
 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

UNIDAD IZTAPALAPA 
DIVISION DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

DOCTORADO DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 
 
 
 
PERFIL DE CITOCINAS DURANTE LA TERAPIA CON 
COLCHICINA, INTERFERON-alfa O PENTOXIFILINA 

EN PACIENTES CON HEPATITIS C CRÓNICA. 
 
 
 

TESIS 
 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 
DOCTORA  EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 
 

PRESENTA 
M en Biol. Exp. ESPERANZA GABRIELA GUTIÉRREZ REYES 

 
 
 

DIRECTOR: 
DR. DAVID KERSHENOBICH STALNIKOWITZ  

 
ASESORES:  

DRA. MARÍA CONCEPCIÓN GUTIÉRREZ RUIZ  
DR. ALEJANDRO ZENTELLA DEHESA  

 
           
 

MÉXICO, D.F.        NOV. 2007 
 
 



 
 

El doctorado en Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma 
Metropolitana pertenece al Padrón de Posgrados de Excelencia del 

CONACyT y cuenta con el apoyo del mismo Consejo, con el 
convenio PFP-20-93 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La alumna del Docotrado en Ciencias Biológicas de la  
Universidad Autónoma Metropolitana  
Esperanza Gabriela Gutiérrez Reyes,  

recibió beca del CONACyT de enero de 1999 a diciembre de 2002. 
Registro 83927/133971 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



El jurado designado por las Divisiones de Ciencias Biológicas y de la  Salud de 
las Unidades Iztapalapa y Xochimilco aprobó la Tesis que presentó: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esperanza Gabriela Gutiérrez Reyes 
 

El día 27 de Noviembre del año 2007 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Sinodales: 
 
 

Dr. David Kershenobich Stalnikowitz   _________________________ 
 
 
Dra. María Concepción Gutiérrez Ruiz  _________________________ 
 
 
Dr. Alejandro Zentella Dehesa            _________________________ 

  
 

Dra. Annie Pardo Semo      _________________________ 
  
 
Dr. Guillermo Benito Robles Díaz     _________________________ 
 

 



COMITÉ TUTORAL: 
 
 

Director de Tesis 
 
 

Dr. David Kershenobich Stalnikowitz 
Laboratorio de Hígado, Páncreas y Motilidad (HIPAM).  

Dpto. de Medicina Experimental Facultad de Medicina, UNAM 
Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel III 

 
 
 
 

Asesores 
 
 
 

Dra. María Concepción Gutiérrez Ruiz 
Responsable del Laboratorio de Fisiología Celular y Coordinadora de 

Postgrado de la División de Ciencias Biológicas y de la Salud 
Universidad Autónoma Metropolitana  

Unidad Iztapalapa 
Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel II 

 
 
 
 
 
 
 

Dr. Alejandro Zentella Dehesa 
Encargado del Dpto. de Bioquímica y Coordinador Académico del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador Zubiran” 
Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel II 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

La presente investigación se realizó en el: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Laboratorio de Gastroenterología del  
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

 “Salvador Zubirán” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



AGRADECIMIENTOS: 
 
Agradezco infinitamente a la Universidad Autónoma Metropolitana y al Instituto 
Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición la oportunidad que me brindaron para 
crecer en conocimiento sobre las enfermedades hepáticas en especial la Hepatitis 
C crónica, mismos que me permitieron obtener el grado de doctora. 
 
 
Así mismo al  Dr. David Kershenobich Stalnikowitz  por su enseñanza y confianza, a 
la  Dra. María Concepción Gutiérrez Ruiz y al Dr. Alejandro Zentella Dehesa como 
asesores y a los Drs. Annie Pardo Semo  y Guillermo Benito Robles Díaz como 
sinodales, por su apoyo en la revisión, orientación y consejos en la presente tesis. 
 
 
 
 
 
Con mucho amor y respeto a mis padres que donde se encuentren siempre serán 
un luz en mi camino. 
 
 
 
 
A mi familia por todo el cariño y apoyo incondicional que me han dado durante la 
vida: José Luís, Tía Pola, Tía Sara, Marina, Lucila, Armando, Miguel, Rosario y 
todos mis sobrinos. 
 
 
 
 
 
A mis amigos que siempre han estado ahí para escucharme y orientarme: Lety 
Zapien, Lety Sánchez, José Luís Urbina, Tere Ramírez, Soco Cruz, Jesús y Mineko. 
 
 
 
 
 
 
A los todos los integrantes del Laboratorio HIPAM, los buenos momentos que 
hemos convivido y a Omar Agni García por su apoyo técnico. 

 



ABREVIATURAS 
 
°C =  Grado Centígrado 
µl = Microlitro 
µg = Microgramo 
µM =  Micromolar 
1-8U = Gen Estimulado por IFN, Gen de Actividad Antiviral 
2-5 OAS = 2-5 Oligo Adenilato Sintetasa 
ADAR-1 = Deaminasa Adenosin Específica de ARN 
ADN = Acido Desoxiribonucleico 
ALT = Alanino Transferasa  
AMPc = Adenosin Mono Fosfato Cíclico 
ARN = Acido Ribonucleico 
ARNm = Acido Ribonucleico Mensajero 
ALT= Alanino Aminotransferasa 
AST = Aspartato Aminotransferasa 
 
cADN = Acido Desoxirribonucléico Complementario 
CARD= Dominio de reclutamiento y activación de caspasa 
CD = Células Dendríticas 
CEH = Células Estelares Hepáticas 
CES = Células Endoteliales Sinusoidales  
CK = Células de  Kupffer 
CMN =Células Mononucleares 
COL = Colchicina 
CREB = Proteína de Unión al Elemento de Respuesta al cAMP 
CTL = Células T Citotóxicas 
CV = Carga Viral 
CxCL = Quimiocinas  
 
DEPC =  Dietilpirocarbonato 
dsRNA = ARN de Doble Cadena 
dNTPs = deoxí Nucleótidos trifosfato 
 
EcoRI = Endonucleasa de Restricción 
EDTA = Acido Etilendiaminotetraacético 
eIF-2α = Subunidad alfa de Factor 2 de Iniciación de la Traducción Eucariótica 
ELISA = Ensayo Inmunoenzimático 
 
FasL = Fas Ligando 
fg = Fentogramo 
 
GBV = Vírus GB 
grp78 =  Proteína Reguladora de la Glucosa 
 
h = Hora 
HCC = Hepatitis C Crónica 
Hind III = Endonucleasa de Restricción 
HLA = Antígeno de Histocompatibilidad 
HVR = Región Hipervariable 



 
IFN = Interferón 
IKK-e = Cinasa del Inhibidor del NFκB-e 
IL = Interleucina 
IFN α = Interferón Alfa 
IRES = Región Interna de Entrada al Ribosoma 
IRF 3 = Factor Regulador de IFN 3  
ISDR = Región determinante de la sensibilidad al IFNα 
ISGs = Genes Estimulados por IFN 
ISGF-3= Factor génico 3 estimulado por IFN  
ISRE = Elemento de respuesta estimulado por IFN 
 
