modelo hipotético de la replicacion del VHC. El VHC se une a las células del huésped por la
interaccion de las glicoproteinas de envoltura y los receptores mencionados en la tabla 1. El VHC es
internalizado por endocitosis y se libera el genoma viral de la nucleocépside el cual es traducido. La proteina
NS4B induce la formacion de membranas vesiculares (referidas como red membranal). Estas membranas
sirven como plataforma para el complejo de replicacion. Después de la amplificacién gendmica y la expresion
proteica, seensamblan los viriones. El sitio de formacion de las particulas virales puede llevarse a cabo en
membranas intracelulares derivadas del reticulo endopladsmico o del aparato de Golgi. Los nuevos viriones
salen de la célula por la via secretoria. El panel superior derecho muestra una representacion del VHC. El
panel de en medio muestra un modelo de replicacién de la sintesis de RNA. El panel inferior muestra una
micrografia electrénica de la red membranal sefialada con flechas en células Huh7 compuesta de pequefias
vesiculas embebidas en la matriz membranal. N: nucleo; ER: reticulo endoplasmico; M: mitocondria.
Modificado de Chevaliez y Pawlotsky, 2006.




Respuesta inmune innata en la infeccion por VHC

La inmunidad innata, por medio del reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMS), se encarga de iniciar una respuesta contra agentes causantes de infeccion antes de que
ésta se desarrolle. En la infeccion por VHC, los hepatocitos infectados reconocen la doble cadena de
ARN del virus por medio del receptor tipo Toll 3 (TLR3) que se forma en la replicacion y el receptor
del producto del gen inducible por acido retinoico | (RIG-I) reconoce el motivo de poliuridina 3.
Posteriormente los hepatocitos secretan interferdn tipo | (INF) que incluye los subtipos de INF-a e
INF-5.

Genes inducibles por INF (ISGs)

El INF se une a un receptor conocido como receptor de interferon (IFNAR) tanto en células
infectadas como no infectadas. El IFNAR esta acoplado a una familia de cinasas Janus (Jak) que
fosforilan proteinas activadoras de sefiales de transduccion y transcripcion (Stat) las cuales al
fosforilarse se dimerizan y se translocan al nucleo donde activan la expresion de cientos de genes
llamados genes inducidos por interferon (ISGs). Los productos proteicos que se generan tienen
como finalidad controlar la infeccion viral por distintos mecanismos como el bloqueo de la
transcripcion viral, la degradacion del ARN viral, la inhibicion de la traduccion del virus, la
interferencia en distintos pasos de la replicacion, etc [16]. De la gran variedad de ISGs identificados,
a continuacion se mencionan tres y un regulador negativo de la via de sefalizacion de INF que son

los que fueron evaluados en este trabajo.

Gen inducido por interferén-15 (ISG15)

ISG15 es un gen que se induce en infecciones virales, por LPS, durante el embarazo y después del
tratamiento con INF; codifica para una proteina que se expresa en linfocitos, monocitos y fibroblastos
promueve la produccién de INF-y en linfocitos T preactivados con un éster de forbol. Incrementa
ademéas la proliferacion y funcion de las células asesinas naturales (NK). ISG15 pertenece a un
grupo de proteinas parecidas a ubiquitina ya que tiene dos dominios parecidos a ésta [17]. Al igual
que la ubiquitina se conjuga con diversas proteinas para regular su funcion o destino, entre ellas se
encuentran los reguladores de la transduccion de sefiales Jak1, Stat1, el receptor RIG y las
proteinas antivirales recién sintetizadas que se inducen por INF-I como MxA y PKR. Por otra parte
existen enzimas como UBP43 también llamada USP18 que deshacen la conjugacion entre ISG15 y

sus proteinas blanco [17-19]. De acuerdo con esto se ha propuesto que ISG15 puede jugar un papel



determinante en la regulacion positiva 0 negativa de las vias de sefializacion de INF y de algunos
otros ISGs. [20-22]

Gen de la proteina inducible por INF-y (IP10)

El gen IP10 codifica para la proteina inducible por IFN-y (IP10) también le llaman ligando de la
quimiocina 10 (CXCL10), forma parte de un subgrupo de citocinas llamadas quimiocinas. Este
subgrupo regula la migracion leucocitaria a los sitios de infeccion o a los nodulos linfaticos y la
activacion de leucocitos, diferenciacion, regulacion del balance Th1/Th2, angiogénesis y fibrogénesis
[23]. De manera particular IP10 atrae células mononucleares y recluta linfocitos T CD8+ a los
hepatocitos infectados causando inflamacion hepatica, fibrosis y dafo hepatocelular [24].

Gen 2°-5"-oligoadenilato sintetasa (0AS2)

El gen OAS2 forma parte de una familia de 4 genes (OAS1, OAS2, OAS3 y el gen parecido a 2'-5'-
oligoadenilato sintetasa o OASL) que codifica para la familia de proteinas 2’-5"-oligoadenilato
sintetasas (2'-5 OAS) las cuales forman parte de las primeras enzimas antivirales caracterizadas.
Las enzimas 2’-5 OAS se inducen por IFN tipo I 'y Il y se activan por ARN de doble cadena (dsRNA)
presente en alguna etapa del ciclo de algunos virus. La activacion permite la formacién de
oligoadenilatos de ATP con un enlace 2°-5" y la liberacion de pirofosfato. A su vez, estos
oligoadenilatos se unen a la enzima ARNasa L para su activacion que se manifiesta por la
degradacion del ARN celular y viral, se suprime la sintesis proteica y el crecimiento viral (figura 3).
Ademas, las proteinas OAS estan involucradas en la induccidn de apoptosis y el crecimiento celular.

ARN de doble
cadena (dsRNA)

2'-5' OAS 5 > 2'-5' OAS
[inactiva) [achua]
2-5 oligo(A) ATP + AMP
|8RNasa L ‘: RNasa L
(inactiva) [achva]

ARNmM wral ARNmM viral
fragmentado

2’-fosfodiesterasa

Figura 3. Degradacion de ARN viral por la formacion de oligoadenilatos. Modificado de Han y Barton, 2002.



Gen supresor de sefalizacion citocinas 3 (SOCS3)

El gen SOCS3 codifica para la proteina supresora de sefializacion por citocinas 3, la cual pertenece
a una familia de ocho miembros (SOCS1-7 y una proteina que contiene un dominio SH2 con
homologia a SRC inducida por citocinas o CIS). Esta familia fue descubierta en la regulacion
negativa de la via de sefalizacion pleiotropica Jak-Stat sin embargo, diversos estudios comprueban
que ademas suprimen la sefalizacion de TLRs, regulan la activacién de células dendriticas,
macrofagos y que son esenciales para el desarrollo y la diferenciacion de los linfocitos T [25]. La
estructura de cada miembro consiste en tres regiones, una region amino terminal variable, un
dominio central SH2 y una caja SOCS en el extremo carboxilo. Esta familia de proteinas suprime
vias de sefializacion mediante la caja SOCS que funciona como una ligasa (E3) en el proceso de
degradacion proteica por ubiquitinacion, el dominio SH2 hace que la degradacion de distintas
proteinas sea especifica. Ademas el dominio SH2 de SOCS3 permite la union a las proteinas JAK,
como se muestra en la figura 3, para posteriormente impedir la sefializacion de la via Jak-STAT
mediante una region inhibidora de cinasas (KIR).

