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1. RESUMEN

El virus de la hepatitis C (VHC) causa dafio hepético cronico el cual se ha asociado con
la desregulacion de la expresidon de proteinas de resistencia a multiples drogas
(multidrug resistance proteins, MRP’s). La MRP-2 tiene un papel muy importante en los
procesos de detoxificacion y quimioproteccion de la célula. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los niveles de expresion de MRP-2 biopsias hepaticas por PCR- tiempo real y su
relacion con la respuesta al tratamiento en estos pacientes. Se amplificé la secuencia del
gen blanco de 62pb con sondas Tagman y de un gen de referencia Gliceraldehido-3
fosfato deshidrogenasa (GADPH). Se determin6 el nUmero de copias del ARN-VHC. De
los 30 pacientes analizados: 11 tuvierdn respuesta viral sostenida (RVS) al tratamiento y
19 no tuvieron respuesta viral sostenida (No RVS).EI promedio del nimero de copias del
ARN-VHC basal en cada grupo fue de 372,323 copias/reaccion (5.5 log) y de 1,316139
(6.1 log) respectivamente. En la segunda biopsia el nUmero de copias del ARN-VHC fue
no detectable en el grupo de pacientes con RVS y en el grupo de No RVS la carga viral
disminuy6é en  significativa de 1,316139 a 513,505 copias/reaccion, sin embargo la
replicacion viral se mantuvo constante. La expresion relativa de MRP-2 se analizd por
tipo de respuesta al tratamiento y genotipo del VHC. En funcion a la respuesta viral, la
expresion de MRP-2 se mantuvo constante tanto en condiciones basales en pacientes
con RVS y en pacientes sin RVS (10.9 + 9.9 vs 19.5 + 20.9) como en postratamiento
(16.1 £ 28.9 vs 15.0 + 13.3), (p=0.646 y p=0.687) respectivamente. En relacion al
genotipo y la expresion de MRP-2, los pacientes con genotipo diferente a 1 tuvierén
niveles de expresion de MRP-2 menores que los pacientes con genotipo 1 en
condiciones basales (p=0.012), sin embargo después del tratamiento antiviral no hay
diferencia (p =0.176). A MRP-2 se le ha atribuido un papel muy importante en el
mecanismo de resistencia a farmacos en enfermedades neoplasicas e infecciones
virales, sin embargo, en éste grupo de pacientes con VHC no muestra un papel
reelevante en cuanto a la respuesta antiviral, probablemente ésto se deba a que el
efecto antiviral del PEG-INF se da a nivel de receptores y que el efecto intracelular de la
ribavirina no este modificado por la actividad de MRP-2.

Palabras clave: Virus de la hepatitis C, MRP-2, resistencia al tratamiento antiviral y

respuesta viral sostenida.



2. ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) infection cause hepatic damage has been associated with the
deregulation of multiple drugs resistance protein (MRP’s) expression. MRP-2 has a very
important role in the detoxification processes and quimioprotect of the cell. Our aim was
evaluated to expression of the MRP-2 in percutaneous liver biopsy specimens. The
sequence of the white gene of 62 bp was amplified with Tagman probe library soundings
and was amplified the reference gene Glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase
(GADPH). We obtained the number of copies of the HCV-RNA from the cDNA. Of the 30
analyzed patients with HCV: 11 patients had sustained virological response (SVR) and 19
were Non responders (NR). The average of the number of copies of the basal HCV-RNA
in each group was of 372,323 copies for reaction (5.5 log) and of 1,316139 (6.1 log)
respectively. In the second percutaneous liver biopsy specimen the number of copies of
the HCV-RNA was undetectable in the group of patients with SVR and the group of NR
the load decreased in significant form of 1,316139 to 513,505, but the viral replication
stayed. The relative expression of MRP-2 was analyzed by type of answer to the
treatment and genotype of the HCV. In function to the viral answer the MRP-2 expression
stayed constant at the beginning of the treatment, in patients with SVR as in patients NR
(10.9 + 9.9 vs 19.5 + 20.9) and end of the treatment (16.1 + 28.9 vs 15.0 + 13.3),
(p=0.646 y p=0.687) respectively. The patients with genotype # 1 had levels of the
expression of MRP-2 smaller than those patients with genotype 1, before the antiviral
treatment (p= 0.012), nevertheless at the end antiviral treatment there is no difference
(p=0.176). The MRP-2 has attributed a very important role to the mechanism of
resistance to drugs in neoplasics diseases and viral infections, nevertheless, in this one
group of patients with HCV do not show a relevance role for the antiviral answer, are
possible that this must to that the antiviral effect of PEG-IFN occurs to level of receptors
and although the ribavirin if has a greater intracellular effect but doesn’t modified by the
activity of this protein.

Key words: Hepatitis C virus, MRP-2, resistance to the antiviral treatment and response

viral sustantial.
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3. EPIDEMIOLOGIA

El virus C (VHC) es uno de los principales agentes etioldgicos de enfermedad
hepatica crénica, la cual que se caracteriza por el desarrollo de fibrosis, cirrosis,
hepatocarcinoma y muerte.

En 1883 Lurman describié una hepatitis transmitida por sangre y productos
sanguineos, los agentes etioldgicos identificados fuerén virus de la hepatitis B (VHB)
y el virus de la hepatitis A en 1973. Sin embargo, se describié un cuadro de hepatitis
postransfusional no asociado al virus A ni al virus B, al cual inicialmente se le
denomind hepatitis no Ay no B (NANBH). En 1987, cientificos dirigidos por Daniel
W. Bradley y Michael Houghton de Chiron secuenciaron el genoma del virus C
emplearon métodos de ingenieria genética especializada que permitié decodificar la
secuencia de aminodacidos y proteinas a partir de las propiedades bioguimicas del
ARN viral. @

Se estima que el 90% de las infecciones hepaticas postransfusionales estan
asociadas al virus C.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que 200
millones de personas, (3%) de la poblacion mundial, se encuentra infectada por el
VHC, de las cuales 4 millones se localizan en EUA y 5 millones en Europa. Mientras
gue en México la prevalencia de la infeccidbn es de 1.2 millones (1.4 %) de la
poblacion. ©



4. HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

El periodo de incubacion del VHC es de 6 a 12 semanas. La fase aguda de la
infeccion dura aproximadamente 7 semanas. ¥ (Figura. 1). El 80 a 85% de las
personas infectadas que no eliminan el virus dentro de los primeros 6 meses de la
infeccién quedan como portadores cronicos del VHC. Esta poblacién desarrollard
dafio hepatico crénico progresivo en un periodo de 10 a 25 afios, el cual se
caracteriza por; inflamacion hepatica crénica, desarrollo de fibrosis, cirrosis y
hepatocarcinoma. En algunos casos sobreviene la muerte por falla hepética. El
cuadro clinico en la fase aguda es asintomatico y durante los primeros afios de la
infeccion crénica los signos y sintomas que se presentan son inespecificos como:
nausea, fatiga, fiebre, dolor de cabeza, vomitos, pérdida de apetito, dolor, dolores
musculares, articulares y en algunos casos ictericia. ® Durante este tiempo la
elevacion intermitente de la Alanino amino transferasa (ALT) es el Unico signo
inespecifico de dafio hepatico, por lo cual se dificulta la deteccion del VHC en
estadios tempranos de la infeccion. En estadios avanzados de la enfermedad
también se presentan manifestaciones extrahepaticas que se deben
principalmente a la presencia de complejos inmunes circulantes, formados por
antigenos virales y anticuerpos que junto con el complemento, tienden a
depositarse en la pared de los vasos sanguineos provocando vasculitis cutaneas,
crioglobulinemia, porfiria cutanea tardia, glomerulonefritis membrano-proliferativa,
trombocitopenia, tiroiditis, linfomas, encefalopatia, hipertension portal y falla
hepatica.® La progresion del dafio hepatico crénico es variable y se ha asociado
a factores como el consumo de alcohol, coinfeccion con virus de la hepatitis B y
VIH, mayor edad al momento de la infeccion y género masculino.
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Figura 1. Historia natural de la enfermedad. La evolucién de la infeccién crénica por virus C se
caracteriza por inflamacion hepatica cronica, el desarrollo de fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma y
factores asociados con la progresion de la enfermedad. @

5. VIAS DE TRANSMISION DEL VHC
Las principales vias de transmisiéon del VHC reconocidas en nuestra poblacion

son ® (Figura. 2):

= Via parenteral: por transfusion de sangre o sus derivados (plasma,
concentrado eritrocitario, plaquetas, factores de coagulacién, albumina).

® Trasplante de 6rganos infectados con VHC.

®= Equipo de didlisis en pacientes nefropatas.

®  Transmision vertical madre-hijo, en mujeres infectadas con VHC y elevado
namero de copias del ARN-VHC, al momento del parto.

= Uso de jeringas contaminadas entre usuarios de drogas de administracion
intravenosa.

= Puncién accidental con agujas contaminadas

= Transmision sexual: es una via poco frecuente, aunque es importante en

personas promiscuas.
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Figura 2. Principales vias de transmisién del VHC identificados en México.®

5.1 Grupos de alto riesgo

Los grupos de alto riesgo para adquirir la infeccién del VHC son: pacientes
receptores de transfusiones sanguineas, trasplante, hemodializados, hemofilicos,
adictos intravenosos, neonatos de madres infectadas, personal de salud (médicos

patélogos, quimicos, enfermeras, etc.) y sexoservidoras (es).
6. DIAGNOSTICO
6.1 Diagnodstico seroldgico

Ante la sospecha de infeccion crénica por VHC se realiza una prueba de
escrutinio en sangre periférica  por ensayo inmunoenzimatico (assay
immunoenzymatic, EIA) y el resultado es confirmado con una prueba confirmatoria.
El estudio seroldgico pone de manifiesto el contacto con el virus C por la presencia
de anticuerpos frente a diferentes antigenos constitutivos y no constitutivos del virus
C.(G)



6.2 Diagndstico molecular

El diagnostico del VHC basado en métodos moleculares como es la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), permite identificar y cuantificar el
namero de copias del ARN-VHC, que en la clinica se denomina usualmente como
carga viral y se emplean como sinénimos. Esta prueba se realiza en sangre periférica
y aunque no es una determinacion de rutina también se puede realizar en tejido

hepatico. ©

Por medio de ésta prueba se determina si el virus se encuentra en fase de

replicacion viral, asi como el genotipo del VHC responsable de la infeccién.

7. VIRUS DE LA HEPATITIS C

El genoma del VHC es un ARN de cadena sencilla, esta rodeado por una
capside icosahédrica (nucleocapside) conformado por la proteina central o core y
una envoltura lipidica que contiene 2 glicoproteinas E1 y E2. ® (Figura. 3). Debido a
gue el VHC tiene una envoltura lipidica, es labil a solventes oleosos, calentamiento,
tratamiento con formol y exposicion a luz ultravioleta. © La particula viral tiene
aproximadamente 50 nm de diametro y la estructura central o core es de
aproximadamente 30 nm. Por sus caracteristicas estructurales y organizacion
genomica, el VHC pertenece a la familia Flavivirideae del género hepacivirus. El
ARN viral es monocatenario, lineal, de polaridad positiva constituido por un solo
marco de lectura abierto (open reading frame, ORF) de 9,600 nucleétidos, el cual
codifica para una lipoproteina de 3,000 aminoéacidos a partir de la cual se producen
tres proteinas estructurales (nucleocédpside, E1, E2) y siete proteinas no
estructurales (p7, NS2, NS3, NS4 y NS5). Dos regiones no codificantes limitan

ambos extremos del genoma 5’ y 3’ (Unstranslate region, 5’ and 3' UTR). ©
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Figura 3. Estructura del VHC. El genoma del virus C es una hebra de ARN, rodeado por
una nucleocépside y una envoltura lipidica que contiene dos glicoproteinas E1 y E2. ®©

7.1 Organizacién gendémica del VHC

La region no codificante 5’UTR contiene 341 bases que precede el codon de la
traduccion de la lipoproteina. Esta secuencia es altamente conservada, con una
similitud superior al 98% entre todas las cepas hasta ahora secuenciadas,
probablemente contiene importantes lugares para la traduccion, replicacion y
ensamblaje del genoma. Su principal funcion es permitir la unién del ARN viral con
los ribosomas de la célula a través de la regidon conocida como sitio de entrada al
ribosoma (internal ribosome entry site, IRES). El ORF del VHC termina en un final

Unico y continua con la regién no codificadora 3-UTR, de 27-51 bases. !

La regién C codifica para la proteina central o core; las secuencias E1 y E2 codifican
las glicoproteinas de la envoltura del virus, las cuales contienen diferentes sitios de

glicosilacion.



La secuencia E2 traduce dos proteinas, la E2 y la p7. La secuencia NS3 codifica
para las proteinas serina y helicasa. *? La proteina codificada por NS4A actiia como
un cofactor de la proteina serina NS3 y la funcién de la p27, derivada de la secuencia
NS4B, es desconocida. El transcrito de NS5A no se conoce muy bien su funcién,
aunque se ha propuesto que puede estar involucrado en la resistencia al interferéon y
la proteina de la region NS5B tiene actividad de ARN dependiente de ARN
polimerasa (RNA dependent RNA polymerase, RdRp) de vital importancia para la

replicacion del genoma viral. (Figura. 4) 2
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Figura 4. Organizaciéon del genoma de VHC. Localizacion de las proteinas estructurales (core, E1,
E2) y no e(g;cructurales (p7, NS2, NS3, NS4 y NSb5) y dos extremos no codificantes del genoma (5’'UTR
y 3UTR).



8. VARIABILIDAD GENETICA DEL VIRUS C

Una caracteristica muy importante del VHC, es el alto grado de
heterogeneidad en su genoma y por lo tanto, de las proteinas codificadas. Esta
caracteristica tiene implicaciones importantes en la patogenia y persistencia del virus,
asi como en el desarrollo de mutantes resistentes al tratamiento, en el disefio e
interpretacion de métodos de diagnéstico y vacunas. ™ La elevada cinética de
replicacion viral y la baja fidelidad de RdRp son factores que explican la elevada
variabilidad genética de este virus. El virus C tiene una vida media de 2.5 h en la
sangre y existe una elevada produccion diaria de particulas virales (10*?/dia) en los
pacientes con infeccién crénica.