Jak/STAT= Cinasa Janus/Transductor de Señales y Activador de la   
Transcripción 
 
kDA= Kilodaltón 
Kb = Kilobase 
 
LIH = Linfocito Intrahepático 
 
M = Molar 
MEC = Matriz Extracelular  
MHC = Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
m= meses 
min = Minuto 
ml = Mililitro 
mM = Milimolar 
MxA = Trifosfatasa de Guanosina 
 
NaCl = Cloruro de Sodio 
NFκB = Factor Nuclear kappa  B 
ng = Nanogramo 
NK = Célula Asesina Natural 
nm = Nanómetro 
NS = Proteínas No Estructurales del VHC 
NTR = Regiones No Traducidas 
NTPs= Nucleotidos trifosfato 
 
ORF = Marco de Lectura Abierto 
 
p56 = Proteína 56 
PAMP = Patrones Moleculares Asociados a Patógenos 
pb = Pares de Bases 
PBS = Amortiguador de Fosfatos 
PDGF = Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 
peg = Pegilado 
PF2A = Proteína Fosfatasa 2ª 
pg = Picogramo 
PKR = Proteína Cinasa R  
PRR = Patrones de Receptores de Reconocimiento 



PTX =  Pentoxifilina 
 
RIG I = Gene Inducible por Acido Retinoico I 
RNAsa L = Acido Ribonucleótidasa  
rpm = Revoluciones por Minuto 
RPMI-1640 =  Medio de  Cultivo 
RT-PCR = Retro Transcripción - Reacción en Cadena de la Polimerasa 
 
SOCS =  Supresor de la señalización de citocinas 
STAT1 = Transductor de Señales y Activador de la Transcripción 1 
 
TBE = Tris-Borato-EDTA 
TBK1 = Cinasa relacionada con IKK 
TGF β = Factor de Crecimiento Transformante Beta 
Th =  Células T Cooperadoras 
TLR = Receptores Semejantes a Toll 
TNF = Factor de Necrósis Tumoral 
 
U = Unidad 
UV = UltraVioleta 
VHC = Virus de Hepatitis C 
VIH = Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 1

INDICE 
RESUMEN Y ABSTRACT         3 

 Resumen          3 

 Abstract          5 

INTRODUCCIÓN: 

1. Estructura y función del hígado       7 

2. Hepatitis C          11 

3. Clasificación del virus de la hepatitis C (VHC)     13 

4. Morfología del VHC         17 

5. Estructura del genoma del VHC       18 

6. Estructura proteica y funciones del VHC     20 

7. Replicación viral         22 

  a. Internalización         23 

  b. Replicación         23 

8. Funciones accesorias de las proteínas virales     24 

9. Patrones del ARN viral durante la infección     28 

10. Bases Moleculares de la persistencia del ARN del VHC.   29 

11. Inmunopatogénesis de la Hepatitis C      31 

12. Propiedades inmunomoduladoras de las citocinas    39 

13. Estrategias de evasión viral       43 

  a. Evasión de la respuesta inmune innata     43 

  b. Evasión de la respuesta inmune adaptativa     45 

14. Terapia antiviral:  

   a. Colchicina (COL)         48  

   b. Interferón-alfa 2b (IFN-a)       50 

  c. Pentoxifilina (PTX)        52 

JUSTIFICACIÓN          53 

OBJETIVOS           54 

HIPÓTESIS NULA          55 

MATERIAL Y MÉTODOS          56 

1. Selección de Pacientes         56 



 2

2.  Biopsia Hepática, Histología y Extracción de ARN total     57 

3. Obtención de Células Mononucleares (CMNs)     58 

4.  Extracción de ARN total de CMNs        59 

5. Cuantificación de Ácidos Nucleicos        60 

6.  Expresión de Citocinas en CMNs y biopsia hepática    61 

a. Control interno         61 

b. Construcción de sonda        61 

c. Transcripción Reversa       63 

d. Reacción en cadena de la polimerasa     64 

 7. Secreción de Citocinas por CMNs       64 

 8. Análisis Estadístico         64 

RESULTADOS           

1. Citocinas en CMNs y tejido hepático       66 

a. Colchicina          66 

b. Interferón-alfa          70 

c. Pentoxifilina          73 

2. Aminotransferasas         78 

3. Carga Viral          80 

4. Histopatología          81 

RESUMEN DE RESULTADOS        82 

DISCUSIÓN           86 

CONCLUSIÓN          107 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS       108 

PUBLICACIONES RELACIONADAS CON LA TESIS    131 

 

 

 

 

 



 3

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-α y otros fármacos como son la 

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

mononucleares (CMNs) de IL-1β, el TNF-α, el IFN-γ 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-α 2b actúa como inmunomodulador y antiviral, 

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

Resultados: La IL-1β, el TNF-α, el IFN-γ 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-α y la COL no tuvieron efecto sobre CXCL-8. En la 

biopsia hepática, el IFN-α disminuyó la expresión del ARNm de TNF-α. 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-1β y TNF-α 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−α 

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-α, 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-α) para 

inhibir la replicación del virus.  

 

 



 5

ABSTRACT 

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 host’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-γ), Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α), 

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-α) is a molecule that has immuno-modulatory and antiviral activity and 

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

TNF-α but also suppressing others cytokines. 

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

cytokines IL-1beta, TNF- α, IFN- γ 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- α, COL or PTX therapy.  

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

HCV-RNA (+), quantitative HCV-RNA ranged from 23,000 to 3,000 000 UI/ml; none 
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had a concomitant systemic diseases or autoimmunity. All were naïve to antiviral 

treatment. All patients were genotype 1 and had fibrosis score was F1-F4 according to 

Metavir classification. The ALT and AST, viral load, and Metavir score were measured 

before and after treatment. Eight patients received COL, 7 IFN- α and 11 PTX.  

None of them had significant changes in the Metavir score following COL, IFN-a or 

PTX administration. IFN- α was the only to induce a significant decreased in viral load 

(p< 0.05). Aminotransferases were modified by PTX during treatment but histology 

was not modified. 

We found that COL, IFN- α and PTX minimal dimished the expression of cytokines in 

PBMC; the effects on cytokine secretion were more evident and significantly varied 

among treatments. PTX was the only therapy that diminished the secretion of IL-1, 

TNF- α, IFN- γ and CXCL-8/IL-8 whereas IFN- α and COL did not modified the later. In 

liver biopsy specimens COL significantly increased the CXCL-8 expression, IFN- α 

down regulated the expression of TNF- α and PTX reduced RNAm of IL-1β  and TNF-

 α when compared with pretreatment values respectively.  

CONCLUSION: The inflammatory process seen in chronic hepatitis C seems to 

contribute to chronicity. Treatment with COL, IFN- α or PTX differentially modified the 

expression of pro-inflammatory cytokines. Locally (within the liver) and systemically 

(PBMC) produced cytokines may serve as biomarkers of inflammation on CHC. PTX 

inhibits the expression of several pro-inflammatory cytokines in the liver and in PBMC. 