-------------------

Modelo
hipotético

Figura 4. Rol del dominio SH2 en SOCS3. SOCS3 se une a las proteinas JAK y en un modelo hipotético
también podria interactuar primero con el receptor y después con las proteinas JAK. IFNAR, receptor de IFN
tipo I. Modificado de Yoshimura, Naka y Kubo, 2007.
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INFa como tratamiento en pacientes infectados con VHC y su relacion con la expresion de
ISGs.

La hepatitis C cronica se trata con INFo recombinante unido a una molécula de polietilenglicol
(pegINFa) la cual aumenta el tiempo de vida media del farmaco. Actualmente existen dos isoformas
de pegINFo que se administran por via subcutanea, pegINFo-2a en una dosis de 180 pg/semana y
pegINFa-2b en una dosis de 1.5 ug/kg de peso corporal/semana. Su mecanismo de accion se basa
en el efecto antiviral del INF antes descrito.

Los efectos colaterales mas comunes son fiebre, cefalea, fatiga, artralgia y mialgia que se presentan
al inicio del tratamiento y por lo general ceden después de las primeras aplicaciones y no requieren
ajuste de la dosis. En caso de aparecer los siguientes efectos adversos severos se modifica o
suspende tratamiento:

1. Alteraciones neuropsiquiatricas como depresion, irritabilidad, confusion, delirio, ataxia
extrapiramidal (descoordinacidn en el movimiento), parestesia (sensacion de hormigueo) y
convulsiones [26, 27].

2. Alteraciones hematologicas como leucopenia, plaquetopenia o anemia.

3. Desarrollo de fendmenos autoinmunitarios como tiroiditis autoinmunitaria, que se manifesta
como hipotiroidismo o hipertiroidismo, hepatitis autoinmunitaria y lupus eritematoso
sistémico.

4. Otras. Cirrosis biliar, arritmia cardiaca, insuficiencia renal, fibrosis pulmonar, retinopatia y
pérdida de la audicion [28].

De forma complementaria se administran dos veces al dia via oral 800-1200 mg de ribavirina un
analogo de la guanosina, por su amplio espectro de actividad contra varios virus. Aun no se conoce
con precision su modo de accion, pero es probable que su actividad antiviral se deba a la inhibicién
de la estructura 5° cap del ARN mensajero y de las ARN polimerasas. El efecto colateral mas
importante que provoca es hemdlisis, la cual puede ocasionar un decremento entre el 10 al 20 % en
los niveles de hemoglobina. Los pacientes con requerimientos claros del tratamiento, son aquellos
con hepatitis C cronica que presentan fibrosis asi como un incremento y persistencia en los niveles
de alanino-aminotransferasa (ALT) y aspartato-aminotransferasa (AST) en sangre.

La duracion del tratamiento depende de la carga viral inicial y del genotipo del VHC. El tratamiento
en pacientes infectados con VHC genotipo 1 6 4 dura 48 semanas y 24 semanas en aquellos con
VHC genotipo 2 o 3. Durante el tratamiento se evalua la carga viral y dependiendo de ésta se han
establecido deficiones en la respuesta al tratamiento que se mencionan en la tabla 3.
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Tabla 3. Definiciones de la respuesta al tratamiento.

Respuesta viral rapida (RVR)

Respuesta viral temprana (EVR)

Sin respuesta primaria (PNR)

Respuesta al finalizar el tratamiento (EoTR)
Sin respuesta al tratamiento (NR)
Respuesta viroldgica sostenida (RVS)

Recaida

ARN del VHC indetectable en la semana 4 de
tratamiento.

Reduccion del ARN del VHC > 2 log1o en la semana 12
de tratamiento 0 ARN del VHC indetectable después de
12 semanas de tratamiento.

Disminucion menor a 2 log1o en la carga viral después
de 12 semanas de tratamiento.

ARN del VHC indetectable al finalizar el tratamiento.
ARN del VHC detectable al finalizar el tratamiento.

ARN del VHC indetectable después de 6 meses de
EoTR.

ARN del VHC detectable ARN del VHC detectable al
finalizar el tratamiento

Al finalizar el tratamiento y 6 meses después se realizan PCRs para detectar la presencia del virus.

El objetivo es que el ARN del VHC sea indetectable es decir, que se establezca una respuesta

virologica sostenida (RVS). Sin embargo, la RVS solo se alcanza en un 50% de pacientes infectados

con genotipo 1, 80% con genotipo 2 0 3 y de 60 a 70% con genotipo 4 [29]. Por tanto, se han

buscado las razones por las cuales existe una falta de respuesta al tratamiento en un porcentaje

importante de los pacientes, asi como la identificacion de marcadores bioldgicos que puedan

predecir que pacientes son candidatos a recibir la terapia combinada de pegINF+rib.
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ANTECEDENTES

Los marcadores biologicos que en un principio se relacionaron con la falta de respuesta al
tratamiento fueron carga viral basal alta (> 2 millones de copias/ml), fibrosis hepatica en etapas
avanzadas, género masculino, mayor a 50 afios, obesidad, ingesta de alcohol elevada, resistencia a
la insulina, esteatosis hepatica, etc[29]. Sin embargo, estos factores no ayudaron a predecir la
respuesta al tratamiento positiva 0 negativa de los pacientes con VHC. Posteriormente, se investigo
que genes se expresaban por la administracion de INF a través del tiempo, algunos de los estudios
se realizaron en biopsias de higado y otros con células mononucleares de sangre periférica
(PBMC’s). En general, se encontré que habia genes relacionados con la cascada de sefializacion de
INF o incluso genes que se inducen por INF como los ISGs, que se encontraban activos antes y
después de la administracion del INF. En otras palabras, la expresion de algunos genes se inducia
mientras que en otros pasaba lo contrario.