La enzima que se encarga de la replicacion del genoma viral tiene una tasa de error
aproximada de 10” y el genoma viral no tiene un mecanismo de reparacién de
error. @ El virus C se ha clasificado en genotipos, subtipos y cuasiespecies; se
denominan genotipos a aquellos variantes del genoma viral que tienen un grado de
similitud en su secuencia entre el 66-69% y se designan con un namero arabigo (1,
2, 3...), hasta el momento se han descrito 6 genotipos mayores de interés clinico. En
los subtipos este grado de similitud es del 77 a 80% y se designan con una letra
minuUscula del abecedario (a, b, c...) que seguira al numero del genotipo; a la fecha
se han descrito mas de 100 subtipos distintos 4.

Las cuasiespecies se definen como la mayor heterogeneidad genética del virus
presente en el mismo individuo y el grado de similitud entre estas variantes es hasta
del 95%. La prevalencia geografica del virus por genotipo es variable, por ejemplo
en Espafia, Europa y Norteamérica el genotipo predominante es el 1 (70%) seguido
del 2 y del 3 (25%). ™ En zonas de Asia y Japén predominan los genotipos 2 y 3,
mientras que en la zona central de Africa es mas frecuente el genotipo 4. En México
el genotipo 1 es el de mayor prevalencia y de mayor importancia clinica en nuestra
poblacion (Figura. 5), debido a que se ha asociado con el peor prondstico clinico de
la enfermedad y se ha reconocido la via parenteral como la principal via de

transmision del virus C.
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Figura 5. Distribucion geografica de los genotipos del VHC en el mundo. El genotipo 1 es el de
mayor importancia clinica en el mundo, ya que se ha asociado con el peor prondstico clinico de la
enfermedad.

9. REPLICACION VIRAL

La principal célula huésped del virus C es el hepatocito aunque también se ha
localizado en otros tipos de célula como son; las células epiteliales, monocitos y
células dendriticas, entre otros. Se ha propuesto que el virus C entra a la célula por
un mecanismo de endocitosis mediada por receptores inespecificos como el de la
tetraspanina CD81, el receptor tipo scavenger de clase B tipo 1 (scavenger receptor
class B type |, SRBI), el receptor de sefial de células dendriticas (mannose-binding
lectins, DC-SIGN). *® Una vez en el interior de la célula, el ARN se libera y desdobla

en el citoplasma de la célula y se une a los ribosomas a través del IRES. (Figura. 6).
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Figura 6. Ciclo replicativo del VHC. El virus C entra a la célula por un mecanismo de endocitosis
mediada por receptores inespecificos como el de la tetraspanina CD81, una vez en el interior, el ARN
se libera y desdobla en el citoplasma, actia como molde tanto para la sintesis de proteinas
estructurales (core, E1, E2) y no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4 y NS5), asi como para su
replicacion. ¢

El ARN del VHC actia como molde tanto para la traduccién como para la
transcripcion del genoma, la traduccion da origen a una sola lipoproteina inmadura,
la cual sufre proteolisis para dar origen a las proteinas estructurales (S) y no
estructurales (NS). La transcripcion del genoma tiene lugar en el citoplasma y es
factible por la actividad de la RdRp. Finalmente, el genoma y proteinas estructurales
del virus se ensamblan para dar origen a la nueva progenie viral, los viriones salen
de la célula por un mecanismo de exocitosis, sin dafar la membrana plasmatica y

listos para infectar nuevas células. *©
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10. RESPUESTA INMUNE ANTE LA INFECCION DE HEPATITIS C

Ante la presencia del VHC en los hepatocitos, las primeras células en actuar son las
células asesinas naturales (natural killer cells, NK) inducidas por los interferones a, f3
(INF-a. y B) e interleucinas (IL-2). En respuesta a la induccion éstas células secretan
interferon-a, factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor, TNF-a)) y quimiocinas
(macrophage inflammatory protein 1 alpha, MIP-1), proporcionando asi la primera
linea de defensa ante la infeccion viral en el tejido hepatico."® Las células NK y
células T asesinas naturales (natural killer T cells, NKT) no tienen receptores
antigeno especificos del VHC pero ejercen citélisis inespecifica sobre las células
infectadas por el virus. Se ha propuesto que CD81, una glicoproteina de membrana
de las células NK, NKT y de otros tipos celulares, actian como receptor de la
proteina E2 del VHC. Esta unién bloquea la actividad efectora de las células NK,
disminuye su proliferacion, la produccion de citocinas y la liberacién de granulos
citotoxicos ?. Se ha demostrado que las subpoblaciones de células NK CD56+,
CD3 hepaticas y las NKT CD56CD3+ disminuyen en nuamero, capacidad secretora
de interferén-a. y actividad citotoxica lo cual favorece la progresion del dafio

histolégico por el VHC.??

Se ha propuesto que el VHC no tiene un efecto citopatico directo sobre las células
gue infecta, sino que el dafio celular se debe a la respuesta inflamatoria del huésped
ya que implica el reclutamiento de neutréfilos, macréfagos, linfocitos y citocinas
proinflamatorias, asi como una gran actividad de los linfocitos T citotéxicos (LT
CD8+). Estos factores activan a las células estelares hepéticas las cuales secretan
colageno, inducen estrés oxidativo y provocan la muerte celular por necrosis dando
lugar a la fibrosis. ®YLa respuesta inmune adaptativa ante el VHC esta regulado por
las células T CD4+ y es a través de sus funciones efectoras, al inicio de la infeccion
producen citocinas Thl (T helper cells, Thl), promueven el reclutamiento de

neutrofilos, su activacion y la respuesta inflamatoria.
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Las citocinas Th2 como IL-4 e IL-10, regulan la produccioén de citocinas Thl. Se ha
propuesto que el rompimiento del equilibrio en la regulacion de la respuesta Th1/Th2
es uno de los mecanismos que podria condicionar la permanencia del virus y el dafio
hepatico. ®® Hay evidencias de que la intensidad de la respuesta antiviral de células
T CD4 (CT CD4+) durante la infeccion aguda determina la progresion de la infeccion.
3 Se ha propuesto que los individuos que llegan a depurar el VHC y normalizan los
niveles de ALT tienen una enérgica respuesta proliferativa tipo CT CD4+, dirigida
principalmente contra los antigenos virales E2, NS3, NS4 y NS5. ?® Mientras que la
viremia persistente, esta asociada a una débil respuesta proliferativa de CT CD4+
asi como a la ausencia de respuesta de memoria CD4+ especificas al virus,
facilitando el establecimiento del virus en el tejido hepatico. También se ha propuesto
gue hay una relacion inversa entre las citocinas Thl y el nUmero de copias del ARN-
VHC, en donde a mayor nivel de citocinas Thl (INF-a y TNF-o) hay menor
produccion de ARN-VHC. En general, se ha establecido que a una enérgica
respuesta de células Thl hay mayor probabilidad de eliminacion del VHC. Mientras
gue la persistencia de este, se ha asociado a una diferenciacién prematura de la
respuesta tipo Thl a Th2. @9 por otra parte los LT, migran al tejido infectado,
reconocen las células infectadas, via moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) y suprimen la replicacién viral, via citélisis. Se ha sugerido
gue el interferén-a. y TNF-a secretados por estas células tienen un potente efecto

antiviral en las células infectadas. *®

Mecanismos de persistencia del VHC.

En relacibn a la respuesta inmune se han propuesto diversos mecanismos
involucrados en la persistencia de la infeccion por el VHC y el dafio celular hepatico
entre los que cabe destacar:

1.- La disminucion de la actividad de las células NK, LT citotéxicos, células
dendriticas (dentritics cells, DCs) y disminucién de la secrecion del interferdn por las
células NK, asi como franca resistencia a los efectos del interferén a pesar de que es
un potente inhibidor de la replicacién viral. ¢?
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2.- El VHC se aloja en células extrahepaticas como las DCs y se ha propuesto que
inhibe y/o disminuye la actividad endocitica, asi como la capacidad coestimulatoria
de estas céulas. *

3.- El desarrollo de anticuerpos especificos a algunos antigenos del VHC como
son: las proteinas core, E1, E2 y NS5B no confieren un efecto neutralizante a
las particulas virales, ni inmunidad al huésped que favorezca la resolucién de la
infeccion.

4.- La posibilidad de que el VHC se pueda establecer y replicar en tejidos
extrahepaticos como son: el bazo, 6rganos linfoides, rifidn y pancreas, le permite
evadir a las células del sistema inmune y permanecer latente por largos periodos
de tiempo en el organismo huésped. ¥

5.- La rapida diferenciaciéon de la respuesta celular Thl a Th2 durante la fase aguda.
6.- La elevada frecuencia de mutaciones en el genoma del VHC durante la
replicacion viral da origen a diferentes genotipos, subtipos y cuasiespecies que el

sistema inmune no reconoce.

11. TRATAMIENTO

Actualmente el tratamiento combinado de Interferon pegilado (PEG-INF) y ribavirina
se considera el método estandar de tratamiento para la infeccion cronica por virus C.

El objetivo del tratamiento de la hepatitis cronica por virus C es la erradicacion del
VHC y con ello disminuir el riesgo de desarrollar dafio hepatico severo. Se ha
definido como respuesta viral sostenida (RVS) al tratamiento antiviral con PEG-INF y
ribavirina, cuando transcurridos 6 meses de haber concluido el esquema de
tratamiento, la actividad replicativa del virus no es detectable, es decir, se negativiza
el ARN-VHC y se alcanzan valores normales de las transaminasas hepaticas. ® La
obtencién de la respuesta al tratamiento se ha relacionado con la disminucion en el
riesgo de desarrollo de cirrosis hepatica y de complicaciones hepaticas severas
asociadas como el desarrollo de hepatocarcinoma e inclusive la muerte por falla

hepética.
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Sin embargo, en ésta poblacién se ha observado que hay baja tasa de respuesta al
tratamiento, asi como la manifestacion de efectos secundarios del tratamiento de
intensidad variable. Por lo cual se han establecido criterios de seleccion para el

manejo terapéutico:®®

11.1 Criterios para el manejo terapéutico de hepatitis cronica por el VHC
Los criterios a considerar para indicar el tratamiento son: ¢®

= Presencia de ARN-VHC

= Deteccion del genotipo.

® Biopsia hepatica con presencia de fibrosis

® Elevacion persistente de ALT en mas de 2 veces su valor normal en los
altimos 6 meses

®= Enfermedad hepatica compensada

= Numero de copias del ARN-VHC en suero ( 800.000 Ul/mL

= Niveles normales de hemoglobina (> 14 g/dl), plaquetas = 100.000).

»= Ausencia de dafio hepatico debido a otra causa del VHC.

®= Ausencia de alteraciones neuropsiquiatricas.

® Ausencia de enfermedad autoinmune.

Algunos de ellos como el genotipo, bajo grado de fibrosis, asi como bajo nimero de
copias de ARN (< 800.000 Ul) y funcion hepética compensada tienen valor

pronéstico de respuesta al tratamiento. ¢”
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11.2 Interferdn

En condiciones fisioldgicas, los interferones son una familia de citocinas que el
organismo produce como mecanismo de defensa innato de primera linea frente a la
infeccidn por virus. En el ser humano se producen tres tipos de interferén: Tipo | (o/)
y Tipo Il (y) con estructura y funciones similares. "

El interferon-a. enddégeno es producido por las células fibroblastos y leucocitos
como consecuencia de la infeccion viral o exdgeno administrado terapéuticamente,
es un antiviral potente. Existen diversos tipos de interferon sintético, tanto
recombinantes (interferén a-2a, a-2b) como naturales (linfoblastoide). Recientemente
se ha desarrollado una nueva formulacion de interferon que se caracteriza por estar
unida a una o dos moléculas de polietilenglicol (PEG). ElI compuesto resultante es
muy estable y tras su administracion por via subcutanea, produce una liberacion
rapida del interferon, pero su eliminacién es lenta aumentando asi la vida media del
compuesto, de manera que la accién del interferon se mantiene de forma
ininterrumpida durante un periodo de tiempo mucho méas largo, con un efecto
terapéutico sostenido con la administracién de una sola inyeccién por semana.®® El
PEG-INF a-2b tiene una cadena ligera de 12 KDa con una conformacion lineal,
mientras que el PEG-INF o-2a tiene una cadena ramificada de PEG de mas de 40
KDa.

Propiedades farmacodinamicas y farmacocinéticas del PEG-INF

Mecanismo de accion del interferdn.

Al administrar el interferén por via sistémica el principio activo llega a la circulacion vy,
por este medio, es transferido al sitio de infeccidén para desencadenar una respuesta
biolégica. EIl interferon potencia la accion de las células NK, que son linfocitos
citotéxicos que acttian de modo inespecifico sobre las células infectadas por virus. ¢
Por una parte, estimula la aparicion en la membrana celular de antigenos del sistema
de histocompatibilidad clase | (HLA 1), necesarios para que los linfocitos T citotdxicos
ejerzan su accion litica sobre los hepatocitos en cuyo interior se esta replicando el

Virus.
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El interfer6n también induce la activacion de la 2’5’ oligoadenilato-sintetasa, una
enzima con efecto antiviral y pone en marcha el mecanismo celular que destruye el

ARN viral. @ La accién antiviral se potencia mediante el efecto inmunomodulador.