Combined therapies using either COL or PTX along with IFN- α looking to modify the 

host´s inflammatory response and inhibit the viral replication seem promising and 

wroth to explore in large clinical trials.  
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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 hepático 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 (LIH) 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 1a; 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 utilización, el otro 15% proviene de la sangre de las arterias 

hepáticas. La vena y la arteria hepática llegan a la víscera y penetran en el hilio 

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 endotelio y otras en el espacio de Disse. Las CK son 

móviles, evitando la posible obstrucción de los sinusoides, además intervienen de 



 9

manera importante para eliminar bacterias que están en la sangre porta que llega del 

intestino (Figura 1b; 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 

síntesis de lipoproteínas (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 morfología. 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 específica, a través 

de células dendríticas (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. 

 
 
Figura 1. Micro ambiente hepático. A. Diagrama que muestra la estructura del lóbulo 
hepático organizado alrededor de haces vasculares, los cuales son conocidos como tractos 
portales. Este contiene una ramificación de la vena porta, una de la arteriola y un ducto 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 Pit, 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. El espacio subendotelial, conocido como espacio de Disse, 
es la región de la cual se origina la linfa hepática. Tomado de Crispe IN (5) 
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 2. Hepatitis C 

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-α, 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 Th1 

(24). 

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

clínicas. La mayoría 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 (ALT) 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 IFN- α pegilado más 

Ribavirina (7, 25, 28, 33), el IFN-α 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 transmisión 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 1a y 1b representan aproximadamente el 60% de la infección 

global. El genotipo 1b 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 mayoría de las infecciones en el África Central. 

El genotipo 5a es el responsable de la mayoría 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 varía 

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 países 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 así como a la terapia 

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

principalmente el subtipo b responden menos al tratamiento antiviral, 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 país. 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 típicamente son 102-

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

tratamiento con IFN-α 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). 

 

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

lipoproteínas 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 nucleocápside 

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

su estructura (Figura 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 nucleótidos. 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 nucleótidos, la cual está altamente conservada tiene más del 90% de 

homología 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 pseudonudo, las cuales constituyen el sitio interno de entrada al 
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ribosoma (IRES). La presencia del IRES 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 forman espigas (E1 y E2), dentro de la cubierta se 
encuentra la nucleocápside que es parecida a un icosaedro. B. Estructura del genoma viral, 
incluyendo un marco de lectura abierto que codifica genes estructurales y no estructurales y 
regiones 5´y 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 Lindenbach BD (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 
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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 proteína, 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 citoplasmática, 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 extrahepáticas de las enfermedades asociadas al VHC 

como son la crioglobulinemia, el síndrome de Sjögren, 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. Internalización 

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, CD81, 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 CD81 puede disparar patrones de señalización, que resultan en la 

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

anticuerpos contra E2 y CD81 pueden bloquear la unión del virus (69). Sin embargo, 

CD81 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. Así, 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 poliproteína. 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 proteínas NS3-5B constituyen el complejo de replicación, llamada “red 

membranosa” (36, 47). La replicación del ARN inicia con la síntesis 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 proteínas. 

Finalmente, 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. E1 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).  

 
 
Figura 4. Ciclo 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 BD (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 
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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 proteínas 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 

citoplasmáticos del receptor del TNF-a y del receptor de la linfotoxina-β, provocando 

alteraciones en la sensibilidad celular a estas citocinas. 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 factores 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 grp78 (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 (105-107). Sin embargo, estudios de cinética del ARN-

VHC sérico durante el tratamiento con IFN -α 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 mayoría 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 
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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 dirigidos 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 viral 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−α  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-α. 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-α y 

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

proliferativas (figura 4).  

 

11. Inmunopatogénesis de la hepatitis C  

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 replicación 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 I, 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 
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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 respondedores 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 I. 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−α y Fas ligando (Fas-L) es el mecanismo que utilizan los CTLs 

para matar las células infectadas. Esto es, el sistema TNF- α 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 −α 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-α. Además contribuye en la coordinación de la actividad de 

las células inmunológicas. Por lo tanto, el TNF-α 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 “Toll 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 I. 

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 inmune innato, 

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

patógenos. Además la identificación 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.  

 
 
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 dímero 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, incluyendo 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, 
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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-α 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 



 37

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 antígenos presentados por moléculas 

clase II 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 citocinas (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-α y TNF−α 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 
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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 

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

fuerte presión induce falla hepática severa (31) 

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

modelo de replicación. 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−α 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 

virtualmente 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 tienen 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-α, interleucina (IL)-1 α y  β, IL-2, IL-6, IFN-α/β, 

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. 

 
Figura 6. Microambiente sinusoidal y reclutamiento de células T en el hígado 
infectado por el VHC. Tomado de Racanelli V y 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 
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citocinas. Las principales citocinas Th1 (pro-inflamatorias) son TNF- α, IL-1, IL-2, IL-6, 

e IFN- γ, 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 Th1 son requeridas para la generación de los CTLs y la 

activación de las NK, las citocinas IL-2, TNF-α, IFN-γ 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 inflamatoria 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−α, IFN−γ, IL-2 causando inflamación y necrosis. Los CTLs a través de 
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la producción de TNF−α 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 también 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-γ. 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 específicas puede expandir el 

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

(90). La IL-1 α y α, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-10, TNF α 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- α 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 

del IFN- α (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-α 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. D) 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 proteínas 

adaptadoras que son importantes para la inducción del IFN-α 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 inglés). Esta proteína es un factor clave para 

interrumpir la activación de IRF-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 del IFN, tal vez, debido al aumento de la protein fosfatasa 2A, resultando en 

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

core interfiere con la vía de Jak/STAT 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 del IFN que induce el VHC (Figura 5 17-19, 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 antivirales del IFN- α (73). Un segmento de 40 

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

asociado con la respuesta a la terapia con IFN- α. 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-8/IL-8, una 

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

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

tratamiento con IFN−α (137).  
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Además NS5A interfiere la vía de 2’-5’ oligoadenilato sintetasa (2-5 OAS) / 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 nucleolítico. La actividad de PKR es además modificada por el IRES 

y la proteína 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−γ por células 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) Evasión de la respuesta inmune adaptativa. 

 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 específicas 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 dendríticas 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 

glicoproteína 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−α e 

IFN-γ 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+ específicas 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+ específicas del virus, algunos 

experimentos han demostrado que la producción de IFN-γ 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 compartamentalización 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 antiviral: 

 

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 
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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 fagocítica 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 no alcohólica, 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 clínicos 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-α 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- α 

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) al IFN α (25, 33, 179). 

Los interferones son clasificados en IFN tipo I, los cuales comprenden IFN-α y β y el 

tipo II o IFN-γ. 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-α y uno 

solo de IFN- β  (19, 180,181). Los IFNs tipo I son un poderoso sistema de defensa 

intracelular contra todos los virus, todas las células nucleadas de los mamíferos son 

capaces de sintetizar y secretar IFN α y β en respuesta a una infección viral. Los IFNs 

secretados son después reconocidos por células vecinas ocasionando que expresen 

proteínas antivirales potentes (18, 182,183, 184). Como resultado, la multiplicación 

del virus es lenta o se detiene, y así el organismo gana tiempo para establecer la 

respuesta inmune adaptativa (17, 185), el IFN-γ es secretado principalmente por 

linfocitos T, células NK y macrófagos.  

