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RESUMEN 

La hepatitis C crónica (HCC) es una enfermedad ocasionada por el virus de la 

hepatitis C (VHC), es un virus ARN que pertenece a la familia de los flavivirus. A nivel 

mundial es una enfermedad que afecta aproximadamente a 170 millones de 

personas, se considera el 3% de la población mundial, en México es alrededor del 

1.2-1.8% de personas que padecen estas enfermedad. La hepatitis C crónica es una 

enfermedad que evoluciona a cirrosis hepática después de 20 años de haber 

adquirido la infección y por último a hepatocarcinoma celular, hasta el momento no 

existe tratamiento adecuado (cura) para esta enfermedad. 

Se conoce que el VHC dispara mecanismos intracelulares que producen inflamación 

y necrosis en el hígado, y además activan la respuesta inmune del huésped. Las 

moléculas que participan activamente en este proceso son las citocinas, ocasionando 

una cascada de activación de varias citocinas durante la infección por el VHC. 

Nos planteamos conocer que efecto tiene el IFN-a y otros fármacos como son la 

Pentoxifilina (PTX) y la Colchicina (COL) sobre la expresión y secreción en células 

mononucleares (CMNs) de IL-1p, el TNF-a, el IFN-y y CXCL-8/IL8, además de su 

expresión en el tejido hepático, se conoce que participan en la respuesta del huésped 

contra el VHC. Cada uno de los medicamentos que decidimos estudiar tienen 

funciones diferentes, el IFN-a 2b actúa como inmunomodulador y antiviral, 

antifibrogénicos (COL) o anti-inflamatorias (PTX). 

Resultados: La IL-1p, el TNF-a, elIFN-y son citocinas pro inflamatorias y CXCL-8 es 

una quimiocina que atrae neutrofilos a los sitios de daño. Encontramos que cada uno 

de los fármacos modificó de manera diferencial la expresión y secreción de estas 
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proteínas. En CMNs de los pacientes con VHC, los 3 tratamientos después de un año 

disminuyeron mínimamente la expresión de estas citocinas. En cuanto a la secreción, 

la PTX fue el único fármaco que disminuyó las 4 moléculas que estudiamos al año de 

tratamiento mientras que el IFN-a y la COL no tuvieron efecto sobre CXCL-8. En la 

biopsia hepática, el IFN-a disminuyó la expresión del ARNm de TNF-a. En el grupo 

de COL la expresión de CXCL-8 se elevó de manera significativa al comparar con los 

valores basales, probablemente porque las proteínas virales inducen la producción de 

esta quimiocina. La PTX redujo el ARNm de IL-1 i3 y TNF-a durante todo el año, 

comprobando el efecto anti-inflamatorio en HCC que se le ha atribuido en otras 

enfermedades hepáticas. A los 2 meses se cuantificó la carga viral en los 3 grupos de 

pacientes y encontramos que el único fármaco que tuvo acción antiviral fue el IFN-a 

ya que redujo la carga viral , mientras que en el grupo que recibió COL la carga viral 

fue alta durante todo el tiempo de tratamiento, lo que refleja que el VHC continua 

replicándose en las células de los pacientes. 

Conclusión: En la HCC existe un componente inflamatorio que contribuye a la 

cronicidad de esta infección. El IFN-a, la COL y la PTX modifican de manera 

diferencial a algunas citocinas pro-inflamatorias. La PTX fue el único medicamento 

que modificó a nivel periférico y en tejido el proceso inflamatorio que sucede en la 

HCC. Es necesario considerar la posibilidad de una terapia combinada que aumente 

la respuesta celular y complemente el efecto de los fármacos antivirales (IFN-a) para 

inhibir la replicación del virus. 
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ABSTRAeT 

The hepatitis C virus (HCV) is a highly mutable, hepatotropic RNA virus that causes 

acute and chronic hepatitis. Chronic hepatitis C (CHC) is responsible for progressive 

liver disease leading to cirrhosis, end-stage liver disease, and hepatocellular 

carcinoma. The worldwide prevalence of CHC is about 170 million people (3%) and in 

México it is approximately of 1.2-18%. The mechanism of liver injury caused by HCV 

is thought to be mediated by the hosl's cellular immune response. An effective host 

response against virus requires a coordinated effort of both nonspecific and specific 

antigen immune responses, including the production of various cytokines and 

chemokines. The imbalance of pro-inflammatory cytokines such as Interleukin-1 (IL-1), 

IL-2, IL-6, Interferon gamma (IFN-y), Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), 

CXCL8/IL-8 and anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10) in liver tissue and in 

peripheral blood may contribute to viral persistence and chronic liver disease. 

Colchicine (COL) has been used as antifibrogenic therapy in others diseases, IFN

alpha 2b (IFN-a) is a molecule that has immuno-modulatory and antiviral activity and 

Pentoxifylline (PTX) ameliorates inflammatory response in CHC not only by inhibiting 

TNF-a but also suppressing others cytokines. 

The aim of the study is to analyze the expression and secretion of pro-inflammatory 

cytokines IL-1 beta , TNF- a, IFN- y and the chemokine CXCL8/IL-8 in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) and their expression in liver tissue of patients with CHC, 

before and after to IFN- a, COL or PTX therapy. 

We studied twenty six patients with clinical and histological diagnosis of CHC. AII were 

HCV-RNA (+), quantitative HCV-RNA ranged from 23,000 to 3,000 000 UI/ml; none 
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had a concomilanl syslemic diseases or auloimmunily. AII were naIve lo anliviral 

Irealment. AII palienls were genolype 1 and had fibrosis score was F1-F4 according lo 

Melavir classificalion. The AL T and AST, viral load, and Melavir score were measured 

before and after Irealment. Eighl palienls received COL, 7 IFN- a and 11 PTX. 

None of Ihem had significanl changes in Ihe Melavir score following COL, IFN-a or 

PTX adminislralion. IFN- a was Ihe only lo induce a significanl decreased in viral load 

(p< 0.05). Aminolransferases were modified by PTX during Irealmenl bul hislology 

was nol modified. 

We found Ihal COL, IFN- a and PTX mini mal dimished Ihe expression of cylokines in 

PBMC; Ihe effecls on cylokine secrelion were more evidenl and significanlly varied 

among Irealmenls. PTX was Ihe only Iherapy Ihal diminished Ihe secrelion of IL-1, 

TNF- a, IFN- y and CXCL-8/IL-8 whereas IFN- a and COL did nol modified Ihe laler. In 

liver biopsy specimens COL significanl ly increased Ihe CXCL-8 expression, IFN- a 

down regulaled Ihe expression of TNF- a and PTX reduced RNAm of IL-1 p and TNF

a when compared wilh prelrealmenl values respeclively. 

CONCLUSION: The inflammalory process seen in chronic hepalilis C seems lo 

conlribule lo chronicily. Trealmenl wilh COL, IFN- a or PTX differenlially modified Ihe 

expression of pro-inflammalory cylokines. Locally (wilhin Ihe liver) and syslemically 

(PBMC) produced cylokines may serve as biomarkers of inflammalion on CHC. PTX 

inhibils Ihe express ion of several pro-inflammalory cylokines in Ihe liver and in PBMC. 

Combined Iherapies using eilher COL or PTX along wilh IFN- a looking lo modify Ihe 

hosl"s inflammalory response and inhibil Ihe viral replicalion seem promising and 

wrolh lo explore in large clinical Irials. 
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INTRODUCCiÓN 

1. Estructura y función del hígado 

El hígado es la glándula más grande del cuerpo, pesa alrededor de 1400-1800 

gramos. Es uno de los órganos vitales del cuerpo humano. Normalmente ocupa el 

hipocondrio derecho, el epigastrio y una porción del hipocondrio izquierdo. Tiene 

relación con la región lumbar de la pared posterior del tórax. El hígado está envuelto 

por una cápsula fibrosa de tejido conectivo (cápsula de Glisson). Consta de dos 

lóbulos principales, el derecho y el izquierdo (siendo mucho mayor el derecho), y un 

tercer lóbulo más pequeño llamado caudado. El hilio hepático es el sitio donde entran 

y salen los principales vasos y conductos biliares. El tejido hepático está compuesto 

de parénquima y estroma. El primero comprende células epiteliales de origen 

endodérmico llamadas hepatocitos, en tanto que el segundo es tejido conectivo de 

origen mesenquimatoso. El lóbulo hepático está formado por hepatocitos. En 

contraste a los hepatocitos que ocupan casi el 80% del total del volumen hepático y 

realizan la mayoría de las numerosas funciones del hígado, las células no 

parenquimatosas, contribuyen únicamente con el 6.5% del volumen hepático, el 40% 

del número total de células hepáticas, están localizadas en el compartimiento 

sinusoidal del tejido. Las paredes del sinusoide hepátíco son delineadas por 3 

diferentes tipos celulares: células endoteliales sinusoidales (CES), células de Kupffer 

(CK) que representan macrófagos derivados de monocitos y células estelares 

hepáticas (CEH) . Además existen linfocitos intrahepáticos (LlH) que incluye células 

pit, es decir, células asesinas naturales (NK) específicas del hígado que se 

encuentran en el lumen sinusoidal. A la fecha se reconoce que bajo condiciones 
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normales o patológicas, muchas funciones de los hepatocitos son reguladas por 

sustancias liberadas de las células vecinas no parenquimatosas (1,2). La bilis es la 

secreción exocrina de los hepatocitos, que es transportada al duodeno a través de los 

conductos biliares (figura 1 a; 1,3). 

El hígado recibe su irrigación por dos fuentes: la mayor parte de la sangre (85%) por 

la vena porta que drena casi toda la sangre del intestino. Esto asegura que el 

alimento absorbido vaya directamente al hígado donde puede ser metabolizado y 

dispuesto para su utilízación, el otro 15% proviene de la sangre de las arterias 

hepáticas. La vena y la arteria hepátíca llegan a la víscera y penetran en el hílio 

hepático y de ahí salen a los conductos hepáticos derecho e izquierdo y los linfáticos 

(1) . 

Los productos exocrinos de los hepatocitos, son elaborados y descargados en los 

conductillos biliares, mientras que, la secreción interna elabora glucosa, proteínas y 

lipoproteínas, los cuales pasan al torrente sanguíneo (1,3). 

La superficie de cada hepatocito colinda con un conductillo biliar y con un sinusoide 

sanguíneo. Los sinusoides y los hepatocitos se encuentran entre las circulaciones 

venosa portal y arteria hepática (1,3). 

Entre la capa endotelial que cubre los sinusoides hepáticos y los hepatocitos que 

limitan se encuentra el espacio perisinusoidal de Disse. Las células endoteliales y las 

células de Kupffer, son incorporadas en el revestimiento sinusoidal al quedar 

intercaladas entre las células del endotelío y otras en el espacio de Disse. Las CK son 

móviles, evitando la posible obstrucción de los sinusoides, además intervienen de 
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manera importante para eliminar bacterias que están en la sangre porta que llega del 

intestino (Figura 1 b; 1-5). 

Dentro de sus funciones más importante, los hepatocitos se ocupan de diversas 

reacciones de transformación y conjugación de extraordinaria importancia para la 

destoxificación de algunos compuestos endógenos y exógenos nocivos para el 

organismo, también metabolizan esteroides y alcohol. Además secretan albúmina, 

fibrinógeno y casi todas las globulinas del plasma a los sinusoides y participan en la 

sintesis de lipoproteinas (1-4). 

Las células mononucleares constituyen otra importante población celular y están 

involucradas con el sistema inmune. Su función básica es la fagocitosis. Todas las 

células del sistema mononuclear se originan en la médula ósea, después de su 

maduración y posterior activación, pueden adquirir diferente morfologia. Una vez que 

colonizan los tejidos, estas células maduran y se convierten en macrófagos. Se 

encuentran en todos los órganos y tejidos conectivos, y realizan funciones en la 

defensa del huésped aún antes que se establezca la inmunidad especifica, a través 

de células dendriticas (CD) y células pit (1,2). 

El tejido hepático posee una notable capacidad de regeneración y por lo tanto puede 

soportar el estrés fisiológico. La falla hepática ocasiona menos producción de 

protrombina y fibrinógeno. La disminución de la secreción de bilis también ocasiona la 

disminución en la absorción de vitaminas liposolubles (1,3). 

A menudo la disfunción hepática es causada por infecciones virales y/o agentes 

tóxicos como tetracloruro de carbono (experimentalmente). alcohol, acetaminofen (en 
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dosis excesivas) y otros. Independientemente del factor etiológico esta disfunción se 

manifiesta como hepatitis y/o cirrosis. 
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Figura 1. Micro ambiente hepático. A. Diagrama que muestra la estructura del lóbulo 
hepático organizado alrededor de haces vasrulares, los cuales son conocidos como tractos 
portales. Este contiene una ramificación de la vena porta, una de la arteriola y un dueto biliar. 
De los tractos portales, la sangre fluye a través de una malla de sinusoides anastomosada 
semejante a una esponja que existe entre las placas de hepatocitos. Los sinusoides 
contienen una gran población de macrófagos, conocidos como células Kupffer (CK). B. 
Organización de los sinusoides. El sinusoide es delineado por endotelio (células endoteliales 
sinusoidales hepáticas CES) que están fenestradas y les falta una membrana de basamento. 
Las CK, linfocitos (células Pi!, PCs) y células dendríticas inmaduras (DCs) se encuentran en 
el sinusoide. Las CK existen principalmente en el lumen sinusoidal, que pueden tener 
contacto directo con hepatocitos. B espacio subendotelial , conocido como espacio de Disse, 
es la región de la cual se origina la linfa hepática. Tomado de Crispe IN (5) 



2. Hepatitis e 

La hepatitis C se ha convertido en un serio problema de salud a nivel mundial, se 

estima que 170 millones de personas están infectadas, alrededor del 3% de la 

población mundial (6-9). Sin embargo, la prevalencia del virus de la hepatitis C (VHC) 

causante de esta enfermedad varía enormemente entre los diferentes países. El VHC 

es un importante patógeno que causa enfermedad hepática crónica (6,10). En 1975, 

por primera vez se reconoció su existencia cuando se demostró la presencia de este 

virus en la mayoría de los casos de hepatitis asociados a transfusión sanguínea y la 

referían como hepatitis no A, no B. En 1989, Houghton y colaboradores clonaron y 

secuenciaron el genoma del VHC (11), lo que permitió el conocimiento de la biología 

molecular del VHC y así poder desarrollar pruebas diagnósticas (12-14) serológicas y 

virológicas que son esenciales para el manejo de los pacientes con hepatitis C 

crónica (HCC) (15). 

El VHC es extraordinariamente hábil , produce una infección persistente que en 
. , 

algunos casos es interrumpida por la terapia basada en IFN-a, el virus puede 

permanecer activo durante toda la vida en el individuo y tiene varias oportunidades 

para posteriores transmisiones en la población humana (10, 16, 17). Esta habilidad es 

enlazada con una capacidad para evadir y antagonizar la respuesta inmune tanto 

humoral como celular del huésped, las cuales son incapaces de erradicar la infección 

en la mayoría de los pacientes (16-22), y sostener un bajo grado de inflamación (8, 9, 

21). El VHC tiene una alta variabilidad genética, lo que le confiere la capacidad para 

escapar de la respuesta inmune del huésped, el virus no es directamente citópatico 

(23) y las lesiones hepáticas están relacionadas a mecanismos mediados por la 
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inmunidad, los cuales son caracterizados por una predominante respuesta celular Th 1 

(24). 

La hepatitis C aguda solo en el 25% de los pacientes infectados hay manifestaciones 

clínicas. La mayoria de los individuos infectados (>80%) desarrollan HCC. Se ha 

establecido que del 14%-46% de pacientes pueden eliminar la infección de forma 

espontánea, usualmente dentro de los primeros meses después de la infección. 

Factores virales y del huésped juegan un papel importante en la eliminación (y por 

tanto en la persistencia) de la infección (10, 17-19). La hepatitis C crónica es una 

enfermedad silenciosa que se asocia con elevaciones fluctuantes o persistentes de 

los niveles de alanino aminotransferasa (AL T) y en menor grado de aspartato 

aminotransferasa (AST) (25, 26). Un número significativo de individuos infectados 

permanecen ignorantes de la infección durante décadas, la infección conduce a un 

deterioro lento pero progresivo de la función hepática, ocasionando la formación de 

cicatriz, fibrosis hepática y cirrosis (en el 60% de los casos), y por último puede 

desarrollar carcinoma hepatocelular (20, 21, 26-29). El impacto clínico de la 

enfermedad asociada a hepatitis C se espera que incremente en las siguientes 2 ó 3 

décadas como consecuencia de estas complicaciones (10, 22, 25, 30). Algunos 

factores pueden predecir la gravedad de la enfermedad; entre ellos ingestión 

concomitante de alcohol , adquisición de la enfermedad después de los 40 años, 

género masculino. Algunos factores genéticos e inmunológicos pueden tener un papel 

importante en el desarrollo de la enfermedad. (24) 

En general, mujeres y personas jóvenes tienen la capacidad de eliminar al virus más 

rápido después de la infección. Hasta el momento, el único factor viral asociado con 
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la eliminación o persistencia de la enfermedad, son la existencia de variantes virales 

llamadas quasiespecies. Farci y colaboradores estudiaron la diversidad de las 

quasiespecies en la región hipervariable 1 (HVR1) de la porción E2 del genoma del 

VHC en 3 grupos de pacientes (aquellos que resolvieron la infección, con infección 

persistente o con falla hepática fulminante) notando que hubo una mayor diversidad 

en el grupo con infección persistente (31). Estos hallazgos son consistentes con el 

efecto de la presión inmune en HVR1: mínima presión ocasiona persistencia viral, 

mayor presión puede resultar en la eliminación y la más fuerte en insuficiencia 

hepática grave capaz para causar falla hepática fulminante (32). 

El tratamiento disponible para la hepatitis C es la terapia con l FN- a pegilado más 

Ribavirina (7, 25, 28, 33), el IFN-a es un potente agente antiviral y ambos funcionan 

como inmunomoduladores. Hasta el momento no hay una vacuna disponible para el 

VHC en humanos (34) 

La transm isión del VHC esta ligada fundamentalmente con la contaminación 

sanguínea, la transmisión sexual y perinatal son mínimas. Se consideran grupos de 

alto riesgo los que están expuestos a: uso de drogas intravenosas, procedimientos 

médicos como hemodiálisis, trabajadores de la salud, receptores de transfusión 

sanguínea, recién nacidos de madres con hepatitis C y aquellos que se realizan 

tatuajes sin asepsia (35). 

3. Clasificación del VHC 

El VHC es un miembro del género Hepacivirus en la familia Flaviviridae. Los virus que 

pertenecen a esta familia tienen un ácido ribonúcleico (ARN) de una sola cadena con 
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sentido positivo y una organización similar entre ellos (18, 21 , 22, 36). Entre los 

flavivirus, se encuentran el virus de la fiebre amarilla, el virus de la encefalitis 

japonesa y el del dengue, los cuales son causa importante de enfermedades virales 

transmitidas por artrópodos a los humanos. Los virus GB (GBV-A, GBV-B, GBV

C/HGV) que también han sido clasificados como miembros de los flavivirus están 

estrechamente relacionados con el VHC y pueden infectar a los humanos y a los 

chimpancés (GBV-C/HGV) y monos (GBV-A, GBV-B). El virus GB-B, puede causar 

hepatitis en algunas especies de monos infectados experimentalmente. 

Una característica distintiva del VHC es su heterogeneidad genética, (diferencias en 

cuanto a secuencias de nucleótidos) (37), en base a ello se ha clasificado en 6 

genotipos principales y 11 a 12 subtipos que difieren en aproximadamente el 35% de 

su secuencia de nucleótidos (36, 38, 39). Hay investigadores que señalan la 

existencia de 9 genotipos principales y de cerca de 100 subtipos. Los diferentes 

subtipos dentro de un mismo genotipo difieren de 14 al 25% en su secuencia 

nucleótidica. Aunque los diferentes genotipos pueden ser encontrados en todo el 

mundo, hay diferencias claras en su distribución geográficas (39, 40). Los genotipos 

1a, 1b, 2a, 2b, 2c y 3a están ampliamente distribuidos en el 90% de las infecciones 

por VHC en Norte y Sur América, Europa, Rusia, China , Japón y Australia/Nueva 

Zelanda. El genotipo 1 a y 1 b representan aproximadamente el 60% de la infección 

global. El genotipo 1 b es el responsable de la mayoría de las infecciones en Europa 

Oriental, China , Japón y México (39) El genotipo 3a se encuentra con relativa 

frecuencia a través de Europa y América. Otros subtipos del genotipo 3 son 

prevalentes de Nepal, Bangla Desh, India y Pakistán. El genotipo 4a es el 
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responsable de la mayoría de las infecciones en Egipto y éste junto con otros 

subtipos del genotipo 4 constituye la mayoria de las infecciones en el África Central. 

El genotipo 5a es el responsable de la mayoria de las infecciones en Sudáfrica. Los 

genotipos 4 y 5 son rara vez encontrados fuera del África. El genotipo 6 se ha aislado 

principalmente en el sudeste de Asia. La distribución de los diferentes genotipos varia 

significativamente entre los distintos grupos de población en una misma área 

geográfica (Figura 2). Un ejemplo es la alta prevalencia del genotipo 3a entre la 

población joven que consume drogas en los paises del Este de Europa. 

El impacto de los genotipos del VHC a lo largo del desarrollo de la infección es aún 

controversial, sin embargo está bien establecido que los genotipos del VHC están 

asociados con la respuesta al tratamiento con interferón asi como a la terapia 

combinada de interferón más ribavirina. Los pacientes infectados con genotipo 1, 

principalmente el subtipo b responden menos al tratamiento anliviral , comparados con 

pacientes infectados con genotipo 2 ó 3. Asimismo, los pacientes infectados con 

genotipo 4 presentan una baja respuesta al tratamiento. La genotipificación 

usualmente se lleva a cabo por la secuenciación de regiones seleccionadas del ARN 

viral (37, 38). La hepatitis C se presenta en 4% a 5% de todos los casos registrados 

de hepatitis en el pais. En 2002 se notificaron alrededor de 1,100 casos anuales y 

una tasa de 1.21 casos por cada cien mil habitantes (35). 

Los pacientes infectados crónicamente tienen cargas virales que tipicamente son 102_ 

107 genomas por mi de suero. Un modelo matemático de dinámica viral durante el 

tratamiento con IFN-a indica que los virones de VHC se recambian rápidamente (con 

una vida media del alrededor de 3 horas) y con una alta replicación, estimada en 1012 
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virones producidos por día en una persona infectada (41,42). Esto es 100 veces más 

de lo reportado para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Se han 

observado cargas virales altas durante la primera semana de infección por VHC, 

mientras que el proceso inflamatorio que conduce al daño hepático esta retrasado, y 

ocurre generalmente después de 2-3 meses de la infección (25). 

Europa 

tb 
1\' 
,. Indonesia 

Sudáfrica 
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Figura 2. Distribución Mundial de los genotipos del VHC. La distribución de los diferentes 
genotipos varía entre la población en una misma área geográfica. 



El VHC como muchos ARNs virales, manifiesta considerable heterogeneidad genética 

debido a la presencia de una ARN polimerasa de baja fidelidad a la que le falta 

corrección del marco de lectura y con actividad de exonucleasa 3'-5'. La combinación 

de una alta tasa de replicación y la falta de actividad de corrección de lectura de la 

ARN polimerasa dependiente de ARN favorecen la selección de variantes de virus 

que replican eficientemente, los cuales escapan al reconocimiento de la respuesta 

inmune celular y humoral. Esta variación conduce a la presencia de múltiples 

variantes virales estrechamente relacionadas, las cuales contienen especies 

predominantes que difieren por cambios menores en los nucleótidos (40), estas son 

designadas como quasiespecies dentro de un mismo paciente infectado. Estas son el 

resultado de mutaciones que se acumulan a lo largo de la infección, o bien 

mutaciones que se producen a partir de la infección debida a la transmisión 

simultánea de múltiples especies virales. Las quasiespecies tienen un mecanismo 

que modifica la respuesta inmunológica y la posibilidad de responder al tratamiento 

(40, 43). Aunque la heterogeneidad genética en las quasiespecies se encuentra a 

través de todo el genoma, ciertas regiones son hipervariables. La complejidad de las 

quasiespecies puede potencialmente influenciar el curso de la infección aguda, la 

gravedad del daño hepático, la persistencia de la infección y la respuesta a la terapia 

con interferón (43,44). 

4. Morfología del VHC 

El VHC es una partícula viral esférica con una cubierta lípidica de 30-80 nm de 

diámetro. La variación en tamaño de las pr.lrtículas observadas refleja la dificultad de 

obtener preparaciones virales puras debido al bajo título de virus en los fluidos 
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corporales. Las partículas tienen una densidad muy baja (de 1.09 a 1.11 g/cm3 en 

gradiente de sacarosa) debido probablemente a su asociación con lípidos y 

Iipoproteínas séricas como la lactoferrina y complejos inmunes. Las proteínas 

estructurales (core, E1 y E2) son los principales constituyentes de la partícula viral. La 

cubierta consiste de dos proteínas la E1 y la E2, las cuales probablemente forman 

espigas en la superficie del viron. Dentro de la cubierta se encuentra la nuc1eocápside 

que consiste de la proteína core y el ARN viral, la cual es parecida a un icosaedro en 

su estructura (Fígura 3a 18, 20). Las proteínas estructurales se encuentran en el 

extremo amino, mientras que las proteínas no estructurales (NS2 a NS5) se 

encuentran en el extremo 3', estas últimas son importantes para la propagación viral 

(6, 21) . 

5, Estructura del genoma del VHC 

El genoma del VHC consiste de un ARN de cadena positiva de aproximadamente 

9600 nuc1eótidos. Contiene un solo marco de lectura abierto (ORF), flanqueado en 

cada extremo terminal por regiones no traducidas (NTR). La traducción del ORF 

produce una poliproteína de aproximadamente 3000 aminoácidos. La poliproteína es 

procesada por proteasas celulares y virales en cuatro proteínas estructurales y seis 

proteínas no-estructurales (NS). En el extremo 5' del ARN se encuentra una NTR (5 '

NTR) de 341 nUc1eótidos, la cual está altamente conservada tiene más del 90% de 

homologia entre la secuencia de los diferentes VHC aislados, esta región es 

necesaria para la traducción de la poliproteína. Consiste de cuatro asas y una 

estructura de pseudo nudo, las cuales constituyen el sitio interno de entrada al 
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ribosoma (tRES). La presencia deliRES permite al ARN del VHC ser traducido por un 

mecanismo de traducción independiente de 5'cap, distinto de la mayoría de los 

mecanismos de traducción de los ARNm celulares. El IRES del VHC incluye una 

pequeña parte de la región amino terminal del ORF (Figura 3b) . Así , este mecanismo 

de traducción ofrece blancos potenciales para la generación de agentes antivirales 

(18, 36). 

Debido a la conservación en la secuencia 5'-NTR, esta región es utilizada para 

diseñar los oligonucleótidos requeridos para la transcripción reversa - reacción en 

cadena de la polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en ingles) útil en la detección del 

ARN del VHC. En el extremo terminal 3' del ARN hay una secuencia no traducida de 

aproximadamente 200 nucleótidos, además se encuentra una región de 98 

nucleótidos denominada X. Esta región no se había detectado en la secuencia 

originalmente reportada . Estudios subsecuentes muestran que esta es la región más 

conservada de todo el ARN viral ., forma una estructura de tres asas, la cual es 

conservada en todos los aislados del VHC. La región X puede estimular la traducción 

de las proteínas virales, posiblemente interaccionando con la maquinaria de 

traducción en el sitio 5'-NTR (36). El 3'-NTR es también importante para la replicación 

del ARN, ya que presumiblemente contiene secuencias reconocidas por la polimerasa 

viral para la replicación del ARN. Debido a su importancia funcional y a la secuencia 

conservada , la región 3'-NTR es también un blanco potencial para los agentes 

antivirales. Sin embargo, la región 3'-NTR no ha sido una región útil en la detección 

del ARN del VHC por RT-PCR, probablemente debido a la presencia de estructuras 

secundarias. Tanto la región 5' y 3'-NTR interaccionan con varias proteínas celulares, 
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las cuales pueden ser importantes para la traducción o replicación del ARN viral (10, 

16-22). Datos recientes muestran que la proteína p7 aumenta la permeabilidad de la 

membrana para promover la entrada del virus (45). También se ha descrito otra 

proteína, la proteína F, su expresión se generada en el complejo ribosomal y hasta el 

momento se desconoce su función (46) (Figura 3b) . 

.. 

Figura 3. Estructura del VHC y productos génicos. A. Morfología del VHC. La cubierta 
consiste de 2 proteínas las cuales torman espigas (El y E2), dentro de la cubierta se 
encuentra la nudeocápside que es parecida a un icosaedro. B. Estructura del genoma viral, 
induyendo un marco de lectura abierto que codifica genes estructurales y no estructurales y 
regiones 5) 3'no traducibles. En la parte intermedia se muestran los productos de la 
traducción y el procesamiento de la poliproteína. Los círculos llenos se refieren a sitios de 
corte de la peptidasa, los círculos abiertos se refieren a los sitios de corte péptido-peptidasa. 
C. Topología de las proteínas del VHC con respecto a la membrana celular. Se conoce que 
hay interferencia de las proteínas del VHC con ciertas vías de la respuesta inmune. Tomado 
de Thimme R y Undenbach SO (18, 36 

6, Estructura proteica y funciones del VHC 

La poliproteína que codifica el ARN del VHC es procesada por proteasas celulares y 

virales en diez diferentes proteínas. La primer proteína del extremo amino (N) terminal 



es la proteína core, que constituye la nucleocápside del viron y complejos parecidos 

con el ARN viral. Las siguientes dos proteínas (glicoproteínas), E1 y E2 forman la 

cubierta, las cuales constituyen un heterodímero sobre la superficie del viron. La 

proteína E2 contiene un dominio importante para la unión del virus a los receptores 

celulares. Es la proteína que presenta la mayor heterogeneidad, en particular, en las 

dos regiones hipervariables del extremo N terminal entre diferentes aislados del VHC. 

En la actualidad la función de la proteína E1 no es conocida por completo. El 

complejo E1-E2 parece ser la forma funcional de la cubierta viral, la proteína E1 

también interacciona con la proteína core, la cual es importante para el ensamble del 

virus. La siguiente proteína es la p-7, que es parte de la familia de proteínas virales, 

llamadas viroporinas, las cuales aumentan la permeabilidad de la membrana para 

promover la entrada (gemación) del virus (formando un canal iónico) a la célula (45). 