Absorcién

El efecto de un farmaco en el organismo va a depender de tres procesos

farmacocinéticos: la absorcion, la distribucién y la eliminacién. ¢

La absorcion de un farmaco es el paso desde el sitio de administracion a la
circulacion sistémica. En el caso de los interferones, la via de administracion indicada
es la subcutanea. ®® En el sitio de inyeccién se forma un depdsito de farmaco, a
partir del cual las moléculas se difunden hasta alcanzar los vasos sanguineos y
entran a la circulacién. Existen dos circunstancias que eventualmente pueden limitar
la absorcion. Por un lado, la difusion a través del liquido extracelular es méas lenta
para moléculas grandes que para moléculas pequefias. ©V De esta manera, el PEG-
INF o-2b difunde més rapido que el PEG-INF a-2a. Por otro lado, las membranas de
los vasos sanguineos presentan una barrera para la difusion de sustancias. Las
propiedades fisicoquimicas de los interferones pegilados limitan su difusién a través
de estas membranas, por lo que deben hacerlo a través de poros. ©? El paso a
través de los poros también depende del peso y de la forma de la molécula. ©® En el
caso del PEG-INF a-2b, que tiene una cadena ligera de 12 KDa con una
conformacion lineal, el paso a través de los poros es mas eficiente. En cambio, el
PEG-INF a-2a el cual tiene una cadena de PEG de mas de 40 KDa esta ramificada.
Por tanto, la probabilidad de paso a través de los poros es menor que para el PEG-
INF o-2b. En consecuencia, la aparicion del PEG-INF a-2a en sangre periférica
tomara considerablemente mas tiempo y sélo el 60% de las moléculas administradas
llegan a circulacion sistémica. ®¥ La vida media de absorcién, es decir, el tiempo que
se requiere para que se absorban la mitad de las moléculas, es de 4.6 horas para el
PEG-INF o-2b. ®® Mientras que para el PEG-INF a-2a es de 50 horas.
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Es evidente que la cadena ramificada de PEG de 40 KDa disminuye de manera muy
importante la velocidad de absorcién, lo que no sucede con la cadena lineal de 12
KDa. La velocidad de absorcion de los interferones pegilados depende de su
capacidad para difundirse en el liquido extracelular desde el sitio de administracion,
asi como de su paso a través de los poros vasculares para llegar a la circulacion

sistémica.

Distribucion

A partir de los datos de la concentracién sanguinea de un farmaco se puede conocer,
de manera limitada pero (til, la distribucién de un farmaco en los tejidos. ©® En
farmacocinética, se divide al organismo en compartimientos y por lo general, se
asume que hay dos: uno central constituido por la circulacién y tejidos ricamente
vascularizados y otro periférico, constituido por tejidos poco vascularizados, misculo
y tejido adiposo. En este sentido, el higado es un érgano muy vascularizado, forma
parte del compartimiento central. ©” Dado que el higado es el sitio de accién de los
interferones en el tratamiento de la hepatitis C y que el farmaco se concentra en este
organo, se considera entonces que es compartimiento central al mismo tiempo el

compartimiento efector del PEG-INF.

Un parametro util para estimar la extension de la distribucién del farmaco en el
organismo es el volumen de distribucion (Vd), el cual indica la relacién entre la dosis
administrada y la concentracién en sangre. Si se administra una determinada dosis y
la concentracién sanguinea es alta, quiere decir entonces que el Vd es reducido y se
concluye que soélo una pequefia proporcion del farmaco pasa a los tejidos periféricos
y es independiente del peso corporal. Por otro lado, si el Vd es grande la
concentracion en sangre es pequefia, como resultado de una importante distribucion
a los tejidos periféricos y depende del peso del individuo. Cuando el valor del Vd es
reducido, se asume que la mayoria de las moléculas del farmaco permanece en el
compartimiento central. ®® La capacidad del compartimiento central esta determinada
por el volumen de sangre y la capacidad de los 6rganos ricamente vascularizados.
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En el caso del PEG-INF, los mismos factores que limitan su velocidad de absorcion
limitan su distribucién. El PEG-INF «-2b, es una molécula lineal, se difunde
facilmente en los liquidos corporales y pasa a través de los poros, por lo que sale

extensamente de los vasos sanguineos para distribuirse en el tejido periférico.

El Vd del PEG-INF es de 0.99 litros/kg, siendo similar al interferon no pegilado, que
es de 1.4 litros/kg. ®9 por lo gue, el Vd del PEG-INF a-2b, como el del interferén-a,
depende del peso corporal. En cambio, para el PEG-INF a-2a, el cual tiene una
cadena ramificada de 40 KDa de polietilenglicol, se difunde dificilmente a través de
los poros, por lo que sale muy lentamente de los vasos. Por esta razén su Vd es
reducido de 6 a 14 litros, cercano al volimen de sangre, que es aproximadamente de

5 litros. ©®

Asi, que el PEG-INF a-2a se mantiene principalmente en el compartimiento central
con ligeras variaciones en el Vd, pero se deben principalmente a variaciones en el
volimen de sangre y a la capacidad de los 6rganos ricamente vascularizados, y es

independiente del peso corporal del paciente. ©®

En cambio para el PEG-INF o-2b, una proporcién de las moléculas absorbidas pasa
al tejido periférico, siento el Vd mayor y disminuye la concentracién en el
compartimiento central. Dado que el tamafio del compartimiento periférico depende
del peso, es necesario ajustar la dosis de PEG-INF a-2b por el peso corporal para
mantener concentraciones efectivas en el compartimiento central. En otras palabras,
el ajuste de la dosis para el PEG-INF o-2b debe hacerse para compensar las

pérdidas por transferencia al compartimiento periférico.
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Eliminacién

Existen dos procesos fundamentales para la eliminacién de un farmaco: la excrecion
y el metabolismo. En el caso de los interferones, dada su naturaleza proteica, su
eliminacién es por metabolismo.®®® Como ya se ha mencionado, el interferén-a es

rapidamente destruido por las proteasas, teniendo una vida media terminal corta.

La cadena lineal de PEG de 12 KDa del PEG-INF «-2b disminuye el niamero de
zonas expuestas al ataque por proteasas, con lo que la probabilidad de lisis
disminuye. La depuracion es el parametro que describe la eliminacién del farmaco al
porcentaje del mismo, eliminado del plasma por unidad de tiempo. La cadena lineal
de 12 KDa del PEG-INF a-2b se reduce hasta en 10 veces la depuracion con

respecto al interferén -a, de 16.170 a 1.540 mL/h.

La vida media de eliminacién depende tanto del Vd como de la depuracion, ya que
un farmaco que se distribuye ampliamente tiene una vida media mas larga. La vida
media terminal es de 37 horas para el PEG-INF a-2b mientras que para el interferén-
a es de 7.2 horas. La cadena ramificada de 40 KDa del PEG-INF a-2a, protege de
manera mas eficaz que la cadena lineal de 12 KDa, dejando pocos sitios expuestos
al ataque proteolitico, por lo que la depuraciéon es muy baja, siendo de 80 mL/h, asi la
vida media en el organismo se prolonga hasta 80 horas. ®® La eliminacién del
interferén-a y los interferones pegilados se realiza exclusivamente a través de las
proteasas. Por lo tanto, depende de la actividad de estas enzimas y no del peso
corporal.

11.3 Ribavirina

La ribavirina es un nucledsido sintético andlogo a la guanosina. “**Y La ribavirina
entra en la célula hepatica como un profarmaco y es convertida en monofosfato,
difosfato y trifosfato (RTP) de ribavirina, a través de una accion secuencial de

diversas cinasas celulares.
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Hasta este momento se han propuesto los siguientes mecanismos de accion:

1) Favorece la inmunidad del huésped frente al VHC potenciando una respuesta Thl
con aumento de citocinas como IFN-y y TNF-a e IL-2, que aumenta la lisis de los

hepatocitos infectados y reduce la produccién de viriones. “?

2) Inhibicion de IMPDH (inosina monofosfato deshidrogenada), un enzima que
transitoriamente depleciona el pool intracelular de trisfosfato de guanosina, que es
esencial para la transcripcion viral y la replicacion de los virus ARN.

3) Actlia como un mutageno del VHC al incorporarse dentro de los nuevos genomas
sintetizados, dando lugar a mutaciones inducidas por la ribavirina en el genoma viral

originando un “error catastréfico” de la replicacién (mutaciones suicidas). “?

Absorcion

La ribavirina es hidrosoluble, se absorbe por via oral y alcanza su concentracion
plasmatica maxima a los 90 minutos, por via intravenosa a los 30 minutos y en
ambos casos con niveles superiores a las concentraciones inhibitorias minimas para
los virus susceptibles. Su vida media inicial por via oral es de 2 horas y por via
parenteral de 15 minutos. Su vida media terminal es de 40 horas. “?

Distribucion y Eliminacion

La ribavirina se metaboliza principalmente en el higado, dando lugar al 1,2,4, triazol 3
carboxamida (metabolito activo) y al acido 1,2,4, triazol 3 carboxilico. El 53% de la
dosis administrada se elimina por orina como ribavirina y sus metabolitos. También
se excreta por heces (15%) y via pulmonar (2%).Se distribuye ampliamente en
higado, glandulas salivales, glandulas suprarrenales, bazo, rifidon y pasa al liquido
cefalorraquideo en concentraciones de 60-95% en relacién con las concentraciones

plasmaticas. “®
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11.4 Posologia del tratamiento combinado de PEG-INF a-2b y Ribavirina

La posologia del PEG-INF a-2b en pacientes con VHC es de 100 ug por via
subcutanea en pacientes cuyo peso corporal se encuentre menor o igual a 65 kg o

100-120 ug para pacientes cuyo peso oscile entre 65 a 85 kg, una vez por semana y

la dosis de ribavirina es de 1000 a 1.200 mg diarios por via oral.“*?

La duracién del tratamiento es de 48 semanas en pacientes infectados con

VHC Genotipo 1 y de 24 semanas en pacientes con VHC Genotipos distintos al
1.(44)

Efectos toxicos del tratamiento combinado de PEG-INF y Ribavirina

1. Efectos adversos frecuentes y leves

® Pseudo-gripales: Fiebre, cefalea, artralgias, dolor muscular.

= Generales: Astenia, anorexia, caida del cabello, diarrea.

= Neuropsiquiatricos: Apatia, dificultad de concentracion, irritabilidad.
= Laboratorio: Granulopenia, anemia, plaquetopenia y trombocitopenia

2.- Efectos adversos menos frecuentes

®= Neuropsiquiatricos: Depresion mayor, psicosis, delirio, confusion,
ataxia, convulsiones.

= Inmunoldgicos: Tiroiditis, exacerbacion de enfermedades autoinmunes
como: psoriasis, fibrosis intersticial pulmonar.

3.- Contraindicaciones

Embarazo

Lactancia

Anemia hemolitica

Insuficiencia renal

Funcion hepética descompensada
Enfermedad autoinmune
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11.5 Respuesta al tratamiento

La respuesta al tratamiento combinado de PEG-INF y ribavirina se evalia de
acuerdo a la normalizacion de las transaminasas; como respuesta bioquimica, por
desaparicion del ARN viral, como respuesta virolégica. Y los cambios favorables en
la biopsia hepatica, como, respuesta histologica. La respuesta al tratamiento en la
mayoria de los pacientes no es absoluta y de acuerdo al niumero de copias del ARN-

VHC durante el tratamiento.

A continuacién se describen los diferentes grados de respuesta al tratamiento
gue son utiles en el seguimiento y toma de decisiones terapéuticas, en pacientes con

infeccién crénica por virus C:?®

— Respuesta Viral Sostenida (RVS): no deteccion del ARN-VHC en la biopsia
hepatica al final del tratamiento.

—Respuesta viral temprana (RVT): se define como la disminucién del nimero de
copias del ARN-VHC igual o mayor a 2 logaritmos con respecto al valor basal en la
semana 12 de tratamiento. Y se describe como una respuesta precoz de valor

prondstico de respuesta viral sostenida.

—Respuesta viral transitoria: Hay negativizacion del ARN viral y se mantiene
mientras el paciente esta en tratamiento, pero al suspenderlo el ARN vuelve a ser
detectable, aproximadamente a las 12 semanas postratamiento.

—Sin respuesta: no se produce disminucién del ARN-VHC ni de las transaminasas

durante el tratamiento.

—Recaida o recidiva: hay una disminucion inicial del ARN-VHC al inicio del
tratamiento, pero no se mantiene a pesar de que el paciente continué con el

tratamiento.
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12. MECANISMOS DE RESISTENCIA AL TRATAMIENTO

La resistencia de la célula blanco a multiples farmacos se debe a un decremento en
la acumulacioén intracelular de éstos, mediados por un incremento en el eflujo o
extrusion de los mismos. La causa puede ser una menor permeabilidad celular al
farmaco o bien que éste sea expulsado al exterior. “® Algunos de los mecanismos
de resistencia intracelular a los efectos citotoxicos y citostaticos del tratamiento

farmacoldgico se clasifican de manera general en los siguientes grupos: “°

1. Disminucién de la concentraciéon intracelular del farmaco en el blanco
molecular debido a:

Expulsion del farmaco a través de la membrana celular por la elevada actividad de
las proteinas transportadoras de membrana.
Secuestro del farmaco y variaciones en el transporte del nucleo al citoplasma.

Inactivacion metabdlica del farmaco.

2. Alteraciones del blanco molecular

Modificacion en la estructura molecular de los enzimas blanco por accién de las

topoisomerasas.