En el 2005, Chen et al. compard la expresion de distintos genes en biopsias de higado de pacientes
RVS y NRy encontr¢ diferencias en los perfiles de expresion de distintos genes entre ambos grupos
[30]. Los pacientes NR presentaron la sobreexpresion de 18 genes, la mayoria ISGs, en muestras
pre-tratamiento. Posteriormente, distintos grupos de investigacion realizaron estudios similares y
confirmaron que los pacientes NR eran aquellos con alta expresién de ISGs antes del
tratamiento[31-33]. La mayoria de los estudios publicados se han realizado en biopsias de higado y
existen pocos estudios con PBMCs. Lanford et al. compar6 la expresion de ISGs en biopsias de
higado y PBMCs de chimpancés sanos después de la administracion de INF y report6 ISGs que se
expresaron solamente en higado, otros genes que se expresaron solamente en PBMCs y los que se
expresaron tanto en higado como en PBMCs, entre estos ultimos se encuentran el gen inducido por
interferon-15 (ISG15), el gen 2°-5-oligoadenilato sintetasa 2 (OAS2), el gen de la proteina inducida
por INF-y (IP-10) y el gen supresor de sefializacion por citocinas 3 (SOCS3) [34]. Sarasin-Filipowicz
et al., compard la expresion de ISGs en biopsias de higado y PBMCs de RVS y pacientes NR antes
del tratamiento y cuatro horas después; los resultados mostraron que los NR tenian mayor expresion
de ISGs antes y después del tratamiento, por otro lado, los RVS presentaron niveles de expresion
bajos de ISGs antes del tratamiento que incrementaron después de la administracion de INF; con
respecto a PBMCs, los niveles de expresion de los ISGs se indujeron tanto en RVS como en NR
después del tratamiento con la diferencia de que en NR los valores de expresion fue menor antes del
tratamiento [32]. Por otra parte, otros grupos de investigacion corroboraron la expresion diferencial
de ciertos ISGs en RVS y PNR al tratamiento con IFN, en base a los hallazgos de Chen, et al.
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Posteriormente, crearon modelos matematicos que aplicaron a un grupo de pacientes para predecir
su respuesta al tratamiento con pegINF+rib y se demostro su expresion diferencial [31, 35-38]. En
resumen, estos trabajos proponen a los genes ISG15, OAS2, IP10 y SOCS3 como genes candidatos
a predecir la respuesta al tratamiento con pegINF+rib en pacientes con VHC. Adicionalmente, estos
hallazgos se corroboraron en biopsias hepaticas de pacientes NR antes del tratamiento, donde se
observo la sobreexpresion de los cuatro genes a nivel de ARNm [30, 32, 33, 36, 38-41].

Complementariamente, los trabajos que refieren la expresion y funcionalidad de las proteinas que
codifican estos genes en pacientes infectados con VHC que responden o no al tratamiento son
escasos. Un reporte propone que la proteina del gen ISG15 puede promover la replicacion del VHC
y sugiere que el virus la utiliza como un mecanismo de evasion, lo que explicaria la relacion entre la
sobreexpresion de este gen en biopsias de higado y la subsecuente falla en el tratamiento [30, 42]
[38]. En cuanto a la actividad enzimatica de la proteina sérica 2°-5°OAS en pacientes NR y RVS, se
observd que no hay diferencias significativas entre ambos grupos, sin embargo otros estudios
reportaron una mayor actividad de 2°-5'0OAS en pacientes NR. También hay controversia en los
cambios de la actividad de 2'-5"0AS a través del tiempo después del tratamiento, algunos reportes
se demostro que los pacientes RVS aumentan la actividad enzimatica y otros reportan que no hay
diferencia [43-46]. La expresion de la proteina IP10 antes del tratamiento presenta niveles séricos
elevados en pacientes con hepatitis C crénica con respecto a los controles sanos [47-51] o en
pacientes NR con respecto a los RVS; después del tratamiento los pacientes RVS presentan una
reduccion del ARNm y su proteina sérica, con respecto a voluntarios sanos, sin embargo los niveles
sericos de la proteina permanecen iguales antes y después del tratamiento en los pacientes NR [47-
49, 52]. Recientemente, se reportd que la proteasa dipeptidilpeptidasa IV (DPP4) corta dos
aminoacidos en la region amino terminal de la proteina IP10 para formar una proteina antagonista
que compite con la unién al receptor CXCR3 para inhibir la sefializacidn, lo anterior justificaria
porque la sobreexpresion de IP10 se relaciona con pacientes con hepatitis C que no responden al

tratamiento [53].
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JUSTIFICACION

La infeccion por el VHC es un problema importante de salud publica. El tratamiento mas efectivo
para estos pacientes es la combinacion de interferon pegilado con ribavirina, sin embargo del 30-
40% de pacientes no responde al tratamiento, lo que representa un problema importante a nivel
mundial y en particular en la Unidad de Gastroenterologia del Hospital de Especialidades de Centro
Médico Nacional siglo XXI. Este problema ha motivado que diversos grupos de investigacion
propongan genes que puedan predecir la respuesta al tratamiento, especificamente el gen regulador
SOCS3 y los ISGs (ISG15, IP10, OAS2) se han estudiado en biopsias de higado, sin embargo
también pueden expresarse en células mononucleares de sangre periférica sin que existan reportes
al respecto. Por lo anterior, el presente trabajo evalud la expresion y correlacion lineal de los genes
propuestos en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con hepatitis C, con la
finalidad de diferenciar aquellos pacientes que potencialmente puede responder o no al tratamiento
con pegINFatribavirina.

HIPOTESIS

- La expresion en sangre periférica de los genes de respuesta a interferon (OAS2, IP10 e ISG15)
y de SOCS3 individualmente o en correlaciones lineales pueden diferenciar a los pacientes
infectados con VHC que responden de los que no al tratamiento con INF.

OBJETIVO

Evaluar la expresion en células mononucleares de sangre periférica del gen regulador SOCS3 y de
los genes de respuesta a interferon (OAS2, IP10 e ISG15) asi como realizar correlaciones lineales
entre la expresion de estos genes para determinar si pueden diferenciar a los pacientes infectados
con VHC que responden de los que no al tratamiento con INF.
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METODOLOGIA

Recoleccion de sangre
periférica de pacientes y
concentrados leucocitarios
como controles.

Obtencion PBMC'S

Extraccion de RNA

N

Retrotranscripcion

\Z

Cuantificacion de cDNA

\Z

PCR GAPDH
250 0 300 ng cDNA

N

PCR para SOCS3, OAS2,
ISG15 e IP10.

\Z

Semi-cuantificacion por analisis
densitométrico y analisis
estadistico.
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Pacientes y controles

Se incluyeron 27 muestras de sangre periférica de pacientes infectados con VHC que acudieron a la
consulta externa de la Unidad de Gastroenterologia del Hospital de Especialidades del CMN siglo
XXI, de los cuales veinte presentaron el genotipo 1 del VHC y siete el genotipo 2 determinado por el
mismo departamento. Se tomo6 una primera muestra de sangre antes de iniciar el tratamiento con
peglFNa-trib y una segunda muestra durante el tratamiento alrededor del tercer mes. Los controles
fueron concentrados leucocitarios de individuos sanos procedentes del banco de sangre del Hospital
Infantil de México “Federico Gémez".

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica

Se utilizo una parte de Ficoll Hypaque (SIGMA, USA) y tres partes de sangre total diluida 1:1 con
PBS 1X (NaCl 13,7 mM, KCI 0,27 mM, Na2HPO4 1,0 mM, KH2PO4 0,2 mM, pH = 7.4) tanto de
pacientes como de controles. Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm por 30 min, las PBMC's se
recolectaron con pipeta Pasteur y se lavaron dos veces con PBS mediante centrifugacion a 1500
rpm por 10 min. Las células se contaron en camara de Neubauer, se tomaron de 1 a 10 millones de

PBMC's para su homogenizacidn con trizol y se congelaron a -70°C hasta su uso.