La ruptura de cada una de las proteínas virales se lleva a cabo por peptidasas de 

señalización celular durante la traducción de proteínas. Las proteínas no-estructurales 

(no se incorporan al viron), comprenden la proteína NS2 que es una 

metaloproteinasa, la cual requiere de iones de zinc para su actividad. La actividad de 

la proteasa NS2 puede ser demostrada solo cuando está unida a la siguiente 

proteína, la NS3, y la única función demostrada para NS2 es la auto-ruptura de la 

unión entre NS2 y NS3. La NS3 también es una proteasa (serín proteasa), la cual 

rompe en todos los dominios de las proteínas restantes, liberando así las proteínas de 

manera individual. Las dos terceras partes de la porción carboxilo terminal de NS3 

presentan actividad de nucleótido trifosfatasa (NTPasa)/helicasa, la cual puede ser 

importante para la traducción del VHC y/o la replicación del ARN (36). Las estructuras 
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cristalinas de la proteasa NS3 y la helicasa han sido determinadas de manera 

separada, lo cual facilita el diseño futuro de agentes antivirales. Otra proteina, la 

NS4A es un cofactor que forma un complejo con NS3 que impulsa la actividad de 

proteasa de la NS3. La NS4B es una proteína hidrofobica que induce la formación de 

una estructura vesicular cito plasmática, es una red membranosa que al parecer 

contiene el complejo de replicación del VHC (36,47). La NS5A es una fosfoproteína 

que se une al ARN y se conoce que juega un papel importante en la replicación viral 

ya que la mayoría de las mutaciones adaptativas de los cultivos celulares que se han 

descrito están localizadas en la región central de esta proteína (47). La NS5B es una 

ARN polimerasa dependiente de ARN, la cual es la enzima clave de la replicación y 

transcripción viral. La mayoría de estas proteínas son requeridas para la replicación 

viral. Así mismo, son también blancos potenciales de agentes antivirales, en la figura 

3c se observa el lugar que ocupan las proteínas en la membrana celular. 

7. Replicación viral 

El ARN del VHC se ha podido detectar en diferentes tejidos y fluidos de pacientes 

infectados, aunque la especificidad del RT-PCR (53-55). Además, la evidencia 

sugiere que el VHC puede replicar en células linfoides y monocitos (56-61) Y se ha 

evaluado su influencia en la respuesta al tratamiento con IFN (62, 63). El amplio 

rango de manifestaciones extra hepáticas de las enfermedades asociadas al VHC 

como son la crioglobulinemia , el síndrome de Sjogren, púrpura, glomérulo nefritis 

pseudomembranosa y el linfoma de células B no-Hodgkin son manifestaciones de 

que el VHC replica en otros tejidos (64). En años recientes se han desarrollado 
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replicones subgenómicos (48, 49) , Y recientemente tres grupos independientes de 

investigadores han desarrollado cultivos celulares de partículas virales infecciosas 

(50-52). Estos modelos han incrementado dramáticamente nuestro conocimiento del 

ciclo de vida del VHC (40). 

a. Internalízación 

El primer paso en la infección viral es la unión del virus a través de la proteína E2 a la 

superficie de la célula blanco. Es probable que el virus entre a la célula vía 

endocitosis mediada por un receptor, C081, que es una molécula de la familia de la 

tetraspaninas y esta ampliamente distribuida en distintos tipos celulares (20, 65-67). 

La unión de E2 a C081 puede disparar patrones de señalízación, que resultan en la 

agregación de células linfoides e inhiben la proliferación de células B (68). Los 

anticuerpos contra E2 y C 081 pueden bloquear la unión del virus (69). Sin embargo, 

C081 no ha sido clasificado como un receptor para el VHC, debido a que la unión no 

provoca internalización de las partículas virales a la célula. Asi , se requiere al menos 

de otra molécula para la internalización de los virus. Esta segunda molécula o co

receptor debe ser más específica del hígado, lo que explica el hepatotropismo del 

VHC. La identidad de esta molécula no es aún conocida . Otra molécula de la 

superficie celular es el receptor de la lipoproteína de baja densidad que ha sido 

implicada como un posible receptor del VHC (Figura 4, 70, 71) . 

b. Replicación 

Una vez que el virus entra a la célula , el ARN viral es liberado en el citoplasma y 

posteriormente se lleva a cabo la traducción y procesamiento de la poliprote ina. La 

traducción del ARN de doble cadena (dsRNA por sus siglas en inglés) es modulada 
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por un mecanismo dependiente de IRES, ocurre en los ribosomas asociados a 

membrana, las proteinas NS3-5B constituyen el complejo de replicación, llamada "red 

membranosa" (36, 47) . La replicación del ARN inicia con la sintesis de ARN de 

cadena negativa (la detección del ARN sentido negativo representa la evidencia 

definitiva de la replicación viral en las células), conduciendo a un ARN de doble 

cadena que sirve como molde para la progenie de moléculas de ARN de cadena 

positiva , las cuales entran a un nuevo ciclo de replicación/traducción o bien son 

empaquetadas en partículas virales por gemación en el retículo citoplasmático. Las 

partículas virales completas pueden ser encontradas en algunas vesículas en el 

citoplasma. Los virones son liberados al espacio extracelular utilizando los patrones 

de secreción de las células (Figura 4). 

La poliproteína sintetizada es procesada durante y después de la traducción. La 

ruptura de las tres proteínas core, E1 y E2 se lleva a cabo por peptidasas de 

señalización celular en el retículo endoplásmico durante la traducción. La unión NS2-

NS3 se rompe por la actividad de una auto-proteasa de estas dos proteinas. 

Fina lmente, las proteínas remanentes son rotas por la proteasa NS3-NS4A después 

de la traducción. Una vez sintetizada y liberada la señal de la peptidasa , la proteína 

core es retenida en el compartimiento del citosol, pero es asociada con membranas 

intracelulares debido a que la secuencia de su terminal carboxilo es altamente 

hidrofóbica. En contraste, E1 y E2 (y probablemente p7) son translocadas al lumen 

del retículo endoplásmico y glicosiladas durante el proceso. E 1 Y E2 forman un 

heterodímero y son ancladas en la membrana del retículo endoplásmico rugoso 

debido a que presentan señales para su retención en el retículo endoplásmico. La 
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mayoría de las proteínas virales están también asociadas a las membranas 

intracelulares en el citoplasma, donde la síntesis del ARN viral se lleva a cabo. 

Algunas de las proteínas virales como la core, NS5A y NS3 contienen señales de 

localización nuclear, y pueden ser translocadas al núcleo bajo ciertas condiciones. El 

significado del potencial de la fase nuclear en la infección del VHC aún es 

desconocido (18, 20, 22, 36). 

UniOn al receptor 
y endocitosis 

TraduCClOn y procesamiento 
de la poliprotelna 

Transpor ta y liberaciOn 

Ensamble del Vlron 

ReplicaciOn del ARN 

Figura 4. Cido de vida del VHC. Después de la entrada del virus a la célula y descubrirse, 
genoma del VHC funciona en 3 roles principales: traducción, replicación y empacamiento de 
los virones nacientes o recientes. Tomado de Reherman (20,22) Lindenbach SD (36) 

Debido a la ausencia de un intermediario genómico estable, el VHC es constante en 

producción de nuevos ARNs y proteínas virales para mantener la persistencia, 

siempre con el riesgo de ser detectada por el sistema inmune innato o adaptativo del 



huésped (44). La tasa de replicación viral y la producción de antígenos en tejidos 

infectados se conoce que es relativamente baja al compararlo con otros virus, 

haciendo que la demostración directa de las proteínas virales y del ARN sea difícil. La 

replicación del ARN es altamente propensa a error, debido a la falta de función de 

prueba de lectura de la proteína NS5B, la cual ha generado una gran diversidad 

genética. Para finalizar, el complejo de replicación viral tiene alta resistencia a 

proteasas y nucleasas in vitro por lo que es probable que ayude a ocultar y proteger 

el dsARN de la detección por el sistema inmune innato. En adición a estas estrategias 

de evasión pasivas, las proteínas virales core, NS3, NS4 y NS5A juegan un papel 

activo en la interferencia con la inmunidad innata (10,17-19,21,22,36) 

8. Funciones accesorias de las proteinas virales 

Al mismo tiempo que las diferentes proteínas virales tienen funciones que están 

involucradas en la replicación viral, también tienen otras actividades accesorias, las 

cuales no necesariamente están ligadas con la replicación del virus pero pueden 

afectar la patogénesis contribuyendo a la alteración de las funciones celulares del 

huésped (10, 36, 72) Se ha demostrado que la proteína core se une a los dominios 

cito plasmáticos del receptor del TNF-a y del receptor de la linfotoxina-¡3, provocando 

alteraciones en la sensibilidad celular a estas citocínas. Los efectos precisos de la 

proteína core varían, ya que se han reportado tanto incremento como reducción de la 

sensibilidad a estas citocinas. La proteína core también se une a varias proteínas 

celulares que pueden servir como ¡actores de transcripción, incluyendo la hnRNPK y 

la ARN helicasa, así la proteína core puede activar la transcripción de genes 
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reporteros bajo el control de varios promotores, incluyendo promotores celulares 

como c-myc, c-fos y otros promotores virales. En cultivo primario de fibroblastos 

embrionarios de rata, la proteína core también tiene actividad transformante, se ha 

observado que coopera con el oncogén c-ras y también suprime la respuesta 

citotóxica de células T (10,36). 

La proteína E2 se une a la molécula de CD81 y puede disparar señales de traducción 

de las células, especialmente en linfocitos (67). Así, teóricamente el VHC puede 

alterar la función normal de una célula aún cuando está sea de un tipo celular incapaz 

de infectarse (68). La proteína E2 se une e inhibe a la protein cinasa R (PKR), 

proteína con actividad anti-VHC siendo un importante mediador de la acción del 

interferón en la inhibición de la traducción viral (69). La PKR también está involucrada 

en apoptosis, por lo que E2 puede inhibir la apoptosis, facilitando la persistencia del 

virus y la oncogénesis. Se ha demostrado que E2 puede activar otros factores de 

transcripción de genes de respuesta al estrés como la proteína reguladora de la 

glucosa 9rp78 (18) . 

La proteína NS5A también se une al sistema PKR vía una secuencia denominada 

región determinante a la sensibilidad al interferón, lo que confiere resistencia a los 

efectos antivirales del fármaco (73). La NS5A tiene la capacidad de unirse a otras 

proteínas celulares, incluyendo la proteína reguladora del crecimiento y a una 

proteína transportadora de vesículas. La unión de estas proteínas con NS5A perturba 

las funciones de estas moléculas. La NS3 se une a las cinasas A y C y puede tener 

actividad oncogénica (36). 
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9. Patrones de ARN del VHC durante diferentes condiciones clínicas de la 

infección 

En la actualidad no es claro si un "estado de portador asintomático' corresponde al 

paciente con una histología hepática normal pero con replicación viral. La mayoría de 

los sujetos infectados crónicamente muestran una hepatitis crónica activa de 

gravedad variable (25). Existen imprecisiones con respecto a la historia y curso de la 

infección viral , en particular, en el estado agudo de la infección, en los países del 

Occidente no hay evidencias contundentes acerca del papel del VHC en la hepatitis 

fulminante en ausencia de co-infección con el virus de la hepatitis B (VHB). Esto 

contrasta con algunos reportes en Asia donde en varios casos han implicado al VHC, 

aún en ausencia de VHB (22). 

La multiplicación del VHC es sostenida, mostrando títulos estables o incrementados 

del ARN viral durante el curso de la infección crónica y el desarrollo a largo plazo de 

cirrosis y carcinoma hepatocelular. El nivel de viremia del VHC es generalmente bajo 

durante la infección crónica (105-10\ Sin embargo, estudios de cinética del ARN

VHC sérico durante el tratamiento con IFN -a sugieren un recambio alto de las 

partículas virales (41 , 42). Más aún, la influencia de la carga viral en el curso de la 

infección por VHC no ha sido establecida, y la mayoria de los estudios no han 

mostrado alguna diferencia significativa en la carga viral plasmática entre pacientes 

con hepatitis crónica , cirrosis y carcinoma hepatocelular. La interpretación puede ser 

moldeada de manera tal que la viremia del VHC se incrementa en sujetos 

inmunodeprimidos y se correlaciona con la gravedad de la hepatitis crónica. Esto ha 

sido establecido, principalmente en pacientes trasplantados de hígado. La carga viral 



intrahepática no necesariamente correlaciona con los niveles séricos de viremia y 

además otros factores ambientales pueden modificar la replicación del VHC (36) . 

Dado que la multiplicación del virus continúa durante el curso de la infección crónica, 

el tratamiento debe ser usado aún cuando la cirrosis ya se haya establecido, siempre 

y cuando el paciente esté compensado. 

La erradicación completa del virus es teóricamente posible, dada la ausencia de 

moléculas de ADN integradas. 

Debido al patrón de replicación así como a su alta variabilidad genética, el VHC 

desarrolla estrategias eficientes para persistir y escapar al efecto de los tratamientos 

actualmente disponibles. Esto reduce significativamente la eficiencia de la terapia 

antiviral por lo que es necesario ampliar el conocimiento para el desarrollo de nuevos 

fármacos dirig idos contra diferentes proteínas virales y combinaciones que tengan 

mayor eficiencia en la eliminación del virus. 

10. Bases Moleculares de la persistencia del ARN del VHC 

El ARN vira l es variable genéticamente y presenta un rango estimado de cambio de 

nucleótidos de 103 sustituciones/sitio/año. Este valor ha sido determinado por análisis 

secuenciales de sueros colectados a diferentes tiempos en pacientes infectados y en 

chimpancés. Esta variabilidad puede ser observada en todos los dominios de ARN del 

VHC, pero predominantemente en la proteína de envoltura E2 donde hay una 

secuencia hipervariable (HVR)-1, localizada en el extremo 5' de este dominio con una 

alta proporción de mutaciones que involucran cambios en los aminoácidos (74). 

Algunas de las proteínas no estructurales, en particular la NS5A, así como las 
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secuencias que codifican para la cápside muestran una pequeña, pero significativa 

tasa de mutabilidad (73). En contraste la región 5' no traducida es altamente 

conservada entre las diferentes muestras aisladas, aunque se han encontrado 

mutaciones en algunos sitios. (36) 

Existe un acuerdo general en que la respuesta a la terapia con IFN-a depende de la 

severidad de la lesión hepática y del genotipo de VHC que está infectando. Así, se 

considera que infecciones con el VHC genotipo 1b y una alta viremia pueden ser 

factores predictivos de una baja respuesta a tratamiento, en nuestro país éste es el 

genotipo que se presenta con mayor frecuencia en los pacientes infectados. Se 

considera también que el ARN del VHC puede circular como poblaciones de 

moléculas de ARN que pueden diferir en el suero y en el hígado. Estos genomas 

virales se han producido a partir de un genoma original que ha sufrido mutaciones 

puntuales y están incluidas en un mismo subtipo del VHC. Se ha sugerido que la 

presencia de estas quasiespecies antes del tratamiento se correlaciona con una baja 

respuesta al IFN-CL . El desarrollo de las quasiespecies tiene una variedad de 

consecuencias biológicas, incluyendo el desarrollo de mutantes que escapan a la 

inmunidad celular y humoral, la generación de partículas virales "defectuosas", 

tropismo celular variable y el desarrollo de resistencia a drogas (44, 16). Varios 

estudios han analizado en detalle la cinética e impacto de las quasiespecies del VHC 

durante el curso natural de la infección, algunos muestran un paralelismo entre la 

complejidad genética y la gravedad del daño hepático, siendo independiente de la 

viremia y el tiempo de duración de la infección (40, 41 , 43,44) . 
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Los virus son patógenos altamente infecciosos que requieren de la maquinaria celular 

del huésped para sobrevivir y replicarse. La respuesta inmune innata es la primera 

línea de defensa contra la invasión por un patógeno. Dos eventos requeridos para 

activar una respuesta inmune innata efectiva son: a) el descubrimiento de la invasión 

viral por receptores del sistema inmune y b) la iniciación de la cascada de 

señalización proteica que regula la síntesis y secreción de interferones tipo I (IFN-a y 

IFN-~) (17-19), los cuales exhiben funciones antivirales, inmunomoduladoras, y anti

proliferativas (figura 4). 

11. Inmunopatogénesis de la hepatitis e 

El conocimiento de la patogénesis de la hepatitis C crónica es crucial tanto para la 

determinación de una terapia antiviral exitosa como para encontrar una vacuna, sin 

embargo es pobremente conocida. La infección por el VHC y su curso dependen del 

balance entre la tasa de rep licación del virus y la rapidez, especificidad y efectividad 

de la respuesta inmune del huésped (16, 75-78, 101). A diferencia del VHB, el VHC 

es un virus que evade el reconocimiento inmune efectivo y/o inhibe la respuesta 

inmune del huésped, a través de mutaciones en sitios antigénicos que pueden ocurrir 

bajo presión selectiva durante la respuesta de los linfocitos B o T y así servir como un 

mecanismo para establecer la persistencia del VHC (22, 79, 80). Inmediatamente 

después de la infección por el VHC, el virus replica eficientemente, induciendo la 

producción de interferones tipo 1, sin embargo el rápido incremento en la replicación 

viral es ignorado por la respuesta inmune adaptativa y después de un intervalo corto 

de exposición al virus, la carga viral puede alcanzar niveles comparables a aquellos 



de los pacientes que establecen infección persistente (23, 81). Existen varias teorías 

concernientes a este tema, incluyendo la citopaticidad del VHC (21), la mayoría de los 

autores declaran que la patogénesis tiene una naturaleza inmunológica, que involucra 

a CTLs que son la principal defensa del huésped contra la infección por VHC (82-87) 

y un mecanismo indirecto que implica citocinas en el daño hepático inducido por el 

VHC (75, 76, 88). 

La respuesta inmune contra el VHC es policlonal y multiespecífica, en términos tanto 

de anticuerpos como de respuesta inmune celular. Individuos que se recuperan de 

una infección aguda tienen una respuesta proliferativa de células CD4+ más vigorosa 

contra una o más proteínas del VHC comparada con aquellos individuos que 

desarrollan una enfermedad crónica. Las células CD8+ participan en limitar la 

replicación viral. Estas respuestas son insuficientes para erradicar al virus, sin 

embargo causan daño hepático y así se establece la infección crónica. (77, 89, 90) . 

Se ha encontrado que la carga viral en el hígado correlaciona inversamente con la 

respuesta inmune específica al virus. Esto es, en pacientes responded ores a 

tratamiento, las células CD4+ muestran niveles de ARN-VHC hepáticos más bajos, la 

frecuencia de las células T tienden a ser mayores en aquellos pacientes que tienen 

niveles de carga viral hepática bajos. Sin embargo, se considera que si ocurre una 

insuficiente o inadecuada respuesta de células T (CD4+ y CD8+) específicas del 

virus, el ARN-VHC persiste en células T hepáticas aún en aquellos individuos que 

alcanzan respuesta viral sostenida (recuperados) (91 , 92, 93). 

En el cerebro después de una infección viral, existe una relación entre el sistema 

inmune principalmente por la acción de las células T y la persistencia del virus en el 
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cerebro. El virus ha desarrollado varias estrategias para escapar a la erradicación 

mediada por las células T, incluyendo la interferencia con la vía de presentación de 

las MHC clase I del huésped o teniendo un "escondite" en células a las cuales les 

falta la expresión de MHC clase 1. Esto puede resultar en larga vida del virus en el 

cerebro, un estado que probablemente es controlado de manera activa por linfocitos 

T. Bajo intensa inmunosupresión, sin embargo, la reactivación de la replicación viral 

puede ocurrir, lo cual es una amenaza letal para el huésped (94). 

El VHC se encuentra en CMNs, las cuales son un reservorio extrahepático del virus 

(56-61 , 63, 95,96) Y en los linfocitos infiltrantes en el hígado (20, 22,36, 60,97). Se ha 

observado por hibridación in situ que el ARN viral está presente en aproximadamente 

el 1% de las linfocitos en nódulos linfáticos, además las CMNs de individuos sin 

infección pueden ser infectadas por el VHC (95). Las células infectadas pueden 

convertirse en una fuente de replicación viral periférica y así favorecer la selección y 

persistencia de variantes genómicas del VHC. El impacto real que tiene la presencia 

del virus en células diferentes a los hepatocitos sobre la calidad de la respuesta 

inmune es desconocida (17, 18,33). 

La liberación de TNF- a y Fas ligando (Fas-L) es el mecanismo que utilizan los CTLs 

para matar las células infectadas. Esto es, el sistema TNF- a es un mediador 

importante de la respuesta en cascada de citocinas por las células T, además tiene 

un papel clave en la progresión de la enfermedad y en el resultado de la terapia en la 

HCC. El TNF - a es una citocina pro inflamatoria y es secretada primeramente por 

macrófagos activados y linfocitos T en respuesta a la infecciones virales incluyendo 

hepatitis C. Este puede inhibir la replicación viral o inducir a la apoptosis de células 
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infectadas, y algunos virus tienen estrategias avanzadas capaces de bloquear el 

efecto antiviral del TNF-a. Además contribuye en la coordinación de la actividad de 

las células inmunológicas. Por lo tanto, el TNF-a tiene un papel dual en la infección 

por el VHC, está involucrado tanto en mecanismos responsables de la eliminación del 

virus así como en la patogénesis de la infección crónica por VHC. (20, 36, 86, 88, 

98-100). 

Las células del sistema inmune innato expresan patrones de receptores de 

reconocimiento (PRRs) que detectan estructuras moleculares compartidas por 

patógenos de varios orígenes (patrones moleculares asociados a patógenos, 

PAMPs). Los receptores "TolI Like" (TLR, por sus siglas en inglés) 3, 7, 8 Y 9 son los 

principales PRRs que reconocen diferentes tipos de ácidos nucleicos derivados del 

virus y activan la cascada de señalización que resulta en la inducción de IFNs tipo 1. 

Recientemente, genes inducibles por el ácido retinoico I (RIG-I) han sido identificados 

como receptores citosólicos para dsRNA. Los RIG-I inducen IFN en respuesta al 

dsARN viral intracelular de manera independiente a los TLRs. Por consiguiente, 

existen dos sistemas de receptores para detectar la presencia de un virus y montar la 

respuesta inmune, los cuales son localizados en diferentes compartimentos dentro de 

una célula y reconocen diferentes ligandos (Figura 5; 5, 7, 8). 

Los TLRs pueden alertar diferentes tipos celulares del sistema ínmune innato, 

ocasionando una mayor sensibilidad y una respuesta rápida a un rango amplio de 

patógenos. Además la identificacíón de receptores inhibitorios específicos de 

moléculas clase I del MHC en las células NK y un número de receptores y co

receptores activados que reconocen ligandos expresados en células blanco, dan 
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como resultado un mejor conocimiento de, los mecanismos generales involucrados en 

la función celular de las NKs y la capacidad para discriminar entre células normales y 

dañadas, 

OVHC 
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Figura 5. Procesos moleculares de la respuesta del huésped a la infección por VHC. A) Los 
PAMPs virales (ARN del VHC) se unen a RIG-I o TLR3 resultando en la fosforilación y 
activación de IRF-3 por las protein cinasas TBK1 o IKK-e. El dimero fosforilado de IRF-3 se 
transloca al núcleo celular, interactúa con sus patrones de transcripción, incluyendo 
CBP/p300 y se une al dominio regulatorio positivo de ADN conocido (PRD) en la región 
promotora de genes blanco de IRF-3, induyendo IFN-b. b) La activación de IRF-3 resulta en 
la producción de IFN-b y su secreción de las células infectadas. Tomado de Gale Jr M (10) 

Varios estudios han adicionado un concepto importante, la inmunidad innata y 

adaptativa no son dos mecanismos de defensa separados, están estrechamente 

interconectados uno del otro, y determinan el resultado a la infección por patógenos 

(36, 101 , 102). Así, la inmunidad innata gracias a sus mecanismos efectores rápidos, 



no solo precede a la inmunidad adaptativa, sino que ejerce un importante control en el 

tipo y calidad de la respuesta dada por los linfocitos T y B (75). Es notable que a 

pocos días de la infección primaria , la defensa se debe a la inmunidad innata que se 

basa en la respuesta eficaz de células T que requiere de 3 a 5 días, mientras que la 

respuesta adaptativa (producción de anticuerpos) necesita más de una semana. Los 

mecanismos inmunes innatos pueden controlar las infecciones antes de la 

intervención de la inmunidad específica, por consiguiente, la inmunidad innata puede 

terminar con la mayoría de las infecciones que contraemos antes de manifestar la 

enfermedad e iniciación de la respuesta específica. (75, 103) 

Las células NK y las DC son responsables de la respuesta inmune del huésped a los 

antígenos virales y también de la presencia o eliminación del virus (16,17, 18, 22,32, 

36, 102, 104). Después de la infección aguda, hay un periodo inicial durante el cual se 

decide el resultado a largo plazo y como ya se ha mencionado la resolución de la 

infección depende de la replicación del virus y de una adecuada respuesta inmune del 

huésped (16, 75-78,101) . 

Una vez que las NKs reconocen a las células infectadas las destruyen a través de su 

actividad citotóxica, y rápidamente producen grandes cantidades de IFN-a para 

activar la respuesta inmune celular (105-107), la actividad de las NKs es regulada por 

un balance entre receptores inhibidores y estimuladores (108, 109). La inmunidad 

adaptativa está fundamentalmente compuesta de la respuesta inmune humoral 

(producción de anticuerpos por linfocitos B) y lo más importante en infecciones 

virales , la respuesta inmune celular, que involucra linfocitos T tanto CD4+ 

(cooperadores, por sus siglas en inglés Th) que pueden originar una respuesta Th1 o 
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Th2 dependiendo de las citocinas que produzcan, como CD8+ (citotóxicos, por sus 

siglas en inglés, CTLs), su efectividad determina el resultado de la infección, los CTLs 

reconocen péptidos que han sido sintetizados en los compartimentos citosólicos del 

huésped a través del procesamiento y degradación de proteínas virales (16-18, 22, 

87, 102, 110). Los linfocitos CD4+ reconocen antigenos presentados por moléculas 

clase 11 del MHC en la superficie de células presentadoras de antígeno (APC), 

posteriormente realizan múltiples funciones efectoras incluyendo activación de 

macrófagos y células B así como la activación de linfocitos T CD8+ de manera 

dependiente de cítocinas (75, 76, 111). En pacientes infectados en etapa aguda se 

demuestra una respuesta fuerte, multiespecífica y sostenida de linfocitos Th la cual se 

asocia con un curso autolimitado de la infección (18) . Los CTLs reconocen antígenos 

presentados por moléculas clase I del MHC en la superficie de células infectadas, 

subsecuentemente, realizan diferentes funciones efectoras en estadios tempranos o 

agudos de la enfermedad, tales como eliminar células blanco infectadas y la 

secreción de citocinas como IFN-a y TNF-a las cuales pueden inhibir la replicación 

viral sin eliminar a la célula infectada, por consiguiente los CTLs participan en el 

control de la infección por VHC. (87 , 110-112). Esto último refleja el potencial curativo 

de los linfocitos T CD8+, que se pensaba que únicamente tenían actividad citotóxica 

(18, 75, 76, 110). Actualmente se reconoce que en ausencia de una recuperación 

virológica completa, las CTLs pueden ejercer efectos dañinos en hepatocitos no 

infectados, ocasionando inflamación, necrosis y hepatitis fulminante (76, 87). Es 

probable que el componente más importante sea algún aspecto de la selección de los 

epítopes a través de MHC del huésped (109, 113). Es importante conocer la 



inmunidad del huésped, y detallar cuales son los péptidos involucrados en la 

respuesta de los linfocitos T a la infección viral. En infección crónica la respuesta de 

las células T es policlonal y específica aunque no lo suficientemente fuerte para 

eliminar el virus (79) . Como se mencionó antes, el efecto de la presión inmune sobre 

la HVR1 de la proteína E2 puede ocasionar diferentes respuestas: mínima presión 

ocasíona persistencia viral , mayor presión resulta en eliminación del virus y muy 

fuerte presión induce falla hepática severa (31) 

El papel del IFN- a en la eliminación del virus es apoyado por los hallazgos en el 

modelo de replicacíón . En chimpancés infectados en etapa aguda se demostró que la 

eliminación viral transitoria o sostenida se asoció con un aumento de genes inducidos 

por IFN-a en el hígado (18, 83). 

La eliminación del virus se asocia con una fuerte respuesta de las células Th. La 

persistencia viral puede ser por una respuesta inmune antiviral débil, con la 

consiguiente incapacidad para erradicar las células infectadas (76, 111). El VHC 

evade la inmunidad a través de varias estrategias incluyendo entre otras la 

interferencia viral con el procesamiento y presentación de antígenos, inhibición de 

vías de señalización celular y la generación de variantes virales que escapan a la 

inmunidad celular y humoral (10,16-22, 75-80, 90, 110, 114). La infección por VHC 

resulta en la producción de anticuerpos a varias proteínas virales en casi todos los 

pacientes inmunocompetentes. Los anticuerpos específicos para VHC son 

usualmente detectables en aproximadamente 7-8 semanas después de la infección. 

El papel de estos anticuerpos en la protección ha sido cuestionado, ya que no 

previenen la reinfección y no correlacionan con resultados favorables (10,18). 
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12. Propiedades inmunomoduladoras de las citocinas 

El sistema inmune tiene un impacto diverso y complejo en todos los tejidos y células 

de un organismo. Un grupo heterogéneo de péptidos multifuncionales regulatorios, 

pleiotrópicos y glicoproteínas con pesos moleculares que van de 8 hasta alrededor de 

45 kDa, colectivamente llamadas citocinas, forman parte clave de la red compleja que 

regula las respuestas inmune e inflamatoria (115, 116). Las citocinas son producidas 

vi rtualmente por todas las células nucleadas del cuerpo, incluyendo todos los tipos 

celulares del hígado, juegan un papel crítico en la comunicación y activación celular. 

Además han emergido como elementos clave en la mayoría de las enfermedades 

hepáticas agudas y crónicas (117). Varias citocinas tíenen un papel en varios 

aspectos de las enfermedades, son mediadores proximales de inflamación, muerte 

celular, colestasis y fibrosis (100, 117-121, 125, 126), pero paradójicamente son 

también mediadores de la regeneración hepática después de algún daño (122-124). 

El hígado es una fuente de muchas citocinas que pueden influenciar el desarrollo de 

enfermedades hepáticas (100, 125-131), sus receptores se encuentran en los 

hepatocitos. En pacientes con HCC se ha observado un incremento de la expresión 

de citocinas intrahepáticas como: TNF-a, interleucina (IL)-1 a y p, IL-2, IL-6, IFN-a1P, 

Y algunas quimiocinas como CXCR3 y CXCL8-10 (20,88, 98, 100, 125-131): además 

existe una interrelación entre los diferentes tipos celulares que se encuentran en el 

microambiente hepático (Figura 6). También las células mononucleares de sangre 

periférica (CMNs) producen varias citocinas que están potencialmente involucradas 

en el daño hepático inducido por el VHC. 
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Las citocinas producidas por las células T son importantes en el control de la 

replicación viral del VHC (126). Cuando sucede la infección viral, la interacción de las 

proteínas de la superficie viral con las proteínas de la superficie celular inician una 

reacción en las células que conduce a la primera onda de producción de citocinas. 

Las citocinas y quimiocinas juegan un papel central en la respuesta del huésped así 

como en la inmunopatología asociada a las infecciones virales. 
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Figura 6. Microambiente sinusoidal y reclutamiento de células T en el hígado 
infectado por el VHC. Tomado de Racanelli Vy Rehermann B (20) . 

Las citocinas han sido clasificadas en pro-inflamatorias (Th1) o antinflamatorias (Th2) 

dependiendo de sus efectos en el sistema inmune. Impactan una variedad de tejidos 

de manera compleja regulando la inflamación, la muerte y la proliferación celular y la 

migración así como los mecanismos de cicatrización (115) . Interferones, interleucinas, 

factores de crecimiento, factores de necrosis tumoral, quimiocinas forman parte de las 



citocinas. Las principales citocinas Th1 (pro-inflamatorias) son TNF- a, IL-1 , IL-2, IL-6, 

e IFN- y, mientras que las principales Th2 (anti-inflamatorias) son IL-4, IL-5 e IL-10. 