En un hígado infectado por el VHC, el IFN-α 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 específicos, 

dispara señales intracelulares que resultan en la activación y aumento de la expresión 

de varios genes. Los IFN α/β activan la expresión de más de 300 genes, llamados 

genes estimulados por interferón (ISGs) los cuales tienen funciones antivirales, 
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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 α/β 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 II 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-α e IFN-γ, pueden bloquear la replicación del VHB por 

un mecanismo no citopático. Se han encontrado hallazgos de gran relevancia en la 

acción del IFN-α sobre el VHC: El IFN-α directamente inhibe la replicación del VHC a 

través de una vía independiente de MxA, sin embargo en muchos pacientes el IFN-α 

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-α desde el receptor de superficie celular hasta el núcleo a través de 
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la vía Jak-STAT. 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-α. 

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 mecanismos pueden contribuir a la resistencia del virus a la terapia con IFN-α 

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 interacciones 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) PENTOXIFILINA  

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 vitro como in vivo de diversas enfermedades hepáticas 

como: la esteatohepatitis no alcohólica (189-191) inflamación (192-195), 

fibrosis/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-

κB (204), inhibición de fosfodiesterasas, incremento de los niveles de AMPc, y 

disminución de citocinas: TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, factor de crecimiento transformante-

beta (TGF-β), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), IFN-γ (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-α), 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-α2b 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, ALT, ALP, BT, BD, GGT, Albúmina, PT), α-

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, ELISA de 2ª generación) a los pacientes que 

participaron en el estudio, antes y durante el tratamiento con COL, IFN-α, 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-α 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-α o PTX en la expresión y secreción de citocinas 

pro-inflamatorias: IL-1β, TNF-α, e IFN-γ, y la quimiocina CXCL-8/IL-8 en CMNs de 

pacientes con infección crónica por el VHC, antes y durante el tratamiento (0, 2 y 12 

meses). 

4. Evaluar el efecto de la COL, IFN-α o PTX en la expresión de IL-1β, TNF-α, IFN-γ 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-α 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-α o PTX sobre la expresión y 

secreción de IL-1β, TNF-α, IFN-γ y CXCL-8/IL-8 en CMNs y en la expresión en tejido 

hepático de pacientes con infección crónica por VHC. 

 

HIPOTESIS DE TRABAJOñ 

La hepatitis C tiene un componente inflamatorio que favorece la persistencia del VHC 

y el desarrollo de la enfermedad crónica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 56

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 

esteroideos. 

Antecedente previo de sangrado por complicaciones de hipertensión portal. 

Antecedente de cirugía derivativa para tratamiento de hipertensión portal. 

Creatinina > 2mg/dl 42 

Presencia de enfermedad tumoral maligna a cualquier nivel. 
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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-

α (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 clínica detallada, 

examen físico completo, marcadores serológicos para los virus de la hepatitis B 

(HbsAg, HbcAb) y C (HCVAb, ELISA de 2ª generación) y determinaciones como: BH, 

PFH (AST, ALT, ALP, BT, BD, GGT, Albúmina, PT), α-feto proteína, anticuerpos anti-

mitocondriales, 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 ml de sangre periférica; 25 ml para separación y cultivo de células 

mononucleares (CMNs), y 5 ml para la cuantificación de ARN-VHC y pruebas 

bioquímicas. 

Para cuantificar el ARN viral 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 0 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 0, 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 



 58

congelado en nitrógeno líquido 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 del INCMNSZ para el análisis cualitativo de fibrosis. 

 

3. Obtención de células mononucleares. 

En las muestras de sangre periférica a los 0, 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 adicionó 

buffer de fosfatos (PBS) y se mezcló muy bien. Previamente en un tubo de 

polipropileno de 15 mililitros (ml) se adicionaron 3.5 ml de Ficoll-Hypaque y 

suavemente se agregaron 7 ml de la suspensión celular, la muestra se centrifugó a 

2000 rpm durante 20 min. 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 (ELISAs) 

específicos para cada una de las citocinas. La expresión 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-

1β, TNF-α, CXCL-8/IL-8 e IFN−α y como gen endógeno se utilizo β2-macroglobulina. 

 

4. Extracción de ARN total de CMNs y biopsias 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 ml de solución 

desnaturalizante conteniendo 10 microlitros (µl) de β-mercaptoetanol, se homogenizó 

en un vortex y se dividieron en 2 tubos de 1.5 ml, 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 

inversión y después se incubó durante 10 min. a 4°C, transcurrido el tiempo se 

centrifugó a 14 000 rpm durante 5 min. a 4°C, concluido el tiempo se tomó la fase 

acuosa (parte superior) y se transfirió a otro tubo de 1.5 ml previamente enfriado, se 

adicionó cloruro de sodio (NaCl) 4M y etanol absoluto frío. Se dejó precipitar durante 

24 horas (h) a -70°C. Después de transcurrido el tiempo, la muestra se centrifugó 

durante 30 min. 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 min. a 14,000 rpm a 4°C, se eliminó el 

sobrenadante y el botón se resuspendió en 50 µl de agua/DEPC. Finalmente se 

almacenó el ARN total a -70° C, para evitar su degradación. 

 

5. Cuantificación de Ácidos Nucleicos 

Se tomaron 2 µl de ARN total, se adicionaron 498 µl de agua/dietil pirocarbonato 

(DEPC, dilución 1:250). Para leer la absorbancia (Abs) a las longitudes de onda de 

260 y 280 nanómetros (nm) 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 (µg)= [µg/µl]. 

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 cloroformo alcohol isoamílico para eliminar proteínas. 

 

6. Expresión de Citocinas en CMNs y biopsia hepática. 

A partir del ARN total, 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 



 61

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 �g/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 formaldehído y 0.05 µg/µl 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 DH5α de E. coli, lo siguiente fue la transformación de las células, adicionando 

1µg 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 HindIII 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 HindIII 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 µl del ADN obtenido después de la 

purificación de la banda, y se realizó el mismo procedimiento que se utilizó para 

obtener el control interno poliespecífico. 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 (β2-microglobulina) y para TNF-α 

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 β2-microglobulina, IL-b, TNF-α CXCL-8 e IFN-γ. Después se realizó una curva 
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de concentración del plásmido desde 1.8 ng/µl – 2.75 picogramos (pg)/µl para β2-

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 diferentes concentraciones, manteniendo constante la cantidad de ARN de la 

biopsia. Para IL-1β, TNF-α, CXCL-8 e IFN-γ, la curva de concentración del ARN 

estándar para cada una de las citocinas fue desde 1.8 ng/µl hasta 7 fentogramos 

(fg)/µl. 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 cociente de 0.9-1 que nos indica que ambos ARNs se encuentran a 

la misma concentración. La figura 7 es ejemplo de una curva estándar para TNF-α.  

c) Transcripción Reversa 

La RT se llevo a cabo con mezclas del ARN de la muestra del paciente (biopsia o 

CMNs) y el ARN del plásmido 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 min. 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 virus de leucemia murina Moloney (Applied Biosystems) y 0.5 mM de 

cada uno de los 4 deoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) (Applied Biosystems) en un 

volumen final de 20 µl. 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 plásmido pQA-1 para la cuantificación del 

gen que codifica para la proteína estructural β2-microglobulina. 
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d) Reacción en cadena de la polimerasa  

El ADN complementario (cADN 4 µl) 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 min. 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 µg/ml de bromuro de etidio y se tomó una fotografía 

sobre un transiluminador de luz UV con película Polaroid, las imágenes se analizaron 

en equipo EDAS-Kodak. 