3. Evasién de la muerte celular

Incremento en la capacidad de reparacion del ADN
Falla en la muerte celular programada.
12.1 Proteinas de multiple resistencia a drogas de unién a ATP (MRP'S / ABC)

Las proteinas MRP’s son proteinas transmembranales, glicosiladas que
actian como “bombas de expulsion” de aniones organicos, lipofilicos vy
guimioterapéuticos neutros, que pueden estar conjugados 0 no con sustancias como
el glutation, glucoronato y sulfatos. Su amplia distribucion en tejidos y la conjugacién
de sustratos con el glucoronato parece ser importante para la actividad de MRP-2
ya que actia de manera generalizada como bomba de GSH. Por este mismo
sistema, también podrian estar relacionadas con la expulsion de toxinas naturales,
sales de metales pesados, como el arsénico, y con la resistencia a pequefas

moléculas, como el cisplatino. “”

25



Estas proteinas también son conocidas como proteinas ABC (the ATP-binding
cassette, ABC), ya que se unen al ATP y lo usan como fuente de energia para el
transporte de varias moléculas que cruzan todas las membranas celulares. Las
proteinas se clasifican como transportadores ABC basado en la secuencia y
organizacion de su dominio de uniéon al ATP. La subfamilia ABCC contiene 12
transportadores con diversos espectros funcionales que incluyen el transporte de
iones, receptores de superficie de células y secrecion de toxinas. (Anexo |)

Dentro de éstos transportadores se encuentra el regulador de conductancia
transmembranal de fibrosis cistica (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulador, CFTR) “® y las proteinas ABCC8, ABCC9. El resto de la subfamilia esta
compuesta de nueve genes relacionados a la resistencia a multiples farmacos
(ABCC/MRP). Estos genes MRP-1, MRP-2, y MRP-3 transportan farmacos
conjugados con glutation y otros aniones organicos. Las proteinas MRP-4, MRP-5,
MRP-11, y MRP-12, son mas pequefias que otros productos del gen MRP-1y
carecen del dominio N-terminal que no es esencial para su funcion de transporte. Las
proteinas MRP-4 y MRP5 confieren resistencia a nucledsidos incluyendo analogos

de purina. “®

12.2 Gen MRP-2 /ABCC2

La proteina MRP-2 es un transportador de unién a ATP, juega una funcién
importante en el proceso de detoxificacion y quimioproteccién de la célula, por el
transporte de una gran variedad de compuestos, especialmente de conjugados de
sustancias con glutation, glucoronato y sulfato, como también es el responsable
principal del transporte de bilirrubina hacia los canaliculos biliares. Se localiza en el
cromosoma 10924 y se expresa principalmente en las células caniculares del higado.
(Figura. 7). Se ha encontrado que este gen presenta mutaciones asociadas con el
sindrome de Dubin-Jhonson en el que existe una alteracion en el transporte de iones

organicos. “9
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Figura 7. Estructura del gen MRP-2. La proteina MRP-2 contiene 32 exones. (50)

12.3 Distribucion en tejidos de MRP-2

La distribucion de MRP-2 en los tejidos condiciona tanto la disposicién como la
toxicidad de drogas y toxinas ambientales. Ademas existen diferencias en la
distribucién de tejidos dependiendo del tipo de transportador. Estas variaciones son
importantes para la evaluacién farmacoldgica y toxicologica de drogas. ©V La
caracterizacion de la distribucion del ARNm del MRP-2 en higado y otros tejidos
demuestra que esta proteina se expresa en la membrana apical del tabulo proximal
del rifidén, duodeno, yeyuno, células endoteliales del cerebro, posiblemente forma un
componente funcional de la barrera hematoencefélica y placenta, donde la actividad

de ésta proteina sirve como proteccién al feto de toxinas endégenas. ¥

12.4 Estructuray Actividad de MRP-2

Como todas las proteinas de transporte, MRP-2 esta compuesto de un largo
segmento central que contiene dos dominios de union a nucleétidos, del inglés
nucleotide-binding domains (NBDs), tres dominios transmembranales, del inglés
membrane-spanning domains, (MSDs) conectados por dos dominios poco
conservados, del inglés poorly conserved linker regions, (LO y L1) y dos dominios
altamente conservados, del inglés conserved nucleotide-binding domains, (NBD1 y
NBD2) (Figura. 8) ®® Los dominios NBDs de las proteinas ABCC, funcionalmente no
son equivalentes ya que NBD1 posee una alta afinidad de union a ATP con respecto

a NBD2 sin embargo, NBD2 tiene mayor capacidad para hidrolizar ATP que NBDL1.
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Esta proteina estd constituida por 1545 aminoacidos con aproximadamente 200
aminoacidos en el dominio terminal MSD-0. Los dos bucles de union a nucleotidos
citosolicos estan localizados en el segmento de unién entre MSD1, -2 y en la cadena
terminal intracelular de MSD2 respectivamente. ©?

EXTRACELULAR

Figura 8. Modelo comun de la topologia de membrana de la famila MRP. MRP-2 esta compuesto
de un segmento central con dos dominios de unién a nucledtidos (NBDs) y tres dominios
transmembranales (MSDO, -1, y -2), que a su vez estan conectados por cuatro dominios (LO, L1,
NBD1, NBD2). ®?

Se han realizados diversos estudios para inducir experimentalmente mutaciones y
caracterizar los sitios de transporte de los sustratos de MRP-2, éstos estudios estan
basados en informacion con respecto a la importancia de los residuos de
aminodcidos localizados en el dominio MSDO relacionados a los transportadores de
unién a ATP tal como MDR1 y MRP1.%? Las hélices transmembranales 6, 9,16 y 17
de la proteina MRP-2 contienen residuos basicos probablemente involucrados en la
interaccion entre sustrato y proteina, formando dos sitios de unién a sustratos
similares pero no idénticos (Figura. 9). Uno de estos sitios regula la afinidad por los

sustratos y el otro parece estar directamente involucrado en el transporte. &2
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Figura 9. Via de transporte de sustratos por MRP-2. MRP-2 transporta aniones anfifilicos,
especialmente conjugados, como endégenos de glutation, leucotrienos, glucoronidos y algunos
productos de la Fase Il de detoxificacion de xenobioticos, por ejemplo, el glucoronido -O, NNAL
(metilnitrosamina) un carcindgeno especifico del tabaco. (62)

Se ha sugerido que el reconocimiento de los ligandos se logra a través de las
interacciones entro dos sitios hidrofébicos y dos electrostaticamente positivos.

En algunos estudios se encontré6 que una mutagénesis puntual dirigida en la
gue se sustituye una lisina por una metionina en el dominio transmembranal 6
(K325M) y arginina a leucina en el dominio transmembranal 11 (R586L) reduce
marcadamente el transporte de conjugados de glutation, 2,4-dinitrofenil glutation y
leucotrieno C4 (LTC4), sin embargo, no afecta la capacidad de transporte de
glucoronato y conjugados de sulfato. Ademas, un residuo altamente conservado en
el segmento transmembranal (Trp 1254) ha demostrado ser esencial para el

transporte de metotrexato (antineoplasico) mediado por MRP-2. ©?
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12.5 Sustratos de MRP-2

La proteina MRP-2 transporta una gran diversidad de xenobibéticos y tiene la

capacidad de expulsar compuestos como el glutatién, glucoronato y sulfato. ElI mejor

sustrato de ésta proteina son los glucorénidos de bilirrubina. ®? (Tabla 1).

Sustratos enddgenos .
Sustratos exogenos

Sustratos anticancerigenos

Glutation

metotrexato, cisplatino, camptotecinas.

Leucotrieno C4,D4,E4

Farmacos VIH

Indinavire, ritonavir, nelfinavir.

Conjugados de sales biliares

Antibidticos

ampicilina, irinotecan

Glucoronidos de bilirrubina

Diversos farmacos

pravastatina, acetaminofen, fenobarbital.

Esteroides

Toxicos
S-glutationil-2,4-dinitrobenceno,

ocratoxina A.

Tabla 1. Sustratos afines a MRP-2 2
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12.6 MRP-2 y VHC

Durante el dafio hepatico los genes de respuesta de fase aguda, son
rapidamente sobrexpresados para restaurar la homeostasis y limitar el dafio en el
tejido. Las enfermedades hepéticas se caracterizan por presentar alteraciones en el
transporte hepatobiliar de compuestos enddgenos y exdgenos. La expresion de las
proteinas de transporte generalmente disminuye y con ello el eflujo celular de
diferentes compuestos enddgenos y exdgenos se ve afectado.

Condiciones como la inflamacion crénica y/o aguda, asi como la presencia de
citocinas inflamatorias contribuyen afectando el transporte. El dafio hepatico debido a
la infeccion crénica por VHC se debe a que éste causa estrés oxidativo, la
produccion de radicales libres de oxigeno, deplecion de GSH, supresion de la
proteina p53 y la liberacibn permanente o constante de citocinas inflamatorias
también son consecuencia de la lesion del tejido hepatico. Otros eventos asociados
a este dafio, es la desregulacion de HNF-1 y HNF-4, NF-xB, STAT-3, asi como la

disminucién en la expresién de MRP-2. 3

La expresion de MRP-2 en la membrana del canaliculo biliar en el hepatocito
desarrolla una funcibn muy importante en la deposicion y destoxificacion de
xenobibticos, por lo que se ha propuesto que este puede ser uno de los mecanismos
de defensa del tejido hepético frente a toxinas, farmacos, secrecidén de sales biliares
y solutos organicos, bajo ciertas circunstancias de dafio hepatico como son
colestasis e hiperbilirrubinemia crénica y reseccion de tejido hepatico. Sin embargo
también se ha documentado que en situaciones de dafio masivo como la cirrosis, la

expresion y/o funcién de MRP-2 podria estar disminuida. ©*
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13. Problema de investigacién

La hepatitis C es una enfermedad que se encuentra dentro de las primeras
causas de morbilidad y mortalidad hepatica. En México el 1.4% de la poblacién esta
infectada por éste virus. @ Se espera que en los préximos 10 a 20 afios se triplique
la muerte debido a esta enfermedad. El tratamiento actual es de elevado costo y no
garantiza la erradicacion del virus, ademas que los efectos colaterales del
tratamiento afectan la calidad de vida del individuo

Actualmente se sabe que el 50% con infeccién crénica por VHC, no responden al
tratamiento antiviral y en la mayoria de los casos son portadores de genotipo 1 del

virus C. %

Por otra parte, en diversos estudios realizados en pacientes con neoplasias se ha
observado que uno de los factores que esta involucrado en el mecanismo de
resistencia al tratamiento es la sobreexpresion de MRP-2, proteina que tiene una
funcidbn muy importante en la homeostasis hepatica ante el dafio por infeccién y
detoxificacion de xenobidticos.

Estudios in vitro con infeccion crénica por VHC han proporcionado evidencia de que
las proteinas del virus C promueven la sobreexpresion de MRP-2, por lo tanto, esta
proteina podria ser uno de los factores que determine la resistencia al tratamiento
con PEG-INF y ribavirina en pacientes con hepatitis C crénica. ©?
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13.1 Justificacion

En la actualidad se sabe que algunas proteinas de transporte como la MRP-2 ejercen
un mecanismo de resistencia al tratamiento de enfermedades infecciosas y
neoplasicas. “Y Sin embargo se desconoce si en la infeccién crénica por VHC ésta
proteina participa como un mecanismo de resistencia al tratamiento con PEG-INF a-
2b y ribavirina. En este proyecto se determind si la expresion de MRP-2 estaba
relacionada con la elevada tasa de resistencia al tratamiento antiviral en los
pacientes con infeccion crénica por VHC, ya que un alto porcentaje de pacientes con
VHC genotipo 1 no responden o presentan recaida al mismo, lo cual detiene el
proceso de mejoria y disminuye progresivamente la calidad de vida del paciente. "

También se determind si el genotipo del virus de la hepatitis C determina una
expresion diferencial de MRP-2, como se menciono anteriormente el genotipo del
virus C es un factor prondstico de respuesta al tratamiento antiviral, al conocer si
MRP-2 modifica su expresion en relacion al genotipo del VHC y respuesta al
tratamiento, se podria proponer como un blanco terapéutico para un mejor manejo de

la infeccién crénica por VHC.
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13.2 Hipbtesis

Los niveles de expresidon de MRP-2 estan asociados con la resistencia al
tratamiento combinado con PEG-INF y ribavirina en pacientes con infeccion crénica

con virus C.

Objetivo general

Determinar los niveles de expresion de MRP-2 en tejido hepatico en pacientes

con VHC antes y después del tratamiento con PEG-INF a-2b y ribavirina.

Objetivos especificos

1.- Determinar el numero de copias del ARN-VHC en tejido hepatico de
pacientes infectados por hepatitis C crénica, a fin de identificar los pacientes

con respuesta viral sostenida.
2.- Determinar si existe asociacion entre los niveles de expresion de MRP-2 y la
respuesta al tratamiento con PEG-INF a-2b en pacientes con infeccidn cronica

por VHC.

3.- Determinar si existe asociacion entre los niveles de expresién de MRP-2 con

el genotipo del VHC antes y después del tratamiento con PEG-INF a-2b.
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13.3 Metodologia

Este estudio se hizo concatenado a un protocolo de tratamiento con Interferon
Pegilado a-2b y Ribavirina a 100 pacientes con VHC “Tratamiento combinado,
ponderado por peso, con PEG-interferon alfa-2b mas Rivabirina en pacientes
mexicanos con Hepatitis crénica sin tratamiento previo” aprobado por el Comité de
Etica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. De
los cuales para este proyecto se seleccion6 de forma aleatoria una muestra de 30
pacientes obteniendo de cada uno, una biopsia por puncién hepética en condiciones
basales y a seis meses de concluir el tratamiento antiviral.

La participacion de los pacientes fue con consentimiento informado y el protocolo

sometido a evaluacién por el comité de ética.

= Criterios de Inclusion
Pacientes con Ac. contra VHC determinado por ELISA de 3 generacion.
Niveles de ALT elevados en més de 2 veces su valor normal, durante los ultimos 6
meses.
Cuantificacion del numero de copias del ARN-VHC en sangre periférica, al inicio del
tratamiento.
Identificacion del genotipo del VHC.
Documentacién del grado de fibrosis en biopsia hepética.