Se ha descrito que CXCL8 o IL-8 es una quimiocina que juega un papel importante en 

la eliminación de virus y el proceso inflamatorio, esta quimiocina atrae neutrofilos al 

sitio de infección o daño. La IL-12 activa NK y células T cooperadoras induciendo 

inmunidad celular. En general, citocinas Th1 inducen citocinas Th1 e inhiben la 

producción de citocinas Th2 y viceversa. Esto crea un proceso de señalización 

complejo y diverso que regula la respuesta tisular al daño, la inflamación y la 

cicatrización. 

Ciertas citocinas contribuyen a la defensa del huésped contra la infección, por la 

coordinación de los mecanismos efectores que interfieren con el ciclo de vida del 

VHC. Las citocinas tipo Th 1 son requeridas para la generación de los CTLs y la 

activación de las NK, las citocinas lL-2, TNF-a, IFN-y producen una respuesta aguda 

auto-limitada, teniendo un papel central en la defensa del huésped contra patógenos 

intrahépaticos como el VHC. Además son capaces de eliminar el virus y así el 

individuo recuperarse de la infección aguda. Sin embargo, si las citocinas Th1 no se 

encuentran bajo control , tienen la capacidad de causar daño hepático al producir una 

actividad infl amatoria y contribuir a la muerte celular por necrosis (76) . 

Cuando la infección persiste a pesar de una respuesta Th1 fuerte es por una alta tasa 

de mutación del virus, ocasionando que el VHC escape de la vigilancia inmunológica, 

las cepas desarrollan resistencia a los efectos de citocinas producidas por CTLs 

específicos para el VHC. En la infección persistente, las células Th1 continúan 

liberando TNF-a, IFN-y, IL-2 causando inflamación y necrosis. Los CTLs a través de 
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la producción de TNF-a se involucran en la necrosis independiente de los 

macrófagos, amplifican el daño en las células no infectadas que se encuentran 

cercanas al sitio. Las citocinas Th2 (IL-4, IL-10) inhiben la actividad de las Th1 y 

pueden tener un papel en la protección del huésped versus las consecuencias 

potencialmente dañinas de células Th1 (76, 88, 98). 

En la infección crónica por VHC existe una respuesta inflamatoria, parte de ella 

mediada por citocinas, las tipo pro-inflamatorias en general ocasionan una respuesta 

que ocurre fundamentalmente en el hígado pero tambíén puede suceder a nivel 

periférico, en células T y monocitos. Además, las células T que actúan de forma 

específica contra el VHC se convierten en no respondedoras y es aparente que 

desaparecen, a través de varios mecanismos, tales como; mutaciones en epítopes 

críticos que permiten el escape del virus, ayuda insuficiente, anergía clonal o 

expansión de células T reguladoras. Los linfocitos citotóxicos matan a las células 

infectadas por el VHC a través de la vía perforina/granzima, pero además liberan Fas

L y citocinas inflamatorias como IFN-y. Las moléculas efectoras solubles liberadas 

colaboran en el control de la hepatitis C, pero además destruyen células hepáticas no 

infectadas y después pueden atraer linfocitos sin especificidad para el VHC e invadir 

el hígado. El daño de estas células inflamatorias no especificas puede expandir el 

daño tisular disparado por la infección del VHC y finalmente activar la fibrogénesis 

(90). La IL-1 a y a, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-10, TNF a y el receptor de IL-2 (IL-2R) 

coparticipan en la patogénesis de la hepatitis C crónica y son usadas para evaluar el 

efecto del IFN- a en el status inmune de los organismos, muchas de ellas se han 
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considerado importantes (por ejemplo IL-10 y IL-2R) para predecir la eficacia antiviral 

delIFN- a (76, 88,132-138). 

13. Estrategias de evasión viral 

El VHC tiene mecanismos sofisticados de escape al reconocimiento de las respuestas 

inmunes tanto innata como adaptativa del huésped, ya que el 85% de los pacientes 

infectados con VHC desarrollan una infección crónica, y más del 60% de esos 

pacientes no responden a la terapia con IFN-a más Ribavirina o sufren una recaída al 

suspender el tratamiento (10, 21, 30, 36). Se ha establecido que cierta proporción de 

pacientes pueden eliminar la infección de forma espontánea, es usual dentro de los 

primeros meses después de la infección. Las tasas de eliminación espontánea son 

del 14-46%. Se han identificado factores virales y del huésped que juegan un papel 

en la eliminación (y por tanto en la persistencia) del patógeno (139-141). 

a) Evasión de la respuesta inmune innata 

Se ha descrito que los factores antivirales que pueden contribuir a la persistencia viral 

son entre otros: A) Inhibición viral del procesamiento o presentación del antígeno. B) 

Modulación de la respuesta a mediadores citotóxicos. C) Tolerancia inmunológicas a 

antígenos del VHC. O) Inactivación por mutaciones de epitopes de los CTL (20). A 

continuación se describen con detalle los mecanismos que el VHC ha desarrollado 

para evadir la respuesta inmune del huésped (17-22, 36). 

El VHC es muy eficiente para inhibir la respuesta a la terapia antiviral a múltiples 

niveles. Últimamente se ha descubierto que la proteasa NS3/4A corta dos proteinas 

adaptadoras que son importantes para la inducción del IFN-a a través de la vía 
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clásica intracelular (IPS-1 , por sus siglas en inglés) y la vía endosomal dirigida por 

TLR3 (TRIF, por sus siglas en ínglés). Esta proteína es un factor clave para 

interrumpir la activación de I RF-3 que por otro lado resulta en la transcripción del gen 

de IFN. Además, NS3 interactúa con TBK1 inhibiendo su asociación con IRF-3 y su 

activación (142). Con respecto a la respuesta al IFN-a, se ha mostrado que la 

expresión del genoma viral completo o la proteína core suprimen la transducción de 

señales delIFN, tal vez, debido al aumento de la protein fosfatasa 2A, resultando en 

una asocíación de STAT1 con su inhibidor PIAS1. Se ha encontrado que la proteína 

core interfiere con la vía de JaklSTA T y es capaz de activar a SOC-3 que es un 

inhibidor de la señalización de Jak-STAT, por consiguiente contribuye al bloqueo de la 

señalización dellFN que induce el VHC (Figura 517-19,36) 

El VHC directamente contraataca la respuesta antiviral del IFN-a. La proteína NS5A, 

tiene una multitud de funciones en la replicación del virus , además juega un papel 

clave en el escape de acciones antivira les del IFN- a (73). Un segmento de 40 

aminoácidos en NS5A, llamado región de sensibilidad al IFN- a (ISDR), se ha 

asociado con la respuesta a la terapia con IFN- a . Se ha encontrado que la NS5A 

directamente se une y reprime a PKR y su interacción involucra la ISDR (143), pero 

existen controversias porque otros grupos no han encontrado esta asociación e 

inhibición de la PKR (144) , aunque es claro que la NS5A reduce los efectos 

antivirales de IFN-a (36, 145). La NS5A y la proteína core inducen CXCL-8I1L-8, una 

quimiocina que inhíbe las acciones antivirales del IFN-a (137, 145, 146), se han 

detectado niveles elevados de IL-8 en el suero de pacientes no respondedores a 

tratamiento con IFN-a (137). 
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Además NS5A interfiere la via de 2'-5' oligoadenilato sintetasa (2-5 OAS) I Rnasa L 

debido a la unión que forma con 2-5 OAS. (147,148) . Por lo tanto, las secuencias 

genómicas de VHC de cepas resistentes a IFN-a tienen menos sitios de 

reconocimiento a RNasa L que aquellos más sensibles, esto le permite al virus 

escapar del corte nucleolitico. La actividad de PKR es además modificada por ellRES 

y la proteina E2 del VHC (149). 

El VHC tiene estrategias para evadir la respuesta de las células NK. Recientemente 

se ha sugerido que las células NK tienen un papel importante en la respuesta celular 

temprana a la infección por el VHC (109), que probablemente se debe a un umbral 

bajo de activación de las células NK, las cuales facilitan la eliminación del virus. 

Además se ha demostrado que la proteína E2 se entrelaza al receptor CD81 , y así 

inhibe la citotoxicidad y producción de IFN-y por célu las NK (106, 107). Se han 

descrito otras anormalidades como número reducido y desajuste funcional de las 

células NK en pacientes infectados crónicamente con VHC (150, 151). 

b) Evasíón de la respuesta ínmune adaptatíva. 

Los mecanismos responsables de la evasión del VHC a la respuesta inmune 

adaptativa son parcialmente conocidos. Varios mecanismos relacionados con la falla 

de las células T especificas al virus conducen a la persistencia del virus, la mayoría 

han sido pobremente definidos (10, 16-22, 36,90, 126). La falla primaria para inducir 

a las células T al aumento o al agotamiento de la respuesta vigorosa inicial son 

importantes predictores de la persistencia viral (110). Varios estudios han demostrado 

que los pacientes con infección aguda o crónica por VHC tienen una respuesta débil 

de células T CD4+ y CD8+ específicas al virus. Además, la pérdida directa 
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(agotamiento) de estas respuestas en hepatitis aguda ha sido demostrada en 

pacientes infectados que se encuentran en etapa aguda, los cuales de forma 

transitoria controlan el virus pero subsecuentemente permite la persistencia viral. 

Hasta el momento los mecanismos responsables de la falla primaria de las células T 

aún son inciertos (17-22, 90). Otra explicación del agotamiento de las células T puede 

ser la deleción de células T específicas del virus en presencia de permanente carga 

viral alta (90). 

Se desconoce con exactitud cual es el grado de contribución de la disfunción de las 

células dendriticas en la persistencia viral. (18) 

El escape mutacional es una de las principales estrategias de evasión viral. El VHC 

replica a una tasa enorme de alrededor de 1012 virones por día debido a la acción de 

su RNA polimerasa dependiente de RNA a la que le falta la función de corrección de 

lectura, favoreciendo la selección Darwiniana de variantes del virus por respuesta 

inmune celular y humoral (110). Desde luego el resultado de la infección en humanos 

es precedido por cambios en la secuencia de la región hipervariable de la 

glicoproteina E2, el principal blanco de la respuesta a anticuerpos que ocurre al 

mismo tiempo que la seroconversión de los mismos. Esto es, los cambios en la 

secuencia se ha sugerido que representan mutaciones de escape dentro de los 

posibles epitopes de las células B. Desde luego, el escape viral ocurre típicamente en 

la presencia de una respuesta de CTL que esta enfocada en un solo epitope viral. Los 

factores inmunológicos y virológicos que determinan la ocurrencia de mutaciones que 

colaboran al escape viral y el desarrollo de la persistencia del virus no son totalmente 

conocidos (90, 110, 152). 
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Otro posible mecanismo de evasión inmune es la anergía funcional de células T 

específicas del virus. Se ha demostrado que existe mal funcionamiento de las T CD8+ 

tanto en infección por VHC aguda como crónica. Estas células pueden estar dañadas 

en su capacidad proliferativa, citotóxica y en su capacidad para secretar TNF-a e 

IFN-y después de una estimulación, a esto se le conoce como fenotipo "atontado". De 

manera interesante, la disfunción de las células T ha sido observada en la etapa 

temprana de la infección aguda en todos los pacientes y es independiente del 

resultado virológico. En pacientes con un curso autolimitado de la infección, sin 

embargo, la recuperación de la función de las células T CD8+ está temporalmente 

asociada con un descenso de la viremia y resolución de la enfermedad. En contraste, 

la función de las células CD8+ permanece suprimida en pacientes quienes progresan 

a la infección crónica. Además, las funciones efectoras dañadas de las T CD8+ 

específicas del VHC se asocian con un fenotipo inmaduro de diferenciación, 

principalmente CD28+ y/o CD27+ indicando que ellas permanecen en una etapa 

temprana de diferenciación. Además, las CD8+ específicas de VHC son dañadas en 

su función efectora antiviral en el órgano infectado, el hígado. Se ha especulado que 

los mecanismos de falla de T CD8+ son resultado directo de la capacidad débil y 

disfuncional de las células T CD4+ especificas del virus que son comunes en la 

infección persistente (111). Existen evidencias que sugieren un papel importante de 

células T CD4+CD25+ en la supresión de CD8+ especificas del virus, algunos 

experimentos han demostrado que la producción de I FN-y así como la proliferación de 

CD8+ específicas del virus fueron inhibidas por células CD4+CD25+ de manera dosis 

dependiente y por contacto directo célula-célula. Además las células T CD8+ son 
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reguladoras de la producción de IL-10 intrahépatica (18, 20, 36, 54, 55); aunque estos 

resultados puntualizan el importante papel de las células T reguladoras en la 

persistencia del VHC, continúa habiendo algunas preguntas importantes sin 

contestar, como la especificidad del antígeno y la comparta mentalización de las 

células T reguladoras. En suma, diferentes mecanismos contribuyen a la falla de la 

respuesta inmune adaptativa, probablemente el escape mutacional y la anergía 

funcional juegan el papel más importante. La falta de células T CD4+ y/o la acción de 

células T reguladoras (supresoras) contribuyen a la falla de las T CD8+ específicas 

del virus. Un mejor conocimiento de las estrategias de evasión viral es necesario para 

el desarrollo de vacunas efectivas. A pesar del tamaño limitado de su genoma, el 

VHC ha evolucionado y desarrollado estrategias sofisticadas de sobrevivencia, por 

consiguiente el virus es efectivo en esparcirse en poblaciones humanas, no hay una 

vacuna efectiva hasta el momento y la terapia con IFN-a más Ribavirina no siempre 

es efectiva. Sin embargo el aumento rápido en el conocimiento acerca del escape 

inmune del VHC puede conducir a un mejoramiento significativo en la prevención 

como parte de la terapia de la hepatitis C. (17-20) 

14. Terapia antivira/: 

a) COLCHICINA 

La Colchicina (COL) es producto alcaloide de una planta, es efectiva contra la gota y 

otras formas de enfermedades reumáticas (artritis reumatoide, fiebre del 



Mediterráneo, enfermedad de Bechet) (153). El efecto de la COL es inhibir la 

migración de granulocitos al área inflamada y la disminución de la actividad 

metabólica y fagocítíca de los granulocitos. Además es un agente antimitótico (154), 

anti-inflamatorio (155) y antifibrótico (156, 157,158,159,160), retarda el transporte de 

procolágena a través de microtúbulos (161) y aumenta la actividad de colagenasa 

(156). En ratas con cirrosis hepática inducida por tetracloruro de carbono, la COL 

disminuye el malfuncionamiento y la fibrosis hepática (157). 

Varios ensayos clínicos se han realizado para conocer la eficacia de la COL en 

pacientes con fibrosis/cirrosis tanto alcohólica como noalcohólica, los resultados han 

sido contradictorios ya que algunos grupos han encontrado eficacia del medicamento 

sobre la mortalidad (162) mientras que otros han encontrado resultados negativos 

(163, 164, 165, 166, 167). También se ha utilizado en modelos animales (168). La 

COL se ha utilizado con frecuencia en la cirrosis biliar primaria (169-177) donde 

condiciona una lenta progresión y mejora las pruebas bioquímicas y los niveles de 

inmunoglobulinas (172, 173), pero no tiene ningún efecto sobre los síntomas clínicos 

y la histología hepática (174) . Un reciente meta-análisis reportó que la COL reduce la 

incidencia de las principales complicaciones de cirrosis y disminuye la necesidad de 

trasplante hepático (175). Además se utiliza en pacientes que tienen una respuesta 

incompleta al ácido ursodeoxicolico (176), sin embargo su uso debe recomendarse 

dentro de protocolos de investigación cl ínicos controlados aleatorizados (177). Existe 

un reporte del uso de la COL en cirrosis hepática ocasionada por el VHC en donde 

encuentran que el efecto antifibrótico del IFN-a es mayor que el de la COL en 

pacientes con HCC (158, 178) 
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b) INTERFERON-ALFA 2b 

Los pacientes con hepatitis C son comúnmente tratados con Interferón-alfa 2b (IFN- q 

más Ribavirina por 6 (genotipos 2 y 3) o 12 (genotipo 1) meses. Sin embargo la 

respuesta viral sostenida es limitada de 30-40% con esta combinación. Las tasas de 

respuesta viral sostenida se han incrementado de 50-60% con la unión de moléculas 

de polietilenglicol (peg) all FN n (25, 33, 179). 

Los interferones son clasificados en IFN tipo 1, los cuales comprenden IFN-n y J3 y el 

tipo 11 o IFN-y. Los IFNs tipo I son clasificados de acuerdo a su secuencia de 

aminoácidos y comprende un gran número de subtipos (al menos 13) de IFN-n y uno 

solo de IFN- p (19, 180,181). Los IFNs tipo I son un poderoso sistema de defensa 

intracelular contra todos los virus, todas las células nucleadas de los mamiferos son 

capaces de sintetizar y secretar IFN n y p en respuesta a una infección vira l. Los IFNs 

secretados son después reconocidos por células vecinas ocasionando que expresen 

proteinas antivirales potentes (18, 182,1 83, 184). Como resultado, la multiplicación 

del virus es lenta o se detiene, y asi el organismo gana tiempo para establecer la 

respuesta inmune adaptativa (17, 185), el IFN-y es secretado principalmente por 

linfocitos T, células NK y macrófagos. 

En un higado infectado por el VHC, el IFN-n es producido por células mononucleares 

infiltrantes, células sinusoidales, células de Kupffer y en menor proporción por 

hepatocitos. La unión de los interferones a sus receptores celulares especificos, 

dispara señales intracelulares que resultan en la activación y aumento de la expresión 

de varios genes. Los IFN n/J3 activan la expresión de más de 300 genes, llamados 

genes estimulados por interferón (ISGs) los cuales tienen funciones antivirales , 

50 



inmunomoduladoras y/o antiproliferativas. Las proteínas inducidas por los IFNs 

incluyen enzimas, factores de transcripción, glicoproteínas de superficie celular, 

citocinas, quimiocinas y un gran número de otros factores pendientes aún de ser 

caracterizados (17,18, 36, 186). Los IFNs tipo I se conoce que son efectivos contra 

los sistemas de replicación del VHC y se ha documentado que varias proteínas 

inducidas por los IFNs tienen actividad anti-VHC. Sus efectos antivirales son 

mediados por varias proteínas efectoras, incluyendo la protein cinasa activada por 

RNA de doble cadena, trifosfatasa de guanosina MxA, 2'-5'OAS, la deaminasa 

adenosin 1 específica de ARN (ADAR-1), p56 Y RNasa L. Los IFN a/¡3 aumentan los 

niveles basales de PKR, ADAR-1 Y 2'-5'OAS, estas enzimas necesitan ser activadas 

por dsARN. La PKR fosforila la subunidad alfa del factor 2 de iniciación de la 

traducción eucariótica (eIF-2a), como consecuencia se bloquea la traducción del 

ARNm viral y celular (18, 187), Y por consiguiente se inhibe la síntesis de proteínas. 

Los IFNs además aumentan la expresión de moléculas clase I y 11 del MHC las cuales 

conducen a un aumento en la expresión de antígenos y estimulación de la inmunidad 

adaptativa . En ratones transgénicos utilizados como modelo experimental de hepatitis 

B se ha encontrado que el TNF-a e IFN-y, pueden bloquear la replicación del VHB por 

un mecanismo no citopático. Se han encontrado hallazgos de gran relevancia en la 

acción dellFN-a sobre el VHC: EIIFN-a directamente inhibe la replicación del VHC a 

través de una vía independiente de MxA, sin embargo en muchos pacientes el IFN-a 

no es efectivo, por lo tanto el VHC ha desarrollado estrategias para resistir el efecto 

antiviral del IFN. Además la expresión de proteínas del VHC inhiben la señalización 

inducida por IFN-a desde el receptor de superficie celular hasta el núcleo a través de 
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la vía Jak-STA T. La inhibición ocurre río abajo después de la fosforilación de la 

tirosina de STAT y resulta en un aumento no controlado de genes blanco de IFN-a. 

También, se ha reportado que la glicoproteína E2 de la envoltura del VHC y la 

proteína no estructural NS5A interactúan e inhiben las PKR (Figura 5c y d). Este y 

otros mecanísmos pueden contribuir a la resistencia del virus a la terapia con IFN-a 

observada en muchos pacientes y puede representar una estrategia de escape 

general de VHC que contribuyen a la persistencia antiviral y patogenia de la 

enfermedad hepática crónica. 

Un mejor conocimiento de las interaccíones entre VHC y el sistema IFN pueden 

resultar en terapias más efectivas contra este virus que es el causante de la hepatitis 

crónica, cirrosis y hepatocarcinoma celular a nivel mundial (17-19, 36, 179). 

c) PENTOXIFILlNA 

La pentoxifilina (PTX), es un inhibidor de fosfodiesterasas no específico con 

propiedades anti-inflamatorias y antifibrogénicas (188), que ha demostrado ser útil en 

diferentes modelos, tanto in vi/ro como in vivo de diversas enfermedades hepáticas 

como: la esteatohepatitis no alcohólica (189-191) inflamación (192-195), 

fibrosís/cirrosis (196-199), enfermedad hepática alcohólica (200-202) y además de 

otras patologías como endotoxemia (203) y sepsis (204). Los efectos benéficos de la 

PTX ocurren a través de mecanismos tales como la reducción de los niveles de NF

KB (204), inhibición de fosfodiesterasas, incremento de los niveles de AMPc, y 

disminución de citocinas: TNF-a, IL-1 , IL-6, IL-8, factor de crecimiento transformante

beta (TGF-J3), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), IFN-y (205-212), e 
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inhibición de la activación de las células estelares hepáticas y de la expresión de 

ARNm de procolágena I (213). Además inhibe otros mecanismos básicos de 

fibrogénesis tales como proliferación celular y síntesis de matriz extracelular (MEC) 

(210, 214, 215). 

JUSTIFICACiÓN 

La infección por VHC afecta a más de 170 millones de personas a nivel mundial, por 

lo que representa una de las principales pandemias virales en la actualidad. En 

México, aproximadamente 1.4% de la población general está infectada por este virus. 

La hepatitis C es una enfermedad que involucra procesos inflamatorios 

desencadenados por la entrada del VHC a la célula huésped lo que conduce a la 

producción de fibrosis . El avance en el conocimiento de la inmunopatogénesis de la 

enfermedad podrá permitir en un futuro el diseño de nuevas medidas terapéuticas. 

Además, la terapia actual es inefectiva en un 40-50% de los pacientes con hepatitis C 

crónica , por lo que decidimos conocer el efecto de otros fármacos con funciones 

conocidas como antifibróticos (Colchicina), antivirales-inmunomoduladores (IFN-a), y 

antinflamatorios (Pentoxifilina) en la cascada inflamatoria que sucede en la hepatitis 

C. 
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OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar el efecto de la Colchicina, Interferón-\l2b y Pentoxifilina sobre la expresión y 

secreción de mediadores celulares involucrados en la respuesta inflamatoria e 

inmune que acontece en pacientes con hepatitis C crónica. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Realizar pruebas bioquímicas como: biometría hemática (BH), pruebas de 

funcionamiento hepático (PFH); (AST, AL T, ALP, BT, BD, GGT, Albúmina, PT), a

feto-proteína, anticuerpos antimitocondriales, antimúsculo liso, antinucleares, 

anticitoplásmicos y antitiroideos y marcadores serológicos para el virus de la hepatitis 

B (HbsAg, HbcAb) y C (HCVAb, ELlSA de 2' generación) a los pacientes que 

participaron en el estudio, antes y durante el tratamiento con COL, IFN-a, o PTX. 

Análisis histopatológico en las biopsias de los pacientes tomadas a los 0, 2 Y 12 

meses de tratamiento 

2. Determinar el efecto de la COL, IFN-a o PTX sobre el ARN del VHC en todos los 

pacientes que participaron en el estudio al inicio y a los 2 meses de tratamiento. 

3. Evaluar el efecto de la COL, IFN-a o PTX en la expresión y secreción de citocinas 

pro-inflamatorias: IL-1 13, TNF-a, e IFN-y, y la quimiocina CXCL-8/1L-8 en CMNs de 

pacientes con infección crónica por el VHC, antes y durante el tratamiento (O, 2 Y 12 

meses). 

4. Evaluar el efecto de la COL, IFN-a o PTX en la expresión de IL- I I3, TNF-a , IFN-y y 

CXCL-8/IL-8 en tejido hepático de pacientes con hepatitis C crónica , a los 0, 2 Y 12 

meses de tratamiento. 
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HIPOTESIS NULA 

No existe diferencia en el efecto de la COL, IFN-a o PTX sobre los parámetros 

bioquímicos, carga viral del VHC y el análisis histopatológico de los pacientes con 

hepatitis C crónica durante el tratamiento. 

No existe diferencia en el efecto de la COL, IFN-a o PTX sobre la expresión y 

secreción de IL-II3, TNF-a, IFN-y y CXCL-8/IL-8 en CMNs y en la expresión en tejido 

hepático de pacientes con infección crónica por VHC. 

HIPOTESIS DE TRABAJO 

La hepatitis C tiene un componente inflamatorio que favorece la persistencia del VHC 

y el desarrollo de la enfermedad crónica 
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MATERIAL Y METODOS 

1. Selección de pacientes 

Se incluyeron 26 pacientes de ambos sexos y edades comprendidas entre los 21 y 63 

años con infección por el VHC que aceptaron participar en el estudio de manera 

voluntaria y firmaron una carta de consentimiento. Se incluyeron pacientes vírgenes a 

tratamiento antiviral, 15 con antecedentes de transfusión sanguínea previa y 

anticuerpos positivos contra el virus de hepatitis C, que presentaban alteración de las 

PFHs y evidencia en la biopsia de cualquier lesión histológica y 11 pacientes con 

antecedentes de transfusión sanguínea previa, anticuerpos positivos contra el VHC, y 

diagnóstico de cirrosis postnecrótica en estadio A de Child . 

Criterios de exclusión 

Antecedentes de alcoholismo crónico con consumo> 30 g de etanol al día. 

Seropositividad para HBsAg, HBcAg o HBcAb. 

Evidencia de hepatopatía de otra etiología (basada en historia clínica , histopatológica 

y marcadores inmunológicos). 

Antecedentes de transfusión en las 8 semanas previas. 

Tratamiento antifibrogénico, antiviral o inmunomodulador previo. 

Tratamiento en los 4 meses previos con agentes anti-inflamatorios esteroideos y no 

estero ideos. 

Antecedente previo de sangrado por complicaciones de hipertensión portal. 

Antecedente de cirug ía derivativa para tratamiento de hipertensión portal. 

Creatinina > 2mg/dl 42 

Presencia de enfermedad tumoral maligna a cualquier nivel. 

56 



Proceso infeccioso o inflamatorio a otro nivel. 

Falta de consentimiento escrito. 

De forma aleatoria recibieron COL (1 mg diario, 5 días a la semana) 8 pacientes, IFN

a (3 MU , 3 veces por semana, por vía subcutánea) 7 pacientes o PTX (800mg 

diarios) 11 pacientes. Cada tratamiento fue administrado durante 12 meses. 

A todos los pacientes al inicio del tratamiento se les realizó historia clinica detallada, 

examen fisico completo, marcadores serológicos para los virus de la hepatitis B 

(HbsAg, HbcAb) y C (HCVAb, ELlSA de 2' generación) y determinaciones como: BH, 

PFH (AST, AL T, ALP, BT, BD, GGT, Albúmina, PT), a-feto proteína, anticuerpos anti

mitocondria les, antimúsculo liso, antinucleares, anticitoplásmicos y antitiroideos, en 

todos se realizó ultrasonido hepático. En condiciones básales, a los 2 y 12 meses (m) 

se les tomó 30 mi de sangre periférica; 25 mi para separación y cultivo de células 

mononucleares (CMNs) , y 5 mi para la cuantificación de ARN-VHC y pruebas 

bioqu imicas. 

Para cuantificar el ARN vira l se utilizó el kit de COBAS Amplicor (Roche Diagnostics , 

Alemania) , los plasmas fueron descongelados y después se siguieron las 

indicaciones del fabricante. Solo se utilizaron muestras de los tiempos O y 2 meses 

para valorar la respuesta temprana de los fármacos sobre la replicación viral. 

2. Biopsia hepática: histología y extracción de ARN 

Se realizó una biopsia hepática percutánea con aguja de Tru Cut en todos los 

pacientes a los O, 2 Y 12 meses de tratamiento, el tejido se dividió en 2 fragmentos; 

uno para conocer la expresión tisular (ARNm) de las citocinas la cual de inmediato fue 
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congelado en nitrógeno liquido bajo condiciones estériles y se almacenó a _70· C, 

para después realizar la extracción de ARN total por el método de Chomcszinky (216) 

y otro fragmento para la valoración histológica que se llevó al Departamento de 

Patología dellNCMNSZ para el análísís cualitativo de fibrosis. 

3. Obtencíón de células mononucleares. 

En las muestras de sangre periférica a los O, 2 Y 12 meses las CMNs se obtuvieron 

por gradiente de densidad utilizando Ficoll-Hypaque (Sigma Diagnostics, USA), como 

se describe a continuación: la muestra sanguínea se centrifugó a 3000 rpm durante 

20 min., después de transcurrido el tiempo, se tomó la capa de leucocitos, se adicíonó 

buffer de fosfatos (PBS) y se mezcló muy bien. Previamente en un tubo de 

polipropileno de 15 mililitros (mi) se adicionaron 3.5 mi de Ficoll-Hypaque y 

suavemente se agregaron 7 mi de la suspensión celular, la muestra se centrifugó a 

2000 rpm durante 20 mino Después de ese tiempo, se separó el anillo de CMNs, las 

células se lavaron con PBS (2 o 3 veces) posteriormente se centrifugaron a 1200 rpm 

con la finalidad de eliminar plaquetas. El botón se resuspendió en medio RPMI-1640 

conteniendo 10% de suero bovino fetal (decomplementado) y antibiótico (penicilina

estreptomicina al 1 %) . El número de células se cuantificó en cámara de Neubauer. 

Se cultivó 1x106 de CMNs en medio RPMI-1640 a 37" C, con 5% de CO2 durante 24 

hr. Después de transcurrido el tiempo se centrifugó la muestra a 2000 rpm durante 5 

min., se separó el sobrenandante y el botón celular. En el sobrenadante celular se 

cuantificó la secreción de citocinas por ensayos inmunoenzimáticos (ELlSAs) 

específicos para cada una de las citocinas. La expres ión de las citocinas se realizó en 
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el botón celular que previamente había sido homogenizado con solución 

desnaturalizante y almacenado a _70· C hasta el momento de realizar la extracción 

de ARN total. Después de haber obtenido el ARN total, se cuantificó en un 

espectrofotómetro de luz ultravioleta (UV) para determinar la concentración de ARN y 

de las proteínas en la muestra. Con 500 nanogramos (ng) de ARN se realizó RT-PCR 

para cuantificar la expresión de ARNm de las citocinas estudiadas. Estas fueron IL-

1[3, TNF-a, CXCL-8I1L-8 e IFN-a y como gen endógeno se utilizo [32-macroglobulina. 

4. Extracción de ARN total de CMNs y biopsías hepáticas 

Para la extracción de ARN total se utilizó la técnica modificada de Chomczynski (216). 