 

7. Secreción de citocinas por CMNs. 

La secreción de citocinas se cuantificó con estuches inmunoenzimáticos (ELISA, 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-1β, 10 pg/ml para 

CXCL-8/IL-8, 4.4 pg/ml para TNF−α y 3 pg/ml para IFN-γ. 

 

8. Análisis estadístico. 

Los datos se muestran en medias/medianas (rango: mínimo 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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Figura 7. Procedimiento de cuantificación para TNF-a. Un ejemplo de la co mplificación del 
cDNA del ARN de tejido hepático y del ARN estándar del plásmido pQA para TNF-α. 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 hígado. Todas las líneas 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 líneas 2 a 7, respectivamente, en la líneas 8, 0.01 pg de ARN 
estándar. De cada par de bandas la intensidad relativa del amplicon del hígado/ 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, líneas 2 a 6. En la línea 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-α. 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-α = 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 β2-microglobulina) de TNF-α 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-γ 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-1β: 458 vs. 269 (p<0.05), TNF-α: 970 vs. 550 (p<0.05) e IFN-γ: 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-α 875 vs. 550 (p<0.05) y 

una tendencia a disminuir IFN-γ 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 de IL-1β, TNF-α, CXCL-8 e IFN-γ en el grupo 
de pacientes que recibieron COLCHICINA, a los 0, 2 y 12 meses de tratamiento. 

  Expresión   Secreción  
 0  2  12  0  2  12  

Citocina mes meses meses mes meses meses 

       
IL-1β 305/2.8 210/2.5 106/1.6 458/492 405/510 269/326* 

 (2.5-1630) (0.4-1630) (0.4-750) (234-550) (112-555) (0-548) 
       

TNF-α 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-8/ 50/3.7 28/3.7 49/2.8 3126/3159 3195/3167 2396/3119 
IL-8 (1.5-375) (0.6-188) (1.5-375) (2966-3281) (3084-3318) (0-3351) 

       
IFN-γ 191/3.6 189/2.0 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 medias/medianas (mínimo-máximo). N = 8 
Expresión se expresa en  moléculas de citocina/105 moléculas de β2-microglobulina. La secreción se 
expresa en pg/ml. * p< 0.05, # 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-1β, 
b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 e d) IFN-γ. La expresión de citocinas se expresa en moléculas de 
citocina/105 moléculas de β2-microglobulina. 
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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-1β, 
b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN- γ. La secreción de las citocinas se expresa en pg/ml de 
citocina. 
 
En el tejido hepático, hubo una tendencia a disminuir la expresión (moléculas de 

citocina/105 moléculas de β2−microglobulina) del ARNm de IL-1β 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-α e IFN–γ fue mayor en tejido 

hepático que en CMN (p =0.028), mientras que este mismo evento sucedió en la 

expresión de CXCL-8/IL-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-

8/IL-8 fue mayor que la secreción de las otras 3 citocinas: TNF-α, IL-1β e IFN-γ (p 

=0.02). TNF-α tuvo valores más altos que IL-1β e IFN-γ 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-α y CXCL-8/IL-8 

durante la infección viral.  

Tabla 2. Expresión de IL1β, TNF-α, CXCL-8 e IFN-γ en tejido hepático del grupo de 
pacientes que recibieron COL, a los 0, 2 y 12 meses de tratamiento. 
 

   COL  
Citocina  0 m 2 m 12 m 

     
IL-1β  994/587 348/243# 177/83# 

  (10-3327) (51-968) (0-521) 
     

TNF-α  392/454 262/266 173/120 
  (59-808) (116-477) (4-460) 
     

CXCL-8/  179/96 501/427* 210/199 
lL-8  (44-466) (133-1083) (20-410) 

     
IFN-γ  59/43 68/34 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 citocina/105 moléculas de β2−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-
1β, b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-γ. La secreción de las citocinas se expresa en pg/ml. 
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b. Interferón-α2b 
 
En las CMN de los 7 pacientes que recibieron IFN-α, el medicamento disminuyó la 
expresión (moléculas de citocina/105 moléculas de β2-microglobulina) de IL-1β a 
valores no detectables después de 12 meses de tratamiento: 272 vs. 1.7 (p=0.04). 
IFN-α no modifico de manera significativa la expresión de TNF-α, CXCL-8/IL-8 e IFN-
γ, tabla 3 y figura 11.  
En cuanto a la secreción (pg/ml), el IFN-α tuvo efecto sobre las 3 citocinas: se 
observó una tendencia a disminuir IL-1β 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-1β fue gradual. En la secreción de TNF-α, 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-γ 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-γ, figura 12. 
Encontramos que el IFN-α en CMN tuvo efecto sobre la expresión y secreción de IL-
1β a los 12 m de tratamiento, y además disminuyó la secreción de TNF-α e IFN-γ a 
partir de los 2 m, tabla 3. 
 
 
Tabla 3. Expresión y secreción en CMNs de IL-1β, TNF-α, CXCL-8 e IFN-γ en el 
grupo de pacientes que recibieron Interferón-α, a los 0, 2 y 12 meses de tratamiento. 
 

  Expresión   Secreción  
 0  2  12  0  2  12  

Citocina mes meses meses mes meses meses 

       
IL-1β 272/4.4 688/750 1.7/0.4* 466/540 302/411# 16/0* 

 (1.5-765) (0.4-2500) (0.4-5.9) (70-593) (62-544) (0-88) 
       

TNF-α 3.4/3.6 1.7/0.4 3.0/1.5 882/967 899/919 287/76* 
 (0.4-4.2) (0.4-4.8) (0.4-11.7) (396-1009) (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-γ 1.4/0.4 1.4/0.4 27/0.7 231/73 17/5* 16/5* 

 (0.4-4.2) (0.4-4.2) (0.4-184) (0-738) (0-56) (0-72) 

Los valores se expresan como medias/medianas (mínimo-máximo). n=7 
Expresión se expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de β2-microglobulina. La 
secreción se expresa en pg/ml 
# p=0.09, * p< 0.05. 
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Figura 11. Expresión de citocinas en CMNs de pacientes que recibieron IFN-α (n=7) durante 
12 meses; a) IL-1β, b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-γ La expresión se expresa en 
moléculas de citocina/105 moléculas de β2−microglobulina. 
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Figura 12. Secreción de Citocinas en CMNs de pacientes con HCC (n=7) tratados con IFN-α 
durante 12 meses; a) IL-1β, b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-γ. La secreción se expresa en 
pg/ml de citocina. 
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Además en el tejido hepático provocó la disminución del ARNm (moléculas de 
citocina/105 moléculas de β2-microglobulina) de TNF-α a partir de los 2 meses: 587 
vs. 266 p<0.05 (figura 13) y así 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 C 
crónica antes y durante la administración de IFN-α. 