Funcion hepética compensada

= Criterios de exclusién
Enfermedad autoinmune
Consumo de alcohol a dosis mayor o igual a 80g/dia
Valor basal de hemoglobina (Hb) menor a 12g/dL,
Cuenta de leucocitos <1500/mm3
Plagquetas<100,000mm3
Alteraciones neuropsiquiatricas
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13.4 Diagrama de Flujo (Estudio experimental)

PACIENTES CON DIAGNOSTICO
DE VHC n=30

TRATAMIENTO CON PEG-INF a-2b
(1.5 uG /KG./SEMANA) Y RIBAVIRINA

(1200 MG/DIA

L

BIOPSIAS HEPATICAS
PRE-TRATAMIENTO n=30

BIOPSIAS HEPATICAS OBTENIDAS 6
MESES POST-TRATAMIENTO, n=30

BIOPSIAS HEPATICAS PRE Y POST-
TRATAMIENTO. n=60

EXTRACCION DE ARN TOTAL DE BIOPSIA
HEPATICA PRE/POSTRATAMINENTO
(HIGH PURE RNA TISSUE KIT)

ANALISIS DE INTEGRIDAD DE
ARN TOTAL

ANALISIS CUANTITATIVO DE ARN
TOTAL (ESPECTROFOTOMETRIA

(AGAROSA 1.5%) A 260 nm)
\/
SINTESIS DE ADNc POR
REACCION DE TRANSCRIPCION INVERSA

SINTESIS DE ADNc CON
INICIADOR OLIGO dT

SINTESIS DE ADNc CON
INICIADORES UNIVERSALES

EXPRESION DE MRP-2/GADPH
POR PCR TIEMPO REAL
SONDAS TAQMAN (FC 530)

CUANTIFICACION DEL NUMERO DE
COPIAS DEL ARN-VHC POR PCR
TIEMPO REAL SONDAS HIBRIDACION
ESPECIFICA (FC-450 Y LC-650)

ANALISIS ESTADISTICO DE LA CUANTIFICACION DE MRP-
2/GADPH POR GENOTIPO y TIPO DE RESPUESTA (ESTADISTICA
NO PARAMETRICA DE WILCOXON) y COMPARACION DE MEDIAS.
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13.5 ESQUEMA DE TRATAMIENTO ANTIVIRAL

Los pacientes con infeccion cronica por VHC genotipo 1 recibieron PEG-INF a-2b a
dosis de 1.5 pg /kg /semana  por via subcutanea durante 48 semanas y los
pacientes con infeccion cronica por VHC genotipo diferente a 1 recibieron PEG-INF
por 1.5 ug /kg /semana durante 24 semanas y ribavirina a dosis de 1200 mg/3
veces/semana via oral. Se seleccioné en forma aleatoria una muestra de 30
pacientes, positivos al VHC por ELISA de 3% generacion (COBAS V3), se
documento genotipo y numero de copias del ARN-VHC basal por PCR en tiempo real
en suero. Se selecciond la biopsia hepatica percutanea de cada paciente obtenida
antes y 24 semanas posteriores al tratamiento con PEG-INF a-2b y ribavirina, las
biopsias de tejido hepético se almacenaron a -70° C en RNA-Later® (Ambion) hasta
su andlisis. Se realiz6 extraccion del ARN total de las biopsias de tejido hepatico con
reactivos del estuche de extraccion para tejido hepético (High Pure RNA tissue,
Roche®), se cuantificé el ARN total por espectrofotometria (absorbancia 240, 260 y
280 nm) para determinar el contenido de ARN total y proteinas. Se realizd
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para observar la integridad del ARN total
obtenido. Posteriormente, se sintetiz6 ADNc por reaccion de transcripcion reversa en
PCR convencional (termociclador Perkin EImer 9600®) y se amplificé la secuencia
del gen blanco (MRP-2) y del gen constitutivo (GADPH) con sondas Tagman por
PCR en tiempo real. Finalmente, para determinar el nimero de copias del ARN-VHC
se sintetiz6 ADNc empleando iniciadores aleatorios universales y sondas de
hibridacién secuencia especifica a la regién blanco, la amplificacién se realizé por

PCR en tiempo real.
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13.7 Reactivos

1. Reactivos para extraccion de ARN total de tejido (High Pure RNA Tissue Kkit).

]

Solucién de Guanidina-HCL, la cual contiene solucion amortiguadora de
fosfato de sodio para lisis y unién, 4.5 M, 100mM de pH=6.6.

Solucion de DNAsas con actividad enzimatica de 10 U/uL.

Solucion amortiguadora de incubacién de DNAsas, 1 M NaCL, 20 mM Tris-
HCK, 10mM MnCL; pH= 7.0)

Solucion amortiguadora de lavado I, 5 M Guanidina-HCL, 20 mM Tris-HCL
pH=6.6.

Solucion amortiguadora de lavado Il, 20mM Guanidina-HCL, 2 mM Tris-HCL
pH=7.5.

Solucion amortiguadora de elusion del ARN total.

2. Reactivos para sintesis de ADNc por reaccion de reverso transcripcion.

¥

Iniciador de transcripcion, oligonucleotido de deoxitimina (Oligo (dT) iniciador,
50 uM

Solucion amortiguadora, [5x], 250 Mm Tris/HCL, 150 mM KCL, 40 mM MgCl,,
pH aprox. 8.5 (25° C)

Inhibidor de ARNasas, 40 U/ul, 20 Mm Hepes-KOH, 50 mM KCL, 8 mM
ditiotreitol, 50% glicerol (v/v), pH aprox. 7.6 (4° C)

Mezcla de desoxirribonucledtidos, 10 mM de dATP, dCTP,dGTP,dTTP

Enzima transcriptasa reversa, 20 U/uL

200 mM fosfato de potasio, 2 mM ditiotreitol, 0.2% Triton X-100 (v/v), 50%
glicerol (v/v), pH aprox. 7.2.
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3. Reactivos para la electroforesis en gel de agarosa
® Solucién amortiguadora de Tris Borato EdTA (TBE, [1x ])
® Agarosa grado analitico (Promega)
® Bromuro de etidio, 10 mg/dl
® Solucién de arrastre de muestra (azul de bromofenol-xilecianol y glicerol al
40%)

4. Reactivos para cuantificacion relativa de MRP-2/GADPH por reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

® Mezcla de reaccion que contiene, 5X Taq ADN polimerasa, reaccion
amortiguadora, MgCL, y mezcla de desoxirribonucledétidos, con dUTP

® Iniciadores para MRP-2, 1.0 uM

® Iniciadores para GADPH, 1.0 uM

= Sonda de libreria del genoma humano,TagMan MRP2 No.1 y GADPH
No.60, 1.0 uM.

®= Agua estéril

5. Reactivos para cuantificacion relativa de ARN-VHC en biopsia hepatica por

PCR tiempo real.

® Mezcla de reaccion, 1X

= MgCl; ,2 mM

= |niciadores KY78'Sy KY80'S, 0.5 mM

= Uracil-ADN glucosilasa, 1uM

= Sondas de hibridacion especifica FL-450 Y LC-650, 0.3 mM

= Agua esteéril

39



13.8 Equipo y material de laboratorio

1. Céamara de electroforesis horizontal para gel (Life Technologies®)

2. Capilares para PCR tiempo real compatible con termociclador modelo
LightCycler 20 ul marca Roche®.

3. Carrusel para capilares 20 pul compatible con termociclador modelo LightCycler

marca Roche®.

Celdas de cuarzo para espectrofotbmetro.

Centrifuga Refrigerada modelo Mikro 22 R marca Hettich®.

Computadora portatil Inspiron 600m marca DELL®

Espectrofotometro UV/VIS modelo Lambda E2201 marca Perkin EImer®

Fuente de Poder modelo 3000 marca Bio-Rad®.

© © N o o &

Guantes de latex

10.Homogeneizador tipo vortex modelo Maxi- Mix .

11.Hornos Microondas marca Samsung®.

12. Micropipetas automaticas tipo Pipetman modelo P10, P20, P200 y P1000 marca
Wilson®.

13.Homogeneizador de biopsias de tejido modelo PT 1300D, marca Kinematica®

14.Ultracongelador de -70°C modelo No. B3-0318, marca Frilatic®.

15. Refrigerador 4°C /Congelador -20°C modelo No.B-B-02661 marca América®.

16. Termociclador para PCR convencional modelo 9600, marca Perkin EImer®

17.Termociclador en tiempo real modelo LightCycler 2.0, marca Roche®.

18.Tubos para PCR de 0,2 ml de pared delgada, estériles.

19.Tubos conicos de polipropileno estériles capacidad 0.6 y 1,5 ml.

20.Tubos con filtro (High Pure Filter Tubes) y tubos de recoleccion (Collection Tubes)
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13.9 Métodos

|. Extraccion de ARN total de tejido hepatico con hepatitis C crénica (High
Pure RNA tissue Estuche- Roche)

Se siguieron las instrucciones del fabricante con el estuche de extraccion de ARN
total de tejido. Se colocan 10 mg de muestra de tejido hepatico en un tubo eppendorf
esteril y se retira el excedente de RNA Later® y se coloca en un tubo conico de
polipropileno estéril, se agregan 300uL de soluciébn amortiguadora de fosfato de
sodio y con el homogeneizador se tritura el tejido hasta homogenizar completamente,
se centrifuga a una velocidad de 14000 por 2 minutos para eliminar los residuos
sélidos. El sobrenadante (lisado de ARN) se coloca en un tubo cénico de
polipropileno estéril nuevo al cual se le agregé 0.5 vol. de etanol (aprox. 400 uL
lisado+ 200 pl etanol) y se mezcla en vértex por 30 segundos. Enseguida, se
transfiere la mezcla a la columna con filtro previamente ensamblado en el tubo de
recoleccion y se centrifuga a 13000 rpm. Se afiaden 100 pL de una solucion de
DNAsas a la columna (actividad de 0.5 U/Lt) y se deja actuar a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Al término de este tiempo se centrifuga y lava la membrana con
500 pL de solucion amortiguadora | a 8000 rpm, después se realiza un segundo
lavado con 300uL de solucién amortiguadora Il y se centrifuga a 13000 rpm. Se
desecha el tubo de recoleccion y se coloca un tubo cénico de polipropileno estéril
nuevo y para eluir el ARN total se adicionan 50 pL de solucion amortiguadora de
elucion y se centrifuga a 8000 rpm. Se comprueba la integridad del ARN extraido en
un gel de agarosa al 1.5% y se procede a realizar la sintesis de ADNc por la reaccién

de transcripcion inversa.
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Il. Electroforesis en Gel de Agarosa

Se prepara un gel de agarosa al 1.5 %, se disuelve la agarosa con una solucién
amortiguadora de TBE 1x suficiente para el volumen final requerido, la mezcla se
calienta a disolucion, se deja enfriar a 45° C, se le agrega 2 yL de bromuro de etidio
(10mg/dL), mezclando suavemente y se vierte a la camara de electroforesis, se
coloca el peine adecuado. Posteriormente se deja solidificar a temperatura ambiente,
una vez solidificado se retira el peine y se le agrega la solucién amortiguadora TBE
1x hasta cubrir el gel. Se procede a cargar cada una de las muestras, las cuales se
prepararon previamente con 5 yL ARN y 3 pL de solucién de arrastre (azul de
bromofenol-xilencianol y glicerol 40%). Se coloca un marcador de peso molecular de
100 pb (Amplio Bio) que permite identificar los fragmentos amplificados. La
electroforesis se realiza a 90 V durante 1 hora. Al término de este tiempo se
desconecta la fuente y se retira el gel de la camara, se observa y fotografia bajo luz
UV.

lll. Sintesis de ADN Complementario por Reaccion de Transcripcién Reversa

A partir del ARN total se realiza una reaccion de transcripcion inversa en un volimen
de reaccion de 20 uL, de acuerdo a la siguiente mezcla de reaccion:

2 pL de oligo dT, 4.0 pL de solucion amortiguadora, 0.5 uL de inhibidor de ARNasas,
3 pL dNTPS, 0.5 pL de enzima transcriptasa inversa, con actividad de 10U/uL y 10
uL de ARN total extraido.

Se mezclan todos los reactivos y la reaccion de transcripcién inversa se lleva a cabo
a un ciclo de desnaturalizacion a 90° C durante 7 minutos, un ciclo de sintesis a 55°
C durante 60 minutos y un ciclo de enfriamiento a 4° C por tiempo indefinido. La
reaccion se realiza en un termociclador Perkin Elmer 9600. Se verifica la sintesis de
ADNc en un gel de agarosa al 1.5%, de la misma manera que se menciond

anteriormente.
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IV. Cuantificacion de MRP-2/GADPH por PCR en tiempo real y sondas
tagman

Para la amplificacion de la secuencia blanco del gen MRP-2 se utiliza el cDNA
obtenido por la reaccion de transcripcion inversa, se emplearon los siguientes
iniciadores: MRP-2 sentido 5-TCTAGCCGCTCTGTGGAAAC-3 'y MRP-2 antisentido
5-GCATGCTTCCCATGATGA-3', y la sonda No.1 (Libreria universal de sondas, No.1
MRP2); el amplicén obtenido es de 62pb (Figura 14, anexo 1). La cuantificaciéon de
MRP-2 se realiza en base a la expresion del gen constitutivo GADPH, se emplearon
los siguientes iniciadores: GADPH sentido 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3' y
antisentido 5'-AGCCACATCGCTGAGACA-3' y la sonda No.60 (Libreria universal de
sondas, No.60 GADPH). El amplicén obtenido es de 66 pb. La mezcla de reaccién
para la amplificacién de cada uno de los dos genes fue la siguiente: voliumen total de
reaccion de 10 uL con los siguientes reactivos: 5 uL de ADNc, 2.4 uL de agua, 2 uL
de master, 0.1uL de sonda, 0.2 uL de cada iniciador y 0.1 uL de Uracil-ADN
glucosilasa. Para cuestiones practicas de pipeteo de reactivos se preparé una
mezcla de reaccion para un minimo de 10 muestras por ensayo. La reaccion de
amplificacion se realizé bajo las siguientes condiciones: Un ciclo con enzima uracilo
glucosilasa para eliminar el ARN remanente a 40° 30 segundos, un ciclo de
desnaturalizacién a 95° 10 minutos, 45 ciclos de PCR que incluye desnaturalizacién a
95° 10 segundos, alineacion 60° 30 segundos, extensién 72° 1 segundo, por ultimo
un ciclo de enfriamiento a 40° 30 segundos, en el termociclador. El producto de PCR
se analiza por medio del software del equipo de PCR- tiempo real Light Cycler 2.0
Roche® y el producto amplificado o amplicon se comprueba mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1.5%.
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V. Cuantificacion de ARN-VHC en biopsia hepatica por PCR tiempo real