Al tubo que contenía el botón de CMNs se le adicionó 1 mi de solución 

desnaturalizante conteniendo 10 microlitros (¡.tI) de [3-mercaptoetanol, se homogenizó 

en un vortex y se dividieron en 2 tubos de 1.5 mi, en el caso de la biopsia hepática 

congelada el tejido se disgregó con un homogenizador de tejidos hasta que se obtuvó 

una solución homogénea, después se adicionó acetato de sodio 2 molar (M) pH 4.8 Y 

se mezcló por inversión, lo siguiente fue adicionar fenol saturado caliente (50· C) se 

agitó suavemente, se adicionó cloroformo alcohol isoamílico (24:1), se mezcló por 

inversíón y después se incubó durante 10 mino a 4·C, transcurrido el tiempo se 

centrifugó a 14 000 rpm durante 5 mino a 4·C, concluido el tiempo se tomó la fase 

acuosa (parte superior) y se transfirió a otro tubo de 1.5 mi previamente enfriado, se 

adicionó cloruro de sodio (NaCI) 4M y etanol absoluto frío . Se dejó precipitar durante 

24 horas (h) a -70·C. Después de iranscurrido el tiempo, la muestra se centrifugó 

durante 30 mino a 14,000 rpm a 4·C, se eliminó el sobrenadante y el botón se lavó 
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con etanol al 75%, se centrifugó durante 10 mino a 14,000 rpm a 4·C, se eliminó el 

sobrenadante y el botón se resuspendió en 50 ¡ll de agua/DEPC. Finalmente se 

almacenó el ARN total a _70· C, para evitar su degradación. 

5. Cuantificación de Ácidos Nucleicos 

Se tomaron 2 ¡ll de ARN total, se adicionaron 498 ¡ll de agua/dietil pirocarbonato 

(DEPC, dilución 1 :250). Para leer la absorbancia (Abs) a las longitudes de onda de 

260 y 280 nanómetros (n m) se utilizó un espectrofotómetro Beckman DU450, para 

conocer la concentración se aplicó la siguiente formula: 

Abs 260 nm x dilución x factor = Abs x 250 x 0.04 microgramos (¡lg)= [¡lg/¡ll]. 

La densidad óptica a 280 nm nos indica la cantidad de proteínas que se encuentran 

en la muestra. El cociente entre 260 nm/280 nm debe ser entre 1.6-2.0, si es mayor 

deben de realizarse lavados con cloroformoalcohol isoamílico para eliminar proteínas. 

6. Expresión de Citocinas en CMNs y biopsia hepátíca. 

A partir del ARN tota l, la expresión del ARNm de las citocinas en CMNs y en tejido 

hepático, se cuantificó en presencia de un control interno poliespecífico, el plásmido 

pQA-1 , que fue donado amablemente por el Dr. Shire, Sanofi Elf Bio Recherches 

Labege, Francia (217) mediante RT-PCR, lo que permitió conocer el número de 

moléculas del ARNm que se expresaban ya sea en CMN como en tejido hepático en 

cada uno de los pacientes estudiados. 

a) Control interno de ARN 
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La ribosonda que se empleó como control interno se sintetizó del plásmido pQA-1 

(217 , 218) . En principio el plásmido pQA-1 fue linearizado con 10 unidades (U) de la 

endonucleasa de restricción EcoRI durante 1 hr. a 37"C. Posteriormente se verificó la 

ruptura del plásmido por electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en solución 0.5 X 

de tris-borato-EDTA (TBE) y 0.05 ::Ig/ml de bromuro de etidio. Una vez linearizado se 

construyó la ribosonda con 400 ng del plásmido mediante la acción de 50 U de la 

enzima T7 RNA polimerasa, en presencia de 2.5 miliMolar (mM) de cada uno de los 

NTP's y 40 U de inhibidor de la RNasa. Después se incubó 1 hr a 37" C, se agregó 32 

U de DNasa I y el ARN se purificó con fenol , cloroformo y alcohol isoamílico. Por 

último, el botón obtenido se precipitó con etanol absoluto. La pureza se verificó en un 

gel de agarosa al 1 % con formaldehido y 0.05 fl9/fll de bromuro de etidio. Además, la 

ribosonda o ARN estándar se cuantificó por espectrofotómetro a 260 nm y 280 nm y 

se almacenó a -70 ' C, una vez purificada la ribosonda, se encontraron las 

condiciones óptimas para concentración de reactivos y temperatura de alineamiento 

necesarias para la RT-PCR de cada una de las citocinas estudiadas y posteriormente 

se determinó la expresión de cada una de ellas. 

b) Construcción de la ribosonda 

Lo primero que se hizo fue obtener células competentes por cloruro de calcio de la 

cepa DH5a de E. eoli, lo siguiente fue la transformación de las células, adicionando 

.1fl9 de plásmido a las células competentes y posteriormente espatulando en las cajas 

con medio Luria-Bertani, se incubaron durante 24 hr /37"C . Para la purificación del 

plásmido se utilizó la técnica de lisis alcalina (glucosa-tris-EDTA), se cuantificó y se 

observó en un gel de agarosa al 1 %. Se encontraron dos bandas de alto peso 
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molecular. Al observar el mapa de restricción del plásmido, este presentaba un sitio 

para la endonucleasa de restricción Hindlll al inicio de la construcción y un sitio para 

EcoRI al final de la secuencia, por lo que se procedió a una doble digestión con 

ambas enzimas. Cuando se realizó la digestión con una sola enzima, el plásmido se 

linearizó, ya que se observó una banda de aproximadamente 3.3 Kb en un gel de 

agarosa al 1%. Se realizó una doble digestión con Hindlll y EcoRI , al observar la 

electroforesis de esta digestión, la banda de aproximadamente 3.3 kilobases (Kb) se 

cortó en 2 fragmentos: uno de aproximadamente 2.5 Kb y otro cercano a 0.7 Kb. 

La banda de 0.7 Kb es la secuencia de interés, pues es el tamaño de la construcción 

sintética que contiene la secuencia de nucleótidos de varias citocinas y factores de 

crecimiento. Posteriormente, se realizó una electroforesis horizontal en agarosa al 1 % 

que corrió durante 1 h/100 volts , se cortó la banda y se maceró la agarosa hasta casi 

disolverla totalmente y finalmente se purificó por fenol-cloroformo y se precipitó con 

etanol absoluto. 

Para construir la ribosonda , se tomaron 5 111 del ADN obtenido después de la 

purificación de la banda, y se realizó el mismo procedimiento que se utilizó para 

obtener el control interno poliespecifico. Para corroborar que el producto obtenido 

contenía toda la secuencia de la construcción sintética se realizó la RT-PCR con 

oligonucleótidos para una proteína constitutiva (¡32-microglobulina) y para TNF-n 

donde se observa una banda para ambos de aproximadamente 370 pares de bases 

(pb) que es el tamaño esperado del producto de la PCR. 

Con el ARN estándar (ribosonda) se encontraron las condiciones óptimas de RT-PCR 

para p2-microglobulina, IL-b, TNF-o, CXCL-8 e IFN-y. Después se realizó una curva 
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de concentración del plásmido desde 1.8 ng//ll - 2.75 picogramos (pg)//ll para 132-

microglobulina. Una vez que se obtuvo la curva, se hizo RT-PCR competitiva, es 

decir, en un mismo tubo se mezcló ARN de la biopsia y ARN del control poliespecífico 

a díferentes concentraciones, manteniendo constante la cantidad de ARN de la 

biopsia . Para IL-1J3, TNF-a, CXCL-8 e IFN-y, la curva de concentración del ARN 

estándar para cada una de las citocinas fue desde 1.8 ng/1l1 hasta 7 fentogramos 

(fg)//ll. Además se realizó RT-PCR competitiva donde se mezclaron diferentes 

concentraciones de la ribosonda con la misma concentración del ARN de la muestra, 

y así obtener un cocíente de 0.9-1 que nos indíca que ambos ARNs se encuentran a 

la misma concentración. La figura 7 es ejemplo de una curva estándar para TNF-a. 

cl Transcrípcíón Reversa 

La RT se llevo a cabo con mezclas del ARN de la muestra del paciente (biopsia o 

CMNs) y el ARN del plásmído pQA-1 (estándar), se mezclaron 10 ng de ARN de la 

muestra con 1 fg del ARN estándar. Las mezclas de ARN total fueron 

desnaturalizadas durante 5 mino a 70°C y se enfrian rápido en hielo. Posteriormente, 

se agregaron 100 ng del oligonucleótido iniciador (Oligo dT16), 50 U de la enzima RT 

obtenida del vírus de leucemia murina Moloney (Applied Bíosystems) y 0.5 mM de 

cada uno de los 4 deoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) (Applied Biosystems) en un 

volumen final de 20 /ll. Se incubó la reacción durante una hora a 42° C seguida de 5 

min a 95° C en un termociclador (Perkin-Elmer 9600). Como parámetro de 

comparación inter e intraensayo se utilizó el plásmído pQA-1 para la cuantificación del 

gen que codifica para la proteína estructural J32-microglobulina. 
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d) Reacción en cadena de la polimerasa 

El ADN complementario (cADN 4 ¡.II) se mezcló con 10 mM de cada uno de los 

iniciadores sentido y antisentido para las distintas citocinas, 0.5 mM de cada uno de 

los dNTPs y 2 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems). Las condiciones de 

amplificación fueron 1 ciclo a 94' C por 5 min., seguido por 35 ciclos a 94' C por 1 

min., 57'C por 1 mino y 72' C por 1 min., finalmente 1 ciclo a 72'C por 10 min., todo 

esto en un termociclador programado. Los productos amplificados se corrieron en 

geles de agarosa al 2% con 0.05 ¡.Ig/ml de bromuro de etidio y se tomó una fotografia 

sobre un transiluminador de luz UV con pelicula POlaroid, las imágenes se analizaron 

en equipo EDAS-Kodak. 

7. Secreción de citocinas por CMNs. 

La secreción de citocinas se cuantificó con estuches inmunoenzimáticos (ELlSA, R&D 

Systems) para cada una de las citocinas estudiadas. Los sobrenadantes de los 

cultivos celulares fueron descongelados y posteriormente se siguieron las 

instrucciones del fabricante. La sensibilidad fue de: 1 pg/ml para IL-l ¡3, 10 pg/ml para 

CXCL-BIIL-B, 4.4 pg/ml para TNF-a y 3 pg/ml para IFN-y. 

8. Análisis estadistico. 

Los datos se muestran en medias/medianas (rango: minimo y máximo) y se 

analizaron mediante pruebas no paramétricas: la prueba de ANOVA, Kruskal-Wallis, 

prueba de Wilcoxon y la correlación de Spearman. Se consideró significativa una 

p<0.05, a través del programa SSPS versión 12. 
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427 pb 

360 pb 

MP 2 3 4 5 6 7 8 

Figura 7. Procedimiento de cuantificación para TNF-a Un ejemplo de la complificación del 
cDNA del ARN de tejido hepático y del ARN estándar del plásmido pQA para TNF-CL. Los 
productos amplificados fueron corridos en una electroforesis en un gel de agarosa al 2% y 
teñidos con bromuro de etidio. El gel fue fotografiado con un sistema EDAS (Kodak) . La figura 
muestra una banda de 360 pb que representa los amplicones obtenidos con el cADN 
estándar y un producto de 427 pb del cADN del higado. Todas las lineas contienen 1 ng de 
ARN total de la biopsia hepática con 0.0075 pg . 0.01 pg . 0.02 pg. 0.03 pg. 0.04 pg Y 0.05 pg 
de ARN estándar en las lineas 2 a 7, respectivamente, en la lineas 8, 0.01 pg de ARN 
estándar. De cada par de bandas la intensidad relativa del amplicon del higadol amplicon 
estándar se calculo. La tasa entre el amplicon del tejido/amplicon de la ribosonda fue 0.45, 
0.72 , 1.1,1.66,2.5, lineas 2 a 6. En la linea 4, la tasa entre el amplicon problema/amplicon 
estándar permitió la comparación de una concentración conocida del ARN estándar con una 
cantidad desconocida del ARNm de TNF-CL. Cada cuantificación fue hecha con al menos 3 
concentraciones del plasmido. El número de moléculas de ARNm del ARN total fue calculado 
con el peso molecular del plásmido y el número de Avogrado. 
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RESULTADOS 

Se incluyeron pacientes con edades comprendidas entre los 21 y 63 años. En cuanto 

el número de mujeres y hombres que integraron los grupos fue de la siguiente forma : 

COL=7 mujeres y un hombre; IFN-a = 5 mujeres y 2 hombres y en el caso de PTX= 9 

mujeres y 2 hombres. 

1. Citocinas en células mononucleares y tejido hepático 

Los resultados de expresión y secreción de citocinas en CMNs y la expresión del 

ARNm en tejido hepático después de recibir tratamiento fueron los siguientes: 

a. Colchicina 

La COL disminuyó alrededor de 10 veces la expresión (moléculas de citocina/105 

moléculas de 132-microglobulina) de TNF-a en CMNs a los 12 m: 421 vs. 4.5 

(p<0.050) y una tendencia a disminuir en el trayecto de los 2 m a los 12 m de 

tratamiento: 415 vs. 4.5 (p=0.075) . La expresión de IFN-y fue disminuida durante el 

tratamiento con COL, a los 2 m fue: 191 vs. 189, y alcanzó significancia a los 12 m ya 

que fueron valores no detectables de la expresión del ARNm (191 vs. 0.4) (p=0.018) y 

en el trayecto de los 2 m (189) a los 12 m (0.8) (p=0.028) se observó este mismo 

efecto, figura 8, tabla 1. 

La COL ocasionó una disminución a los 12 meses de tratamiento, en la secreción 

(pg/ml) de IL-1 13: 458 vs. 269 (p<0.05), TNF-a: 970 vs. 550 (p<0.05) e IFN-y: 177 vs. 

15 (p=0.012) y mientras que, al comparar que sucedía de los 2 m a los 12 m, se 

encontró que hubo una disminución en la secreción de TNF-a 875 vs. 550 (p<0.05) y 

una tendencia a disminuir IFN-y 121 vs. 15 (p=0.079), figura. 9, no tuvo efecto sobre 

CXCL8/IL-8 tabla 1. 
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Tabla 1. Expresión y secreción en CMN Qe Il-ll3. TNF-a. CXCl-8 e IFN-y en el grupo 
de ~acientes ~ue recibieron COlCHICINA. a los O. 2 ~ 12 meses de tratamiento. 

Expresión Secreción 
O 2 12 O 2 12 

Citocina mes meses meses mes meses meses 

IL-l¡J 30512.8 210f2.5 106/1 .6 458/492 405/510 269/326" 
(2.5-1630) (0.4-1630) (0.4-750) (234-550) (112-555) (0-548) 

TNF-a 421/13 425/13 4.5/1 .2" 970/984 875/964 550/675" 
(0.7-1650) (0.4-1650) (0.4-2.3) (901 -996) (497-1009) (0-986) 

CXCL.at 50/3.7 28/3.7 49f2 .8 3126/3159 3195/3167 2396/3119 
IL-8 (1 .5-375) (0.6-188) (1 .5-375) (2966-3281 ) (3084-3318) (0-3351) 

IFN--y 191/3.6 189f2.0 0.7/0.4" 177/109 121/116 15/5.5" 
(0.4-1500) (0.4-1500) (0.4-2.9) (4-405) (2-263) (0-58) 

Los valores se expresan como mediaslmedianas (mínimo-máximo). N = 8 
Expresión se expresa en moléculas de dlodna/lo" moléculas de ¡J2-microglobulina. La secreción se 
expresa en pglml . • p<'O.05. • p=0.08. 
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Figura 8. Expresión de citocinas en CMNs de pacientes con HCC (N=8) que recibieron COL 
durante 12 meses. las mediciones se realizaron al inicio. 2 y 12 meses tratamiento. A) IL-1 P. 
b) TNF-a. e) CXCl-S/ll-S e d) IFN-'"(. la expresión de citocinas se expresa en moléculas de 
citocina/105 moléculas de /I2-microglobulina. 



68 

I ... b .. . . -... -- - t ~ ~ 
,.. - -I I ... 

t 
~ t ¡ ¡ --.~ 

D·· 
,., 

D.· ... . ,. 
• 

., . .... • 12. . .. . 12 .. 
Om 2m 12m Om 2m 12m 

e " .. d ... 
"'" - P"'O.012 
" .. -- ~---I 

:3 
, ... 

l -
I 
I I .... 

t 1- I 
¡ .... t I .... ¡ t50 

I . .. • ,.. D'M V D'· ... .'M • ., . .... ." .. ... _ 12" 

Om 2m 12m Om 2m 12m 

Figura 9. Secreción de citocinas por CMNs de pacientes con HCC que recibieron COL 
durante 12 meses. las mediciones se realizaron a inicio. 2 y 12 meses tratamiento. A) Il-11l. 
b) TNF-a. e) CXCl-8/1l-8 y d) IFN- y. la secreción de las eitocinas se expresa en pg/ml de 
eitocina. 

En el tejido hepático. hubo una tendencia a disminuir la expresión (moléculas de 

citocina/105 moléculas de f}2-microglobulina) del ARNm de IL-11l a partir de los 2 

meses y esa tendencia se mantuvo hasta los 12 meses, basal: 994 vs. 2m: 348 (p = 

0.06) o vs. 12 m: 177 (p=0.06). Además ocasionó el aumento de la expresión de IL-8 

después de 2 meses de tratamiento: 179 vs. 501 (p<0.05), figura 10, tabla 2. 

A los 12 meses de tomar la COL, la expresión de TNF-a e IFN--y fue mayor en tejido 

hepático que en CMN (p =0.028), mientras que este mismo evento sucedió en la 

expresión de CXCL-8nL-8 a partir de los 2m (p =0.018) Y continúo hasta los 12 meses 

(p< 0.05). Al comparar la secreción de las diferentes citocinas estudiadas 

encontramos que desde el inicio y durante todo el tratamiento la secreción de CXCL-

811L-8 fue mayor que la secreción de las otras 3 citocinas: TNF-a, IL-11l e IFN-y (p 

=0.02). TNF-a tuvo valores más altos que IL-11l e IFN-y al inicio y durante el 
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tratamiento (p= 0.03). La observación es que en estos pacientes existe actividad 

inflamatoria que involucra la producción principalmente de TNF-a y CXCL-8I1L-8 

durante la infección viral. 

Tabla 2. Expresión de IL 113, TNF-a, CXCL-8 e IFN-y en tejido hepático del grupo de 
pacientes que recibieron COL, a los O, 2 Y 12 meses de tratamiento. 

COL 
Citocina Om 2m 12 m. 

IL-ll3 994/587 348/2431 177/831 
(10-3327) (51-968) (0-521) 

TNF-a 392/454 262/266 173/120 
(59-808) (116-477) (4-460) 

CXCL-8/ 179/96 501/427* 210/199 • (44-466) (133-1083) (20-410) IL-8 

IFN-y 59/43 68134 59/12 
(4-150) (4-210) (0.4-222) 

Los valores se expresan como medias/medianas (mínimo-máximo). N=8 
Expresión se expresa en moléculas de citocinal10s moléculas de 132-microglobulina. 
, p=0.06, • p< 0.05. 
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Figura 10. Expresión de ARNm de citocinas en tejido hepático de pacientes con HCC (n=8) 
que recibieron COl. Las mediciones se realizaron al inicio, 2 y 12 meses tratamiento. A) IL-
113, b) TNF-a. e) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-y. La secreción de las citocinas se expresa en pg/ml. 



b. Interferón-a2b 

En las CMN de los 7 pacientes que recibieron IFN-a, el medicamento disminuyó la 
expresión (moléculas de citocina/105 moléculas de f32-microglobulina) de IL-1p a 
valores no detectables después de 12 meses de tratamiento: 272 vs. 1.7 (p=0.04). 
IFN-a no modifico de manera significativa la expresión de TNF-a, CXCL-8/IL-8 e IFN
y, tabla 3 y figura 11. 
En cuanto a la secreción (pg/ml), el IFN-a tuvo efecto sobre las 3 citocinas: se 
observó una tendencia a disminuir IL-1 p a los 2 meses de administrar el fármaco: 467 
vs. 302 (p=0.09) y fue significativa a los 12 meses: 407 vs. 16 (p=0.018), en el 
trayecto de los 2 a los 12 meses disminuyó significativamente 302 vs. 16 (p=0.028), 
esto demuestra que la disminución de IL-1 p fue gradual. En la secreción de TNF-a, al 
comparar el efecto antes de iniciar y después de 12 meses, indujo disminución; 882 
vs. 286 (p=0.048), y también durante el transcurso de los 2 a los 12 meses; 899 vs. 
286 (p=0.028), a los 2 meses no ocasionó cambios en la secreción. No tuvo efecto 
sobre la secreción CXCL-8. La acción sobre IFN-y fue inducir la disminución a los 2 m 
de tratamiento: 231 vs. 17 (p=0.028) y se mantuvo así a los 12 m: 231 vs. 13 pg/ml 
(p<0.05), estos resultados se compararon con los niveles basales de IFN-y, figura 12. 
Encontramos que el IFN-a en CMN tuvo efecto sobre la expresión y secreción de IL-
1p a los 12 m de tratamiento, y además disminuyó la secreción de TNF-a e IFN-y a 
partir de los 2 m, tabla 3. 

Tabla 3. Expresión y secreción en CMNs de IL-1f3, TNF-a, CXCL-8 e IFN-y en el 
grupo de pacientes que recibieron Interferón-a, a los O, 2 Y 12 meses de tratamiento. 

Expresión Secreción 
O 2 12 O 2 12 

Citocina mes meses meses mes meses meses 

IL-1p 272/4.4 6881750 1.7/0.4" 466/540 3021411' 16/0" 
(1 .5-765) (0.4-2500) (0.4-5.9) (70-593) (62-544) (0-88) 

TNF-(l 3.4/3.6 1.7/0.4 3.0/1 .5 882/967 899/919 287176" 
(0.4-4.2) (0.4-4.8) (0.4-11 .7) (396-1 009) (682-1036) (0-1026) 

CXCL-8/ 4.4/3.7 30/2.7 8.6/2.5 3138/3200 3139/3188 3135/1913 
IL-8 (1.5-11 .7) (0.4-187) (0.4-47) (2607-3342) (2607-3453) (10-3371) 

IFN-y 1.4/0.4 1.4/0.4 27/0.7 231173 17/5" 16/5" 
(0.4-4.2) (0.4-4.2) (0.4-184) (0-738) (a-56) (0-72) 

Los valores se expresan como medias/medianas (mínimo-máximo). n-7 
Expresión se expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de f32-microglobulina . La 
secreción se expresa en pg/ml 
• p=0.09, " p< 0.05. 
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Además en el tejido hepático provocó la disminución del ARNm (moléculas de 
citocina/105 moléculas de 132-microglobulina) de TNF-a a partir de los 2 meses: 587 
vs. 266 p<0.05 (figura 13) y asi continuó hasta los 12 meses; 587 vs. 206 p<0.05, 
tabla 4. 

Tabla 4. Expresión de citocinas en tejido hepático de pacientes con hepatitis e 
crónica antes ~ durante la administración de IFN-a. 

IFN-q 2b 
Citocina Om 2m 12 m 

IL - l~ 539/316 482/360 420/155 
(101-1246) (0-1124) (46-1207) 

TNF-a 587/438 265/38' 206/48.5' 
(138/2218) (4-1280) (0.4-709) 

CXCL-8/ 602/504 646/731 525/532 
IL-8 (166-1200) (50-1150) (4-1072) 

IFN-y 208/99 155/72 107/72 
(4-450) (1.5-432) (5-399) 

Los valores se expresan como medias/medianas (mínimo-máximo). 
El ARNm se expresa en moléculas de citocina/l 05 moléculas de 132-microglobulina . 
• p< 0.05. 
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Figura 13. Expresión del ARNm de citocinas en biopsia hepática de pacientes que fueron 
tratados con IFN-a. la expresión se expresa en moléculas de eitocina/105 moléculas de p2-
microglobulina: a) Il-Ip, b) TNF-a, e) CXCl-8/ll-8 y d) IFN-y 

C. Pentoxifilina 

En el grupo de 11 pacientes que recibió 800 mg/diarios de PTX, encontramos los 

siguientes efectos del fármaco sobre la expresión (moléculas de citocina/105 

moléculas de 132-microglobulina) de citocinas en CMNs disminuyó la expresión de IL-

113 a partir de los 2 meses (453 vs. 206 p<0.05) y continuo bajando hasta los 12 

meses (453 vs. 73. p<0.05); sobre TNF-a a los 2 meses ocasionó un ligero aumento 

del ARNm pero no fue significativo (405.5 vs. 534) y redujo significativamente a los 12 

meses: 405 vs. 53, p=0.021, la PTX produjo la disminución de la expresión a los 2 

meses de CXCL-8 (75 vs. 2, p= 0.003), e IFN-y (19.4 vs. 3.4, p=0.006) tabla 5, figura 

14. 



Tabla 5. Expresión y secreción en CMNs de IL-Ifl, TNF-a, CXCL-8 e IFN-y en el 
grupo de pacientes que recibieron Pentoxifilina, a los O, 2 Y 12 meses de tratamiento. 

Expresión Secreción 
O 2 12 O 2 12 

Citocina mes meses meses mes meses meses 

IL-1p 452/15.8 206/4.8' 73/1.5' 1151/1196 1017/1110 147/0' 
(4.0-1900) (0.4-1700) (0.4-750) (789-1406) (0-1356) (0-1148) 

TNF-a 405/15.8 534/46.9 53/2.4' 1073/1098 890/10841 503/500' 
(11-1700) (0.4-1700) (0.4-375) (657-1319) (0-1151) (0-1049) 

CXCL-8/ 75/4.8 2/2.5' 4512.5 3239/3268 2923/3187 2038/3071' 
IL-8 (2.9-750) (0.4-2.9) (0.4-375) (3089-3369) (0-3369) (0-3411 ) 

IFN-y 19/12.5 3.4/1 .5' 36/2.7 65/33 272/32' 1312' 

(0.4-96) (0.4-12.5) (0.4-375) (0-160) (0-1727) (0-93) 

Los valores se enuncian como medias/medianas (min imo-máximo). 
Expresión se expresa en moléculas de cítocina/10' moléculas de p2-microglobulína. La 
secreción se expresa en pg/ml. 
• p=0.09, ' p< 0.05. 

Con la administración de la PTX, disminuyó la secreción en CMNs de IL-1 fl a los 12 

meses de tratamiento (1151 vs. 147, p=0.004) y durante el período de 2 a 12 meses 

(1 017 vs. 147, p=0.007). Además indujo la disminución de TNF-a a los 12 meses 

(1073 vs. 503, p=0 .004) y hubo una tendencia a disminuir a los 2 meses (1073 vs. 

890, p=0.09), para estas dos citocinas se observa que la disminución fue gradual, es 

decir, hubo cambios a partir de los 2 meses y así continuó hasta terminar con el 

tratamiento. También disminuyó la secreción de CXCL8 (3239 vs. 2038, p=0.047) a 

los 12 meses de tomar el medicamento. Mientras que con I FN-y fue diferente ya que 

a los 2 meses aumento (65 vs. 272 estadisticamente no significativa), y a los 12 

meses disminuyó la secreción (65 vs. 13 p=0.017) , el efecto inhibitorio de la PTX 

sobre la secreción de las citocinas estudiadas fue evidente a los 12 meses lo que 

implica que la acción sobre la proteína circulante fue a largo plazo, figura 15, tabla 

74 



75 

5. Durante todo el período de estudio la secreción de CXCL8 fue mayor que la 

secreción de IL-Ip. TNF-a. e IFN-y (p= 0.02). 
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Figura 14. Expresión de citocinas en CMNs de pacientes con hepatitis C crOnlca que 
recibieron PTX durante 12 meses; a) IL-Ip. b) TNF-a. e) CXCL-8I1L-8 y d) IFN-y .. La 
expresión se expresa en moléculas de citocinal10s moléculas de j32-microglobulina. 
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Figura 15. Secreción de citocinas por CMNs de pacientes con HCC que recibieron PTX 
durante 12 meses; a) Il-lll, b) TNF-a, e) CXCl-8/ll-8 y d) IFN ~ {. la secreción se expresa en 
pglml. 

El efecto de la PTX sobre la expresión de citocinas (moléculas de citocina/105 

moléculas de 132-microglobulina) en la biopsia hepática fue el siguiente: bajo los 

niveles de expresión de IL-1I3, a partir de los 2 meses (276 vs. 136, p=O.004) y 

continuó disminuyendo hasta los 12 meses tratamiento (276 vs. 70, p=0.007). Lo 

mismo sucedió con el ARNm de TNF-a, a los 2 meses disminuyó alrededor de 10 

veces con respecto a la expresión basal: 776 vs. 76, p=0.003 y a los 12 meses 

disminuyó a valores casi no detectables: 776 vs. 13, p=0.003. La PTX no tuvo ningún 

efecto sobre la expresión de CXCL-8 e IFN-y en tejido hepático, figura 16, tabla 6. 

Al inicio y a los 2 meses del tratamiento, fue mayor la expresión del ARNm de CXCL-

8 en la biopsia hepática que en las CMNs de los pacientes que recibieron PTX (p= 

0.003). 
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Figura 16. Expresión de ARNm de citocinas en tejido hepático en pacientes que recibieron 
PTX durante 12 meses; a) Il-lp. b) TNF-a. e) CXCl-8/ll-8 y d) IFN-y, la expresión se 
expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de p2-microglobulina. 

Tabla 6. Expresión de IL-Ip. TNF-a. CXCL-8I1L-8 y IFN-y en tejido hepático del grupo 
de pacientes que recibieron PTX. a los O. 2 y 12 meses de tratamiento. 

PTX 
Citocina Om 2m 12 m 

Il-l¡3 276/227 136/50" 70/11" 
(53-704) (0-512) (0-443) 

TNF-a 776/236 75/23" 13/12" 
(125-4943) (3-399) (0.4-50) 

CXCL-8l1l-8 111/84 122/105 102/72 
(27-407) (27-332) (0.4-358) 

IFN-y 40/20 22/0.4 42/1 
(4-120) (0.4-124) (0-188) 

los valores se expresan como medias/medianas (mínimo-máximo). n=11 
Expresión se expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de ¡32-microglobulina, " p< 
0.05. 



2. Aminotransferasas 

No hubo diferencias significativas entre los 3 tratamientos, en cuanto a los valores de 

aminotransferasas. 

La COL no tuvo efecto sobre los niveles de AL T Y AST (tabla 7, figura 17a). EIIFN-a 

únicamente tuvo efecto de forma significativa sobre la AST a los 12 meses de la 

administración del medicamento (82 vs. 60 Ullml, p= 0.043), tabla 7 y figura 18a. 

Mientras que la PTX disminuyó los niveles de AL T desde los 2 meses (111 vs. 83 

Ullml, p=0.004) y continúo asi hasta los 12 meses (111 vs. 64 Ullml, p=0.026), sobre 

la AST la disminución fue significativa hasta los 12 meses (123 vs. 67 Ullml, 

p=0.021), tabla 7, figura 19a. 

Tabla 7. Distribución de los valores de AL T Y AST por tratamiento y tiempo de 
seguimiento (O, 2 Y 12 meses) de pacientes con Hepatitis C crónica. 