Extraccion de ARN total con Trizol
Las muestras descongeladas se calentaron a 65 °C por 6 min, se agregaron 200 uL de cloroformo

(SIGMA, USA) y se incubaron por 15 min en hielo. Posteriormente, se centrifugaron a 12,000 x g por
15 min a 4 °C, se recolecta la fase acuosa, se agregé el mismo volumen de isopropanol (SIGMA,
USA) y se guardaron a -20°C toda la noche. Después se centrifugaron a 12,000 x g por 10 min a 4
°C, se elimind el sobrenadante, se agregaron 500 uL de etanol al 75 % (SIGMA, USA) y se
centrifugaron a 7500 x g por 5 min 4 °C dos veces, se elimind el sobrenadante y se secd con
vacufuga. Los botones de ARN se resuspendieron e hidrataron 2 horas en 25 uL de agua grado
biologia molecular (SIGMA, USA).

El RNA se cuantifico y determin6 su pureza por la relacion de absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm
en un Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA), la integridad del ARN se determin6 en un gel de
agarosa al 1%.

Sintesis de cDNA por retrotranscripcion del ARN total
La sintesis de cDNA se realizd6 con el kit High Capacity cDNA Retrotranscription Kit (Applied
Biosystems), se emplearon 1.5 pug de ARN para concentraciones > 150 ng/pL en 10 uL de solucion
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y 10 uL de ARN para concentraciones < 150 ng/uL. A la solucién de ARN se le agregaron 10 uL de
la mezcla de reaccién: 2.0 uL de Buffer RT 10X, 0.8 uL de MixdNTP 25X (100 mM), 2.0 uL de
cebadores aleatorios 10X, 1.0 uL de Transcriptasa reversa Multiscribe, 4.2 ulL de agua grado
biologia molecular (SIGMA, USA).

La reaccion se realizd en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) y se empled el
siguiente programa de retrotranscripcion: un ciclo de 10 min a 25 °C, un ciclo de 120 min a 37 °C, un
ciclo de 5 seg a 85 °C y se mantuvo a 4°C. Al término de la reaccién el cDNA se cuantificé en el
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

Prueba de control de calidad del cDNA

Se hicieron diluciones que contenian 250 ng de cDNA para la amplificacién del gen gliceralhido-3-
fosfato (GAPDH) por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La mezcla de reaccion se ajusto
a 10 pL utilizando 6,85 pL de agua grado biologia molecular (SIGMA, USA), 1 pL de buffer de
NH4SO4 (Fermentas), 0,2 yL de cada oligonucledtido (Integrated DNA Technologies), 0,2 pL de
deoxinucledtidos (ANTPs, Fermentas) y 0,15 uL de la enzima Taq polimerasa 5U/uL (Fermentas).
La reaccion se realizo en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) con el programa de
amplificacion: 1 ciclo a 94 °C por 3 min; un ciclo de 94 °C por 35 seg, 28 ciclos a 59 °C por 30 seg,
un ciclo de 72 °C por 30-40 seg y un ciclo de extension final de 10 min a 72 °C. Se incluy6 un control
negativo donde se sustituyd agua en lugar de cDNA como control de calidad de reacciones
cruzadas. Los productos de amplificacion del PCR se separaron por electroforesis en geles de
agarosa al 2% post-tefiidos con Midori (Nippon Genetics Europe), a 75 V en amortiguador TBE 1X
(89mM Tris base, 89mM &cido bérico, 2 mM EDTA; pH= 8,3). En las muestras que no amplificaron
se aumento la cantidad de cDNA a 300 o 400 ng.

Amplificacién de cDNA para los genes SOCS3, OAS2, IP10 e ISG15

La cantidad de cDNA que se empled para la amplificacién de GAPDH también se empled para los
genes SOCS3, OAS2, IP10 y 1.4 veces mas en el caso de ISG15. La mezcla de reaccion se
compuso de 0,15-0,2 [L de cada oligonucledtido 10 mM (Integrated DNA Technologies), 1 pL de
amortiguador de NH4SO4 0 KCI (Fermentas o Invitrogen), 0,2-0,4 puL de MgCl> 50 mM (Fermentas),
0,15 pL de enzima Taq polimerasa 5Ul/uL (Fermentas) como se muestra en el anexo |, tabla a. Se
utilizé el programa de amplificacion para GAPDH con las temperaturas y tiempos de hibridacion del
anexo |, tabla b.
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Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 2% por 90 minutos a 85 V. Los geles
pretefiidos con Midori (Nippon Genetics Europe) se visualizaron y capturaron con el Molecular
Imager Gel Doc XR+ (Bio-rad, USA), y se cuantificé densitométricamente con el programa Quantity
One. Las muestras que no amplificaron los genes de estudio se doblaron la cantidad de cDNA sin
variar la cantidad de cDNA para GAPDH. La expresion relativa de cada gen se determind con la

siguiente ecuacion:

Densitometria en gen problema

., : _ Cantidad del gen problema
Expresmn relatlva - Densitometria de GAPDH

Cantidad de GAPDH

Analisis estadistico

Se empleo el programa GraphPrism para el anélisis de varianza (ANOVA) no paramétrico Kruskal-
Wallis y posteriormente, se realiz la prueba de Dunn para saber entre cuales grupos habia
diferencia significativa (P<0.05). Para determinar si existia correlacion se realizd la prueba de
Spearman con el mismo programa. En la relacion SOCS/ISG15 se empled prueba de Mann-Whitney
(p<0.05).

Consideraciones éticas

En el presente estudio se mantuvo en anonimato a todos los participantes implicados en la
investigacion y se siguieron las normas éticas de la declaracion de Helsinki revisada en octubre del
2000 en Edinburgo.
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RESULTADOS

Se evaluaron 20 pacientes infectados cronicamente con el VHC genotipo 1, los cuales por sus
caracteristicas clinicas fueron candidatos a iniciar tratamiento con pegINFa-trib, se les determind la
carga viral antes de iniciar el tratamiento asi como a la semana 12. En la tabla 4 se muestran las
caracteristicas generales de los pacientes como edad la cual en promedio es de 49 afios, 6
pacientes son de género masculino y el resto femenino. Los resultados de carga viral indican que a
la semana 12 de tratamiento 15 pacientes, es decir el 75 % (figura 5), presentaron una disminucion
de 2log1o de la carga viral basal o no presentaron carga viral, por lo que para este trabajo fueron
considerados como pacientes con respuesta viral temprana (EVR). El 25% restante de acuerdo a los
valores de carga viral se consideraron sin respuesta primaria al tratamiento (PNR).