  IFN-α 2b  
Citocina 0 m 2 m 12 m 

IL-1β 539/316 482/360 420/155 
 (101-1246) (0-1124) (46-1207) 
    

TNF-α 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-γ 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/105 moléculas de β2-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-α. La expresión se expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de β2-
microglobulina: a) IL-1β, b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-γ 
 
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 β2-microglobulina) de citocinas en CMNs disminuyó la expresión de IL-

1β 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-α 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-γ (19.4 vs. 3.4, p=0.006) tabla 5, figura 

14. 

 

 

 

 



 74

 
Tabla 5. Expresión y secreción en CMNs de IL-1β, TNF-α, CXCL-8 e IFN-γ en el 
grupo de pacientes que recibieron Pentoxifilina, a los 0, 2 y 12 meses de tratamiento. 
 

  Expresión   Secreción  
 0  2  12  0  2  12  

Citocina mes meses meses mes meses meses 

       
IL-1β 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-α 405/15.8 534/46.9 53/2.4* 1073/1098 890/1084# 503/500* 
 (11-1700) (0.4-1700) (0.4-375) (657-1319) (0-1151) (0-1049) 
       

CXCL-8/ 75/4.8 2/2.5* 45/2.5 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-γ 19/12.5 3.4/1.5* 36/2.7 65/33 272/32* 13/2* 

 (0.4-96) (0.4-12.5) (0.4-375) (0-160) (0-1727) (0-93) 

Los valores se enuncian como medias/medianas (mínimo-máximo). 
Expresión se expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de β2-microglobulina. 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-1β a los 12 

meses de tratamiento (1151 vs. 147, p=0.004) y durante el período de 2 a 12 meses 

(1017 vs. 147, p=0.007). Además indujo la disminución de TNF-α 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 IFN-γ fue diferente ya que 

a los 2 meses aumento (65 vs. 272 estadísticamente 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 
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5. Durante todo el período de estudio la secreción de CXCL8 fue mayor que la 

secreción de IL-1β, TNF-α, e IFN-γ (p= 0.02). 
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Figura 14. Expresión de citocinas en CMNs de pacientes con hepatitis C crónica que 
recibieron PTX durante 12 meses; a) IL-1β, b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-γ. La 
expresión se expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de β2-microglobulina. 
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Figura 15. Secreción de citocinas por CMNs de pacientes con HCC que recibieron PTX 
durante 12 meses; a) IL-1β, b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-γ. La secreción se expresa en 
pg/ml. 
 
El efecto de la PTX sobre la expresión de citocinas (moléculas de citocina/105 

moléculas de β2-microglobulina) en la biopsia hepática fue el siguiente: bajo los 

niveles de expresión de IL-1β, a partir de los 2 meses (276 vs. 136, p=0.004) y 

continuó disminuyendo hasta los 12 meses tratamiento (276 vs. 70, p=0.007).  Lo 

mismo sucedió con el ARNm de TNF-α, 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-γ 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-1β, b) TNF-α, c) CXCL-8/IL-8 y d) IFN-γ. La expresión se 
expresa en moléculas de citocina/105 moléculas de β2-microglobulina. 
 
 
 
 
Tabla 6. Expresión de IL-1β, TNF-α, CXCL-8/IL-8 y IFN-γ en tejido hepático del grupo 
de pacientes que recibieron PTX, a los 0, 2 y 12 meses de tratamiento. 

   PTX  
Citocina  0 m 2 m 12 m 

IL-1β  276/227 136/50* 70/11* 
  (53-704) (0-512) (0-443) 
     

TNF-α  776/236 75/23* 13/12* 
  (125-4943) (3-399) (0.4-50) 
     

CXCL-8/IL-8  111/84 122/105 102/72 
  (27-407) (27-332) (0.4-358) 
     

IFN-γ  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 β2-microglobulina. * p< 
0.05. 
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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 ALT y AST (tabla 7, figura 17a). El IFN-α 

únicamente tuvo efecto de forma significativa sobre la AST a los 12 meses de la 

administración del medicamento (82 vs. 60 UI/ml, p= 0.043), tabla 7 y figura 18a. 

Mientras que la PTX disminuyó los niveles de ALT desde los 2 meses (111 vs. 83 

UI/ml, p=0.004) y continúo así hasta los 12 meses (111 vs. 64 UI/ml, p=0.026), sobre 

la AST la disminución fue significativa hasta los 12 meses (123 vs. 67 UI/ml, 

p=0.021), tabla 7, figura 19a. 

 
Tabla 7. Distribución de los valores de ALT y AST por tratamiento y tiempo de 
seguimiento (0, 2 y 12 meses) de pacientes con Hepatitis C crónica. 
 

Los valores se expresan como medias/medianas (mínimo-máximo). 
La ALT y AST están reportadas en UI/L 
p< 0.05. 
 
 
 

   ALT   AST  
Tratamiento n 0 

Mes 
2 

Meses 
12 

meses 
0 

Mes 
2 

meses 
12 

meses 
         

COL 8 86/93 152/82 104/50  86/73 98/72 77/47 
  (27-

152) 
(39-
542) 

(28/278)  (24-
202) 

(30-
258) 

(25/210) 

         
IFN-−α 7 95/70 88/48 66/59  82/81 77/42 60/39* 

  (21-
195) 

(23-
205) 

(17-
127) 

 (21-
136) 

(24-
173) 

(19-
114) 

         
PTX 11 111/104 83/60* 64/60*  123/108 117/84 67/46* 

  (45-
243) 

(27-
131) 

(19-
177) 

 (40-
308) 

(35-
309) 

(14-
161) 
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Figura 17. Niveles de a) ALT y AST; b) carga viral en pacientes que recibieron COL. Las 
determinaciones de ALT y AST se realizaron a los 0, 2, 12 meses mientras que la carga viral 
únicamente se midió a los 0 y 2 meses. 
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Figura 18. Niveles de a) ALT y AST; b) carga viral de pacientes que recibieron IFN-α Las 
determinaciones de ALT y AST se realizaron a los 0, 2, 12 meses mientras que la carga viral 
únicamente se midió a los 0 y 2 meses. 
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Figura 19. Niveles de a) ALT y AST, b) carga viral de pacientes que fueron tratados con PTX. 
Las determinaciones de ALT y AST se realizaron a los 0, 2, 12 meses mientras que la carga 
viral únicamente se midió a los 0 y 2 meses. 
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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 virales dos veces más altas que los pacientes del 

grupo de IFN-α: 1.9 x 106 UI/ml vs. 947 000 UI/ml y de los pacientes que recibieron 

PTX; 614 000 UI/ml (p= 0.011). Después de 2 meses de tratamiento el efecto sobre la 

CV fue más evidente con la administración de IFN-α: 180 000 UI/ml teniendo cargas 

virales menores  que los pacientes que recibieron COL: 909 000 UI/ml y PTX: 521 

000 UI/ml (cinco y dos veces mas bajas, respectivamente) (p=0.018). Se confirmó el 

efecto antiviral que tiene el IFN-α, aunque no alcanzaron valores no detectables tabla 

8. La COL no tuvo efecto sobre la carga viral (figura 17b). El IFN-α, disminuyó la 

carga viral a los 2 meses de tratamiento 947,200 vs. 180,251 UI/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 (0 y 2 meses) de pacientes con Hepatitis C crónica.  
  