ALT AST 
Tratamiento n O 2 12 O 2 12 

78 

Mes Meses meses Mes meses meses 

COL 8 86/93 152/82 104/50 86/73 98/72 77/47 
(27- (39- (28/278) (24- (30- (25/210) 
152) 542) 202) 258) 

IFN-a 7 95/70 88/48 66/59 82/81 77/42 60/39" 
(21- (23- (17 - (21- (24- (19-
195) 205) 127) 136) 173) 114) 

PTX 11 111/104 83/60" 64/60" 123/108 117/84 67/46" 
(45- (27- (19- (40- (35- (14-
243) 131 ) 177) 308) 309) 161 ) 

Los valores se expresan como medias/medianas (mínimo-máximo). 
La AL T Y AST están reportadas en UI/L 
p< 0.05. 
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Figura 17. Niveles de a) AL T Y AST; b) carga viral en pacientes que recibieron COL. Las 
determinaciones de AL T Y AST se realizaron a los O, 2, 12 meses mientras que la carga viral 
únicamente se midió a los O y 2 meses. 
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Figura 18. Niveles de a) AL T Y AST; b) carga viral de pacientes que recibieron IFN-a Las 
determinaciones de AL T Y AST se realizaron a los O, 2, 12 meses mientras que la carga viral 
únicamente se midió a los O y 2 meses. 
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Figura 19. Niveles de a) AL T Y AST, b) carga viral de pacientes que fueron tratados con PTX. 
Las determinaciones de AL T Y AST se realizaron a los O, 2, 12 meses mientras que la carga 
viral únicamente se midió a los O y 2 meses. 



3. Carga viral 

La carga viral inicial fue diferente entre los 3 grupos de estudio. Al inicio, los pacientes 

del grupo de COL tuvieron cargas vira les dos veces más altas que los pacientes del 

grupo de IFN-a: 1.9 x 106 Ullml vs. 947 000 Ullml y de los pacientes que recibieron 

PTX; 614 000 Ullml (p= 0.011). Después de 2 meses de tratamiento el efecto sobre la 

CV fue más evidente con la administración de IFN-a: 180000 Ullml teniendo cargas 

virales menores que los pacientes que recibieron COL: 909 000 Ullml y PTX: 521 

000 Ul/ml (cinco y dos veces mas bajas, respectivamente) (p=0.018). Se confirmó el 

efecto antiviral que tiene el IFN-a, aunque no alcanzaron valores no detectables tabla 

8. La COL no tuvo efecto sobre la carga viral (figura 17b). El IFN-a, disminuyó la 

carga viral a los 2 meses de tratamiento 947,200 vs. 180,251 Ul/ml , figura 18b (p= 

0.018). La administración de PTX no ocasionó ningun efecto sobre la carga viral , por 

consiguiente no tiene actividad antiviral , figura 19b. Los resultados obtenidos para 

cada uno de los tratamientos de muestran en la tabla 8. 

Tabla 8. Carga viral del VHC en suero de pacientes con HCC, por tratamiento y 
tiempo de seguimiento (O y 2 meses) de pacientes con Hepatitis C crónica. 

Tratamiento n O Mes 2 Meses 

COL 8 1 952675 2 142 125 
(5093-5.56

) (131 3-7.56
) 

IFN-a 7 947200 180251 " 
(131 3_3.66

) (233-4763
) 

PTX 11 61 4072 530514 
(233_3.56

) (233_226) 

Los valores se expresan como medias (minimo-máximo). 
La Carga Viral es reportada en Ul/ml. • p< 0.05. 
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4. Histopatología 

En la tabla 9 se muestran los resultados del análisis histopatológico de las biopsias 

hepáticas antes y durante el tratamiento con los diferentes medicamentos, donde se 

observa que no hubo cambios significativos en el METAVIR después del tratamiento. 

Por consiguiente la COL, el IFN-o; y la PTX no ocasionaron algún cambio en el 

análisis histopatológico (METAVIR) en las biopsias hepáticas de los pacientes que 

recibieron tratamiento. 

Tabla 9. Resultados histopatológicos de la biopsia hepática, por tratamiento y tiempo 
de seguimiento (O, 2 Y 12 meses) de pacientes con Hepatitis C crónica . 

METAVIR 
Tratamien Edad Basal 2 meses 1 2 

to meses 

COL 51 F2 F2 F2 
(43-57) F1 -F3 F1-F3 F1 -F4 

IFN-o; 38 F2 F2 F2 
(21-56) F1 -F4 F2-F4 F1 -F4 

PTX 51 F2 F2 F2 
(20-63) F1 -F4 F1 -F4 F1 -F4 

Los valores se expresan como medias (mínimo-máximo). 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

a. Colchicina 

La COL a nivel periférico mostró actividad antinflamatoria ya que disminuyó la 

expresión de TNF-q e IFN-y a partir de los 2 meses y hasta el año, lo que indica que 

tiene efecto sobre la expresión de algunas citocinas pro-inflamatorias, este efecto fue 

diferencial y más evidente sobre IFN-y. El efecto de la COL en la secreción de IL-1 f3, 

TNF-a, e IFN-y fue importante a los 12 meses, pero no tuvo efecto sobre CXCL-8, así 

la COL ocasionó en CMNs, la disminución significativa tanto del ARNm como de la 

secreción de TNF-a e IFN-y, solo tuvo efecto en la secreción de IL-1 f3 y ningún efecto 

sobre CXCL-8. Lo que implica que modificó la expresión y secreción de estas dos 

citocinas en CMN de sangre periférica, probablemente sea un potencial modulador de 

estas citocinas pro-inflamatorias en el torrente sanguíneo, y así participar en la 

inhibición del proceso inflamatorio en hepatitis C. Mientras que en la biopsia hepática, 

la COL ocasionó un aumento del ARNm de CXCL-8 a los 2 meses induciendo la 

actividad celular en el higado habiendo aumento de mediadores celulares y atracción 

de células al sitio de daño de forma aguda, el aumento de IL-8 puede ocasionar 

infiltración celular, probablemente para mantener la homeostasis en el tejido hepático. 

Además observamos que la COL tiende disminuir la expresión de IL-1f3 a los 2 y 12 

meses en tejido hepático, por consiguiente puede tener propiedades antinflamatorias, 

pero es importante indicar que la COL tiene un efecto dual en etapa temprana de 

tratamiento, ya que a los 2 meses en la biopsia hepática causó la disminución de la 

expresión de IL-1f3 y por otro aumentó el ARNm de CXCL-8. 
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b.IFN-a 

En las CMNs después de un año de tratamiento el IFN-a solo diminuyó la expresión 

de la IL-1¡3 además provocó la disminución de la secreción de IL-1¡3, e IFN-y, a partir 

de los 2 meses y la disminución de TNF-a, solo se observó al año de tratamiento. 

Mientras que en tejido redujo la expresión de TNF-a a partir de los 2 meses de 

tratamiento, lo que implica que el IFN-a ocasionó diferentes resultados en sangre 

periférica y en tejido hepático de pacientes con hepatitis C, ya que en sangre 

periférica el principal efecto fue sobre IL-1 p. . mientras que en tejido fue sobre TNF-a, 

es importante hacer notar que los genes de ambas citocinas son estimulados de 

forma sinergica ocasionando que las proteínas se produzcan al mismo tíempo 

En este grupo de pacientes, la expresión de IL-1¡3 fue mayor en la biopsia hepática 

que en las CMNs (p=0.028) a los 12 m, valores más altos de IFN-y, también se 

observaron en la biopsia que en las CMNs a los 2 meses (p 0.028). Es decir el ARNm 

se expresó mucho más en el tejido que en las CMNs, pero en diferente etapa del 

tratamiento. Mientras que la expresión de TNF-a y CXCL-8 fue mayor en tejido que 

en CMNs al inicio, 2m y 12 meses (p< 0.05) , probablemente el medicamento modificó 

estas citocinas de la misma forma en las CMNs y en la biopsia hepática de los 

pacientes con hepatitis C, ya que los niveles de expresión fueron más altos en la 

biopsia que en las CMNs durante el período de estudio. 

Al comparar la secreción de las diferentes citocinas estudiadas encontramos que 

durante todo el tratamiento la CXCL8 siempre se secretó en mayor cantidad que las 

otras 3 citocinas (p< 0.05). TNF-a tuvo va lores más altos que IL-1 ¡3 durante el 

tratamiento (p <0.05) . Aunque la expresión de IL-1 ¡3 fue mayor que la expresión de 
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TNF-a en los pacientes que recibieron este tratamiento, no implica que el ARNm sea 

transcrito a una proteína, ya que la secreción en el caso de estas 2 citocinas tuvo un 

patrón inverso, es decir la secreción de IL-113 fue menor que la secreción de TNF-a. 

Probablemente esto se deba a mecanismos postranscripcionales que son necesarios 

para obtener una proteína madura o tal vez inhibidores de IL-113 (probablemente el 

medicamento), que ocasionan que su secreción sea menor. 

Nuestros datos concuerdan con lo reportado en la literatura, el IFN-a, funcionó como 

agente antiviral ya que disminuyó la carga viral del VHC y a nivel sistémico como 

inmunomodulador de la expresión y secreción de IL-113, también de la secreción de 

TNF-a e IFN-y después de un año de tratamiento, un hallazgo importante fue el efecto 

que ocasionó en el tejido hepático al disminuir el ARNm de TNF-a. El IFN-a al reducir 

citocinas pro-inflamatorias disminuyó el proceso inflamatorio involucrado en el daño 

hepático, pero debido a que no tuvo ningún efecto sobre CXCL-8, probablemente sea 

necesario incluir otro fármaco (terapia combinada) que incremente la acción inmuno

moduladora del IFN-a. Aunque el IFN-a inhibió la replicación pero no eliminó por 

completo al VHC, no ocasionó cambios en la síntesis de IL-8, se ha descrito que las 

proteínas virales inducen esta quimiocina, probablemente al no erradicar el virus la 

expresión y secreción se deba a que el gen se encuentra estimulado de forma 

constante aunque el estímulo por las proteínas del VHC sea menor. 

c.PTX 

Encontramos que la PTX en CMNs causó los siguientes cambios en la expresión y 

secreción de las citocinas estudiadas: la expresión de IL-113 disminuyó gradualmente 
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a partir de los 2 meses y hasta el final del tratamiento, mientras que TNF-a aumentó 

a los 2 meses y al año de tratamiento disminuyó la expresión del ARNm casi 8 veces 

con respecto a sus valores basales. Otro esquema diferente presentaron CXCL-8 e 

IFN-l' su expresión disminuyó a los 2 meses y a los 12 meses aumentó el ARNm de 

estas moléculas pero no de manera significativa, lo que indica que el efecto de la PTX 

sobre CXCL8 e IFN-y fue a plazo corto mientras que para el TNF-a su acción fue a 

largo plazo, y por último inhibió la síntesis de IL-113 a partir de los 2 meses, por lo 

tanto la actividad antinflamatoria de la PTX fue más evidente sobre IL-113 

Las secreciones de IL-113 y TNF-a iniciaron con valores arriba de 1000 pg/ml y 

después de 12 meses, la PTX disminuyó casi 7 veces la secreción de IL-113 (1151 vs. 

147 pg/ml) , mientras que el efecto sobre TNF-a fue mucho menor, solo los valores 

bajaron 2 veces (1073 vs. 503 pg/ml) con respecto a su basal , es decir su acción 

antinflamatoria fue más evidente sobre IL-113, además la PTX disminuyó la secreción 

de CXCL-8 e IFN-y al año de tratamiento. Por lo anterior, el fármaco tuvo efecto 

antinflamatorio a nivel periférico, ya que disminuyó la expresión y secreción de 

citocinas en CMNs de pacientes con HCC. 

Previamente se ha demostrado tanto en animales como en humanos, el efecto de la 

PTX sobre TNF-!X y nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado por otros grupos, 

pues redujo la expresión de IL-113 y TNF-!X en la biopsia hepática a partir de los 2 

meses y este efecto se extendió hasta al año de tratamiento, por consiguiente 

modificó la expresión de estas citocinas pro-inflamatorias a nivel periférico y en tejido 

hepático. La PTX además descendió la secreción de IL-113 y TNF-a, las cuales son 

moléculas que disparan el proceso inflamatorio en hepatitis e, tuvo un efecto menos 
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evidente (solo a los 12 meses) sobre la secreción CXCLB e IFN-y, la PTX fue único 

fármaco de los 3 que estudiamos que redujo la secreción de IL-B. Además causó una 

buena respuesta bioquímica ya que disminuyó las enzimas hepáticas: AL T durante 

todo el tratamiento y AST solo a los 12 meses. 

DISCUSION: 

En la actualidad continúa siendo motivo de controversia como se produce el daño en 

el hígado después de la infección por el VHC, si es por promover el deterioro celular 

hepático a través de un efecto citopático (23, 36) o bien como producto de la 

respuesta inmune antiviral intrahepática (22, 79, 114, 219). Debido a su notable 

variabilidad, el VHC posee una marcada habilidad para eludir la acción del sistema 

inmune y conducir a un proceso crónico. El sistema inmune controla de forma parcial 

la infección viral, pero debido a un largo proceso inflamatorio, el daño hepático 

persiste y progresa. Hasta el momento no existe una explicación convincente que 

sugiera el porqué de la evolución a la cronicidad de la infección en presencia de una 

respuesta inmune funcional (114). La respuesta inmune se desempeña como 

mediadora del daño celular a través del aumento de moléculas de adhesión y es 

regulada por la secreción diferencial de citocinas (22, 79, 103, 220) lo que mantiene la 

infección activa durante muchos años. 

La infección por el VHC no induce inmunidad protectora y la re-infección puede ser 

fácilmente demostrada. La inmunoregulación es importante en HCC, en los linfocitos 

periféricos la proteína core, la NS3 y la NS4 son las más inmunogénicas y las dos 

últimas son específicas de los linfocitos CD4, alterando la actividad de las células NK, 
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C04 y C08 (10, 17-19, 22, 90, 221). Sin embargo hay una relación inversa entre 

respuesta C04 y niveles de anticuerpos en pacientes infectados. Por lo tanto, una 

respuesta celular fuerte a la proteína core aparentemente favorece el curso benigno 

de la infección (219). 

La respuesta de los CTL's (C08+) a las proteínas virales ha sido caracterizada en 

sangre periférica yen tejido hepático siendo policlonal y multiespecífica. La función de 

los CTLs es matar a las células infectadas por el VHC a través de la vía 

perforína/granzíma, además liberan Fas ligando y citocínas inflamatorías como IFN-y 

Estas moléculas efectoras solubles liberadas participan en el control de la infección, 

además destruyen células hepáticas no infectadas y pueden atraer linfocitos sin 

especificidad para el VHC e invadir el hígado. El daño de estas células inflamatorías 

no específicas puede expandir el daño tisu lar disparado el VHC y finalmente activar la 

fibrogénesis en el hígado. (17, 18, 90). 

Además, los linfocitos T que actúan de forma específica contra el VHC, se convierten 

en no respondedores y aparentemente desaparecen a través de varios mecanismos, 

tales como mutacíones en epítopes críticos que permiten el escape del virus, ayuda 

ineficiente, anergía clonal o expansión de células T reguladoras (90, 222) lo que ha 

sido asociado con la falla para eliminar el virus y mantener el curso crónico de la 

enfermedad, por lo que factores genéticos, inmunológicos y virológicos pueden influir 

en la índucción diferencial de células T en HCC (223). 

La mayoría de las enfermedades hepáticas agudas y crónicas se caracterizan por la 

presencía de un proceso inflamatorio que generalmente se extiende como resultado 
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del balance entre la expresión de varias citocinas pro y anti-inflamatorias en el 

higado. (100, 103). 

Múltiples investigaciones han considerado como conceptual el paradigma del balance 

entre citocinas pro y anti inflamatorias (Th1ITh2), siendo el evento central que 

determina el curso que pueda seguir la infección por el VHC, la información existente 

hasta la fecha es sin embargo controversial ya que algunos autores consideran que el 

perfil Th1 colabora a la resolución de la enfermedad y otros lo asocian con la 

actividad y progresión de la enfermedad (128, 224). Hay incluso investigadores que 

consideran que las citocinas Th2 están implicadas en la patogenia y gravedad de la 

enfermedad (225) . 

Las citocinas pro-inflamatorias en general, ocasionan una respuesta que ocurre 

fundamentalmente en el higa do pero también puede suceder a nivel periférico, en 

particular en células T y monocitos. (17 , 18, 21 , 90). En el presente trabajo se aborda 

el problema de la hepatitis C crónica desde la perspectiva de que el infiltrado 

inflamatorio no es únicamente importante en la fase aguda sino que la producción 

crónica de citocinas en las células mononucleares periféricas y en el higado pueden 

entonces asumir un papel significativo en la fisiopatologia de la enfermedad e incluso 

ser un posible blanco terapéutico. 

La producción constitutiva de citocinas en el higado es baja o está ausente en 

condiciones normales, sin embargo si las células son activadas por algún estimulo 
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fisiológico o patológico la producción de citocinas aumenta (90,100,115), puede ser 

autocrina, paracrina y/o endocrina incrementando las moléculas efectoras que 

organizan la respuesta tisular a diferentes estímulos, además controlan la replicación 

viral y contribuyen al daño hepatocelular a través de la amplificación de la respuesta 

inmune no especifica (117-124, 226). Nuestros resultados confirman que en los 

pacientes con HCC vírgenes a tratamiento existe en condiciones que 

experimentalmente para este estudio consideramos como basales, expresión y 

secreción de IL-1 p, TNF-a, IFN-y y CXCL-8 en CMNs periféricas y también se 

encuentran presentes en el tejido hepático, lo que permite reconocer parte de la 

actividad pro-inflamatoria presente en pacientes con HCC. 

El VHC a pesar de ser un virus hepatótropo tiene la caracteristica de tener 

importantes reservorios extrahepáticos habiéndose demostrado su presencia en 

riñones, piel , tejido linfoide, células hematopoyéticas y células mononucleares 

periféricas entre otras (53-63) . Se ha sugerido que los leucocitos de sangre periférica 

tienen participación en la persistencia del VHC y en las implicaciones cl ínicas, pues 

además de reservorios, al mismo tiempo pueden ser participantes activos 

inadecuados en las reacciones inmunes antivirales (227,228) . Diversos estudios han 

util izado cultivos de CMNs derivadas de pacientes con HCC para estudiar las 

interacciones huésped-VHC (134, 229). En particular para los propósitos de la 

presente investigación está el hecho de que el VHC infecta CMNs de sangre 

periférica situación que dio lugar a que se decidiera llevar a cabo la medición de las 



citocinas en cultivos de CMNs, evitando hacerlo en suero toda vez que las 

mediciones a este último nivel han arrojado resultados contradictorios (230). 

Las técnicas de aislamiento y cultivo de CMNs previamente han sido descritas y 

validadas (132, 220), la medición de citocinas en estas células se llevó a cabo por 

duplicado, tanto en condiciones basales como después de la administración de los 

fármacos en estudio, en ningún caso se agregaron estimulantes celulares a los 

medios de cultivo con la finalidad de conocer la secreción "natural' de las citocinas. 

Todas las mediciones se realizaron después de 24 hrs. de cultivo. 

En este trabajo la determinación basal de las citocinas fue muy importante pues estos 

niveles los empleamos como controles para el estudio de posibles modificaciones 

asociadas al empleo de los 3 fármacos, ya que el empleo de sujetos "sanos' o bien 

"históricos' introducen variables distintas que complican la interpretación de los 

resu ltados de una intervención terapéutica . Con esto en consideración, los pacientes 

con HCC recibieron tratamiento con COL, IFN-a o PTX por 12 meses, todos fueron 

genotipo 1. Los 3 medicamentos se escogieron de acuerdo a que estudios previos los 

han identificado como posibles agentes útiles ya sea por sus efectos antivirales 

directos y actividad inmunomoduladora que es el caso del IFN-a, la COL por sus 

efectos antinflamatorios y antifibróticos y la PTX por su actividad antinflamatoria al 

inhibir la producción de TNF-a, encontrando que los 3 fármacos modificaron de forma 

diferencial, la expresión y la secreción de estas citocinas en sangre periférica y con 

menor efecto en tejido hepático 
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La COL es un medicamento que se ha utilizado durante siglos para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias como la gota o la fiebre mediterránea, en años recientes 

ha sido utilizada en padecimientos inmunológicos (153, 156), en enfermedad hepática 

alcohólica (163-167), en el manejo de las cirrosis hepática experimental y en 

humanos por su actividad antinflamatoria, por su efecto sobre la producción de 

colágena o bien por sus propiedades antifibróticas (155-162 168-178). Todo ello nos 

llevó a evaluar su efecto sobre citocinas a nivel hepático y sistémico en HCC, ya que 

nadie ha evaluado su actividad sobre estas proteínas involucradas en el proceso 

inflamatorio. 

En el tejido hepático encontramos que este fármaco disminuyó a partir de los 2 meses 

y así continuó hasta los 12 meses la expresión de IL-1 p, varios autores han reportado 

que IL-1 (ex y-P) son expresadas en el hígado principalmente en macrófagos, células 

T, células estelares activadas y células endoteliales sinusoidales (136). La IL-1 p es 

una citocina que participa de forma importante en la respuesta de fase aguda y en la 

activación de las células de Kupffer. Se conoce que el promotor del gen de IL 1 P es 

activado por la proteína core del VHC principalmente a través de la vía de NFKB, 

dando lugar a la reacción inflamatoria inducida por el virus (231), nuestros resultados 

muestran que la IL-1p en el tejido hepático fue inhibida por la COL, lo que sugiere que 

el medicamento posee actividad antinflamatoria, pero no es lo suficiente fuerte para 

modular las otras citocinas estudiadas. Sin embargo, otros autores sugieren que in 

vitro la IL-1 participa en la elimínación del virus y promueve a 1-8U, un gen que se 
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estimula por el IFN, el cual exhibe actividad antiviral. (232). Además este fármaco 

estimuló en tejido la expresión de CXCL-8/IL-8, quimiocina que consiste de una 

secuencia de CXC, la cual contiene un solo residuo de aminoácidos interpuesto entre 

dos cisteínas (233, 234), atrae neutrófilos y linfocitos a sitios de inflamación, 

participando en la persistencia del proceso inflamatorio en el hígado (132, 146), la 

CXCL-8/IL-8 es producída después de la estimulación con numerosos agentes 

endógenos y exógenos, tales como endotoxinas, virus, bacterias, IL-1 y TNF-a (235, 

236). 

El efecto de la COL fue dual ya que por un lado inhibíó la activación de las células de 

Kupffer al disminuir IL-1 p Y por consiguiente disminuyó la activación de la cascada de 

mediadores celulares que disparan estas células y producen inflamación durante la 

HCC, y por otro aumentó la producción del ARNm de IL-8 que recluta un mayor 

número de células en el sitio de daño, este efecto fue transitorio ya que a los 12 

meses esta quimiocina disminuyó a los niveles basales. Además, los pacientes que 

recibieron COL tuvieron aumento en la carga viral a los 2 meses, tal vez esto explique 

el aumento de la expresión del ARNm de IL-8, pues se ha demostrado que las 

proteínas virales activan la síntesis de esta quimiocina y por consiguiente esta 

activación tiene un papel fundamental en la patogénesis de la hepatitis C. Estudios in 

vi/ro han encontrado que la proteína core activa al promotor de CXCL-8 (237) , las 

proteínas estructurales (146), no estructurales (137, 145, 248-250) Y la proteína E2 

aumentan la producción de esta quimiocina (238), además el VHC induce la 

producción de TNF-a y CXCL-8 (239). Recientemente se ha demostrado a nivel 
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hepático que el VHC dispara las vias de señalización del ARN de doble cadena que 

inducen IL-8 por activación transcripcional (NF" S, IRF3, ISRE) y estabilización del 

ARNm de RIG, formando así un enlace regulatorio específico entre las respuestas 

antiviral innata y celu lar inflamatoria contra la infección viral (240). Shimoda y cols. 

(241) encontraron en pacientes con HCC una asociación entre altas concentraciones 

del ARNm de IL-8 y fibrosis severa en biopsias hepáticas, además se ha reportado 

una asociación entre los niveles séricos de IL-8 y la respuesta a la terapia antivíral 

(242). 

En este estudio encontramos que en los pacientes que recibieron COL tuvieron 

níveles altos de ARNm en etapa temprana del tratamiento, no encontramos 

asociación entre los niveles de CXCL-8 y el grado de fibrosis . Probablemente al 

continuar replicando el VHC, las proteínas virales promovieron la síntesis de CXCL-8, 

lo que muestra la capacidad que tiene el virus para inducir especificamente esta 

quimiocina y mantener el proceso inflamatorio y asi representar una estrategia clave 

para evadir el sistema inmune del huésped, tal vez este fue el mecanismo que evitó 

que la COL ejerciera sus funciones antinflamatorias y/o antifibróticas. 

A nivel periférico la COL disminuyó la IL-1 p, el TNF-u y eIIFN-y, no tuvo efecto sobre 

la CXCL-8/IL-8. Este patrón de efectos sobre citocinas confirma el hecho de que en 

CMNs, este fármaco participa disminuyendo la reacción inflamatoria, como lo ha 

encontrado otro grupo (243). Es bien sabido que la IL-1 p, el TNF-u, la CXCL-8 y ei 

IFN-y tienen un papel importante en la patofisiología de la HCC (76, 127, 134, 242-
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245). Además observamos que las mediciones a nivel periférico no reflejan lo que 

sucede en el tejido hepático de los pacientes con HCC después de recibir COL, ya 

que las citocinas que se modificaron en tejido fueron diferentes a las de CMNs. 

En resumen los efectos de la COL se reflejan fundamentalmente en su actividad 

antinflamatoria a nivel de CMNs por la disminución en la producción de citocinas pro

inflamatorias. Los efectos que aquí encontramos sobre la químíocina CXCL-8 explican 

los mecanismos de resistencia viral a los efectos antifibrogénicos de la colchicina en 

el hígado. 

El IFN-(l se conoce que interactúa con la respuesta inmune del huésped (246, 247) 

pero además su actividad se ha correlacionado con el número de mutaciones dentro 

de la proteína viral NS5A, los mecanismos funcionales aún son desconocidos (137, 

145, 248-250). El IFN afecta las actividades de macrófagos, células NK, células 

dendríticas y células T, es decir puede intervenir tanto en la presentación del 

antígeno, el tráfico celular y la diferenciación celular resultando en un aumento de las 

funciones antivirales (251 , 252) . Se ha reportado que aunque los pacientes alcancen 

respuesta viral sostenida después del tratamiento antiviral, el VHC persiste en CMNs 

yen el tejido hepático (43). 

Nuestros resultados mostraron que en el tejido hepático el IFN-(l disminuyó la 

expresión de TNF-(l ocasionando la inhibición parcial del proceso inflamatorio que 

acontece en la HCC (no tuvo efecto sobre todas las citocinas que medimos), el TNF-(l 
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se expresa en hepatocitos, células de Kupffer, células T, células estelares activadas y 

células endoteliales del sinusoide. Los hepatocitos son capaces de aumentar la 

producción de TNF-a en respuesta al daño hepático, incluyendo el daño por el VHC 

(136, 252), se ha reportado que en hepatitis C, los niveles séricos elevados de TNF-a 

reflejan la intensidad de lesiones inflamatorias que disminuyen después de la terapia 

antiviral (253,254) y correlaciona con la mejoría clínica de los pacientes (254), el uso 

de fármacos que inhiben la activación de los hepatocitos limita el daño tisular. Las 

lesiones hepáticas se deben a la respuesta inmune local, que puede ser amplificada 

por la acumulación de las células T específicas contra el VHC, las cuales son 

reclutadas por moléculas de adhesión y quimiocinas (252, 255, 256). Sugiriendo que 

la severidad de las lesiones hepáticas está relacionada a la expresión local de 

citocinas Th1, como lo es TNF-a (21, 127-129,253). 

Los pacientes antes de iniciar el tratamiento con IFN-a en el tejido hepático tuvieron 

aumentada la expresión de ARNm de CXCL-8/IL-8 (602 moléculas/105 moléculas de 

p2-micreglobulina) y estos niveles se mantuvieron altos aún con la administración del 

IFN-a, hecho que sugiere que esta quimiocina y algunas citocinas como IL-2 e IL-6 

juegan un papel importante en la patogénesis de la hepatitis C (257). Al respecto es 

necesario insistir que en observaciones previas se ha documentado el hecho de que 

la expresión de la proteína NS5A induce y aumenta CXCL-8 y que esto se asocia in 

vitre con inhibición de los efectos antivirales dellFN-a (137, 145,147,148, 248-250) , lo 

que puede representar una estrategia de evasión viral. Estudios in vitro han 

encontrado que la proteína core activa al promotor de CXCL-8 (237), las proteínas 



estructurales (146), Y la proteína E2 aumentan la producción de esta quimiocina 

(238), además el VHC induce la producción de TNF-a y CXCL-8 (239). Se ha 

demostrado que el VHC a nivel hepático dispara las vías de señalización del ARN de 

doble cadena que inducen IL-8 al activar factores de transcripción como NFKB, IRF3, 

ISRE y estabilizar el ARNm de RIG, constituyendo un enlace regulatorio específico 

entre las respuestas antiviral innata y celular inflamatoria contra la infección viral 

(240). En un estudio donde se expusieron células endoteliales de vena umbilical 

humana a partículas parecidas al VHC (VHC-LPs) se ocasionó la liberación de CXCL-

8 vía NFKB lo que disparó la apoptosis mediada por Fas (146), y se demostró que 

estas partículas inducen el aumento de Fas-L y activación de caspasa 3, es decir que 

la CXCL-8/1L-8 tiene la capacidad de inducir la apoptosis de células infectadas por el 

VHC (146, 256). 

Con respecto al efecto que tuvo el IFN-a sobre las citocinas estudiadas en CMNs, 

encontramos que disminuyó tanto la expresión como la secreción de IL-1 p a partir de 

los 2 meses de recibir medicamento, pero no tuvo ninguna acción sobre esta citocina 

en el hígado, lo que muestra que el efecto que tuvo el IFN-a a nivel sistémico no 

necesariamente indica lo que sucede en el hígado, si bien disminuyó la secreción de 

TNF-a e IFN-y, no tuvo efecto sobre la CXCL-8. Estos resultados aluden por lo tanto 

al efecto antinflamatorio del IFN-a a nivel periférico. 

Polyak y cois (137) describieron en pacientes con VHC una asociación entre los 

niveles séricos pretratamiento de CXCL-8 y la respuesta bioquímica al tratamiento 
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con IFN-a (monoterapia), en este estudio encontramos que los niveles de CXCL-8 

siempre fueron valores altos y únicamente disminuyó AST significativamente después 

de un año de tratamiento con IFN-a , es decir ninguno de los pacientes alcanzó 

respuesta bioquímica , cabe aclarar que medimos CXCL-8 en sobrenadantes de 

cultivos de CMNs que refleja lo que las células secretan al medio durante el cultivo, 

mientras que la determinación en suero es un resultado que muestra los niveles que 

circulan en el organismo. 

La eficacia de la monoterapía con IFN en el sistema de replicación del VHC ha sido 

reportada utilizando IFN-a, IFN-y, IFN-¡3. En un estudio clínico evaluaron el 

tratamiento de la HCC que involucró la administración secuencial de IFN-a seguido 

por IFN-y (IFN-a2b + IFN-y), donde obtuvieron mejores resultados que la monoterapia 

con IFN-a (246, 247). Debido a que nuestros resultados muestran que el IFN-a, no 

modificó todas las ci tocinas es indispensable plantear la posibilidad de utilizar terapias 

combinadas como una estrategia para mejorar el arsenal terapéutico contra la 

infección crónica por VHC. 