Ademas se evaluaron 7 pacientes con VHC genotipo 2 (tabla 5). En estos pacientes la edad en
promedio es de 55 afios, 2 pacientes son de género masculino y el resto femenino. En estos
pacientes el 71% se consideraron como EVR y el 29% restantes se consideraron como PNR (figura

6). Ademas en el estudio se incluyeron controles sanos de banco de sangre negativos para el VHC.
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Tabla 4. Caracteristicas del paciente y la respuesta al tratamiento en la semana 12

de los pacientes infectados con VHC genotipo 1.
Paciente | Edad | Género | Genotipo Carga viral Carga viral Carga viral Respuesta al
(logroUliml) | (logroUl/ml) | (log1oUl/ml) | tratamiento en
Basal semana 4 semana 12 semana 12
3 22 F 1b 5,35 NA indetectable EVR
7 57 F 1b 6,21 NA indetectable EVR
9 33 M 1a 5,46 6,11 indetectable EVR
10 44 M 1a 54 4,12 3,79 PNR
14 45 M 1a 6,47 indetectable EVR
17 62 F 1a 6,12 4,35 3,77 EVR
21 66 F 1b 52 indetectable indetectable EVR
23 54 F 1b 413 4,23 1,82 EVR
25 46 F 1a 572 NA NA PNR
27 46 M 1a 6,53 5,99 NA PNR
29 64 F 1a 4,22 indetectable indetectable EVR
3 64 F 1a 5,88 indetectable indetectable EVR
32 50 F 1b 5,57 44 indetectable EVR
33 63 M 1b 6,19 NA NA PNR
35 51 F 1b 5,34 4,96 NA PNR
36 45 F 1 4,76 indetectable indetectable EVR
38 48 M 1a, 4f 5,82 indetectable indetectable EVR
39 34 F 1 5,48 5,03 2,6 EVR
40 42 F 1a 5,48 4,35 indetectable EVR
41 52 F 1a 5 indetectable | indetectable EVR

M. masculino; F, femenino; NA, no aplica ya que no se realizé la prueba; EVR, respuesta viral temprana; PNR,

sin respuesta primaria.

Respuesta al tratamiento
en semana 12

Figura 5. Respuesta al tratamiento con peg-IFNa+ribavirina en pacientes infectados con genotipo de VHC 1

en semana 12.
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Tabla 5. Edad, género, carga viral y la respuesta al tratamiento en la semana 12 de los
pacientes infectados con VHC genotipo 2.

Paciente Edad Género Genotipo Carga viral Carga viral Carga viral Respuesta al
tratamiento en
(logtoUliml) | (logroUl/ml) | (log1o Ul/ml)
basal semana 4 semana 12 semana 12

2 54 M 2al2c 3,92 indetectable NA EVR
12 38 M 2 5,49 NA NA EVR
13 63 F 2b 5,07 indetectable | indetectable EVR
16 51 F 2al2c 5,68 indetectable NA EVR
20 69 F 2b 6,09 2,35 NA PNR
34 58 F 2al2¢c 6 4,16 NA PNR
37 51 F 2b 6,28 NA 2,11 EVR

M, masculino; F, femenino; NA, no aplica ya que no se realizd la prueba; EVR, respuesta viral temprana; PNR, sin

respuesta primaria.

Respuesta al tratamiento
en semana 12

Figura 6. Respuesta al tratamiento con peg-IFNa+tribavirina en pacientes infectados con genotipo de VHC 2
en semana 12.
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Se aislaron células mononuclerares de sangre periférica de los pacientes y de los controles
mediante un gradiente de ficoll hypaque y a partir de aproximadamente 10x108 células se realiz6
extraccion del ARN total, se llevo a cabo la sintesis de cDNA y se evalud la expresion de ARNm de
los genes SOCS3, ISG15, OAS2 e IP10.

En la figura 7 se muestra un gel representativo de agarosa al 2% de los productos de PCR de cada
gen, por medio del andlisis densitométrico de las bandas se determind la expresion relativa del
ARNm de los genes en base al gen de referencia Gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH).

P2711 P29 cs c7 P36

il I il MABCDATCAGBCDTEATBTCRDEATCM
M Marcador | 1(

1000
A | GAPDH | 33 - =
B | S0CS3 |5 - LS. - "-O - -
C_ | 1SG15 | 290 -
D AS2__| 400
E P10 23

Figura 7. Gel de agarosa al 2% de productos de PCR de los genes GAPDH, SOCS3, ISG15, OAS2 e IP10 de
tres pacientes (P271l, P29 y P36) y dos controles (C5 y C7). Se utilizaron 250 ng 0 300 ng de cDNA para
GAPDH, SOCS3, OAS2 e IP10 y 350 0 420 ng de cDNA para ISG15. Cuando no amplificaron los productos
de PCR como en el caso de SOCS3 en el control 7, se empled el doble de cDNA para dicho gen y 250 o 300
ng de cDNA para el gen control GAPDH. Se obtuvo la expresion relativa como se describié en la metodologia.
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Consecutivamente se grafico la expresion relativa del ARNm de cada gen en los controles y en los
distintos grupos de pacientes. Los pacientes se dividieron en aquellos con respuesta viral temprana
antes (EVR1) y después del tratamiento (EVR2), pacientes sin respuesta primaria antes (PNR1) y
después del tratamiento (PNR2).

En las graficas siguientes se incluyeron los genotipos de VHC 1y 2 para incrementar el tamafio de
muestra al considerar que el porcentaje de respuesta al tratamiento fue similar en los dos genotipos
y que ademas no se observaron diferencias importantes en la expresion de los genes al graficar los

genotipos de manera independiente.
Al evaluar la expresion relativa del ARNm de SOCS3 se puede observar en la figura 8 que existe

una tendencia que muestra mayor expresion en PNR1, la cual inclusive se mantiene después del

tratamiento comparada con la expresion de ARNm en los controles sanos, EVR1y EVR2.
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Figura 8. Expresion relativa de ARNm de SOCS3 en células mononucleares de sangre periférica de controles
sanos y pacientes con hepatitis C con respuesta viral temprana antes y después del tratamiento (EVR1y
EVR?2) y pacientes sin respuesta primaria antes y después del tratamiento (PNR1 y PNR2). Se realiz6 el

ANOVA no paramétrico Kruskal-Wallis (P<0.05).
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Al evaluar la expresion relativa del ARNm del gen IP10 en los distintos grupos no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes EVR1 y PNR1. Se observa una
tendencia que muestra una mayor expresion de este gen después del tratamiento tanto en EVR2
como en los pacientes PNR2 y esta tendencia es ligeramente mayor en los EVR2 (Figura 9).
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Figura 9. Expresion relativa de ARNm de IP10 en células mononucleares de sangre periférica de controles
sanos y pacientes con hepatitis C con respuesta viral temprana antes y después del tratamiento (EVR1y
EVR?2) y pacientes sin respuesta primaria antes y después del tratamiento (PNR1 y PNR2). Se realiz6 el