Tratamiento n 0 Mes 2 Meses 
    

COL 8 1 952 675 2 142 125 
  (5093-5.56) (1313-7.56) 
    

IFN−α 7 947 200 180 251* 
  (1313-3.66) (233-4763) 
    

PTX 11 614 072 530 514 
  (233-3.56) (233-2.26) 
    

Los valores se expresan como medias (mínimo-máximo). 
La Carga Viral es reportada en UI/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-α 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 (0, 2 y 12 meses) de pacientes con Hepatitis C crónica.  
 

 
Tratamien

to 

 
Edad 

 
Basal 

METAVIR 
2 meses 

 
3 

meses 
COL 51 F2 F2 F2 

 (43-57) F1-F3 F1-F3 F1-F4 
     

IFN-α 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-α e IFN-γ 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-γ. El efecto de la COL en la secreción de IL-1β, 

TNF-α, e IFN-γ 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-α e IFN-γ, solo tuvo efecto en la secreción de IL-1β 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 hígado 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-1β 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-1β y por otro aumentó el ARNm de CXCL-8.  
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b. IFN-α 

En las CMNs después de un año de tratamiento el IFN-α solo diminuyó la expresión 

de la IL-1β además provocó la disminución de la secreción de IL-1β, e IFN- γ, a partir 

de los 2 meses y la disminución de TNF-α, solo se observó al año de tratamiento. 

Mientras que en tejido redujo la expresión de TNF-α a partir de los 2 meses de 

tratamiento, lo que implica que el IFN-α 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-1β  mientras que en tejido fue sobre TNF-α, 

es importante hacer notar que los genes de ambas citocinas son estimulados de 

forma sinergica ocasionando que las proteínas se produzcan al mismo tiempo  

En este grupo de pacientes, la expresión de IL-1β fue mayor en la biopsia hepática 

que en las CMNs (p=0.028) a los 12 m, valores más altos de IFN-γ, 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-α 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-α tuvo valores más altos que IL-1β durante el 

tratamiento (p <0.05). Aunque la expresión de IL-1β fue mayor que la expresión de 
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TNF-α 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-1β fue menor que la secreción de TNF-α. 

Probablemente esto se deba a mecanismos postranscripcionales que son necesarios 

para obtener una proteína madura o tal vez inhibidores de IL-1β (probablemente el 

medicamento), que ocasionan que su secreción sea menor.  

Nuestros datos concuerdan con lo reportado en la literatura, el IFN-α, 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-1β, también de la secreción de 

TNF-α e IFN-γ después de un año de tratamiento, un hallazgo importante fue el efecto 

que ocasionó en el tejido hepático al disminuir el ARNm de TNF-α. El IFN-α 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-α. Aunque el IFN-α 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-1β disminuyó gradualmente 
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a partir de los 2 meses y hasta el final del tratamiento, mientras que TNF-α  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-γ 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-γ fue a plazo corto mientras que para el TNF-α su acción fue a 

largo plazo, y por último inhibió la síntesis de IL-1β a partir de los 2 meses, por lo 

tanto la actividad antinflamatoria de la PTX fue más evidente sobre IL-1β 

Las secreciones de IL-1β y TNF-α iniciaron con valores arriba de 1000 pg/ml y 

después de 12 meses, la PTX disminuyó casi 7 veces la secreción de IL-1β (1151 vs. 

147  pg/ml), mientras que el efecto sobre TNF-α 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-1β, además la PTX disminuyó la secreción 

de CXCL-8 e IFN-γ 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-α y nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado por otros grupos, 

pues redujo la expresión de IL-1β  y TNF-α 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-1β y TNF-α, las cuales son 

moléculas que disparan el proceso inflamatorio en hepatitis C, tuvo un efecto menos 
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evidente (solo a los 12 meses) sobre la secreción CXCL8 e IFN-γ, la PTX fue único 

fármaco de los 3 que estudiamos que redujo la secreción de IL-8. Además causó una 

buena respuesta bioquímica ya que disminuyó las enzimas hepáticas: ALT 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, 



 87

CD4 y CD8 (10, 17-19, 22, 90, 221). Sin embargo hay una relación inversa entre 

respuesta CD4 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 (CD8+) a las proteínas virales ha sido caracterizada en 

sangre periférica y en 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 

perforina/granzima, además liberan Fas ligando y citocinas inflamatorias como IFN-γ 

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 inflamatorias 

no específicas puede expandir el daño tisular 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 mutaciones 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 inducción diferencial de células T en HCC (223).  

La mayoría de las enfermedades hepáticas agudas y crónicas se caracterizan por la 

presencia 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 

hígado. (100, 103). 

 

Múltiples investigaciones han considerado como conceptual el paradigma del balance 

entre citocinas pro y anti inflamatorias (Th1/Th2), 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 hígado 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 hígado pueden 

entonces asumir un papel significativo en la fisiopatología de la enfermedad e incluso 

ser un posible blanco terapéutico. 

 

La producción constitutiva de citocinas en el hígado es baja o está ausente en 

condiciones normales, sin embargo si las células son activadas por algún estímulo 
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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-1β, TNF-α, IFN-γ 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 característica 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 clínicas, pues 

además de reservorios, al mismo tiempo pueden ser participantes activos 

inadecuados en las reacciones inmunes antivirales (227,228). Diversos estudios han 

utilizado 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 
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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 

resultados de una intervención terapéutica. Con esto en consideración, los pacientes 

con HCC recibieron tratamiento con COL, IFN-α 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-α, la COL por sus 

efectos antinflamatorios y antifibróticos y la PTX por su actividad antinflamatoria al 

inhibir la producción de TNF-α, 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-1β, varios autores han reportado 

que IL-1 (α y-β) son expresadas en el hígado principalmente en macrófagos, células 

T, células estelares activadas y células endoteliales sinusoidales (136). La IL-1β 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 IL1β es 

activado por la proteína core del VHC principalmente a través de la vía de NFκB, 

dando lugar a la reacción inflamatoria inducida por el virus (231), nuestros resultados 

muestran que la IL-1β 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 eliminación 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 producida después de la estimulación con numerosos agentes 

endógenos y exógenos, tales como endotoxinas, virus, bacterias, IL-1 y TNF-α (235, 

236). 