Es bien conocido el efecto antiviral que tiene en elIFN-a sobre el VHC, corroboramos 

ese efecto que se ha descrito pero no se alcanzan valores no detectables de carga 

vi ral , es importante resaltar que aunque actualmente el IFN-a que se administra a los 

pacientes es pegilado y es una terapia combinada con Ribavirina . 
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En resumen nuestros resultados sugieren que el IFN-u actúa fundamentalmente 

sobre la expresión en hígado de TNF-u y que a nivel de las CMNs modificó también 

la secreción de IL-1~, TNF-u, IFN-y y la expresión de IL-1~ . 

La PTX es un medicamento de reciente interés en cuanto a su empleo en 

padecimientos hepáticos (189-191,195,197,200-204, 209, 213-215, 258-260) basado 

fundamentalmente en la demostración de su efecto antinflamatorio, 

in muna modulador, su capacidad para inhibir la producción de colágena, y el bloqueo 

de citocinas (188-215, 258-260). 

Nuestros datos revelaron que la PTX tuvo efecto en la expresión de las citocinas pro-

inflamatorias tanto en tejido hepático como en CMNs de pacientes con HCC. En 

particular en el tejido hepático se observó disminución de la expresión de IL - 1 ~ y 

TNF-u a partir de los 2 y hasta los 12 meses de tratamiento, resultados similares a los 

previamente observados en SIDA y enfermedad hepática alcohólica (193, 197, 200-

202, 259-261). Es decir la PTX ocasionó una pausa o lentitud en la inflamación ya 

que redujó los niveles hepáticos y sistémicos de IL-1~ , TNF-u ya nivel periférico AL T, 

la expresión de CXCL-8 e IFN-y se mantuvieron similares durante los 12 meses de 

tratamiento. 

La IL-1 (u y ~) y el TNF-u han sido reportadas como citocinas reguladoras en el daño 

hepático (75, 86, 90, 98, 100, 126-131, 133-136, 243-245). El TN F-u puede 

directamente controlar la infección viral (75-77 , 88, 243), en regeneración hepática es 



necesario para la proliferación de hepatocitos, además es un mediador de muerte 

(100, 115, 136, 256). Durante la infección por el VHC se ha indicado que los niveles 

séricos de TNF-a correlacionan con la severidad de la necroinflamación hepática 

(253, 254), en hepatitis alcohólica se ha encontrado que la PTX disminuyó la 

mortalidad (200-202, 260, 261), lo que apoya que la PTX tiene efectos 

antinflamatorios en enfermedades hepáticas. 

La IL-1 Y TNF-a se expresan en el hígado principalmente en células de Kupffer, 

células T, células NK, células sinusoidales (136). Se ha demostrado que la IL-1¡3 y el 

IFN-y participan en la inducción de las proteínas de fase aguda, en la auto-activación 

de células de Kupffer, aumentan la respuesta del sistema inmune (246, 247), Y 

estimulan la producción de metaloproteasas (MMPs) de MEC, las cuales son 

importantes en la inhibición de la síntesis de colágena e interfieren en la formación de 

MEC revelando la vulnerabilidad del higado al daño (88, 98, 133, 136, 243, 244). 

Tanto IL-1 ¡3 como TNF-a inducen otras citocinas y quimiocinas que pueden aumentar 

la regulación de moléculas de adhesión, promover la activación celular, el 

reclutamiento y aumento de las citotoxicidad de los linfocitos, macrófagos y neutrofilos 

(88,98, 127, 243,244), sin embargo, en los pacientes estudiados la dosis de la PTX 

utilizada no tuvo efecto sobre la expresión en hígado de CXCL-8. 

El TNF-a puede inhibir la replicación viral o inducir apoptosis de las células 

infectadas, además contribuye a la coordinación de la actividad de las células 

inmunológicas todo lo anterior sugiere que el TNF-a tiene un papel dual en las 

99 



100 

infección por el VHC pues esta involucrado en mecanismos responsables de la 

eliminación de la viremia y en la patogénesis de la HCC (86). Las hepatitis B y 

hepatitis C presentan cambios significativos en la expresión de TNF-a y sus 

receptores, que se han correlacionado con la severidad de la enfermedad pero no con 

los parámetros virológicos (carga viral y genotipo), sugiriendo la activación del 

sistema TNF en enfermedades hepáticas relacionadas con el VHC (262). 

El uso de fármacos como elIFN-a y la PTX es benéfico ya que al inhibir la producción 

de TNF-a y la activación de hepatocitos pueden limitar el daño tisular ocasionado 

indirectamente por la producción de las citocinas pro-inflamatorias inducidas por el 

VCH. 

Se considera que la PTX tiene propiedades inmunomoduladoras que no sólo están 

asociadas al bloqueo de la producción de TNF-a sino además a la secreción de otras 

citocinas en CMNs y en diferentes tejidos (75, 88, 98, 100, 132, 188, 204, 207, 208, 

213, 221 , 225, 228, 230, 240, 253, 254, 257, 263-265). El efecto supresor sobre las 

citocinas pro-inflamatorias puede ser por la inhibición de la activación del factor de 

transcripción NFKB (204). 

A nivel periférico la PTX disminuyó en CMNs la expresión del ARNm de IL-113, CXCL-

8 e IFN-y, de manera importante a los dos meses. Debido a que la farmacocinética y 

el metabolismo de la PTX no han sido totalmente estudiados en pacientes con 

disfunción hepática, en el presente estudio utilizamos una dosis total de 800 mg/dia , 



101 

quizá esta dosis fue sin embargo insuficiente para mantener los efectos 

antinflamatorios que ocasionó sobre la expresión del ARNm de las citocinas pues 

únicamente se presento en los primeros meses. 

Un hallazgo interesante en nuestro estudio fue que la PTX disminuyó en CMNs la 

secreción de las 4 moléculas estudiadas: IL-1p, TNF-ex, CXCL-8/IL-8 e IFN-y. La 

CXCL-8es una quimiocina liberada por macrófagos que atrae varios leucocitos a los 

sitios de infección, incluyendo neutrofilos, linfocitos T y basófilos, su expresión es 

inducida por IL-1p y TNF-ex (137, 248, 249, 255) Y proteínas virales (143, 145,146, 

238-240). Por otro lado el IFN-y inhibe la replicación viral en células infectadas y 

estim\,Jla la presentación de antígenos por las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) clase 11 (243, 245-247). La medición de citocinas en 

diferentes sitios tales como células de sangre periférica versus tejido hepático puede 

conducir a diferentes observaciones a cerca de la respuesta de células T a la 

infección viral. Además la medición del ARNm y los niveles de proteínas pueden 

producir resultados discordantes debido a que muchas cepas de VHC codifican 

anál090s de citocinas, genes de proteínas o receptores de citocinas los cuales se 

unen a las citocinas y pueden modificar la expresión (ARNm) y la secreción (proteina) 

de esta moléculas (252) . 

Como ya se ha mencionado, la replicación del VHC puede ocurrir en CMNs y estas 

células pueden ser el transporte del virus a tejidos linfoides (6), ocasionando la 

inhibición de la respuesta inmune o de manera alterna secuestran virones impidiendo 
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su reconocimiento (21). El hecho de que la PTX disminuyó las citocinas en CMNs 

probablemente refleja la inhibición del proceso inflamatorio que provoca la infección 

por VHC en estas células. 

La importancia de la PTX como inhibidor del TNF-a a todos los niveles es de gran 

relevancia ya que modula una molécula con funciones opuestas ya que bajos niveles 

de TNF-a contribuyen a la protección y coordinación celular, mientras que cantidades 

excesivas de esta citocina pueden actuar como un factor que causa disfunción 

celular, daño tisular y muerte. Primordialmente la PTX inhibió la producción del ARNm 

de TNF-a e IL-1¡3 en la biopsia hepática y en sangre periférica, y la secreción de estas 

proteínas y de las otras citocinas medidas: IFN-y y parcialmente de CXCL8. Cabe 

resaltar que de los 3 fármacos estudiados fue el único que disminuyó la expresión de 

TNF-a e IL-1¡3 en tejido y a nivel sistémico, es decir indujo la misma respuesta en 

ambos sitios. En resumen , en pacientes con HCC, la PTX tiene propiedades 

inmunomoduladoras y antinflamatorias, las cuales están asociadas con la inhibición 

selectiva y la liberación de citocinas. 

La producción de citocinas y quimiocinas tanto localmente (en el hígado) como 

periférico juegan un papel importante como estimuladores o inhibidores de los 

procesos de daño dependiendo de su concentración y el tiempo en el cual las 

citocinas ejercen sus efectos biológicos relevantes (125-128, 226, 257, 258), además 

recientemente se ha demostrado que reflejan la progresión de la inflamación y fibrosis 

(266) por lo tanto pueden servir como biomarcadores de la infección por VHC. La PTX 

provoca una inhibición significativa en la expresión de citocinas pro-inflamatorias, en 
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CMNs y en el hígado, además como sucede en otras enfermedades hepáticas, la 

PTX inhibió TNF-a en HCC. Los resultados que obtuvimos soportan el punto de vista 

que la PTX puede ser benéfica al inhibir la inflamación en estos pacientes. Los 

resultados indican que es importante explorar la PTX en futuros ensayos clínicos que 

incluyan otros fármacos o bien en pacientes no responded ores a tratamiento antiviraJ. 

A nivel periférico, la COL y el IFN-a no tuvieron ningún efecto sobre CXCL-8I1L-8 y la 

actividad de la PTX fue minima, ya que no hubo cambios significativos en la 

expresión y secreción en CMNs, lo mismo sucedió en tejido hepático ninguno de los 

tratamientos disminuyó la expresión de CXCL-8, sin embargo en aquellos pacientes 

que recibieron COL hubo aumento del ARNm tisular después de 2 meses de 

tratamiento, probablemente el medicamento y la presencia del virus repl icando indujo 

la síntesis de CXCL-8 en hepatocitos y células de Kupffer, mientras que en el grupo 

de pacientes que recibieron IFN-a, iniciaron el estudio con valores elevados del 

ARNm de CXCL-8 y el med icamento no tuvo ningún efecto sobre la expresión en 

tej ido de esta quimiocina, manteniéndose altos los niveles de CXCL8 durante los 12 

meses de tratamiento, previamente se ha demostrado que niveles altos de CXCL-8 

contribuyen a la inhibición de la respuesta inmune del huésped y de las acciones 

antivirales del IFN-a. Probablemente este sea un mecanismo de evasión viral que 

ocupa el VHC para escapar de sistema inmune del huésped y de los fármacos. 

El IFN-a fue el único de los tratamientos que disminuyó la carga viíal después de 2 

meses de recibir el medicamento pero ninguno de los pacientes alcanzó valores 
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negativos, lo que refleja la inhibición de la replicación o eliminación del virus. En los 

pacientes con HCC antes de recibir tratamiento, el IFN-y se encuentra en bajas 

concentraciones al compararlo con IL-1¡3, TNF-a y CXCL-8 tanto en tejido hepático 

como en las CMNs, lo que demuestra las acciones de las proteínas virales sobre las 

citocinas. La proteína core ejerce una acción supresora en la producción de citocinas 

Th1 , lo que tal vez refleja el efecto crónico que ocasiona el VHC, pues se ha 

reportado que los pacientes crónicos producen menor cantidad de IFN-y e IL2 que 

aquellos que auto-limitan la infección (antes y después del estímulo con proteína 

core) (220, 225). 

Existen contradicciones ya que otros grupos han encontrado que la producción de 

IFN-y por CMNs en respuesta a la proteína core aumenta en los pacientes con HCC. 

(132, 228). Iwata encontró que en las CMNs de 24/46 pacientes hubo una mayor 

producción de IFN-y después de adicionar prote ína core, este es sintetizado por las 

células CD4+, en consecuencia la inmunidad celular a la proteína core puede ser 

importante en la patogénesis de la infección viral (265). La restauración del balance 

de citocinas puede contribuir a alcanzar resultados terapéuticos en HCC. (228, 267) 

Se ha demostrado que la secreción de IL-10/IL-12 de individuos sanos y de pacientes 

con enfermedades hepáticas es diferente, lo que muestra que estas citocinas tienen 

diferentes efectos dependiendo en quienes se midan y sobre la producción de otras 

citocinas. Así la modulación de la función de las células T y la producción de citocinas 

puede ser un mecanismo por el cual el IFN-a reduce la carga viral (264). En particular 

se ha demostrado que elIFN-y juega un papel importante en la eliminación del virus o 
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resolución de la infección aguda por el VHC. (132, 263). Los efectos del IFN-y 

incluyen la inhibición de la producción de los virones del VHC por su efecto sobre el 

ARN y la síntesis de proteínas, aumento de la lisis inmune de las células infectadas 

por VHC (268), inhibe la fibrosis hepática y participa en la carcinogenesis inducida por 

el VHC, estos datos sugieren un defecto en la inmunidad celular relacionada con el 

VHC. (222). 

Los niveles circulantes de citocinas no predicen la respuesta al tratamiento con COL e 

IFN-a, ya que no fue un cambio regular y constante en la secreción de las citocinas 

estudiadas. Otros investigadores encontraron resultados similares pero en los niveles 

de IL2 e IL-10 en un grupo de pacientes que recibieron IFN-a (269). El perfil de 

citocinas después de la terapia con IFN-a define una respuesta antinflamatoria la cual 

al parecer no esa involucrada en la eliminación del VHC. El perfil de citocinas en 

leucocitos puede explicar la falla del sistema inmune para erradicar la infección 

crónica por VHC y sugiere que el tratamiento temprano en la fase aguda de la 

enfermedad con agentes que estimulen la respuesta citotóxica puede conducir a la 

erradicación de la infección viral (229). 

Crews T Y cols. (115) en varios estudios han demostrado la interacción de las 

citocinas en el cerebro, higado y plasma de pacientes alcohólicos, encontrando que el 

incremento de TNF-a sistémico entra al cerebro, y ocasiona una prolongada 

neuroinflamación, modificando algunos factores de transcripción; disminuyendo 

CRES y aumentando NFKS asi como potenciando el glutarnato además la evasión del 
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VHC a la respuesta inmune le permite al virus tener larga vida en el cerebro (94). En 

adición a la producción de citocinas pro-inflamatorias, los patógenos inducen la 

síntesis de citocinas inmunoreguladoras tales como IL-12 e IL-10 que juegan un papel 

en la activación de las células T especificas de antigenos y en la regulación 

antinflamatoria, respectivamente (90) . De acuerdo a esta información, nosotros 

creemos que la infección crónica por VHC induce la producción permanente de 

citocinas y el tipo de citocinas que se estimulen va a depender de la activación de 

diferentes receptores de membrana y del tiempo de evolución (adquisición) de la 

infección. De acuerdo a los datos obtenidos los medicamentos que estudiamos 

modifican de forma diferencial a las citocinas y la PTX es el fármaco con mayor 

actividad antinflamatoria ya que disminuyó citocinas pro-inflamatorias (tanto en tejido 

como en sangre periférica) clave en el daño hepático y puede ser una alternativa para 

disminuir el proceso inflamatorio que es de gran relevancia en la HCC. 

Aunque se han dado avances importantes en el conocimiento de la biología y 

fisiopatología de la hepatitis C. Hasta el momento no se conoce a detalle como 

sucede la infección crónica por VHC, aún falta y es un área importante de 

investigación para el conocimiento de la patogénesis inmune del VHC. 
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CONCLUSiÓN 

El IFN-a fue el único fármaco que tuvó efecto antiviral. La PTX fue el medicamento 

que ocasionó la disminución de AL T Y AST de manera temprana y se mantuvo hasta 

el final del tratamiento. La eficacia de los medicamentos fue mayor sobre la proteina 

madura (secreción) que sobre el ARNm de cada una de las citocinas estudiadas, a 

excepción de la PTX que disminuyó la expresión de IL-1f.l y TNF-a en tejido hepático 

como a nivel sistémico. 

Pocos son los estudios comparativos que se han realizado sobre la expresión de 

citocinas en células de sangre periférica y en el higado antes y durante el tratamiento 

con diferentes fármacos no convencionales para el tratamiento de la hepatitis C. 

Nuestros resultados demuestran que las citocinas tienen una participación sustancial 

durante la enfermedad y dicha participación puede ser modificada por el tratamiento 

farmacológico. Además soportan el concepto que las citocinas no sólo son iniciadores 

del daño hepático sino continúan jugando un papel fundamental como mediadores y 

reguladores a lo largo de todas las etapas de la enfermedad. Es necesario considerar 

la posibilidad de una terapia combinada que aumente la respuesta de las células T y 

complemente el efecto de los fármacos antivirales para inhibir la replicación del virus. 

Además sería adecuado incluir un medicamento que actúe sobre el proceso 

inflamatorio que a largo plazo favorece el proceso crónico y el desarrollo de fibrosis 

y/o cirrosis, la PTX pOdría ser valorada como agente antinflamatorio en ensayos 

clínicos que también incluyan la administración de IFN-a 
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Introduetion 

Abstraet 

Thc cellular and humoraJ natural immune response induccd by hepatitis C virus 
(HCV) is commonly unable ro eradicare the virus. HCY is • highly mutable, 
heparorropic RNA virus thar causes acute and chronic hepatitis. an infecrion thon 
¡nvolves rhe producrion of -.. arious cyrokines. The aim of the srudy is ro analyse 
me expression of pro-inAammatory cytokines IL·I p, TNF·a., IFN·y and me 
chemokine CXCL8 (IL~8) in liver rissue and their expression and secretion in 
PBMC of patients with chronic hepatitis C (CHe), in response to pentoxyfiUine 
(PTX). We studied six CHC parienrs. naive ro tre2rment. Patienrs received PTX 
400 mg rwice a dayl8 weeks. Pentoxyfilline resulted in decreased express ion of 
mRNA ofliver IL·I p, TNF·a. and IFN-y: 144.2 versus 83.5 molecules oflL·1 p 
(P<0.05), TNF·a. 194.3 versus 17.6 moleculcs (P=0.03) and IFN·y 26.1 
versus 0 .5 molecules (P= 0.04). FoUowing PTX, PBMC exhibited a decrease in 
IFN·y mRNA 12.2 versus 1.5 molecules (P= 0.028) and CXCL8 4.2 versus 2.5 
moleeules (P= 0.027). In PBMC, only the secr<tion of TNF-a. was deereased 
1109 "ersus 933.5 pg/ml, P= 0.046. Production of cyrokines bom 10caUy 
(within rhe liver) and sysremically (PBMC) may serve as biomarkers of the 
infect ion with hepatitis C. PTX inhibirs [he expression of several pro-inAam
malOry cytokines in the liver. These results indica le lhar it is worth exploring 
PTX in hepalilis in future clin ical (rials in nonresponders ro antiviral trearment. 

The hepariris C virus (HCV) reprcsenrs an established 
persislenr infecrion. Ir is esrimared thar approximarely 
170 miUion people (3% of the world's population) 11--4J 
are: chronically infected wirh H CV. C hronic hepatitis C 
(CH C) is often silent. and a significant number of persis
rently infected individuals remain unaware of infection for 
even decades, ohen leading to scar formation, fibrosis and 
finally cirrhosis and/or hepacoccl lular carcinoma [5-8]. 
T he cellular and humoral na[Ural immune responses are 
unable lO eradicare HCV infeclion in most palicnls 
[9- 1 2]. ye( sufficient tO sustai n a low-gradc livcr inflam
mation 113-15J . !-ICY is a highly mutable, hepatotropie 
RNA virus chal causes acu te and chronic heparitis, an 
infccrion resuhing in (he ind uction of pro-inflammarory 
cytokines. and cytotoxic T iymphocyrc (CrL) activiry. 
followed by liver injury [16] . Several studies have shown 
chat differenr cylokines are potcnrially involved in HCV
induced liver damage [1 7-201 . The Iiver is a source of 
many cymkines (hat may ¡nfluence liver function . Among 

the cytokines. increascd intrahcpatic expression of tumour 
necrosis factOr.alpha (TNF·a.), interleukin·1 (IL·I) a. and 
p, IL· 2, IL·6 and ¡L·8 has been observed in CHC patients 
[21 - 24J. Peripheral blood mononudear eeUs (PBMC) also 
produce many differcnt cyrokines {har are porentially 
involved in HCV-induccd liver damage. PBMC are 
chought ro have a role in viral persiSt'encc and c1inical 
ouccome. as mese infccted cells can serve: as a viral reservoi r 
[25. 26] and may be:come an extrahepatic peripheral viral 
replicarion source. Infecred PBMC may be involved in (he 
sclect ion and persistence of H CV genomic variants. 

Pentoxyfillinc (PTX). a nonspecific phosphodiesterase 
inhibitor. with combincd anti-innammatory and anrifibro
genic properrics. has becn shown ro be useful in differeOl 
modcls in vitro and in vivo of liver disease such as non
aleohol ie Sleatohepatitis J27-29J, inAammation [30-33], 
fibrosisleirrhosis [34-37]. alcoholie liver disease [38--40J 
and endocoxaemia (41] . Thc beneficial effects occur 
through mechanisms such as inhibition of phosphodics
{erases. increased AM Pc levels and downrcgulation of 
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TNF-ot. IL-1. IL-6. transforming growth factor-beta 
(TGF-P). interferan-gamma (IFN-y) and downregulation 
of srdlarc ceJl activarían and procollagcn 1 rnRNA exprcs
sion [42J. Ir al50 has inh ibitory efI'ccrs on has;c mechan
isms of fibrogcnesis 5uch as ,di proliferarian and 
<xtraecllular mmix (ECM) synthesis (43). 

In che presem srudy. we srudied che cxprc:ssion of me pro
inflammatory eytokines Ilol P. TNF-cx. IFN-y and the chemo
kinc CXC1.8 in thc liver and in PBMC of pacents with chronie 
hepatitis C. before and alter me administranon of JYTX, 

Materials and methods 

Patitnts. Wc srudicd six paricncs wirh dinical and hisca
lagical diagnosis of cheonic hepatitis C. Al! wcrc 
HCV-RNA (+). HBsAg H and HIV H. quantitative 
HCV-RNA rangcd from 23.000 ro >800.000 UI/ml; 
none had a history of alcohol abuse. concomitanc systemic 
discases oc auroimmunicy. AlI wcrc naiyc [O anciviral oc 

immunomodulatory trearment and did nor comply with 
Cntry crircria foc IFN-Cl plus ribavirin (instirutional-bascd 
prorocal rrcarments). After signing informed consent, [he 
patients rc:ceived 400 mg of PTX twice a day for 8 weeks. 

Blood samples were caken at prerrcarme:nt (O week) and 8 
wc:c:ks of treatmem for culture: of PBMC, cyrokine: expre:s
sion/secretion and biochemical assays of e:ach one: of patie:nrs. 
A basalliver biopsy al the: time of enrering the nudy and aner 
8 \Vccks of PTX was obraincd and gradcd using [he: Metavir 
score [44) and analyscd for cyrokinc mRNA expression. 

Viral load was quanrified by Cobas Amplicor (Roche, 
Indianapolis, IN. USA). and liver function tests \Vc re 
quantitied by cll1.ymaric and specrrophorornetric mcthods 
(Beckman Couher. Fullmon. CA. USA). 

Liun' biopSJ spfcimms. The liver rissues \Vere obrained 
by percutancous biopsies wirh a Tru-Cur needle guided by 
ultrasound or laparoscopy. Tissues were: nained with hae
maroxylin and Masan rechniques. Cytokine: express ion was 
derermine:d by quantification of the corrc:sponding mRNA 
as dcseribcd by Lcgoux rr al (45). 

P~riph"nl blood mononuclfar alis. PBM C were sepa
rared by standard densiry gradienr cemrifugarion (Ficoll
Hypaquc) and adjustcd [O I x lO" cclls/ml in RPMI-J640 
supplcmcnrcd with J 0% roctal bovine sorum. Cdls (lO"/ml) 
were culrured roc 24 h. Supernaranrs werc co llecred. cen
uifuged ro remove cells and stored aI -70 oe unti! use: for 
cyrokine assays. Cells were Iysed in trizol (Gibco. BRL. 
UK) and smred at - 70 oC unti! total RNA prcpar.uion. 

Prrparation o[ RNA and PCR amplification o[ 

cDNA. Toral RNA from heparic rissue: and PBMC were 
isolared wirh trizol accorJ ing ro manufacturer's instruc
rions. The RNA was rreated wirh 10 units of RNAse-free 
ONAse (Gibco. BRL) at 37 · C for 30 min. then extraeted 
wirh phcnol and chloroform/isoamilic acid (24: 1 v/v) and 
prccipil':lfcd wil'h erhano!. Toral RNA was then quanrified 
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by mcasuring thc optieal densiry at 260 nm with a 
Bedunan spectrophotometer. Wicll RT -PCR involving 
co-amplificarion wirh an internal muhispecific control, 
che cONA was prepared from cotal cellular RNA using 
oligo [d(T)'6_ '.) and reverse transeriptase (RT) (Applicd 
Biosystcms. Fosrer City. CA. USA). cONA was men 
amplificd using PCR-specific primers for each cytokine 
gene and Ampli-Taq ONA polymerase as deseribcd (45) . 
A 151" aliquot of eaeh amplified produet was run by 
elcarophorcsis through a 2% agarose gel and stained with 
ethidium bromidc ro ensure me correa size of me: amplicon 
producto Gds were: obse:rved. and densitometric analysis was 
perfurmed with me EOAS (Kodak. Rochester. NY) system. 
The amplimers wcrc: determincd by Auorescence. 

CJlokint qunntificntion. mRNA expression: Cyrokine 
mRNA was mc:asured in Iiver tissue and PBMC, using a 
known amount of standard RNA produced from plasmid 
pQA-I. which contains a tandem arcar of primers for ~2-
microglobulin. IloIP. TNF-ot. IFN-y and CXCLS (IL-8) 
that was adde:d to 1 ng of cellular RNA before production 
of cONA (45). Standardizarion was obtained for Pr 
microglobulin and for caeh of the cytokines tesred 
(Fig. 1). The r<sul" wcre cxpressed as numbcr of mRNA 
molecules per 105 mo!ecules of ~ r microglobulin . 

CJtok;n, ster";on. Ilo l P. TNF-ot. IFN-y and CXCL8 
(lL-8) secreted proteins were derermined in PBMC culture 
media using enzymc-Jinkcd immunosorbent assays 

MW 2 3 4 5 6 7 8 

427bp 

360bp 

Figure I QuantificHion proccdur~ taking .:In n;ampl~ of th~ co-amplifi
alion of Ih~ cONA from liv~r RNA and from standard RNA for pQA-J 
plasmKi for TNF-a. Amplifi~d paiu producu w~r~ dcctrophorcscd 
through a 2% agaro~ g~1 and 5tain~d wilh cthKiium bromid~ . Th~ gel 
was pholographcd wilh EOAS (Kodak) syst~m. Th~ ligur~ shows Ih~ 360-
bp band Ihal r ~p r ~sc nlS Ih ~ amplicons oblain«{ with mndard cONA ;J,nd 
Ih~ 427-bp producu by th~ l iv~r cONA. Alllancs containcd I ng of 10lal 
li~, RNA wilh 0.0075. 0.01. 0.02. 0.03. O.o-t: and 0.05pg of standard 
RNA from lan~ 2-7. respcctivcly. and in lane 8. 0.01 pg of slandard RNA 
alonc. From u ch pair of h:mds. Ihe rclative intensity of I¡ver amplicon/ 
sL1ndard amplicon wu ca lculucd. Th~ r.u;o ~tw~n li~r :lmplicon aOO 
nandard amplicon was OA5, 0.72.1.1, J .66 and 2.5.lanet 2-6. In lane 
num~r 4. Ih~ ratio b~lw«n liver amplicon/slandard amplicon alloww 
comparison of Ihe known amount of standard cRNA 10 th~ unknown 
amount of mRNA for TNF-a. Each C)'Iok.ine <Ju:lntifiaüon was pcr
forJJKd wilh :11 Itas! Ihr~e plasmid conantrations. Th~ num~r of mole
cules of mRNA of 101011 RNA was C1Ilculalcd using th~ mol«ulu wcighl 
of 1M plasmid and Avogad ro's num~r . 
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(ELISA) (Quantikine human. R&O SySlems. 
Minneapolis. MN. USA). 

Stalul;CalllnAlyus. The data, exprcssed as median imer
va l, were analysed by the Friedman test. Correlation 
between cyrolcine secreIÍon and expression was asscssM 
by Spearman correlarion indexo Differences were com
pared by me nonparametric Wilcoxon's test and 
Spearman coredadon. A vaIue of P < 0.05 was considered 
statistically significant. Data were analysed using the SPSS 

statistical package version 11 foe Windows. 

Results 

The six parients were female, ranging in age from 20 ro 61 
years (mean 46.8 years). The average duration of the HCV 
infeerion had been 20 ± 5 years. Clinical and relevant data 
from patients are shown in T able l. AlI patienrs were virw 
genotypc 1 and had a Iiver fihrosis score F l-F2 according 
lO me Metavie c1assification. None of them had a grcarer 
rhan 2 log drop in rhe HCV load or significant changes in 
rhe Meavir score 8 wceks following PTX administrarion. 
Histological analyscs showed a pauciry of inAamrnation in 
all parients (dara nor shown). 

Serum Al.T values decreased afrer 8 weeks of reC3rmem 
in 5/6 patien" (104 ± 17 versus 75 ± 14 UI/ml. 
p= 0.026) [rabie 1) . 

In alI samples of liver biopsy and PBMC (tom 
HCV-in(eCted patien". mRNA of p2-mietoglobulin 
was demonstrared, chus indicari ng rhe inregriry of 
the RNA and ¡he quanrificarion of srudied genes. 
Administr:nion of PTX for 8 weeks induced a signifi
cam decrease in ¡he gene expression of JL- l p rnRNA 
in liver tissue: 144.2 (range: 53 .3- 334.4 ) versus 83 .5 
[range: (rom not detectable (NO) to 227 .71 moleeules 
o( IL- IP/lO' moleeules o( p2-mieroglobulin 
(P< 0.05. Fig. 2A). ehanges in TNF-a: 194.3 (range: 
128-798) versus 17.6 (range: 3- 50) moleeules o( 
TNF-a/IO' moleeules o( p2-mieroglobulin (P= 0.03. 
Fig. 2B) and IFN-y: 26.1 (range: 4-65 .2) versus 0.5 
(range: (rom NO ro 23.7) moleeules o( IFN-y /lO' 
moleeules o( p2-mieroglobulin (P = 0.04. Fig. 2C) . 
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We did nor observe a significant difference In the 
expression of CXCL8 rnRNA afree 8 weeks of uear
ment (Fig. 20). 

Subsequenr ro PTX, rhe cytokine expression profile in 
PBMC cultures showed a deerease in IFN-y mRNA: 12.2 
(range: 4-35.1) versus 1.5 (range: 0.7-4.3) moleeules o( 
IFN-y/lO' moleeule of p2-mieroglobulin (P= 0.028) and 
CXCL8 mRNA: 4.2 (range: 4-12.6) versus 2.5 (range: 
0.4-2.9) moleeulcs 0(CXCL8/10' moleeule of p2-miero
globulin (P= 0.027) (Fig.3C.O) . IL-I P and TNF-a 
mRNA expression remained unaltered in PBMC after 8 
weeks of PTX adminiStrarion (Fig. 3A.B). 

We also observed a decrease in rhe only cytokine secre
tion by PBMC ofTNF-a: 1109 (range: 911- 1208) versus 
933.5 (range: 687- 1055) pglml (P= 0.046) (Fig. 4B). 
while no significant difference was observed in the secre
tion of protein of IL-I P (Fig. 4A). IFN-y (Fig.4C) or 
CXCL8 (Fig.40). 