ANOVA no paramétrico Kruskal-Wallis (P<0.05).
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar los pacientes EVR2 con los
individuos control en la expresion relativa de ARNm del gen ISG15. También se observaron
diferencias significativas al comparar los pacientes EVR1y EVR2 y entre EVR2 y PNR1. A pesar de
que se observa una tendencia que indica una menor expresion del gen ISG15 en los pacientes
PNR1 y PNR2 con respecto a los pacientes EVR esta no fue significativa. (Figura 10).
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Figura 10. Expresion relativa de ARNm de ISG15 en células mononucleares de sangre periférica de controles
sanos, pacientes con hepatitis C con respuesta viral temprana antes y después del tratamiento (EVR1'y
EVR?2) y pacientes sin respuesta primaria antes y después del tratamiento (PNR1 y PNR2). Se realiz6 ANOVA
no paramétrico Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn (P<0.05).
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Al evaluar la expresion de OAS2 se obtuvieron resultados similares a los obtenidos para ISG15, se
observa una mayor expresion después del tratamiento tanto en los pacientes EVR2 como en PNR2.
Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la expresion del ARNm de este gen en
los pacientes EVR2 con respecto a los controles y al comparar la respuesta antes y después del
tratamiento entre los EVR2 contra PNR1. Se observa nuevamente una tendencia que indica menor
expresion de OAS2 en los pacientes PNR1 con respecto a controles y a EVR1. La expresion de
OAS2 también incrementa después del tratamiento en los pacientes PNR aunque esta diferencia no
es estadisticamente significativa. (Figura 11).
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Figura 11. Expresion relativa de ARNm de OAS2 en células mononucleares de sangre periférica de controles
sanos, pacientes con hepatitis C con respuesta viral temprana antes y después del tratamiento (EVR1'y
EVR?2) y pacientes sin respuesta primaria antes y después del tratamiento (PNR1 y PNR2). Se realiz6 ANOVA
no paramétrico Kruskal-Wallis y prueba de Dunn (P<0.05).
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Con los mismos datos de expresion relativa del ARNm se llevd a cabo la correlacion lineal entre los

distintos genes para evaluar su posible relacion. De manera interesante existe una correlacion lineal

positiva fuerte entre la expresion de ISG15 y OAS2 en los pacientes EVR1 (figura 12). Esta

correlacion positiva también se observo cuando se analizaron las muestras de los pacientes EVR2

(Figura 13). No se observo correlacion en los pacientes PNR.

Correlacion ISG15 y OAS2 en EVR1
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Figura 12. Correlacion lineal no paramétrica entre la expresion relativa de ARNm de OAS2 e ISG15 en
pacientes con respuesta viral temprana antes del tratamiento (EVR1).
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Figura 13. Correlacion lineal no paramétrica entre la expresion relativa de ARNm de OAS2 e ISG15 en
pacientes con respuesta viral temprana después del tratamiento (EVR2).
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Al evaluar la correlacion entre SOCS3 y OAS2 nuevamente se observd una correlacion lineal

positiva fuerte en los pacientes EVR1 y no se observd correlacion en los pacientes después del

tratamiento ni en PNR. (Figura 14).
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Figura 14. Correlacion lineal no paramétrica de la expresion relativa de ARNm de OAS2 y SOCS3 en
pacientes con respuesta viral temprana antes del tratamiento (EVR1).

En la figura 15 se observa una correlacion lineal positiva fuerte entre la expresién de SOCS3 e

ISG15 en pacientes EVR1 y una correlacion moderada en los pacientes EVR2 (figura 16). En

contraste, en la figura 17 se observa una correlacion lineal negativa en la expresion de SOCS3 e

ISG15 en pacientes PNR1. Estos resultados indican una correlacion diferencial entre la expresion de

estos dos genes en pacientes EVR1 y PNR1 en la cual la expresion de SOCS3 en los pacientes

PNR se relaciona a una menor expresion de ISG15.
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Correlacion SOCS3 e ISG15 en EVR1

1.0~
L 4
0.8
- ®
% 0.6
wm n®
0
Q 0.4 v r=0,8109
0.2+
P=0,0025
0.0 T T 1
0.0 05 1.0 15
SOCS3 EVR1

Figura 15. Correlacion lineal no paramétrica entre la expresion relativa de ARNm de SOCS3 e ISG15 en
pacientes con respuesta viral temprana antes del tratamiento (EVR1).

Correlacion SOCS3 e ISG15 en EVR2

15-
% 1.0- s , %
4 *s * »
$ 05 . **  1=04933
®
P=0,0442
0.0 T ! !
0.0 0.5 1.0 15
SOCS3 EVR2

Figura 16. Correlacion lineal no paramétrica entre la expresion relativa de ARNm de SOCS3 e ISG15 en
pacientes con respuesta viral temprana después del tratamiento (EVR2).
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Figura 17. Correlacion lineal paramétrica de la expresién relativa de ARNm de ISG15 y SOCS3 en pacientes
sin respuesta primaria antes del tratamiento (PNR1).
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Posteriormente los datos de expresion relativa de SOCS3 se dividieron entre los valores de cada
ISG (OAS2, IP10, ISG15) en cada grupo de pacientes (EVR1, EVR2, PNR1 y PNR2) para
determinar un valor numérico derivado de esta relacion.

Como se observa en la figura 18, la relacion SOCS3/OAS2 disminuye en los pacientes con
respuesta viral temprana después del tratamiento y esta diferencia es estadisticamente significativa.
De manera interesante se observa una tendencia en la cual la relacion entre la expresion de
SOCS3/0AS2 es mayor en los pacientes sin respuesta primaria al tratamiento alejandose de la
unidad, esta relacion disminuye después del tratamiento. Resultados similares fueron obtenidos al
obtener la relacion entre SOCS3/IP10 y entre SOCS3/ISG15 (figuras 19y 20). En todos los casos la
relacion entre SOCS3 y los ISGs en los PNR disminuye después del tratamiento sin embargo, se

mantiene elevada al compararla con la relacion obtenida en los EVR después del tratamiento.
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Figura 18. Relacion SOCS3/0AS2 en pacientes con hepatitis C cronica. Se dividié la expresion relativa de
SOCS3 entre OAS2 en pacientes con respuesta viral temprana antes (EVR1) y después del tratamiento
(EVR2) y pacientes sin respuesta primaria antes (PNR1) y después del tratamiento (PNR2). Se realiz6 prueba
de Mann-Whitney para detectar diferencias de medias por pares de grupo (P<0.05).

32



SOCS3/ISG15

2.0-

o T

-% 1.5-

E -1 7

5 1.0-

D

d

< 0.5-

Ll

0.0 1 ] T L] T
N 1 N V
& & & &
S S S S

Figura 19. Relacion SOCS3/ISG15 en pacientes con hepatitis C crénica. Se dividié la expresion relativa de
SOCS3 entre ISG15 en pacientes con respuesta viral temprana antes (EVR1) y después del tratamiento
(EVR2) y pacientes sin respuesta primaria antes (PNR1) y después del tratamiento (PNR2). Se realiz6 prueba
de Mann-Whitney (P<0.05) para detectar diferencias por pares de grupo.
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Figura 20. Relacion SOCS3/IP10 en pacientes con hepatitis C crénica. Se dividio la expresion relativa de
SOCS3 entre IP10 en pacientes con respuesta viral temprana antes (EVR1) y después del tratamiento (EVR2)
y pacientes sin respuesta primaria antes (PNR1) y después del tratamiento (PNR2). Se realiz6 prueba de
Mann-Whitney (P<0.05) para detectar diferencias por pares de grupo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Inicialmente se determind el porcentaje de pacientes que a la semana 12 de tratamiento presentaron
respuesta viral temprana (EVR) o sin respuesta primaria (PNR). En los EVR no se detecta en sangre
el VHC o la carga viral disminuye en 2log1o a la semana 12 de tratamiento en comparacién con el
nivel basal y los PNR no responden a la semana 12 de tratamiento y se detecta el VHC [29]. Bajo
este criterio, se obtuvo que el 75% y 71% de los pacientes infectados con VHC genotipo 1y 2,
respectivamente, presentaron respuesta viral temprana (EVR). En la literatura esta reportado que
entre el 50-60 % de los pacientes infectados con VHC genotipo 1 presentan respuesta viral
sostenida (RVS) y pacientes con VHC genotipo 2 responden en un 70-80% [29]. En el caso de los
pacientes con VHC genotipo 2 nuestros resultados concuerdan con la literatura, no asi en los
resultados obtenidos en los pacientes con VHC genotipo 1, donde la respuesta al tratamiento fue
10% mas a lo reportado. La diferencia puede deberse a que nuestros resultados se compararon con
la carga viral de la semana 12, con la posibilidad de que se vuelva a detectar el VHC en sangre 6
meses después que de haber finalizado el tratamiento, es decir que los pacientes tengan recaida y
por tanto el porcentaje de respuesta al tratamiento disminuiria.