Para la cuantificacion del ARN-VHC en el tejido hepéatico se emplea 5 yL del ADNc
obtenido con iniciadores universales aleatorios. La secuencia blanco localizada en la
region 5"UTR (13-339, 326 pb) se amplificé por PCR-Tiempo Real, se empleardn los
siguientes iniciadores: KY78S sentido 5-CAAGCACCCTATCAGGCAGT-3 'y KY80S
antisentido 5’-AGCGTCTAGCCATGGCGT-3', y sondas de hibridaciéon secuencia
especifica LC-640 sentido 5-CCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTG-3 y FL-540 sentido
5-GCAGCCTCCAGGACCCCCC-3 (Libreria universal de sondas). Se construy6é una
curva estandar externa con un plasmido del genotipo 1b del VHC en un rango de
concentracién de 50 a 10° copias/reaccién para cuantificar la cantidad de genoma
VHC presente en cada una de las muestras. El volumen final de la reaccion fue de 20
puL y la mezcla de reaccién fue con los siguientes reactivos: 3.7 yuL de agua estéril,
2.0 pL mezcla de reaccion, 1.6 yL de MgCl, 1.0 pL de KY78S, 1.0 pL de KY80S, 10
pul de ARN-VHC, 0.2 pL de uracilo-DNA glucosilasa y 0.25 uL sondas de hibridacion
especifica FC-450 y LC-650. Se calcul6 una reaccioén total para un minimo de 10

muestras por ensayo.
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15. RESULTADOS

a.-Pacientes

Se seleccionaron 30 pacientes con infeccién cronica por VHC que estaban bajo
tratamiento con PEG-INF a-2b y ribavirina. La edad promedio fue de 51 afios, 11

hombres y 19 mujeres. La mayoria de estos pacientes portadores de genotipo 1: 21
pacientes y solo 9 pacientes portadores de genotipo diferente a 1(2, 3y 5). (Tabla 2)

Variable n (%)

Edad promedio 51
Hombres 11 (36.6)
Mujeres 19 (63.3)
Genotipo 1 21 (70)
Genotipos 2,3y 5 9 (30)
Respuesta viral sostenida 11 (36.6)
No respuesta viral sostenida 19 (63.3)
Total de pacientes 30 (100)

Tabla 2. Poblacién de estudio. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos
en este proyecto.

b) Cuantificacion de ARN total por espectrofotometria

Para conocer la concentracién del ARN total obtenido se prepar6 una dilucién 1:250
por duplicado con agua tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) y se midié en una
longitud de onda de 260 nm y 240 nm en un espectrofotdmetro (Perkin Elmer
E2201®) con ldmpara UV.

Concentracion de ARN total (ug/uL)= (Absorbancia a 260 nm) (Dilucién) (40)/1000

Considerando que una unidad de D.O equivale a 260 nm (1D.O 2¢0)= 40 ug de ARN.
La relacion de absorbancia a 260/240 indica la pureza del ARN, se considera que las
relaciones cercanas a 2.0 unidades de D.O 0 son las Optimas.
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Electroforesis en gel de agarosa

Para verificar la integridad de ARN total obtenido se realiz6 en electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% de las muestras de ARN obtenidas del tejido hepatico con VHC,
las cuales se compararon con un marcador de peso molecular 100 pb. (Figura 10).

il.;- H<—188

| ———

Marcador m1l m2 m3 m4 mb5

Figura 10. ARN total de tejido hepéatico en gel de agarosa al 1.5 %. En esta imagen se observan
las bandas correspondientes a los ARN 18S y 28S, se observa una adecuada integridad de las
muestras (m1-m5). El ARN total de cada biopsia tuvo un rendimiento promedio de 200-800ng y la
calidad por densidad Optica fue de 1.5 —-a 1.7.

¢) Cuantificacién de ARN- VHC

Se realizé la cuantificacion del ARN-VHC en cada una de las 60 biopsias hepaticas a
fin de determinar en el tejido hepatico los cambios en el nimero de copias del ARN-

VHC en respuesta al tratamiento con PEG-INF a-2b y ribavirina. (Figura. 11y 12)

El nimero de copias del ARN-VHC de la primera biopsia (basal) se tomé como
referencia y el nimero de copias del ARN-VHC de la segunda biopsia obtenida a los
6 meses de concluir el tratamiento (postratamiento), permitié determinar los cambios
en del ARN-VHC. En base a estos cambios, en nuestro estudio se definio como
Respuesta viral sostenida (RVS) a la no deteccién del ARN-VHC en la segunda
biopsia hepatica. Y No respuesta viral sostenida (NO RVS) a la deteccion de ARN-
VHC en la segunda biopsia hepatica, tomando como punto de corte 50

copias/reaccion por nuestro método.
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Il. Resultados de la construccién de la curva de Plasmido
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Figura 11. Curva estandar para la cuantificacion de ARN-VHC. Construida con un plasmido de
VHC-1b.con rango de concentraciones de 50-10° copias/reaccion. Punto de corte 50 copias/reaccion
por PCR tiempo real. La amplificacién se registro en el rango de 17-37 ciclos.
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Log de la concentracion

Figura 12. Regresion lineal del logaritmo de la concentraciéon del plasmido. Regresion lineal del
logaritmo de las concentraciones del plasmido (50-10’“) copias/ reaccion. Punto de corte 50 copias
por PCR tiempo real. Eficiencia éptima>1.7 y error < 0.05.
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De los 30 pacientes analizados: 11 tuvieron RVS al tratamiento y 19 de ellos no
tuvieron RVS. El promedio del nimero de copias del ARN-VHC basal en cada grupo
fue de 372,323 copias/reaccion (5.5 log) y de 1,316139 (6.1 log) respectivamente. La
diferencia en el nimero de copias entre ambos grupos mostré una diferencia

significativa. (Tabla. 3)

En la segunda biopsia el numero de copias del ARN-VHC fue no detectable en el
grupo de pacientes con RVS y en el grupo de No RVS el niumero de copias de ARN-
VHC disminuy6 en forma significativa de 1,316139 a 513,505 copias/reaccion, sin

embargo la replicacion del genoma viral se mantuvo por arriba del punto de corte.

Numero de copias de
Log ARN-VHC
(Post- Tratamiento)
copias/reaccion

NUumero de copias de

Pacientes |~ ARN-VHC (Basal) Log

copias/reaccion

RVS

(ne11) | 372323621979 |55 \o detectable o

'\ES:FEX)S 1,316139 + 2,316496 | 6.1 | 513,505 + 137,665 | 5.7 | 0.049
p 0.075 —

Tabla 3. Niamero de copias de ARN-VHC. El promedio de la nimero de copias del ARN-VHC en
pacientes con VHC, antes y después del tratamiento con PEG-INF a-2b y ribavirina. Niumero de
copias del ARN-VHC basal expresada en copias/reaccion y logaritmo. p < 0.05 significativa.
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d.- Expresion relativa de MRP-2

Se analiz6 un total de 60 biopsias hepaticas (30 biopsias basales y 30
postratamiento). La cuantificacion relativa de MRP-2 se analiz6 en funcién a la
expresion del gen constitutivo GADPH (Figura 13 y 14). Se determiné la razén de la
expresion de MRP-2/GADPH como cuantificacion relativa y la diferencia entre las
muestras basales y postratamiento. Los resultados obtenidos se agruparon por RVS
versus No RVS (Tabla. 4), genotipo 1 versus genotipo diferente a 1(Tabla. 5). Se
compararon medias y prueba no paramétrica de Wilcoxon, para muestras

relacionadas y no relacionadas.

Pacientes con VHC Basal ‘ Post-Tratamiento ‘ p

RVS (n=11) 10.9+ 9.9 16.1 + 28.9 0.646
NO RVS (n=19) 19.5 + 20.9 15.0 + 13.3 0.687
D 0.286 0.213

Tabla 4. Expresiéon de MRP-2/GADPH en relacion a la respuesta al tratamiento con
PEG-INF a-2b y Ribavirina. Expresion de MRP-2/GADPH en biopsia hepatica de pacientes
con RVS (n=11), NO RVS (n=19) en condiciones basales y postratamiento. p < 0.05
significativa.

Pacientes con VHC Post-Tratamiento _

Genotipo 1 (n=21) 18.0 £ 20.6 15.9 £ 23.0 0.235
Genotipo # 1 (n=9) 12.6 +8.9 14.3+10.9 0.327
p 0.012 0.176

Tabla 5. Expresiéon de MRP-2/GADPH en relacion al Genotipo. Expresion de MRP-
2/GADPH en biopsia hepética de pacientes con VHC portadores de genotipo 1 y portadores
con genotipo diferente a 1, en condiciones basales y postratamiento. p < 0.05 significativa.
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Figura 13. Curvas de amplificacion de MRP-2 y GADPH en tejido hepético con VHC en
condiciones basales.
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Figura 14. Curvas de amplificacién de MRP-2 y GADPH en tejido hepatico con VHC al término
del tratamiento antiviral.
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Se analiz6 el numero copias de ARN-VHC en tejido hepatico de pacientes infectados
por virus C con respuesta viral sostenida y pacientes sin respuesta viral sostenida,
antes de iniciar el tratamiento con PEG-INF a-2b y ribavirina. Los Pacientes con
respuesta viral sostenida tuvieron 372,323 = 621,979 copias de ARN-VHC por
reaccion (5.5 log), versus pacientes no respuesta viral sostenida 1,316139 =*
2,316496 copias de ARN-VHC por reaccion (6.1 log), en condiciones basales.
Tomando como punto de corte 50 copias/reaccion, determinada por PCR tiempo real.

p < 0.05 significativa.

4,000,000
c
0
8 p=0.075
®© 1
o | -
— 100,000
o
o
(2]
o
o
(@)
[&]
% 100,000—
=
2
[n'd
<
-
<
X  oo,000
S
<
)
[n'd
5 —
O

|:|_
Pacientes con RVS Pacientes No RVS

Figura 15. Nimero de copias de ARN-VHC en tejido hepatico previa al tratamiento con PEG-INF
a-2b y Ribavirina.
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Se analiz6 el numero copias de ARN-VHC en tejido hepatico de pacientes infectados
por virus C con respuesta viral sostenida y pacientes sin respuesta viral sostenida, a
seis meses de concluir el tratamiento con PEG-INF a-2b y ribavirina. En los pacientes
con respuesta viral sostenida el nimero de copias de ARN-VHC fue no detectable y
en los pacientes de no respuesta viral sostenida solo disminuyé 513,505 + 137,6657
namero de copias de ARN-VHC (5.7 log), tomando como punto de corte 50

copias/reaccion, determinada por PCR tiempo real.
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Figura 16. Nimero de copias del ARN-VHC en tejido hepatico a 6 meses de concluir el
tratamiento con PEG-INF a-2b y Ribavirina.
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Se analiz6 la expresion relativa de MRP-2 en tejido hepatico de pacientes infectados

por virus C con respuesta viral sostenida, antes y después de iniciar el tratamiento

con PEG-INFa-2b y ribavirina. La expresion de MRP-2 en muestras pre-tratamiento

fue de 10.9 £ 9.9 versus post-tratamiento 16.1 + 28.9.

p < 0.05 significativa.

Estadisticamente no hubo cambios significativos en la expresion de MRP-2, en

pacientes con respuesta viral sostenida.
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Figura 17. Expresiéon de MRP-2/GADPH en tejido hepatico de pacientes con VHC, respuesta
viral sostenida al tratamiento con PEG-INF a-2b y Ribavirina.
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Se analiz6 la expresion relativa de MRP-2 en tejido hepatico de pacientes infectados
con hepatitis C crénica que no tuvierdn respuesta viral sostenida, antes y a seis
meses de concluir el tratamiento con PEG-INFa-2b y ribavirina. La expresion de
MRP-2 en muestras pre-tratamiento fue de 19.5 £ 20.9 versus post-tratamiento 15.0
+ 13.3. p <0.05 significativa
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Figura 18. Expresién de MRP-2/GADPH en tejido hepatico de pacientes sin respuesta viral
sostenida al tratamiento con PEG-INF a-2b y Ribavirina.

54



Se analizo la expresion relativa de MRP-2 en tejido hepatico de pacientes infectados

con hepatitis C cronica portadores con genotipo 1, antes y a seis meses de concluir

el tratamiento con PEG-INFa-2b y ribavirina.

La expresion de MRP-2 no tuvo

cambios significativos entre la biopsia pre-tratamiento 18.0 = 20.6 y la biopsia post-

tratamiento 15.9 £ 23.0. p < 0.05 significativa.
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Figura 19. Expresion de MRP-2/GADPH en tejido hepético de pacientes con VHC portadores

con genotipo 1.
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Se analizo la expresion relativa de MRP-2 en tejido hepatico de pacientes infectados
con hepatitis C cronica portadores con genotipo diferente a 1(genotipo 2, 3 y 5) antes
y a seis meses de concluir el tratamiento con PEG-INFa-2b y ribavirina. Los niveles
de expresion de MRP-2 se mantuvo constante tanto en la biopsia pre-tratamiento
12.6 + 8.9 como post-tratamiento 14.3 + 10.9. p <0.05 significativa.
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Figura 20. Expresion de MRP-2/GADPH en tejido hepético de pacientes con VHC portadores
con genotipo diferente 1.
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Se analiz6 la expresion relativa de MRP-2 en relacion al genotipo; pacientes
infectados con hepatitis C cronica portadores con genotipo 1 y pacientes portadores
con genotipo diferente a 1(genotipo 2, 3 y 5) al inicio del tratamiento con PEG-INFa-
2b y ribavirina. Los pacientes portadores con genotipo diferente a 1 tuvieron niveles
de expresion de MRP-2 menores 12.6 + 8.9 que los pacientes portadores con

genotipo 1, 18.0 = 20.6. p < 0.05 significativa.
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Figura 21. Expresion de MRP-2/GADPH en tejido hepético de pacientes con VHC portadores
con genotipo 1 y pacientes portadores con genotipo diferente 1 (2, 3 y 5), al inicio del
tratamiento con PEG-INF a-2b y Ribavirina.
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Se analiz6 la expresion relativa de MRP-2 en relacion al genotipo; pacientes
infectados con hepatitis C cronica portadores con genotipo 1 y pacientes portadores
con genotipo diferente a 1(genotipo 2, 3 y 5) al inicio del tratamiento con PEG-INFa-
2b y ribavirina. No hubo cambios significativos en la expresion de MRP-2 en ambos
grupos 15.9 + 23.0 versus 14.3 £10.9. p < 0.05 significativa.
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Figura 22. Expresion de MRP-2/GADPH en tejido hepético de pacientes con VHC portadores
con genotipo 1y genotipo diferente 1, al final del tratamiento.
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Discusion

El virus de la hepatitis C causa dafio hepatico crénico, el cual progresa a fibrosis,
cirrosis y hepatocarcinoma. Se ha descrito que existe elevado riesgo de cronicidad y
una baja tasa de respuesta al tratamiento asociada a una amplia variedad de
factores virales y genéticos del huésped, que eventualmente podrian determinar la
progresion de la enfermedad y/o respuesta al tratamiento.