Discussion 

We have studied rhe expression of several cytokincs in 
hepatitis e patients receiving PTX. As the pharmaco
kinetics and metabolism of PTX have nor been rhor
oughly 5tudied in patients wirh heparic dysfunction and 
in order tO avoid any possible side effccrs, we used dose 
of PTX of 400 mg rwice a day. Our dara indicare rhar 
PTX ar this dose has an efrecr on the express ion of 
severa! pro-i nflammatory cytokines in borh liver tissuc 
and PBMC of parienrs with hepatitis C . The d Tccr of 
PTX, in particular on TNF-a: and IL-I P producrion, is 
similae ro ¡he results previously reporred in other clin
ical srudics with agellts such as AJOS or alcoholic liver 
disease 137. 38J. TNF-a and IL-Ip have been reeog
ni z.ed as key regulacory cytokincs in liver damage [21 . 
22J. T NF-a can dircetly control viral in(cetion [19 . 20. 
46J and is requircd for no rmal proliferarion of hcpato
cyles in liver regenerarion. TNF-a. is known as a med
iator of hepatocyre dearh [47J . Furrheemore, during 
HCV infecrion, it has been shown that TNF-a: scrum 
levels corrclarc with the severiry of liver 

Tablc I C¡inicl. histologial. biochemia l and viral load dal:!, of chro nM: hep:u ilis e paticnu 

Mctavir 

Paünll Ag' 5<, GcnOl)'IX Bas;¡¡ ] 8 ~ · C'C k s 

I '0 ~ l b FI F2 
2 51 F 1, F2 FI 
3 SS F l b F2 F2 
4 61 F l b FI F2 
5 20 F 1, FI F2 
6 41 F lb F2 F2 
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ALT (U l/mi) HCY·RNA (VI/mi) 

Bnal 8 wcclu Basal 8 wccks 

177. 109 407.000 >800.000 
67 48 114.800 72.800 
84 59 >800,000 > 800.000 
60 48 565.600 92.400 

119 60 102.800 90.260 
122 128 23.000 23.000 
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Figurc2 CylOkinc mRNA exprcssion in ¡iver biopsies (ro m six MP31itis e patic nu during ,he course: of PTX administr2tion: (Al ¡L- ! p; (B) TN F.o:; (el 
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nccroinAammation. 
obrained afrer 2 

Imcrestingly. in (he biopsy 
monrhs of PTX [reatmcnt, wc 

obscrved in cach pa rienr a pauciry in inflarnmation 
(data noc shown). IL-lp and IFN-y participare in (he 
indunion of aculc-phase r~sponses and autoactivation 
of Kupffer cells and are known ro stimulate the pro
dunion of matrix metalJoprot~inases. to inhibir col
lagen symhesis. and ro int~rf ere with mauix 
formarion , rendering (he liver vulnerable to funher 
damage [22, 23, ~B, 49[ . Bo,h TNF·cx and IL·) p 
induce olher cyrokines and chemokines that can upre
guiare adhesion molecules, induce cdl acrivarion and 
recruit and enhance cyrotoxicity of Iymphocytes. 
macrophages and neutrophi ls [)9, 2)), all of whieh 
participare in ,he pathogenesis of hepatitis C . Our 
data also indicate thar PTX downregulates the expres
sion of IFN-y mR.J'lA in the liver. IFN-y is a mulri 
function al pro teio that can induce a l arg~ number o f 

genes which med iate many biological proces s ~s includ
ing hosr defence. signalling and cdl growth control 
[50) . High leveIs of CXCLB mRNA were found before 
the adminisrration of PTX. Upr~gulati o n of CXCL8 
suggests that this chemokine may play a role in lhe 
p:uhogenes is of hepatitis C . 

An imeresting finding in our study is [he observation 
,ha, PTX deereased CXCLB and IFN.y mRNA expression 
and TNF-a secrcl ion in PBMC of me paticnts with CHC. 
CXCLB is • CXC chemokine reIeased by Kupffer cells ,ha, 
attracts various leucocyres te infecrion sircs. induding 
neu,rophils, T Iymphocy,es and basophils. CXCLB expreso 
sion is induccd primarily in fibroblasts and epithdial cells 
by IL·) and TNF·cx [50-52) , On ,he o,her hand, IFN·y 
inhibirs virus replication in infcctcd cclls and stimularcs 
amigcn prcs~ntation by ¡nducing c1ass 11 MHC c x pr~s s ion 

[46. 53]. M ~ asu r cment of cytokincs al difrerem siles such 
as pcripher31 blood cells versus livcr rissue may Icad ro 

1) 2006 Bl:..ckwd l Publish ing Lid . SranJinallj¡m Jorl rna/ of /",,,, lIn%D 63. 46 1-467 
No c1aim 10 original US govrrnmr m works 



G. Gutic"ez-Reyes et al. Effoct of P,ntoxifylline 465 
.............................................................................................. .......................................... : .......................... ...................................... . 

A 800.,----------------, 

.E 

" -g 600 
C. g 
'í:' 
~4oo 

" ~ 
~2oo 
ci 
E 

.. 
, -

OL.!====== 

Oweek 8 wecks 

e 20,----------------, 

.E 

" ., 
o 15 g 
'E 
~ 
15 10 
E 
~ 

Z 
!!, 

" E 
5 

" 
, ,"c"" 

P=O.027 

--=~ "' 1: OL-__________________________ -1 

Owcck 8 weeks 

B 1600 

.E 

" ., 
.g, 1200 
2 
u 
E 
N 
"'-
ci 800 
E 

~ 
Z 
t- 400 

" E 

o 
O week 8 weeks 

o 
14 

.E 12 

" ., 
.Q 10 
'" g 
'E 8 
N 
"'-

" 6 
E " 

P= O.028 

as 
~ 4 

" E 
2 

....--~~ 
~ ~._ _ _ J 

O 

o wcck 8 wceks 

Figure: 3 eycokine: mRNA aprtssion in PBM e (rom si. he:palitis e palie:nts, al during Ihe: coursc: o( PTX adminislnuion: (A) ¡L·) 11; (8) TNF-a; (e) 
IFN.y and (DI cxeLB ClL-8) al pre:tratme:nl (O w~k) and al 8 w~ks . The: rtsuhs are: shown :as mote:cule:s of CYlokine:110s mot«utts of (32-

microglobulin. 

different observations about the predominant T-cell 
response. On rhe ocher hand. measurement of mRNA 
and protein levels may yield discordanc resuhs due to rhe 
(act chat many H CV st rains encode cyrokine analogues. 
cyrokine receptor genes or proreins which bind cytokines 

[5~J . 

Previous smdies have es tablished rhar the effecrive 
control of HCV replicaríon cannot occur wi thout a con
curren( multispecific CD4 response that enhances and 
maimains the cymtoxic activity in concen wirh T h 1 
cyrokines lhat can have an antiviral effect at me si te of 
infecrion within the liver. Interesringly. different srudics 
have shown that in chronic hepatitis C. a proporrion of 
patienrs show aaive CfL responses easily detectable in 
the peripheral blood despite their inab iliry ro cont rol 
HCV infecrion, the significance of this observ.nion is 
ye t ambiguous. Ir has been demOnStnHed thar HCV 

replicarion can a)so occur in mononuclear cells and rhat 
mese ce:lIs may serve ro transpon H CV tO Iymphoid 
rissue:s (55). to inhibir [he im mune response or alterna
tively to seq uesrer virions from recognition (51 . Ir has 
been reported rhar HCV persisr in PBMC of patients 
that have achi e:ve:d a sustained viral response with inter
feron and ribavirin whose significance still remains tO be 
esr.blished [26J. 

Cytokines produced bmh locally within [he liver and 
sys temically may play an important role as stimulators or 
inhibitors of [he: disease process depending on their con
centrarion and [he time: over which the cyrokines e:xert 

relevane biological efTecrs [24. 56. 57J. PTX provokes a 
significant inhibidon in [heir expression. mainly at the 
liver si te. Qur srudy results suPPOrt the view that PXT 
m:1y be bendicial in the inhibirio n of infla:nmation in 
pacients with C HC. 
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Liver fibrosis results from chronic damage to the Iiver in conjunction with the progressive 
accumulation of fibr illar extracellular matrix protcins. Fibrosis progression in patients 
wilh ehronie viral hepatitis is a dynamie process where hepalie slellale eells, lhe mosl 
importanl eonlribulor eelllYpe, respond lo a variely of hOSl genetie faelors and viral pro
leins. The abuse of alcohol, superimposed fally liver disease, and age allhe lime of viral 
¡n[celian are sorne of the factors that accelerate Iiver fibrosis . Liver biopsy remains the 
gold slandard 10 diagnose fibrosis and signifieanl advanees have been made lo develop 
noninvasive markers for liver fibrosis. © 2007 IMSS. Published by Elsevier Ine. 

Key Words: Hepatitis B. Hepatitis e, Livcr fibrosis. Diagnosis. 

lntroduction 

Bepalilis e and B eonvey a risk lO develop ehronie infee
lion that can Icad lo liver fibrosis and evenlually evolve 
10 liver cirrhosis and primary Iiver cancer. Current under
standing of hepatitis e and B viral infections has becn ad
vanced by lhe concepl of Iiver fibro sis progression . Fibrosis 
was usually considercd a progressive linear event; howevcr, 
cHnjeal evidence suggcsls that fibrosis progression docs nol 
always have a fixed speed or follow a linear pallem, bUl in
stcad it can be accompanicd by slowcr or rapid phases in 
their evolution (1 ). Eilhcr in chronic hepatitis e virus 
(BCV) or in hepalili s B virus (BBV) infeelion , anliviral 
lherapy wilh viral elearanee has been associaled wilh a sig
nifieanl rcduclion of fibrosis (2- 4). Evidenee has been ae
cumulating that even advanccd fibrosis may be reversible 
(5-11 l. 11 may lake years for signifieanl regression lo be 
achieved ( 12, 13). Whelher lhis benefieial effeel on fibrosis 
rcsults is an improvement in the long-tcrm cHnical ou1-
come, including resloration of liver funetion and decreascd 
portal hypertension, remains lo be aseenained (14). 1'0 fore
east which paticnt with chronic viral hepatitis will progrcss 
rapidly to fibrosis or cirrhosis is yet a thorny issue. Overall , 
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lhe lime elapsed may vary belween 10 and 50 years 
( 15- 16). 

Fibrosis as a Dynamic Proccss 

Liver fibrosis rcsults from chronic damage lo the Iiver in 
conjunction with the progressive accumulation of fibrillar 
eXlraeellular malrix (ECM) prale ins. The main causes of 
liver fibrosis ¡nelude hepatitis e and B viral infections, al
cohol abuse, and non-alcoholie slealohepalilis (NASB). 
Liver ECM is eomposed mainly by prOleoglyeans, glyeos
aminoglyeans, and fibrous proleins (Table 1). 11 can be syn
lhesized by hepalocyles, bile duel epilhelial eells, and 
endolhelial eells, bUl lhe largesl eonlribulion lo ECM liver 
produelion is lhe fibroblaslie eell populalion (17- 19). 

As the Iiver becomcs fibrolic, lhe composition of lhe he
palie ECM ehanges. The 10lal eOnlenl of eollagenous and 
non-collagenous components increases 3- to S-fold, accom
panied by a shifl in lhe lype of ECM in lhe subendolhelial 
space from lhe normal low-densily basemenl membrane
Iike matrix to an interstitial-type matrix eontaining fibril
forming eollagens (20-23). Fibrosis develops Wilh differ
enl spatial panerns corresponding with the diverse causes 
of parenchymal damage. As a consequence of viral infcc
tion, it is initially concentrated within and around the portal 
lrael , giving place lO portal-portal and portal-ecnlral sepia. 

Among lhe eell lypeS pOlenlially involved in lhe abnor
mal de pos ilion of fibrillar ECM , lhe mosl sludicd 
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Table 1. ComponenlS of Ihe eXlracell ular malrix 

ECM proleins (22.23) 

Proleoglycans: aggrecan . 

betaglycan. decorin . perlecan. 

syndecan 

Glycosaminoglycans: hyaluronan. 

chondroitin sulfale . dennalan 

sulfale . heparan sulfate. keralan 

sulfale 

Fibrous proteins: coUagens. elastin. 

¡¡bronce!in. laminio 

Funclion 122.23) 

Regulale Ihe aClivilies of secreted 
prolejns 

Faci lilale cell migralion during 
tissue morphogenesis and repair 

Have a major role jn chemical 
signaling betwcen cells 

Co-reeeplors Ihal eollaborate wilh 
convenlional cell-suñace re
ceptor proteins. in both binding 
ce lls lo Ihe extracellular malrix 
and ¡n¡tiating lhe response of 
cc lls lo sorne exlraccllular sig
nal prolcins 

Allows Ihe rapid diffusion of 
nulrienls. melaboliles. arld hor
mones bclween Ihe blood and 
the Ijssue cells 

Fonns hydrated gels and enables 
the malrix lo withstand com
pres.sive forccs 

Slrenglhen and help org:anize Ihe 
malrix. :and give jt resilience 

Provide suñaces for cells 10 
adhere 10 

Innuence survival. developmenl . 
shape. polarity. and cell behav
ior 10 aClívale intracellular sig
naling pathways 

eontributors are the hepatie stell ate eells (HSCs), whieh ae
tivate, following li ve r injury, into a myofibroblasts (MFs) 
phenotype and produce eollagen between the liver 
(15.24). MFs are widely distributed eells with features of 
OOlh fibroblasts and smooth musele eells (25). They are im
portant coordinating cells that have a significant influence 

on their environment by virtue of their receptors and the 

ce ll signals thcy produce. Their functions inelude roles in 

growth, differcntiation, devclopmcnt, and healing during 

the inHammatory response (26.27). The existenee of dis
tinet ECM-produeing eells, eaeh with diverso localization 
and phenotype, has been identified in the liver (28). Fur
thermore MFs of bone marrow origin have been identificd 

in fibrotic human and rat livers (29). 

HSCs enclose the eireumferenee of the fenestrated 
hepatie sinusoidal endothelia, whieh eomprise the blood 
eapi llary noor in the liver. The ehange in sinusoidal 
fenestration by eontraetion and relaxation of HSCs is an 
important factor lhal partieipales directly in sinusoidal pres

sure. The pores of an endothelial eell deerease or disappear 
in the process of liver fibrosis progression. Thus, the ¡n

crease of sinusoidal pressure expands the sinusoid and gen

erates a mochanieal stimulus to the HSCs that support Ihe 
endothelial eells from Disse spaee (30). It has been reported 
that an active blood flow adjustment mechanism exists in 

the sinusoids, and that the contraction or relaxation of 

I-ISCs through vasoaetivc agents such as endothclin or nitrie 

oxide participates directly in the sinusoidal pressure 

(31.32). It has been suggested Ihat the sinusoidal blood now 
ehanges greatly as inHammation and fibrosis develop. As 
blood How aets on a blood vessel and ehanges its funetion 
and structure, shear stress and stretch are the most impor

tant stress stimuli for a blood vessel and for cell-matrix 

interehange (33). Vascular smooth muse le eells carry out 
the produetion of the transforming growth factor (TGF-P) 
in a stretch stimulus and stimulate the production of eolla

gen (34). The possibility of aetivation by the streteh stimu
lus through small GTP-binding proteins sueh as ras, the 
upper signaling moleeule of MAP kinase, has been exposed 
(35). 

Host Genetic Faetors and Fibrosis 

HSCs respond to the variety of faetors present in the ECM, 
using diverse types of receptors. Integrins are erucially im

portant beeause they are the main receptor proteins that 
ce lis use to both bind and respond to the ECM, as it has 
been largely demonstrated in HCV infeetion (36). Common 
eharaeteristies of these receptors inelude that they are trans

membrane protejns with an extracellular domajn that inter

acls with the extracellular matrix eomponents and an 

intraeellular domain eonneeting to eomponents of the eyto
skeleton and members of different signal transduetion eas
eades (37). AII these interaetions give place under different 
pathophysiologieal eonditions to eellular phenotype and 
funetional ehanges (38), whieh can result in distinet pat
tems of gene expression (Table 2). 

There is increasing interest in the study of genetic 

markers that ean reliably identify palienls with chronic viral 

hepatitis developing progressive fibrosi s. For that purpose, 
suseeptibility or proteetive polymorphisms have been 
sought. An assoeiation study in patients with chronic hepa

titis C (CHC) of 24,832 single nucleotidc polymorphisms 
(SNPs), of whieh 1609 SNPs were signifieantly linked with 
advaneed fibrosis and 100 were seleeted for validation in 
a replication eohorl, evidenced that patients with CHe ear

rying a missense SNP in Ihe DEAD OOx polypeptide 5 
(DDX5) minor allele, or the haplotype eomposed of the 
DDX5-SNP and t\Vo neighOOring POLG2-SNPs are at an 
increased nsk of developing advanced fibrosis, whereas as 

¡hose carrying a missense SNP in the eamitine palmitoyl

transferase lA (CPT I A) minor allele are at a deereased risk 
(45,46). 

Experimental data from animal models and clinical dala 

from patients with HBV and HCV ehronie infeetion suggest 
that innammation associated eytokines ineluding pro-in

flammatory cytokines such as tumor necrosis factor alpha 

(TNF-a) and TGF-p and anti-inHammatory eytokines sueh 
as interleukin 10 (lL- IO) are involved in the development 
and progression of liver fibrosis . A possible linkage of 
IL- IO promoter haplotypcs from SNP eombinations (ATA, 
ACG, GCC) is a.sociated with differential IL- IO 
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Table 2. Host gene e"pres.~ion in chronic viral hepatitis C (fibrosis/cirrhosis) 

Gene 

PDGF 
TGF-~ I 

Collagens COLl - A I 
TNFa. Interleukin 1.2.6.8. 

ADAMTS 1.8 .13 

MMPs: 1- 3.8.9. 12- 14 

T1MPs: 2.3 

LAMBI 

LAMCI 

Cadherin 

CD44 

Main source Expression 

HSCs Upregulated 

MFs Upregul:ned 

MFs Upregulated 

In fla mmatory ce lis Upregulated 

HSCs Upregulaled 

MFs Upregulated 

MFs Downregulated 

MFs Uprcgulaled 

Liver cells Downregulaled 

Upregulated 

Upregulaled 

Oulcome 

AClivalion of HSC in early injury 

Inf1ammation. regeneration and tibrogenesis 

Uver tibrosis progression 

Inl1ammation and fibrogenesis 

Facililales secrelion of malri" proteinJl. Fibrosis 

progression 

Progression of tibrasis 

Progression of tibrosi s 

Altered microvascular pressure belween Disse sinus 

and hepali c sinusoids 

Activation and homing of T. B cells: intiltralion of 

leukocytes and deposition of collagen 

Reference 

39 
22 

36 
40.41 

36.42 

36.43 
36 
36 

36 

ICAM 1 

Integrins (ITGA) 

Albumin. APO A 2, APO C3 

Aldo-ketorcduetase CYP2C8 

Liver cells 

Liver cells 

Liver ce lis 
HepatocYles 

Upregulated 

Downregulated in F3-F4 

ECM rcmodcling; disease progression 

Pr og re. ~sio n of liver fibrosis 

36 
44 

A disintegrin and metalloproteinase wilh ThromboSpondin mOlif, (ADAMTS), Laminin beta I (LAMB!), Laminin gamma I (LAMCI). 

expression. IL- I O prom Oler allelic freq uencies of T and A al 
posilion, - 819 and -592 as well as Ihe frequencies oC ATA 
haplolypes al posilions -1082/-8 19/- 592 are significantly 
higher in asymptomatic carricrs relevant lo a genclically 

low capacily of IL- I O produclion Ihan in palienls wilh pro
gress ive chronic liver disease who carry Ihe GCC haplolype 
idenlified as a high IL- IO producer phenolype (47.48). 

Considerable auention is focused on the polymorphisms 

in Ihe gene encoding TGF-Jl, a multifunclional cylokine in
volved in wound hcaling and difCerenlialion. TGF-JlI poi y
morphisms are associated with fibrosis progression in 

Caucasian palienls wilh CHe. TGF-al allelic varialions 
wilh Ihe presence oC prolines eilher in codon 25 or 10 are 
linked lo Ihe developmenl of more severe fibrosis (49). A 
slatistically significant relation has beco found between 

a plalelel-derived growlh CaclOr bela (PDGF-Jl) gene poi y
morphism al pos ilion + 1135 and severily oC fibrosis pro
gression in patients with severe recurrent HCV infection 

after liver transplanlalion (50). 
An individual association betwcen polymorphisms of 

apoliprolein E (APOE), Ihe cyloloxic T Iymphocyle-associ
aled prolein 4 (CTLA4), Ihe hemochromalosis gene (HFE), 
Ihe low-densily lipoprolein receplor (LDRL), myeloperox
idase (MPO), microsomal Iriglyceride lransfer prolein 
(MTP), manganesc superoxide dismulase (SOD2) and che
mokine receplor 56 (CCR56), and Iiver fibrosis progression 
have been employed in combination to elaborate a speci (lc 

profile as a possible predictive indicator of rapid Iiver fibro

sis progression (38,51,52). The chemokine receplors CCR5, 
CCR2, and CCR3, and Iheir ligands; Regulaled on ACliva
lion, Normal T Expressed, and Secreled (RANTES), mono
cyle chemolaclic prolein-I (MCP)- I, MCP-2, and 
macrophage innammalory prolein I alpha (MIP-Ia) in-

volved in the immune response and the seleclive recruit

menl of Iymphocyles lo Ihe liver in HCV infeclion were 
al so invesligaled. An amino acid change in MCP-2, 
Q46K, has been idenlified lO correlale wilh Ihe severily of 
liver fibrosis (53). 

In patients with chronic hepatitis B. severity of fibrosis 

has been associaled wilh difCerenl polymorphisms such as 
the polyrnorphisms in lhe core promoter region of the an

giolensin gene (AGT 20 and AGT 6). A polymorphism in 
Ihe eSlrogen receplor (ER) gene in which Ihe Pp genolype 
and Ihe P alle le mighl be Ihe susceplibili ly gene for 
HBV-induced cirrhosis while Ihe pp genolype and Ihe p al
lele mighl be Ihe proleclive gene, and a polymorphism of 
glulalhione S-Iransferase MI , TI and PI are relevanllo dis
ease progression (52,54,55). As Ihe inleresl in Ihe ficld oC 

fibrosis in chronic viral hepat itis expands. we can foresee 

the identification of new polymorphisrns in the ruture. 

The process of fibrosis al so ineludes a regression phase. 

resulting in malrix degradation mediated by the action of 

a family of zinc-dependent enzymes known as matrix met

alloproleinases (MMPs), which can deslroy normal or ab
normal ECM. AClivalcd HSCs produce MMPs Ihal are 
capable oC cleaving nalive collagen Ihrough Ihe helical por
lion of Ihe molecule (56-58). Al leaSI 28 MMPs ha ve been 
described. which fall into fivc categories based on substrate 

spccificity: interstital collagenases. gclatinases. stromcly

sins, membrane Iype, melalloclaslase (59,60). Decreased 
activity of MMPs is mainly due lo an ovcrexpression of 

Iheir speci fic inhibilors (TlMPs), which are a Camily oC en
dogeneous proleins Ihal slriclly regulale Ihe aClivity of 
MMPs. There are four TIMPs diCCercnlially expressed by 
cells, TlMP-I, -2 and -4 are secreled, TIMP-3 is bound lo 
cxtracellular matrix and TIMP-4 is mainly found in 
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vascular tissue (61 l. In chronic viral li ver disease, signifi
eant inereases in TIMP- I and TIMP-2 have been docu
mented (62-65). In addition to regulating degradation of 
ECM, newly deseribed funetions for MMPs and TlMPs 
such as involvemcnt in aClivation of lalcnt growth factors, 
inhibition of apoplosis and cffects on celJ prolifcration 
may all conlribute to progression of livcr fibrosis (66). 

Togethcr these observations support the concept that fi
brosis progression in patients with chronic viral hepatitis 
is indced a dynamic process, occurring throughout a period 
of onc or more decades, subject to changes emcrging from 
the interplay of cell matrix interface, which in essence rc
sults in the dcposition of fibrotic tissue. As molecular stud
ies develop, we can expect the list of genes to enlarge. the 
task remaining to define their fuoctional importance. 

Viral Proteins and Fibrosis 

As the molecular structures of hepatitis C and B viruscs 
have becn eharaeterized, it has beeome evident that differ
en! regions of these viruses may indeed playa signifieant 
role in fibrosis development and progression , Different re
gions of the virus genome have becn associatcd with fibro
sis, apoptosis and other pathways leading to ehronie liver 
darnagc. 

In ehronie HCV infeetion, the HCV eore, and NS5 and 
NS3 rcgions have been dcmonstratcd to interact with differ
cnl hast protcins resulting in a series of events lhat eventu
ally lead to fibrosis progression (Table 3). These studies 
havc bceo carried out mainly in experimental conditions us
ing in \li,ro eo-culturc systerns with HSC and HepG2 eell 
linc transfcetcd with the differenl viral prolcins (71) and 
in liver biopsies of ehronic hepatitis e patients in non
transplanted and transplantcd pat ients (72). 

Release faetors that differentially modulate HSC expres
sion of key genes involved in liver fibrosis in a c1early pro
fibrogenie way, upregulating proeollagcn a l (COL 1), and 
procollagen a3 (COL lll ), TGF-a l and downregulati ng fi 
brolytic rnetalloproteinascs in hepatocytes ha ve been ehar
aeterized in a replieon Huh-7 model exploring the HCV 
from the NS3 through NS5B regions (73). Core and 
NS5A can enhance intraccllular lipid accurnulation via ¡n
teraetions with apolipoprotcin Al (APOAI) or A2 
(APOA2), whieh cause inhibition of li pid transfer protei n 
or defective synthesis and lransport of very-Iow-density 
lipoprotein (VLDL). Taken together, the BCV proteins 
appear to induce both lipid accumulation and degradation, 
with consequcnt disarrangement of lipid compartmentaliza
tion and metabolism favoring ROS produetion (72). 

The I-IBV virus is prone to mutations due to its asymmct
rie replication via reverse transcription of an RNA intermedi
ate (74), the pre-S HBV delction, the precore (PC) and the 
basal eore-promoter (Bep) mutations oceur in various stagcs 
of thc chronic hepatitis B infcetion and have been dcmon-

Table 3. Viral proleins and ils interactions wilh host proleins involved 

in fibrosis progression of p:ltients with chronic hepatitis e 

Interacts wilh Modulation ReFerence 

CDRE 
TNF-a Iympholoxin Enlww:es the pro- 66 

P rcceptors apoptotic signal 

Ir2nsduction and 

activa tes pS) 

p38 Inhibil this 66 

mitogen activated 

kinasc pathway 

promote Fas 

p2 1 Repress this 66.67 

cell cycle regulalor 

and induce Fas 

APOA I and APOA2 Inhibil asscmbly 66 

and sccrclion of 

ret;ular VLDL: 

faYOring ROS 

produclion 

Mitochondria Induce ROS 66.68 

intermediates aOO 

thus oxidative 

stress: stimulalc 

intraccllular 

sij;n:lling 

~Ihwa ys 

NS5A 
PKR Controlof 66.69.70 

cellular growlh 

NF - ~B and STAT-) Indudion of 66.68 
ozidativc stress 

and inflammation 

NF - ~B and c-Jun Increascs chemoldne 68 

sccrclion and 

cxprcssion o f 

ICAM- t 
Cdk l -cdk2 complex . Favors cel! cycle 66 

APOA I and APOA2 progression 10 G2-M . 

Inhibit Iipid tranl>fcr 

prote jn or defccli\'c 

synthcsis and 

Ir2nspon of VLDL: 

favars ROS 

production 

NSJ 
NF-..:B and c-Jun Increase chemokine 68 

sccrction and 

cxpression 

of ICAM- I 

Apoliprotein A I and A2 (APOA I and APOA2). protein kinase R (PKR), nu

clear factor kappa B (NF"B). signal transducer and aClivaloroflranscription 

) (STAT-). interccllular cell adhesion moJecule type I (ICAM - l), reactive 

oxygcn species (ROS) . cyclin-dependcnl kinase I and 2 (cdk t and cdk2). 

strated to be assocíated with progression of the discase lead
ing to liver eirrhosis and hepatocellular carcinoma (75.76). 
Combination of mutations ratherthan a single mutation ha ve 
been associaled with the devc!opment of liver discase. 

Further mapping of the pre-S deletion sequences found 
that all the de letion regions encompassed l ' and B-eell 
epi topes (75). 
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The ri sk [aClors foc HBV mutatíons are mult iple . Taiwa

nese patients with genotype C, TI762 and A1764 mutat ions 
and 3n age ~ have more Iiver cirrhosis. In Caucasian pa
tients, HBY/NC and ID seem to he associated with more 
severe hepatie disease (77). HBYe antigen-negative patients 
(HBeAg- ) that have a higher frequeney of mutations at 
eore promoter nueleotides 1753 and 1773 and preeore nu
eleotides 1846, 1896, and 1899 than HBeAg+ Taiwanese 
patients a150 show a more rapid progression of the disease 
(78). 

lnUarnmation and Fibrosis 

Chronic vi ral hepatitis is afte" silcnt and a significant nurn

ber of persistently infected individual s remaín unaware of 
¡nreclion even foc dccades. The cellular and humoral natu

ral immune responses are unablc 10 eradie3te ¡nfeelian, yet 

3re sufficient lo suslain a low-grade livcr in fl ammation. The 
liver is a source of many cytokincs that may ¡"fluence Iiver 

function. Among the cylokines. increased iotrahepatic ex

pression of TNF-a, IL-Ia and p, IL-2, IL-6, and IL-8 have 
beco observed in chronie viral hepatitis. Peripheral blood 

mononuclear eells (PBMCs) also produce different eyto
kines that are potentially involved in viral-induced Ii ver 

damage. PBMCs are thought to have a role in viral persis
tence and elinical outeome, as these infected cells can serve 

as a viral reservoir and may become an extrahcpatic periph

eral vi ral replieation souree. Infeeted PBMCs may he in
volved in the seleetion and persistence of HCV genomic 

variants (79). InHammatory eells, either Iymphocytes or 
polymorphonuelear eells, ae tivate HSCs to secrete ECM 
protcins. Aetivated HSCs secrete inflammatory eherno

kines, express cell adhesion rnolecules, and modu)ate the 

activation of Iymphocytes. Thcrcfore. a vic ious cirele in 

whieh innarnmatory and fibrogcnic ccJls stimu)ate each 

other is Iikcly to oeeur. Apoptosi s of damaged hepatocytcs 
stimulates the fibrogenic actions of Ii ver rn yofibroblasts 

(80). 

Clinical Factors and Fibrosis Progrcssion 

Yacious factors have been identified 10 have a major impaet 

on the natural history of ehronie viral hepatitis and de
serihed to possibly aeeclerate fibros is, although !he under
Iying meehanisms are still under debate. Thcse faetors 
inelude abuse of alcohol. whieh has been demonslrated to 

modulate immunity, deerease hepalic natural killer (NK) 
aet ivity and have an eITeet on the expression of LDLR 

and CD86, an effeet indircctly mediated by TNFa and 
IL-I p (81 - 83). Superimposed non-alcoholie fauy livcr dis
cases (NAFLD) and non-aleoholie steatohepati tis (NASH) 
may affeet chronic viral-related fibrosi s. Markcrs of obe

sity, body mass index (BMI), and HCY genotype 3 are as
socialed with the extent of steatosis and type of fally Iiver. 