Posteriormente, se evalud la expresion tanto de los ISGs como de SOCS3 y dado que no se
observaron diferencias importantes al comparar a los pacientes con genotipo 1y 2 se decidi6 incluir
en el analisis ambos genotipos para incrementar el tamafio de la muestra. Sin embargo, seria
importante incrementar el numero de pacientes analizados para ambos genotipos y estudiarlos de
manera independiente.

En cuanto a la expresion relativa de SOCS3 se observaron tendencias que muestran una mayor
expresion relativa de este gen en las células mononucleares de sangre periférica en PNR antes y
después del tratamiento. Este hallazgo concuerda con reportes que indican que el ARNm de SOCS3
presenta una mayor expresion en biopsias hepaticas de pacientes que no responden al tratamiento
en comparacion a controles sanos y a pacientes con respuesta viral sostenida (RVS) [39-41]. En
este caso también seria importante incrementar el numero de pacientes para determinar si este
incremento es estadisticamente significativo asi como evaluar la expresion de SOCS3 a nivel de
proteina en células mononucleares totales de sangre periférica y en células que participan tanto en
respuesta inmune innata y adaptativa ya que SOCS3 es una proteina que participa como regulador
negativo en la via de sefializacion de INF y en la via de sefializacion de TLR3, entre otras, ademés
de que existen reportes donde se correlaciona SOCS3 con una poca activacion del sistema inmune
innato y adaptativo lo cual podria pasar en este tipo de pacientes [25, 54, 55].
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En el caso de IP10, no se observaron diferencias entre los pacientes EVR y PNR antes del
tratamiento y se observo una mayor tendencia en la expresion del gen después del tratamiento tanto
en EVR como PNR. Sin embargo, los resultados obtenidos para IP10 no concuerdan con los
reportes de la literatura ya que en éstos se mencionan que en biopsias de higado de los pacientes
que no responden al tratamiento presentan un aumento en la expresion del ARNm y en los niveles
sericos de la proteina antes del tratamiento [47, 49, 56]. Por un lado algunos reportes indican que
después del tratamiento la expresion del ARNm de IP10 se incrementa tanto en pacientes RVS
como en NR y por otro lado se reporta una disminucion en la expresion del ARNm y de la proteina
en pacientes RVS, mientras que en los pacientes NR ambos niveles permanecieron iguales después
del tratamiento [57][32, 37]. También la proteina IP10 se detectd en hepatocitos de pacientes
infectados con VHC aunque en este estudio no se relacion6 con la respuesta al tratamiento, si se
observo una mayor expresion en hepatocitos donde el dafio histolégico fue mayor y se relaciond con
un mal prondstico asi como en la progresion de la enfermedad [24]. Complementariamente, un
reporte reciente sefiala que existe una forma truncada de IP10 que pudiera estar presente en
pacientes NR [53]. Por lo tanto, seria importante evaluar nuevamente nuestros datos con los
resultados de la respuesta viral sostenida (RVS), determinar la expresion de la proteina en el suero
de los pacientes y realizar las pruebas inmunohistoquimicas en las biopsias hepaticas.

Los resultados de la expresion de ISG15 y OAS2 indican que estos genes son buenos marcadores
en sangre periférica para monitorear a los pacientes que montan una respuesta viral temprana al
tratamiento (EVR1) ya que existen diferencias entre controles y EVR después del tratamiento
(EVR2). Al comparar las muestras EVR1y EVR2 se encontr6 que la expresion de 1ISG15 fue mayor
en pacientes EVR2, es decir que hubo una induccién en la expresion de ISG15. Al igual que para
IP10, en ISG15 no se observd una sobreexpresion en los pacientes PNR1 como se reportd en
biopsias de higado [30, 36, 38]. Sin embargo, la induccion de estos genes después del tratamiento
fue menor en los pacientes PNR. Los resultados de OAS2 fueron muy similares a ISG15.

Para todos los genes evaluados, la literatura reporta que la expresion del ARNm es mayor en
muestras de pacientes que no responden al tratamiento desde antes de su administracién, cuando
se comparan con los controles sanos o pacientes que responden al tratamiento [31, 35-38]. Al
respecto, Lanford et al.[ 34] menciona que la expresion de estos genes se puede detectar tanto en
PBMCs como en higado, Sarasin-Filipowicz et al. [32] reportd que aunque el INF administrado
inducia mayor numero de ISGs en PBMCs que en biopsias hepaticas, en éstas ultimas se observaba
mayor expresion de ISGs en NR antes del tratamiento en comparacion a pacientes que respondian a
él y esta expresion diferencial entre respondedores y no respondedores no era evidente en PBMCs.
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En el presente estudio se logré ver esta tendencia en el caso del gen SOCS3, ya que en ningun I1SG
(IP10, 1ISG15 y OAS2) se observo una sobreexpresion relativa en las muestras pretratamiento de
PNR en comparacion a EVR.

En este estudio, los ISGs en las células mononucleares de sangre periférica de los pacientes PNR
se inducen menos en comparacion a los niveles obtenidos en los EVR, por lo que es posible que la
expresion de los ISGs pueda ser un reflejo de la infeccidn existente por VHC que se lleva a cabo en
el huésped y por lo tanto sugiere una inadecuada induccion de estos genes en las células de sangre
periférica de los pacientes sin respuesta primaria (PNR). Por otra parte es posible que las células de
sangre periférica tengan efectos distintos a los efectos locales que produce el virus en higado [34].
Por otro lado, se tienen reportes de biopsias de higado que detectan ISG15 por inmunohistoquimica
dénde demuestran la expresion de esta proteina en hepatocitos de los no respondedores y en los
macrofagos (células de Kupffer) de pacientes con respuesta virologica sostenida (RVS) lo cual
sugiere que los macréfagos de los no respondedores presentan alguna incapacidad de expresion de
este gen, por lo que se puede tomar en cuenta las diferencias en el nivel de expresion entre
respondedores y no respondedores dependiendo del tipo celular, ya que estos genes se expresen
tanto en higado [38] como en sangre periférica.