 

El efecto de la COL fue dual ya que por un lado inhibió la activación de las células de 

Kupffer al disminuir IL-1β 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 

vitro 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-α y CXCL-8 (239). Recientemente se ha demostrado a nivel 
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hepático que el VHC dispara las vías de señalización del ARN de doble cadena que 

inducen IL-8 por activación transcripcional (NFκB, IRF3, ISRE) y estabilización del 

ARNm de RIG, formando así un enlace regulatorio específico entre las respuestas 

antiviral innata y celular 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 antiviral 

(242).  

 

En este estudio encontramos que en los pacientes que recibieron COL tuvieron 

niveles 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 específicamente esta 

quimiocina y mantener el proceso inflamatorio y así 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-1β, el TNF-α y el IFN-γ, 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-1β, el TNF-α, la CXCL-8 y el 

IFN-γ 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 quimiocina CXCL-8 explican 

los mecanismos de resistencia viral a los efectos antifibrogénicos de la colchicina en 

el hígado. 

 

El IFN-α 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 

y en el tejido hepático (43). 

 

Nuestros resultados mostraron que en el tejido hepático el IFN-α disminuyó la 

expresión de TNF-α ocasionando la inhibición parcial del proceso inflamatorio que 

acontece en la HCC (no tuvo efecto sobre todas las citocinas que medimos), el TNF-α 
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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-α 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-α 

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-α (21, 127-129, 253). 

 

Los pacientes antes de iniciar el tratamiento con IFN-α en el tejido hepático tuvieron 

aumentada la expresión de ARNm de CXCL-8/IL-8 (602 moléculas/105 moléculas de 

β2-microglobulina) y estos niveles se mantuvieron altos aún con la administración del 

IFN-α, 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 

vitro con inhibición de los efectos antivirales del IFN-α (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 
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estructurales (146), y la proteína E2 aumentan la producción de esta quimiocina 

(238), además el VHC induce la producción de TNF-α 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 NFκB, 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 NFκB 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/IL-8 tiene la capacidad de inducir la apoptosis de células infectadas por el 

VHC (146, 256). 

 

Con respecto al efecto que tuvo el IFN-α sobre las citocinas estudiadas en CMNs, 

encontramos que disminuyó tanto la expresión como la secreción de IL-1β 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-α a nivel sistémico no 

necesariamente indica lo que sucede en el hígado, si bien disminuyó la secreción de 

TNF-α e IFN-γ, no tuvo efecto sobre la CXCL-8. Estos resultados aluden por lo tanto 

al efecto antinflamatorio del IFN-α a nivel periférico. 

 

Polyak y cols (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-α (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-α, 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-α, IFN-γ, IFN-β. En un estudio clínico evaluaron el 

tratamiento de la HCC que involucró la administración secuencial de IFN-α seguido 

por IFN-γ (IFN-α2b + IFN-γ), donde obtuvieron mejores resultados que la monoterapía 

con IFN-α (246, 247). Debido a que nuestros resultados muestran que el IFN-α, no 

modificó todas las citocinas 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 el IFN-a sobre el VHC, corroboramos 

ese efecto que se ha descrito pero no se alcanzan valores no detectables de carga 

viral,  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-α actúa fundamentalmente 

sobre la expresión en hígado de TNF-α y que a nivel de las CMNs modificó también 

la secreción de IL-1β, TNF-α, IFN-γ y la expresión de IL-1β.  

 

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, 

inmunomodulador, 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-1β y 

TNF-α 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-1β, TNF-α y a nivel periférico ALT, 

la expresión de CXCL-8 e IFN-γ se mantuvieron similares durante los 12 meses de 

tratamiento. 

 

La IL-1 (α y β) y el TNF-α han sido reportadas como citocinas reguladoras en el daño 

hepático (75, 86, 90, 98, 100, 126-131, 133-136, 243-245). El TNF-α puede 

directamente controlar la infección viral (75-77, 88, 243), en regeneración hepática es 
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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-α 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-α se expresan en el hígado principalmente en células de Kupffer, 

células T, células NK, células sinusoidales (136). Se ha demostrado que la IL-1β y el 

IFN-γ 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 hígado al daño (88, 98, 133, 136, 243, 244). 

Tanto IL-1β como TNF-α 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-α 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-α tiene un papel dual en las 
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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-α 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 el IFN-α y la PTX es benéfico ya que al inhibir la producción 

de TNF-α 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-α 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 NFκB (204). 

 

A nivel periférico la PTX disminuyó en CMNs la expresión del ARNm de IL-1β, CXCL-

8 e IFN-γ, 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/día, 
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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-1β, TNF-α, CXCL-8/IL-8  e IFN-γ. 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-1β y TNF-α (137, 248, 249, 255) y proteínas virales (143, 145,146, 

238-240). Por otro lado el IFN-γ inhibe la replicación viral en células infectadas y 

estimula la presentación de antígenos por las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) clase II (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 

análogos 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 (proteína) 

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 



 102

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-α a todos los niveles es de gran 

relevancia ya que modula una molécula con funciones opuestas ya que bajos niveles 

de TNF-α 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-α e IL-1β en la biopsia hepática y en sangre periférica, y la secreción de estas 

proteínas y de las otras citocinas medidas: IFN-γ y parcialmente de CXCL8. Cabe 

resaltar que de los 3 fármacos estudiados fue el único que disminuyó la expresión de 

TNF-α e IL-1β 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 respondedores a tratamiento antiviral. 

 

A nivel periférico, la COL y el IFN-α no tuvieron ningún efecto sobre CXCL-8/IL-8 y la 

actividad de la PTX fue mínima, 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 replicando indujo 

la síntesis de CXCL-8 en hepatocitos y células de Kupffer, mientras que en el grupo 

de pacientes que recibieron IFN-α, iniciaron el estudio con valores elevados del 

ARNm de CXCL-8 y el medicamento no tuvo ningún efecto sobre la expresión en 

tejido 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-α. 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-α fue el único de los tratamientos que disminuyó la carga viral 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-γ se encuentra en bajas 

concentraciones al compararlo con IL-1β, TNF-α 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-γ 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-γ 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-γ después de adicionar proteína 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-α reduce la carga viral (264). En particular 

se ha demostrado que el IFN-γ 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-γ 

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-α (269). El perfil de 

citocinas después de la terapia con IFN-α 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, hígado y plasma de pacientes alcohólicos, encontrando que el 

incremento de TNF-α sistémico entra al cerebro, y ocasiona una prolongada 

neuroinflamación, modificando algunos factores de transcripción; disminuyendo 

CREB y aumentando NFκB así como potenciando el glutamato 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 específicas de antígenos 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-α fue el único fármaco que tuvó efecto antiviral. La PTX fue el medicamento 

que ocasionó la disminución de ALT y AST de manera temprana y se mantuvo hasta 

el final del tratamiento. La eficacia de los medicamentos fue mayor sobre la proteína 

madura (secreción) que sobre el ARNm de cada una de las citocinas estudiadas, a 

excepción de la PTX que disminuyó la expresión de IL-1β y TNF-α 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 hígado 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-α  
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