Higher grade of steatosis and the presence of NAS H are 

both associated with advaneed hepatie fibrosis (84). Medi
ators of the rnetabolic syndrome with insulin resistanee 

such as adipokines, inflarnmatory eytokines, faelors associ

ated with ox idative stress, Iipid peroxidation products, have 

been related to HSC aetivation and deposit of ECM (85). 
Associated irnmunosuppression, eoinfeetion with HIV or 

hepat itis O vi rus, male gender, duration of infeelion, age 

(patients > 40 years by the time of infeetion), presenee of 
fibrosis 0 0 the jndex biopsy, schistosomal infeclioo, iron 

overload, are othcr risk faetors (86.87). The role of various 
genotypes and load are still controversia); howevee. pro

gress ion to eirrhosis in hepati ti s B eorrelates strongly wi th 

the level of eireulating virus (46.88). 

Eslimating Livor Fibrosis 

Liver Biopsy 

Liver biopsy remains the gold standard to diagnose the 
presenee of fibrosis or eirrhosis and stage the disease. It 

can provide addi tional information, allowing the identifiea
tion of eomorb id ities. However, it is an invasive procedure 

with a morbidity rate of 0.3- 0.6% and mOrlality rate up to 
0.05%. Sampling error especially between stage 3 (exten
sive fibrosis) and stage 4 (eirrhosis), parl ieularly with biop
sies of small size. the use of semiquanlitative scoring 

systems, inadequate interchange between (he terms "fibro

sis" and "cirrhosis", and pooe intra- and interobservee con

cordance are sorne of its Jimitations. In clínical practiee, 

patients with ehronic Iiver disease may be reluetant to un

dergo repeated liver biopsies. Its use to estimate the long

(enn dynamic process of Iiver fibrosis is troublesorne; even 

ir a second liver biopsy is obtained lhere is always lhe 

possibility during the eomparison of eonfusing a rapidly 
progressive fibrosis. with an in itial biopsy that undcrest i

mated the degree of fibrosis (89-92). 

Serum Markers 

A variety of noninvasive scrological markcrs are now avai l

able for the elinieian with the purpose of evaluating fibrosi s 
in patients with ehronie viral hepatitis. Although these tests 
ean be used to stage the disease. their main usefulncss lies 

in assessing fibrosis progression, based on Ihe faet that thcy 
can he performed repetitively over the long-term course of 
the disease. The most frequently used markcr in Ihe eHnieal 

setting to follow a patient wilh hepatitis C, (he mcasure

ment of aminot ransferases (ALT and AST) does not prediet 
fibrosis progression, and nei ther does the AST-AL"r ratio. 
Several eornbinations of ¡ndirect or direct markers of fibro

genesis have been tested in cross-seetional studies and eorn

pared with liver biopsies '.vith the main purpose to try to 

explore lheir value as predictors of fi brosis progression, 

su eh as the AST to platelet ratio (A PRI) (93), the Fom's in
dex based on a combination of age, platclet , yG l ~ and 
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cholesterol determinations (94), the fibrosis probability in
dex (FPI), which is calculated on a combination of HOMA
IR, age, cholesterol, AST, and alcohol intake (95), the GU
el score calculated by the combination of AST, lNR and 
platelets (96), the Fibrotest, which includes a combination 
of alpha 2 macrogloubulin (,,2M), ApoA 1, bilirubin, 
yGT, haptoglobin (97), among others. Several combina
lions of lhe different biomarkers are being tested at present. 
As more information becomes available in the near future 
the role of thcse tests in the c1inical cvaluation of paticnts 
with chronic vira l hepatitis will be established. 

Imaging 

Utilization of imaging sludies for evaluating fibrosis con
sider the use of the Duplex-Doppler ultrasound (US) as 
a noninvasive rnelhod for the assessment of hcpatic hcrno
dynamics beyond conventional gray-scale imaging US 
scoring system using both the low frequency and high fre
quency probes by evaluating the edge, surface and paren
chymal texture of the liver have been employed to 
evaluate three different pararneters: the blunlness of the 
liver edge, the irregularity of the surface and the coarseness 
of the parenchymal texture (98). US identification of liver 
fibrosis in chronic viral Iiver disease is possible with 25% 
sensitivity, 100% spccificity, 100% positive predictive value 
and 79% negative predictive value, with an 80% diagnostic 
accuracy (99). Other US criteria selected as valuable pre
dictors of fibrosis stage inelude the Iiver surfacc. the hepatic 
parenchymal echo panem, and the wall thickness of gall
bladder ( 100). A method for measuring li ver stiffness using 
transient elastography (FibroScan; Echosens, Paris, France) 
shows prornise as a quantitative rncthod for noninvasive as
scssment of liver fibrosis (10 1,1 02). 

Jn conc lusion, liver fibrosis is a dynamic process reeog
nized to play an important role in the pathophysiology of 
chronic viral hepatitis. Knowledge of the factors that deter
mine fibrosis progression anticipate the development of 
new therapeutie opportunities. 

References 
1. Pinzani M. Non-invasive cvalualion of hcpalie fibrosis: don ' l eounl 

your eh ickcns bcforc Ihey"n: halehed . GUI 2006;55:310-312. 
2. lIaehe C. Villeneu\'e JP. Lumivudinc Ircalmenl in palienl" wilh 

chronie hep:llitis B and eirrhosis. Expcrt Opin Ph:lrmaeothcr 2006; 
7. 1835- 184. 

3. Arima M. Terao H. Kashima K, Arita T, Nasu M, Nishizono A. Re
gression of liver fibrosis in cases of ehronic liver disease type C: 
quanti lative evalualion by using computed image analysis. Inlern 
Med 2004;43:902-910. 

4. Teoh NC. Farrell GC. Management of chronic hepatitis C virus infec
tion: a new era of distase control. Intcm Med J 2004;34:324-337. 

5. Perez-Tamayo R. Cirrhosis of the liver: a reversible disc:asc? Pathol 
Annu 1979: 14:183-213. 

6. Rojkind M. Dunn MA. Hcpatie fibrosis. Gastroc:nterology 1979;76: 

849-863. 
7. Kershenobich O, Vargas F. Garcia-Tsao G, Perez Tamayo R. Gent M, 

Rojkind M. Colchicine in Ihe treatment of cirrhosis of the liver. N 
Engl J Med 1988;318:1709- 1713. 

8. Kershenobich D. Liver fibrosi s and cirrhosis: are they reversible? Rev 
Gastroenlerol Mex 2004:69:149-151. 

9. Hammel p. Couvelard A, O'Toole O, Ratouis A. 5au vanel A. 
Aejou Jr, el al. Regrtssion of Iiver fibrosis arter biliary drainage in 
palients with chronic pancreatitis and slenosis of Ihe eommon bilc 
ducl. N Engl J Med 2001 ;344:418- 423 . 

10. Mureno P. Angcloeci E, Lucarelli G. Reversibility of cirrhosis in 
patienls cured of thalassemia by bone marrow transplanlalion. Ann 
Inlem Med 2002; 136:667 - 672. 

11 . ¡redale JP. Cirrhosis: new rescarch provides a basis for ralional and 
largeled Irealmenls. BMJ 2003;327: 143- 147. 

12. Ryder SO. Irving WL. Jones DA. Neal KR. Underwood Jc. Progrcs
sion of hepalie fibrosis in palients with hepatitis C: a prospeclive re
peal liver biopsy stody. Gut 2004;53:451-455. 

13. Massard J. Ralzi u V. Thabut D. Moussalli J. Lcbray P. Benhamou Y, 
el al. Natural history and predictors of disease severity in ehronic 
tlc:palitis C. J HepatoJ 2006:44:519-524. 

14. Fowell AJ, lredale ¡P. Emerging therapies for Iiver fibrosis . Dig Dis 
2006;24: t74-183. 

15. Friedman SL Evaluation of fibrosis and hepatitis C. Am J Med 1999; 
t07:527- 530. 

16. Poynard T. Munteano M. Ngo Y. Torres M, Benhamou Y. Thabut O. 
Ralziu V. Diagnoslic value of FibroTest wilh noonal serum ami no
Iransferases. Hcpatology 2006;43:374-376. 

17. Friedman SL. 5eminars in medicine of Ihe Beth Israel Hospital. Bos
Ion. The cellular basis of hepalie fibrosis. Mechanisms and trealment 
slr.lIegies. N Engl J Med 1993;328: 1828- I 835. 

18. Abdel-Aziz G. Restan PY. Clement B. Lcbcao G. Risse l M. 
Grimaud JA, et al. Ce llular sources of m:urix prOleins in ex pcrimcn
lally indueed choleslalic ral liver. J Palhol 199 1; 164: 167- 174 . 

19. 8hunehet E. Wake K. Role of mescnchymal eell populali ons in por
ci ne serum-induced ral liver fibrosis. Hepatology 1992; 16: 
1452- 1473. 

20. Rojkind M, Grecnwel P. The liver as a bio-eeolog ical fiys lem. In: 
Arias 1M . Jakoby WB, Popper H. el al. . eds. The Liver. Biology 
and Palhobiology, 2nd ed. New York : Raven Press; 1988 . pp. 
1269- t285 . 

2 1. Pinzani M. Uver fibrosis . 5pringer Semin Immunopalho1 1999;21: 
475- 490. 

22. Friedman SL. Maher JJ . Bissell OM. Mechanisms and therapy of he
palie fibrosis: report of Ihe AASLD Single Topic Basic Research 
Conference. Hepalology 2000;32: 1403- 1408. 

23. Balaller R. Brenner DA. U ver fibrosis. J Clin Invesl 2005;115: 
209- 218. 

24. Geerls A. History and helerogeneily of stcllale cells. and ils rolc in 
normalliver funclion . Scmin Uvcr Dis 2001 ;2 1:3 11 - 336. 

25 . Powecll OW. Miftlin RC. Valentich JO. Crowe SE. Saada JI . 
West AO. Myofibroblasls. 1. Paracrine ce lis importanl in health and 
discasc . Am ¡ Physiol 1999;277:C I- C9. 

26. Friedman SL Closing in on the signals or hepatie fibrosis. Ga. .. trocn
terology 1997; 112:1406- 1409. 

27. Sappino AP. Shurch W. Gabbiani G. Differenli .. lion repcrtoire of 
ti broblastic «lis: expn:ssion of cytoske letal pmlcins as marter of 
phenotypie modulations. Lab Invest 1990;63: 144- 161 . 

28. Cassiman D, libbrecht L, Oesmel V. Denef C. Roskams T. Hep.alic 
slellale eelUmyofibroblasl subpopulations in fibrot ic human and ral 
livers. J Hepatol 2002;36:200-209. 

29. Forbcs SJ. Russo FP, Rey V. Bu rra P. Rugge M. Wrighl NA , el al. A 
significant proportion of myofi broblasts are of bone manow ongin in 
human liver librosis. Gastroc nterology 2004:126:955- 963. 



650 Gmiern·;·Rr)'rJ 1" (J I.! Ard,in:.f {J! MC'diclIl RCSf'urrh JX (2007} M4- 651 

30. Reinhan-King CA. Dembo M. Hammer D,\ . The dynamic:s and me
chanics of endolhe lial cel! spreading. Biophys J 2005 ;89:676-689. 

3 1. Yee HF Jr. Rho direcls aclivation-a .. ~socia1C=d changes in 1111 hepalic 

slcllate cell morphology via regulalion of the actin cyloskelclOn. 

Hepalology 1998:28:&43- 850. 
32. Rockey D. The ccll ular palhogenesis of ponal h y~ nen sio n : slellatc 

cell conlr3Clilily. endOlhelin . and nitrie oxide. Hep.uology 1997;25: 

2- 5. 
33. Lemmon CA. Sniadccki NJ. Ruiz SAo Tan JL. Romcr 11-1 , Chen CS. 

Shcar force :H ¡he cc: lI-manilt interface : enhanced analysis for 
micro(abric3led post aITay dCleclors. Mech Chem Biosysl 2005:2: 

1- 16. 
34. Li Q, Murngaki Y. Halamura 1. Vena H. Ooshima A. Stretch· induced 

coJlagen synthesis in cultured smooth mu sc le cells from rabbit aOr1ic 
media and a po. ..... ible involvement of angiotensin 11 and transfonn ing 
growth factor-beta. J Vasc Res 1998:35:93- 103. 

35. Seko Y. Takahashi N, Tobe K, Kadowaki T. Yazaki Y. Pulsatile 
streteh aetiv:lle. .. mitogeo·aclivaled proteio kinase (MAPK) family 
membc:rs and focal adhesioo kioase (p I25(FAK» in cultured mi car· 

diae myocyles. Biochem Biophys Res Commuo 1999;259:8-14. 
36. Xu X, U YM . Ji H, Hou CZ, Cheng YB. Ma FP. Changes of ECM 

and CAM gene expression proti le io the cirrholic liver after HCV io· 

feetion : analysis by cONA expression array. World J Gaslroeoterol 

2005;1 1;2 184-2181. 
37. AMOian RK . Anchomge-depc:odeot cell cyele progres. .. ion. J Cell 

Biol 1997:136:1-4. 
38. Biéche l. Asselah T, Laurendeau 1, Vidaud O, Degot C, Paradis V, 

el al. Molecular profiliog of early st3ge liver fibrosis io patieots with 
chronic hepatilis C virus infeclion. Virology 2005;332:130-144. 

39. Lau OT. Luxon BA, Xi30 Sy, Beard MR. Lemoo SM. Inlrahepalic 

gene expression profiles aod alpha·smoolh musele aClio pa llems in 
hepatitis C virus ioduced fibrosis. Hepmology 2005;42:273- 281. 

40. Fukuda R, Ishimura N, Ishihara S, Chowdhury A, Morlyama N, 

Nogami C, et al. Inlrahepalic expression of pro·inflammalory cylo
kine mRNAs and interferon effieaey in chronic hepalitis C. Liver 
1996;16,3_399. 

41. Napoli J , Bishop GA. McCólUghao GW. IncreaJied inlrahepalic mes
scnger RNA elpressioo of inl erleukins 2, 6. and 8 in human cirrhosis. 
Gaslroenlerology 1994: 107 :789- 798 . 

42. Uc mul1ll M, Talsumi K, MalsumOlo M. Fujimolo M. Malsuyama T. 
Ishikawa M, el al. Locali1.mion of AOAMTSI3 10 the sle1l31e cells 
of human liver. Blood 2005; I 06:922-924 . 

43 . Lcroy V, Monier F, BOllari S. Trocme C. Slurm N. lI illerel MN. e t al . 
Circulaling malrix melalloproleinases l . 2. 9 and their inhibitors 
TIMP· I and T1MP-2 as serum markers of ¡¡ver fibrosis io palient. .. 

with chronic hepalilis C: eomparison wilh PIIINP and hyaluronic 
acid. Am J Gaslroenlerol 2004:99:27 1- 279 . 

44 . Shao RX, Hoshida Y. Otsuka M, Kalo N, Taleishi R, Teralaoi T. el al. 

Hepalic gene expression profiles associated with fibrosis progression 

aOO hepatocarcioogenesis in hepalilis C palienls. World J Gaslroen
lerol 2005 ; 1 1:1995- 1999. 

45. Huang H, Shirrman ML , Cheung RC , Layden TJ . Friedman S. 
Abar OT. el al. Idenlifiealion of IWO gene varian ls associaled wilh 

risk or advanced fibrosis in patients with chronic hepatitis C. Gaslro
enlerology 2006: 130: 1679- 1687. 

46. Lacombe K. Massari V, Gi rard PM , Scrfaly L, Gozlan J, Pialoux G. 
el al. Major role of hepalilis B genOl)'pes io liver fibrosis durin~ co-
infection wilh HIV. AIDS 2006:20:<1 19- 427. 

47. Zhan, U , Wang XZ. 10terleukin· 1O and ehronie liver disease. World 
J GassrocntcroI2006; 12: 168 1- 1685. 

48 . Cheong JY, Cho SW, Hwang IL, Yoon SK. el al. Assoc ialion belween 
chrooic hepalitis B virus infeelion and inlerleukin- IO, tumor necrosis 
factor·alpha geoe promoler polymorphisms. J Gaslroc nlerol Hepalol 
2006;2 1;11 63- 1169. 

49. Wang H. Mengsleab S, Tag CG, Gao CF, Hellerbrand C, Lammert F. 
et al. Transfonning growlh faclor· bclal gene poly morphisms are as· 
socialed wi th progression of liver fibrosis in Caueasians with ehronic 
hepatitis C inreelion . World J Gastroc:nlerol 2005 ; 11 : 1929- 1936. 

50. Ben-Mi Z, Tambur AR. Pappo O, Sulkes J, Pravica V, Hulchinsoo 1, 

e l al. Pl ale lcl-derived growlh ractor geoe polymorphism in reeurrent 
hepatilis C infeclion afler liver transplaolalion. Transplaotalion 2006: 
8 1:392- 397 . 

5 1. Henn ig BJ , He ll ier S. Frodsham AJ . Zhang L, Klenerman p, Knapp S, 
el al . Associalion of 10w-densi lY li poprotein receptor polymorphisms 

aod oUleome ofhepatilis C ¡ofecli on . Geoes Immun 2002:3 :359- 367. 
52. Mohammadz.adeh Ghobadloo S. Yaghmaei B. Allameh A, Hassani P. 

Noorinayer B. Zali MR. Polymorphisms of glul.alhiooe S·lransferase 
MI , TI. and PI in patienls wi th HB V·rclaled liver c irrhosis, ehronic 

hepalilis, and nonnal earriers. Cli n Biochem 2006:39:46-49. 
53. Hellier S, Frodsham AJ, Henni g BJ . Klenennan P, Knapp S, 

Ramaley p, e t al . Assoc ialion of genetie varianls of Ihe ehemokine 
receplor CCR5 and ils ligands, RANTES and MCP.2, wilh o Uleome 

of HCV infeelion. Hepalology 2003;38: 1468-1476. 
54. Xiao F, Wei H, Song S, Li G. Soog C. Polymorphisms in Ihe pro

moter regioo of Ihe aogiolensinogen gene are associated with liver 

cirrhosis in palienls wilh chronie hepatilis B. J Gaslroenlerol Hepatol 
2006;2 1: 1488- 1491. 

55. Xie JP, Gong XQ, Tan DM. Liu F. Zhou JL Eslroge n reeeplor gene 
polymorphisms and H8V· induced Iiver cirrhosis. Zhong Nan Da Xue 
Xue Bao Yi Xue Ban 2006:31 :379-382. 

56. Monlfort 1. Percz-Tamayo R. Collagenasc io experimental carben tel· 
rachloride cirrhosis of Ihe liver. Am J Pa thol 1978;92:411 -420. 

57 . Sehaefer B, Rivas-Eslilla AM, Meraz-Cruz N, Reyes· Romero MA, 
Hemandez-Nazara ZH, Dominguez· Rosales JA , el al. Reciprocal 

modulalion ofmalrix melalloproleinasc:- 13 and typc: 1 collagen genes 
in ral hepalic slellnte cells. Am J Palhol 2003: 162:177 1-1780. 

58 . Benyon RC, Ar1hur MJ . Exlracellular matrix degradation and Ihe ro le 

of hepalie slellate ce lis. Semin Liver Ois 2001 :21 :373-384. 
59. Ar1hur MJ . Fibrogenesis 11. Melalloproleinases and Iheir iohibilors in 

liver fibrosis . Am J Ph)'siol Gastroinlest Uver Physiol 2000:279: 

G245-G249. 
60. Hijova E.. Matrix melalloproleinases: Iheir biologieal functions and 

clinical impliealion1O . Bralisl l.I!k Lisly 2005: 106: 127- 132. 
61. Osman M, Tortore lla M, Londei M. Quaralino S. Exprc s. ~ion of 

malrix melalloproteinases and lissue i nhibil o~ of metalloproleinases 
define the mi grntory characteristics of hum3n monocyte·dcrived 
dendrilic eells. Immunology 2002: 105:73-82. 

62. Kasahara A. Haya. .. hi N. Mochizuki K, Oshita M, Kalayama K. 
Kato M, el al. Circulatiog matri x melall oproleinase-2 and lis. .. ue in· 

hibitor of mClalloproleinase· 1 as se rum markers of fibrosis in P'ltients 
wilh chronic hepat ilis C. Relalionship lo interferon rc1Opoo1Oe. J J-I ep· 
3101 1997;26:574-583. 

63. Bocker KH , Habcrkorn CI , Michels O, Aemming P. Manns MP, 

Liehtinghagen R. Oi:r.gnoslie poleolial of circulaling T IMP· I and 
MMP· 2 as markers of liver fibros is in palients wilh chronic hepatiti s 
C. Clin Chim Acta 2002;3 16:71 -8 1. 

64. Koulenlaki M, Val31as V. Xidakis K. Kouroumalis A. Pelin:r.k i E. 
Castanas E, el al. Malrix metalloproteioa.<;cs and Iheir inhibilors in 
acule viro l hepalilis. J Viral Hepat 2002;9: 189- 193. 

65 . Lcroy V, Monier F, BOllari S, Trocme C. Slurm N, Hilleret MN , 
Morel F, Za~ki JP. Circ ulaling malrix metalloprOleinases l . 2. 9 
and their inhibilors T IMP· I and TIMP·2 as serum markers of liver 
fibrosis in palienls with chronic hepatitis C: comparison wilh PIIINP 
and hyotluronie acid. Am J Gastrocnterol 2004:99:27 1-279. 

66. Han YP. Malrix metalloproteinases, the pros and eon1O, in liver fibm
siso J Gastroenterol J-Iepatol 2006;2 1:S88-S9 1. 

67. Schuppan O. Krcbs A. Bauer M, Hahn EG. Hepatitis C and liver 
fibros is. Cell Oeath Oiffer 2003:10:S59-S67. 



Liver Fihrosis ami H~p{lfirjs 65 1 

68. Marshall A. Rushbrook S. Oavics SE.. Morri s LS. Sean IS . 
Vowler SL. el al. Relalion belween hcpalocyte G 1 arresl, impaired 
hcpatic regeneration. :Jnd fibrosis in ehronie hepalitis C virus infee
tioo . Gastrocnterology 2005: 128:33-42, 

69. Bataller R. Paik YH. Lindqu ist JN, Lemaslcrs Ji . Brcnner DA. Hep
alitis C virus core and nonslructu ral protcins induce fibrogenic effccls 
in hepatie stellate eells. Gastrocntcrology 2004: I 26:529-540, 

70. Fraoco S, Gimcnez-Barcons M. Puig-Basagoi ti F. Fureic 1, Sanchez
npias JM. Rodes J. et :JI. Characterization :lOd evolulion of NS5A 
quasispccic. .. or hepatitis C virus genotype lb in patients with differ
enl stages of !iver disea!>C. J Med Viro! 2003:7 1: 195-204. 

7 1. Shin JY, Hur W. Wang J5 . Jang JW. Kim CW. Bae SH, et al. HCV 
eore protein promotes liver fib rogenesis via up-regulation or crGF 
with TGF-betal. Exp Mol Med 2005:37: 138- 145 . 

72. Lopez-Labrador FX , Braeho MA. Berenguer M. Coscolla M. 
Rayon JM. Prielo M, et al. Genetic sim ilari ty or hepatitis C vi rus 
and fibrosis progres. .. ion in chronic and recurrent infection arter Iiver 
transplantation. J Vira! Hcpat 2006:13:104- 115. 

73. Schulze-Krebs A. Preimel O. Popov Y. Banenschlager R. 
lohmann V. Pin1.u oi M. el al. II cpalitis C vi rus-replical ing hepal o
cytes induce ñbrogenic activalion or hepatic slellale eells. Gastroen
lerology 2005; 129:246- 258 . 

74 . Buli M, Rodriguez-Frias F. Jardi R. E."leban R. Hepati lis B virus 
genome variabililY and disease progression: the impact or pre-core 
mutants and HBV genOlypcs. J Clin Vi rol 2OO5:34:S79- S82. 

75. Chen BF, Liu CJ. Jow GM. Chen PJ , Kao JH . Chen OS. High prev
alence and mapping or pre-S deletion in hcpatitis B virus earriers 
with progressive liver diseases. GastroenlCrology 2006: 130: 
1153- 11 68. 

76. Un CL. Uao LY, Wólng CS. Chen PJ . Lai MY. Chen OS, Kao JH . 
Basal core-promo¡er mutant or hepalitis B virus and progre. .. sion or 
liver distase in hepatitis B e antigen-negative chronic hepalitis B. 
Uver Int 2005;25:564- 570. 

77. Ganne-Cólrrie N. Willi:Jms V. Kaddouri H. Trinehet JC, Oziri · 
Mendil S. Alloui C. el al . Significance or hepatiti s B virus genolypes 
A to E in a cohon or patieots with chronic hepalilis B in Ihe Seine 
Sainl Dcnis Oislricl or Paris (France). J Med Vi rol 2006:78:335- 340. 

78 . Chen CH. Lee CM . Lu SN. Changehien CS. Eng HL. Huang CM. 
el al. Clinicóll significance of hepatit is B vi rus (I-IIlV) genotypes 
and precore and eore promoter mutations arreeting HBV e aOligen 
expression in T:Jiwan. J Clin Microbio! 2005:43:6000-6006. 

79. Gutierrez-Reyes G. Lopcz-Onal P. Sixtos S. Cruz S, R:Jmirez
Iglesias MT. Gutierrez-Ruiz MC, el al. Effect or pentoxifyllillC on 
levels or pra-inflammalory cyloki nes during chronic hepatitis C. 
Scand J Immunol 2006:63:46 1-467. 

80. Canbay A, Fcldslein A. Baskin-Bey e, Bronk SF. Gores GJ. The eas
pase inhibitor ION-6556 óluenuales hepatie injury and fibrosis in Ihe 
bile duct ligated mouse. J Phannaeol Exp Ther 2004;308: 
1191 - 1196. 

81. Pan HN. S..:n R. Jaruga B. lIong F. Kim WH , Gao B. Chronie elhanol 
consumption inhibia hepatic natural killer cell aetivilY and acceler
ates murine eytomegalovirus-indueed hepóltitis. Alcohol Clin Exp 
Res 2006:30: 16' 5- 1623 . 

82. Cólrriere M. Roscnbcrg AR, Conti F. Chouzenoux S. Tenis B. 
Sogni P, et al. Low densilY lipoprotcin rcceplOr tr:l nSeripls correlales 
with ¡iver hcp¡¡ lilis C virus RNA in pól lients wilh alcohol eonsump
tion. J Viral Hepat 2006:13:633-642. 

83. I3rown LA , Cook RT. Jcrrells TR, KolIs JK. Nagy lE, Szabo G. et al. 
Acule and chronic alcolml abuse modu lale immunity. Alcohol Clin 
Exp Res 2006:30: 1624- 163 l . 

84. Younossi ZM. McCullough AJ. Ong JP. Barnes OS. POSI A. Tavill A. 
e t al. Obesity and non-alcoholic rally liver disease in chronie hep:Jti
tis C. J Clin Gastroenterol 2004:38:705-709. 

85. Boodin i S. Younossi ZM. Non-alcoholic rally liver distase and hep
alilis C infeClion. Minerva GaslroeOlerol Oielol 2006:52:135-143. 

86. Albt:ni A. Vario A. Ferrari A. Pistis R. Review ólr1icle : ehronic hep
alitis e natura l history and cofae tors. Aliment Pharmacol Ther 2005; 
22:S74-S78. 

87 . rarid A. A! -Shcrbiny M, Osman A, Mohamed N, Saad A. Shata MT, 
et al. Schislosoma inreetion inhibits eellu/ar immune responses 10 
eDre HCV pepl ides. Parasite Immunol 2005:27: 189- 196. 

88. Iloeje UH, Yang HI . Su J. Jen Cl. You SL. Chen CJ. Predicting ci r
rhosis risk based on Ihe leve! of circulating hepalitis B viral load. 
Gastroen lerology 2006: 130:678- 686. 

89. Grant A. Neubcrge r J. Guidelines on the use of liver biopsy in clin
iea! prac lice. Gut 1999;45 . SIV I-S IVII. 

90. Oienstag JL. The role of liver biopsy in ehronic hepatilis C. Hepatol· 
ogy 2OO2;36:S 152-S 160. 

91. Bedossól p, Dargere O. Paradis V. Sampli ng variabililY or liver fibra
sis in chronic hepatitis C. Hepatology 2003:38:1449-1457. 

92. Rousselet MC. Michalak S. Oupre F. Croue A. Bedossa P, Saint
Andre JP. el al. Sourccs or variability in histological scoring or 
chronic viral hepatili s. Hepalology 2005;41:257-264. 

93. Wai el'. Greenson JK, Fonlana RJ. Kalbfleisch JO. Mólrrc.ro JA. 
Conjeevaram HS, et al. A si mple noninvasive index can predict both 
significant fibrosis and cirrhosis in patients with ehronic hepatitis C. 
Ilep:uology 2003;38:5 18-526. 

94. Foros X. Am purdanes S, L10vet JM. Aponte J. Quinto l . Maninez· 
Bauer E. el al. Identifieation of chronic hepatitis e patients without 
hepatic fibrosis by a simple predictive mndel. Hepatology 2002;36: 
986-992. 

95 . Sud A, Hui JM. Farrc.1I GC. Bandara P. Kench JG. Fung C. et al. Im
proved prediclion of fibrosis in chronic hepatitis C using measures of 
insulin resistance in a probabilily indell: . Hepalology 2004:39: 
1239- 1247. 

96. Islam S. Antonsson L. Westin J. Lagging M. Cirrhosis in hepalitis C 
virus-in rected pa lients can be excluded usíng :Jn índex of slandólrd 
biochemicaJ serum markers. Scand J Gaslroenterol 2005;40: 
867-872. 

97 . Imben-Bismut F. Róltziu V. Pieroni L. Charlolle F. Benhamou Y. 
Poynard T. Biochemical markers or liver fibrosis in palieots with hep
alitis C virus infection: a prospcclive sludy. Laneet 200 1;357: 
1069- 1075. 

98. Sehneider AR. Teubcr G, Kriener S. Caspary WF. Noninvasive 
ólsses.sment or Jiver stealosis, fibrosis and inllammalion in chronic 
hepatit is C virus inrection . Uver Inl 2005;25: 1150-1155. 

99. o'Qnorrio M. Marlone E. Brunelli S, Faccioli N. Zólmboni G, 
Zagni 1. el al. Aecuracy or ullrasound in Ihe deteclion or liver fibra
sis in chronic vira l hepatitis. Radiol Med (Tori no) 2005; 110: 
~41 - 348 . 

100. Zheng RQ. Wang QH. Lu MO. Xie SB, Ren J. Su 'lZ. el al. Uver 
fibrosis in chronic viral hepatitis: an ultrasonographic study. World 
J Gastroenlerol 2003;9:2484-2489. 

101 . Casler,¡ L. Vergniol J, Foucher J, Le Bail B. Chanteloup E, Haasc:r M, 
et al. Prospcctive comparison of transient elaslography, Fibmtc. .. t, 
I\PR1. and li ver biopsy ror the a. .. sessment or fibrosis in chrnnic hcp
atilis C. Gaslroenterology 2005;128:343-350. 

102 . Scbastiani G. Vario A. Ferrari A. Pistis R, Noventa F. Alber1i A. He
patic iron, li ver sleatosis and vir,¡1 genotypes in palients with ehronic 
hepatitis C. J Viral 11 epal 2006: 13:199-205. 