En la actualidad el tratamiento de eleccién para la infeccion crénica por virus C es el
PEG-INF vy ribavirina administrado durante 48 semanas a pacientes portadores de
genotipo 1y 24 semanas a pacientes portadores de genotipo diferente a 1(2,3 y 5).
Sin embargo, la baja tasa de respuesta al tratamiento, el elevado costo, aunado a los
efectos colaterales han sido problemas constantes no resueltos en el manejo de
estos pacientes. ©®

Diversos factores han sido de gran importancia para predecir la respuesta al
tratamiento antiviral, como son: el numero de copias de ARN-VHC, el genotipo, grado
de dafio hepatico, la dosis y duracién del tratamiento antiviral. *¥ Se ha demostrado
gue pacientes infectados con VHC portadores con genotipo 1 presentan un menor
grado de respuesta viral sostenida al tratamiento con interferon (42 a 52%), mientras
gue aquellos pacientes portadores con genotipo 2 o 3 (78 a 86%). Asi como
pacientes infectados con VHC genotipos 4, 5y 6 (50 a 77%). ©°

En nuestro grupo de estudio encontramos que la tasa de respuesta al tratamiento
combinado, evaluado en tejido hepéatico fue de 38%, es decir solo 11 de 30 pacientes
respondieron, de los cuales 8 pacientes fueron genotipo 1 y 3 genotipo diferente 1,
este dato es menor al porcentaje reportado en la literatura que es de 50% basado en
determinaciones del numero de copias del ARN-VHC en sangre periférica.
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Mientras que el 62% de ellos (13 pacientes portadores con genotipo 1 y 6 pacientes
con genotipo diferente 1) no tuvieron respuesta aunque cabe destacar que
diminuyeron en forma significativa el numero de copias del ARN-VHC en el tejido
hepatico de 1,316139 a 513,505 copias/reaccion postratamiento. (p= 0.049).

Estos datos sugieren que aquellos pacientes que no erradicaron el virus, el
tratamiento puede conferir un efecto protector ya que disminuye la replicacion viral y
con ello la persistencia de la inflamacion, moderando el dafio hepéatico por
inflamacion persistente, caracteristica importante en la fisiopatogenesis de la
enfermedad por VHC.

El andlisis de los resultados de la respuesta al tratamiento evaluada en tejido
hepatico y su relaciéon con el genotipo, no muestra diferencias importantes en
pacientes portadores con genotipo 1 y pacientes portadores con genotipo diferente
1, es decir, en ambos casos la tasa de respuesta al tratamiento antiviral es baja.
Estos resultados contradicen lo documentado ampliamente en la literatura donde se
ha descrito al genotipo como un factor con valor prondstico de respuesta.

Sin embargo, cabe destacar que el nUmero de pacientes con genotipo diferente 1,
incluido en nuestra muestra es muy pequefio por lo que es necesario evaluar un
mayor numero de pacientes para precisar si este factor es realmente sustentable de
acuerdo a los resultados del nimero de copias de ARN-VHC obtenidos en el tejido
hepético, asi como evaluar otros pardmetros histopatoldégicos como inflamacion y

dafio histologico, ademas del tiempo de evolucion de la enfermedad.

Asi, podemos decir que aunque la evaluacion de la respuesta al tratamiento antiviral
en suero es practicamente la alternativa mas accesible, no invasiva, econémica y de
uso generalizado en el diagnostico de la hepatitis C, sobrestima la eficacia del
tratamiento combinado con PEG-INF y ribavirina. Por lo que es mas confiable y
preciso determinar los cambios de la carga viral en tejido hepatico y con ello la
evaluacion de la terapia antiviral y no en sangre periférica como comdnmente se

realiza en estos pacientes.

60



Se ha demostrado que durante la replicacion del virus C y/o de sus proteinas induce
estrés oxidativo. El incremento de productos oxidativos esta implicado en el dafio
tisular hepético por lo que su regulacion es muy importante en la homeostasis de la

funcién hepética.

La eliminacion biliar de compuestos téxicos de origen enddgeno y exdégeno son la

principal defensa fisiolégica de la funcién hepatica.

Las proteinas transportadoras dependientes de ATP regulan el transporte de solutos
organicos, la eliminacién de compuestos téxicos de origen enddégeno y exdgeno, la
excrecion de conjugados de bilirrubina, glutation y glucoronidos, particularmente

farmacos, entre ellos analogos de nucledsidos.

En la actualidad se sabe que la actividad biologica de las proteinas de mdultiple
resistencia a drogas participa de manera importante en la resistencia al tratamiento

en enfermedades infecciosas y neoplésicas. ©V

En este estudio determinamos la expresion del gen MRP-2 en un grupo de pacientes
con infeccion crénica por virus C y su asociacion con la respuesta al tratamiento
antiviral y con el genotipo del VHC. Los resultados muestran que la expresion de
MRP-2 es independiente de la respuesta al tratamiento antiviral.

La expresion de MRP-2 en pacientes con RVS y No RVS no muestra diferencias
significativas en condiciones basales ni al final del tratamiento. (p=0.646) y (p=0.687)

respectivamente.

De tal forma que podemos decir que la expresion de MRP-2 en este grupo de
pacientes es similar y que no esta asociada al estado replicativo del virus, evaluado
por el numero de copias de ARN-VHC tanto en condiciones basales como al final del
tratamiento. Estos resultados difieren a lo reportado por Ishtiag y col. donde
observaron un decremento del 29% en la expresion del ARNm de MRP-2 en un

grupo de pacientes con infeccién por VHC con respecto al grupo control. ¢
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Por otra parte, cuando se analiz6 la expresion de MRP-2 por diferencia de genotipo
(genotipo 1 versus genotipo diferente 1), encontramos que los pacientes portadores
con genotipo 1, en condiciones basales tuvierbn mayor expresion de éste gen,
mientras que los pacientes portadores con genotipo diferente 1, la expresion de de

éste gen es significativamente menor (p=0.012).

Sin embargo, la expresion de MRP-2 no mostré cambios importantes al término del
tratamiento antiviral (p=0.176), ya que ambos grupos expresan de forma semejante
este gen y a pesar de que estadisticamente no es significativo, los datos en

condiciones previas al tratamiento antiviral sugieren diferencia.

Probablemente la disminucién en la expresion de MRP-2 en pacientes portadores de
genotipo diferente a 1 en ausencia del tratamiento antiviral, se debe a que el grado
de inflamacién y dafio hepatico pudiera ser menor al que se presenta en pacientes
portadores con genotipo 1, presentando un curso mas benigno de la enfermedad.
Esto es consistente con estudios previos, donde hay una correlacion directa entre la
disminucion de la expresion de MRP-2 y el grado de inflamacién hepatica. ¢

Cabe mencionar que estas proteinas han sido ampliamente estudiadas en procesos
neoplasicos donde el dafio del tejido blanco es mayor y que en nuestro grupo de
estudio aunque cursa con un estado de infeccién crénica de largo plazo, el dafo

hepético es compensado y la inflamaciéon moderada.

Se ha reportado que la activacion de factores de transcripcion nuclear
como son: el factor de regulacion del interferon 3 (IRF-3), el factor nuclear hepatico, 1
y 4 (HNF-1y HNF-4) regulan la expresién de MRP-2 ©1

62



Conclusiones

1.- Los niveles de expresién de MRP-2 no se ven modificados por el niumero de
copias del ARN-VHC.

2.- En condiciones basales una menor expresion de MRP-2 podria estar

asociada con el genotipo 2 del VHC.

3.- La expresion de MRP-2 no esta asociada con la resistencia al tratamiento
con PEG-INF a-2b vy ribavirina

4.- La respuesta al tratamiento combinado con PEG-INF a-2b y ribavirina en
pacientes con infeccidon crénica evaluada por el numero de copias del ARN-

VHC en tejido hepatico es menor que lo reportado en sangre periférica.

5.-. Es recomendable evaluar la respuesta al tratamiento antiviral en biopsia

hepatica.

Perspectivas

Evaluar la expresion de éstos factores transcripcionales y su papel en la regulacion
de la expresion de MRP-2 en esta poblacién de estudio.

Asi como, evaluar la expresion de MRP-2 durante el inicio y en estadios mas
avanzados de la enfermedad, como es el hepatocarcinoma, en donde el dafo
hepatico es mayor y la funcion hepéatica se encuentra descompensada a fin de utilizar
la expresion de MRP-2 como un posible marcador molecular.
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ANEXO |

Primer [ ]| Longitud | Posiciéon | Tm | % GC Secuencia
Sentido I 19 1817-1835 | 60 47 agcatgcttcccatgatga
Antisentido 20 1859-1878 | 60 47 tctagccgctctgtggaaac

Amplicon (62 pb) agcatgcttcccatgatgatctcctccatgctccaggcecagtgtttccacagageggctaga

gataattcctgttccactttctttgatgaaacaagtaaagaagaaacaacacaatcatatta
atagaagagtcttcgttccagacgcagtccaggaatcatgctggagaagttctgcaactcta
ctttttggaattcctcattcctggacagtccggaggcagacctgccactttgttttgagcaa
actgttctggtgtggattcccttgggcttcctatggctectggeccecctggcagettcteca
cgtgtataaatccaggaccaagagatcctctaccaccaaactctatcttgctaagcaggtat
tcgttggttttcttcttattctagcagccatagagctggeccttgtactcacagaagactct
ggacaagccacagtccctgctgttcgatataccaatccaagecctctacctaggcacatgget
cctggttttgctgatccaatacagcagacaatggtgtgtacagaaaaactcctggttectgt
ccctattctggattctctcgatactctgtggcactttccaatttcagactctgatccggaca
ctcttacagggtgacaattctaatctagcctactcctgectgttcttcatctcctacggatt
ccagatcctgatcctgatcttttcagcattttcagaaaataatgagtcatcaaataatccat
catccatagcttcattcctgagtagcattacctacagctggtatgacagcatcattctgaaa
ggctacaagcgtcctctgacactcgaggatgtctgggaagttgatgaagagatgaaaaccaa
gacattagtgagcaagtttgaaacgcacatgaagagagagctgcagaaagccaggcgggcac
tccagagacggcaggagaagagctcccagcagaactctggagccaggcetgectggcettgaac
aagaatcagagtcaaagccaagatgcccttgtcctggaagatgttgaaaagaaaaaaaagaa
gtctgggaccaaaaaagatgttccaaaatcctggttgatgaaggctctgttcaaaactttct
acatggtgctcctgaaatcattcctactgaagctagtgaatgacatcttcacgtttgtgagt
cctcagctgctgaaattgctgatctectttgcaagtgaccgtgacacatatttgtggattgg
atatctctgtgcaatcctcttattcactgcggctctcattcagtctttctgecttcagtgtt
atttccaactgtgcttcaagctgggtgtaaaagtacggacagctatcatggcttctgtatat
aagaaggcattgaccctatccaacttggccaggaaggagtacaccgttggagaaacagtgaa
cctgatgtctgtggatgcccagaagctcatggatgtgaccaacttcatgcacatgetgtggt
caagtgttctacagattgtcttatctatcttcttcctatggagagagttgggaccctcagtc
ttagcaggtgttggggtgatggtgcttgtaatcccaattaatgcgatactgtccaccaagag
taagaccattcaggtcaaaaatatgaagaataaagacaaacgtttaaagatcatgaatgaga
ttcttagtggaatcaagatcctgaaatattttgcctgggaaccttcattcagagaccaagta
caaaacctccggaagaaagagctcaagaacctgctggectttagtcaactacagtgtgtagt
aatattcgtcttccagttaactccagtcctggtatctgtggtcacattttctgtttatgtce
tggtggatagcaacaatattttggatgcacaaaaggccttcacctccattaccctcttcaat
atcctgcgetttcccctg— tctcctccatgctccaggecagt
gtttccacagagcggctaga<«gaagtacttgggaggggatgacttggacacatctgccatt
cgacatgactgcaattttgacaaagccatgcagttttctgaggcctectttacctgggaaca
tgattcggaagccacagtccgagatgtgaacctggacattatggcaggccaacttgtggetg
tgataggccctgtcggctctgggaaatcctecttgatatcageccatgctgggagaaatggaa
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attcagaatggcaccataaaggacaacatcctttttggaacagagtttaatgaaaagaggta
ccagcaagtactggaggcctgtgctctcctcccagacttggaaatgctgectggaggagatt
tggctgagattggagagaagggtataaatcttagtgggggtcagaagcagcggatcagectg
gccagagctacctaccaaaatttagacatctatcttctagatgaccccctgtctgcagtgga
tgctcatgtaggaaaacatatttttaataaggtcttgggccccaatggectgttgaaaggea
agactcgactcttggttacacatagcatgcactttcttcctcaagtggatgagattgtagtt
ctggggaatggaacaattgtagagaaaggatcctacagtgctctcctggccaaaaaaggaga
gtttgctaagaatctgaagacatttctaagacatacaggccctgaagaggaagccacagtce
atgatggcagtgaagaagaagacgatgactatgggctgatatccagtgtggaagagatccce
gaagatgcagcctccataaccatgagaagagagaacagctttcgtcgaacacttagccgeag
ttctaggtccaatggcaggcatctgaagtccctgagaaactccttgaaaactcggaatgtga
atagcctgaaggaagacgaagaactagtgaaaggacaaaaactaattaagaaggaattcata
gaaactggaaaggtgaagttctccatctacctggagtacctacaagcaataggattgttttc
gatattcttcatcatccttgcgtttgtgatgaattctgtggcttttattggatccaacctct
ggctcagtgcttggaccagtgactctaaaatcttcaatagcaccgactatccagcatctcag
agggacatgagagttggagtctacggagctctgggattagcccaaggtatatttgtgttcat
agcacatttctggagtgcctttggtttcgtccatgcatcaaatatcttgcacaagcaactge
tgaacaatatccttcgagcacctatgagattttttgacacaacacccacaggccggattgtg
aacaggtttgccggcgatatttccacagtggatgacaccctgectcagtccttgegecagetg
gattacatgcttcctggggataatcagcacccttgtcatgatctgcatggccactectgtcet
tcaccatcatcgtcattcctcttggcattatttatgtatctgttcagatgttttatgtgtct
acctcccgcecagctgaggegtctggactctgtcaccaggtccccaatctactctcacttcag
cgagaccgtatcaggtttgccagttatccgtgcctttgagcaccagcagcgatttctgaaac
acaatgaggtgaggattgacaccaaccagaaatgtgtcttttcctggatcacctccaacagg
tggcttgcaattcgcctggagctggttgggaacctgactgtcttecttttcagecttgatgat
ggttatttatagagataccctaagtggggacactgttggctttgttctgtccaatgcactca
atatcacacaaaccctgaactggctggtgaggatgacatcagaaatagagaccaacattgtg
gctgttgagcgaataactgagtacacaaaagtggaaaatgaggcaccctgggtgactgataa
gaggcctccgccagattggcccagcaaaggcaagatccagtttaacaactaccaagtgeggt
accgacctgagctggatctggtcctcagagggatcacttgtgacatcggtagcatggagaag
attggtgtggtgggcaggacaggagctggaaagtcatccctcacaaactgcctcttcagaat
cttagaggctgccggtggtcagattatcattgatggagtagatattgcttccattgggetcce
acgacctccgagagaagctgaccatcatcccccaggaccccatcectgttctctggaagectg
aggatgaatctcgaccctttcaacaactactcagatgaggagatttggaaggccttggaget
ggctcacctcaagtcttttgtggccagcctgcaacttgggttatcccacgaagtgacagagg
ctggtggcaacctgagcataggccagaggcagctgctgtgecctgggcagggctectgettcegg
aaatccaagatcctggtcctggatgaggccactgctgcggtggatctagagacagacaacct
cattcagacgaccatccaaaacgagttcgcccactgcacagtgatcaccatcgcccacaggc
tgcacaccatcatggacagtgacaaggtaatggtcctagacaacgggaagattatagagtge