En cuanto a la expresion de ISGs después del tratamiento, Taylor et al. demostraron que un grupo
de pacientes con una expresion mayor de ISG15, OAS2 e IP10 en PBMCs un dia después del
tratamiento, también presentaban una menor carga viral y en consecuencia se comportaban como
futuros respondedores. Por otro lado, Sarasin-Filipowicz et al. demostrd que los pacientes que
respondian al tratamiento a la cuarta semana en base a la carga viral, inducian la expresion de ISGs
4 horas después del tratamiento y ésta sobreexpresion era mas marcada en biopsias hepaticas que
en PBMCs. En este trabajo se observo una induccion en la expresion de todos los ISGs evaluados
(IP10, 1SG15 y OAS2) después del tratamiento cuando se compararon con las muestras
pretratamiento tanto en EVR como en PNR, lo anterior concuerda con lo reportado por Sarasin-
Filipowicz et al y Taylor et al [31, 32].

Al analizar la expresion de cada gen, hallamos tendencias que podrian diferenciar a pacientes EVR y
PNR antes del tratamiento, con excepcion de IP10. Sin embargo, en ningin caso se observd una
expresion diferencial significativa que lograra distinguir a estos dos tipos de pacientes. Por lo
anterior, se decidio evaluar la relacion entre la expresion de estos genes por pares mediante
correlacion lineal, con la finalidad de obtener resultados mas claros que permitan diferenciar entre

los pacientes infectados con VHC que responden de los que no al tratamiento con pegINF+rib.
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En la correlacion lineal entre la expresion relativa del ARNm de OAS2 e ISG15 se observo una
correlacion positiva fuerte en los pacientes EVR antes del tratamiento que se mantiene después del
tratamiento, ademas se presentan diferencias en comparacion a los pacientes PNR donde no existe
correlacion entre la expresion de estos genes. Resultados similares se obtuvieron en las
correlaciones entre la expresion del ARNm de SOCS3 y OAS2 en los pacientes EVR. Asi, la
combinacion de ambos genes graficados en correlacion lineal permitira diferenciar entre estos dos
tipos de pacientes y esperar una buena respuesta al tratamiento.

Los resultados mas interesantes se obtuvieron al evaluar la correlacion entre la expresion de SOCS3
e ISG15 en donde se observd una correlacion positiva en los pacientes EVR antes y después del
tratamiento y una correlacion negativa en los pacientes PNR antes del tratamiento, debido a que la
evaluacién de ambos genes distingue a EVR de PNR podria ser un predictor de respuesta al
tratamiento. En estos mismos pacientes se realizaron indices de expresion entre la expresion de
SOCS3 con respecto al valor relativo de la expresion de los distintos ISGs al considerar que los
resultados en la expresion de SOCS3 presentan una mayor tendencia en los pacientes PNR y una
correlacion lineal negativa entre SOCS3 e ISG15 de PNR significativa. Los resultados mostraron un
valor numérico mayor en los pacientes PNR1 por tanto mientras los valores de esta relacion se
alejen mas de la unidad los pacientes podrian tener potencialmente una menor respuesta al
tratamiento. Es importante destacar que para tener resultados con significancia estadistica seria
necesario incrementar el tamafio de la muestra y considerar los resultados de respuesta viral
sostenida (RVS) para poder descartar los pacientes con recaida. Varios articulos reportan que
SOCS3 podria ser el causante de la falta de respuesta al tratamiento debido a que la proteina
central del VHC induce la expresion de la proteina SOCS3 inhibidora de la via de sefializacion INF,
entre otras vias. Ademas, Vlotides et al. demostrd que la sobreexpresion de SOCS3 inhibia la
expresion de 2°-5°0AS tanto a nivel de ARNm como de la proteina [58, 59]. Nuestros resultados
sugieren que a pesar de que en pacientes EVR se expresan ISGs antes del tratamiento, SOCS3 se
sobreexpresa en los pacientes PNR, y esta podria una de las razones de la falta de respuesta al
tratamiento.

En resumen nuestros resultados muestran diferencias en la expresion de SOCS3 en los pacientes
sin respuesta primaria al tratamiento antes y después de este, asi como diferencias importantes en
la correlacion de expresion de SOCS3 e ISG15. Finalmente los resultados sugieren que la relacion
numérica entre SOCS3 y la expresion de los ISGs evaluados en este trabajo muestra diferencias
importantes en los pacientes con respuesta virologica primaria y sin respuesta primaria antes del

tratamiento y por lo tanto podria ser un valor indicativo del potencial de respuesta.

37



CONCLUSIONES

La expresion de los ISGs evaluados (ISG15, OAS2 e IP10) y analizados individualmente no brindan
informacién suficiente para distinguir entre los pacientes con respuesta viral temprana (EVR) al
tratamiento de aquellos sin respuesta primaria (PNR). Sin embargo, en ISG15 y OAS2 se observd
menor expresion de ARN mensajero en pacientes PNR antes del tratamiento comparado con EVR,
por otro lado el gen SOCS3 presentd una tendencia que muestra mayor expresion en pacientes PNR
antes del tratamiento.

Al realizar la correlacion lineal entre pares de genes se obtuvo un hallazgo mas interesante, una
correlacion positiva en la expresion de SOCS3 e ISG15 en EVR y una correlacion negativa en PNR.
A partir de lo cual se propuso realizar un indice de la expresién de SOCS3 en relacion a cada ISG y
se observo que los pacientes PNR presentan mayor expresion de SOCS3 en relacion a cada ISG, a
pesar de no tener diferencias estadisticas significativas.

De esta manera, el anélisis de los genes individuales no brinda informacion suficiente que diferencie
entre EVR y PNR. Sin embargo, el indice numérico de SOCS3/ISG podria ser un buen candidato

que en un futuro nos ayude a predecir que pacientes responderan al tratamiento.
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ANEXO I. (a) Secuencias iniciadoras utilizadas en los ensayos de PCR para los diferentes genes.

Gen Primer Forward Primer Reverse Pares de
base
amplificadas
(pb)

GAPDH | 5-ACC ATC TTC CAG GAG CGA GAT-3’ 5-AGT CTT CTG GGT GGC AGT GAT -3’ 339

SOCS3 | 5-TCA CCC ACAGCAAGTTTC CCG C-¥ 5°-GTT GAC GGT CTT CCG ACA GAG ATG C-3° 590

ISG15 | 5-ATG GGC TGG GAC CTG ACG GTG AAG-3" | 5°-GTT GAC GGT CTT CCG ACA GAG ATG C-3’ 280

OAS2 5°-TCA GAA GAG AAG CCA ACG TGA-3° 5-CGG AGA CAG CGA GGG TAA AT-3° 400

IP10 5-ACT GCCATTCTGATTTGC T-3° 5-AGA CCT TTC CTT GCT AAC TG-3° 231

ANEXO I. (b) Condiciones de amplificacion para cada uno de los genes.

[MgClz]

Gen Buffer mM

Temperatura de
hibridacién (°C)

Nimero
de ciclos

Tiempo de
Hibridacion (seg)

GAPDH Sulfato de
amonio 1.5

(Fermentas)

59 25 28

SOCS3 Cloruro de
potasio 1.25

(Invitrogen)

63 25 35

ISG15 Cloruro de
potasio 1.0

(Invitrogen)

54 30 28

0AS2 Cloruro de
potasio 1.25

(Invitrogen)

51 30 26

IP10 Sulfato de
amonio 1.5
(Fermentas)

62 30 32
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