oocecacececectoasascasasctoectarrananateceececetaoacecett-ttactttatonectasnoaasanecetoc
yyragilloyaddygaal Tyl TatLdaariiiTyyalii it ial Tt agyygLv taaygyaagyoe oyy
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Figura 23. Secuencias nucleotidicas del ARNm de MRP-2. (Tomado de:https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/acenter.jsp?id=030000).

Gen Simbolo Localizacion Expresion Funcion
ABCC1 MRP-1, GS-S 16qg13.1 Membrana basolateral Transportador
ABCC2 MRP-2, cMOAT 10g24 Higado, rifién Transportador
ABCC3 | MRP-3, MOAT-B 17921.3 Higado, rifién Transportador
ABCC4 | MRP-4, MOAT-C 13qg32 Ubiquitina Transportador
ABCC5 | MRP-5, MOAT-D 3927 Ubiquitina Transportador
ABCC6 | MRP-6, MOAT-E 16p13.1 Higado y rifién Transportador

CFTR ABCC7 7931.2 Pulmon Canal
ABCCS8 SUR1 11p15.1 Pancreas Receptor
ABCC9 SUR2 12p12.1 Musculo y corazon Receptor
ABCC10 MRP7 6p21 Baja Transportador
ABCC11 MRP8 16q11-q12 Baja Transportador
ABCC12 MRP9 16q11-q12 Baja Transportador
ABCC13 21q911.2 Higado fetal y bazo Transportador no

funcional

Tabla 6. Lista de genes ABCC humano. ABC: Casete de unién a ATP: regulador de conductancia
transmembranal de fibrosis cistica (CFTR) ; transportador canicular multipespecifico de aniones
organicos (cMOAT), exportador de conjugados de glutation dependientes de ATP (GS-X), proteina
asociada a resistencia a multiples drogas (MRP), receptor de sulfonilurea (SUR).
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Antes de que Ud. Decida participar en este estudio de investigacion es
importante que lea y comprenda la siguiente explicacion de los
procedimientoslos procedimientos, los beneficios, riesgos, molestiasy
precauciones de este estudio. También describe los procedimientos

alternativos que estan.

Iniciales del voluntario:
Fecha:
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a su disposicion y su derecho a retirarse del estudio en cualquier momento. No podemos
garantizar ni asegurar los resultados d este estudio.

PROPOSITO

Se le invita a participar de este estudio porque tiene hepatitis C crénica. Lo estamos
invitando a participar en este estudio de investigacion que evalla la efectividad,
seguridad y tolerabilidad del tratamiento combinado con Peginterferon alfa 2b y
Ribavirina en pacientes mexicanos (farmacos utilizados como tratamiento de primera
linea en el tratamiento de la hepatitis C crdnica). Peginterferon alfa 2b es un
interferon de liberacion lenta, se trata de una sustancia que constituye una forma
esencial para el tratamiento de la hepatitis C, y que ha sido aprobada por la
Secretaria de Salud para el tratamiento de este tipo de hepatitis. En este estudio se
evaluara la seguridad de los farmacos y la tolerancia del paciente al recibirlos. Se le
invita a participar del estudio por un periodo de 72 a 96 semanas. Se solicitara la
participacion del estudio a 100 sujetos en un centro de investigacion.

SELECCION

Si Ud. Decide participar del estudio, se le efectuaran pruebas de seleccion
destinadas a confirmar si, desde el punto de vista médico, Ud. es un candidato
apropiado para este tratamiento. En la visita mencionada usted completara las
siguientes pruebas de seleccion:

e examen fisico y revision de su historia clinica

e Se registraran sus signos vitales incluyendo peso y altura

e estudios de laboratorio, incluyendo pruebas de funcién hepatica, pruebas de
funcién tiroidea, quimica sanguinea, alfafetoproteina, analisis de VIH y
hepatitis.

prueba de embarazo para las mujeres

ultrasonido de higado

biopsia hepatica

Evaluacion en el departamento de Psiquiatria

Evaluacion en el departamento de Oftalmologia

El investigador le hara preguntas sobre sus habitos de uso de tabaco y sobre
el método anticonceptivo que utiliza.

En el departamento de psiquiatria sera evaluado por un especialista quien le
realizard una entrevista personal y le realizar4 unas pruebas que valoran si usted
padece depresion o ansiedad y otra que valora las funciones mentales superiores.
Esta visita durara aproximadamente de 30 a 45 minutos en total.

En el departamento de Oftalmologia sera evaluado para la busqueda de alteraciones
en sus ojos, incluyendo el fondo del mismo, por lo que se le administrara un
medicamento local (gotas) las cuales podrian interferir con una vision nitida durante
un par de horas.

Los resultados de estos estudios ayudaran al investigador a decidir si usted es
apto para participar de este estudio.

Iniciales del voluntario:
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CRITERIOS DE INCLUSION
Con el fin de poder participar de este estudio debe cumplir con los siguientes criterios
de inclusion:

Edad entre 18 — 70 afios, hombre o mujer

Su sangre debe ser positiva para el virus de la hepatitis C

El funcionamiento de su higado debe ser normal y los resultados de sus estudios
del higado debe ser inferiores o iguales a 10 veces el limite superior de los
valores normales

Los valores de los estudios de laboratorio deben encontrarse en valores que no
contraindiquen el tratamiento antiviral combinado

Usted debe estar de acuerdo en utilizar un método de control de embarazo
seguro durante el estudio y los 6 meses posteriores a la finalizacion del estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION
Usted no puede participar si se cumplen alguno de los siguientes puntos:

Si usted es alérgico al Interferén o a la Ribavirina

Si usted particip6é en cualquier estudio clinico dentro de los 30 dias anteriores a
comenzar este estudio.

Si usted recibié un tratamiento con un farmaco que esté siendo investigado dentro
de los 30 dias previos a comenzar este estudio

Si usted padece de alguna enfermedad del higado que no sea hepatitis C cronica
Si usted es VIH positivo

Si usted es hemofilico o padece de alguna otra enfermedad que requiera de
anticoagulantes (medicacion que retarda la coagulacién de la sangre)

Si su enfermedad del higado es avanzada

Si usted tiene algun 6rgano trasplantado

Si usted tiene cualquier enfermedad que pudiese interferir con su participacion en
el estudio y completar el mismo

Si usted tuvo problemas psiquiatricos graves, en particular depresion severa

Si usted es alcohdlico o drogadicto

Si usted cuenta con un trastorno psiquiatrico importante (como la depresion)

Si usted tiene problemas con la retina del ojo

O bien si usted tuviere algun otro problema de salud segun el criterio del
investigador, que pueda interferir con la participacién en el estudio.

TRATAMIENTO Y PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Si usted participa en este estudio debera acudir al centro de tratamiento en al menos
12 ocasiones separadas. Las visitas ambulatorias estan separadas por un periodo
de 2 a 6 semanas durante 48 a 72 horas de duracion del tratamiento de estudio.
Durante las visitas ambulatorias sera necesario que se someta a los siguientes
procedimientos:

Examen fisico con toma de signos vitales
Iniciales del voluntario:

Fecha:
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e Peso

e Pruebas de seguridad de laboratorio a las semanas basal, 2, 6, 12, 18, 24, 30, 36
y 48 semanas y en caso de requerirse cada 6 a 12 semanas hasta la semana 72.

e Confirmacién de que usted sigue métodos anticonceptivos

e Evaluacién en el departamento de psiquiatria aproximadamente cada tres meses
0 en caso de ser necesario mas frecuentemente (una o dos veces por mes)

e Evaluacién en el departamento de Oftalmologia, aproximadamente cada tres
meses 0 en caso necesario , mas frecuentemente, en caso de que se detecten
alteraciones en sus 0j0s.

La cantidad de sangre que se extraera en cada visita es de aproximadamente 20 ml
(2 a 4 cucharadas soperas) dependiendo de la visita.

El personal del estudio le ensefiara a administrarse las inyecciones de Peginterferon.
Si asi lo desea, también se instruird a otra persona de su casa a aplicar la inyeccion.
Cada inyeccién debera aplicarse con aguja y jeringa estandar, que contendra
alrededor de una décima parte de una cuchara sopera.

Su médico le explicara cdmo almacenar el medicamento del estudio. Usted debe
seguir cuidadosamente estas indicaciones. Cada vez que acuda al hospital para
revisiones, debe usted traer las tabletas y los frascos que sobren, asi como los
recipientes y empaques vacios o parcialmente usados para que su médico le
proporcione mas medicamento. Si usted llegara a perder alguno de sus
medicamentos del estudio, por favor comuniquelo inmediatamente a su médico.

Es necesario que asista a sus citas conforme a lo programado y que siga todas las
instrucciones que le expligue el personal del estudio.

Durante el periodo de tratamiento, usted debe acudir a sus visitas tal como lo indique
su médico. En estas visitas se extraera sangre (aproximadamente 2 cucharadas
soperas) con el fin de verificar la evolucion de su hepatitis C y su estado de salud.
Regularmente, se colectara también su orina. A las mujeres fértiles se les har4 una
prueba de embarazo (después de la visita de la semana 6 se le pedira que se realice
pruebas de embarazo en cada visita programada).

Cada vez que acuda al médico se le interrogard sobre cualquier signo o sintoma
poco habitual que haya sentido desde su Ultima visita. Es muy importante que
informe esto a su médico de la manera mas completa posible.

Si el tratamiento con los medicamentos del estudio no mejora su hepatitis después
de las primeras 12 semanas de tratamiento o después de las primeras 24 semanas
de tratamiento, lo que se valorar4 con las mediciones de la cantidad de virus en
sangre, su médico decidira si debe usted continuar el tratamiento o de virus en
sangre, su médico decidira si debe usted continuar el tratamiento o suspenderlo y

pasar directamente a la fase de seguimiento del estudio.
Iniciales del voluntario:
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Esto se debe a que es probable que el virus no se alcance a eliminar con el
tratamiento empleado.

Si continda en el estudio después de la valoracion a la semana 12 6 24 semanas,
seguira tomando el medicamento de estudio durante otras 48, 36 6 24 semanas mas.

Debido a que el estudio se esta llevando a cabo para evaluar los medicamentos
previamente mencionados, no esta permitido que usted tome otros medicamentos
contra el virus de hepatitis C durante el periodo del estudio. Su médico recibird todos
los resultados de sus andlisis de sangre y los discutira con usted.

Si usted acude a otro médico, es necesario que le comente que esta participando en
este estudio para que él pueda ponerse en contacto con el médico del estudio en
caso de ser necesatrio.

Un segundo medicamento, Ribavirina, se le administrar4d con un régimen de dos
tomas diarias durante la fase de tratamiento. Usted tomara este medicamento en su
casa junto con las comidas.

Los medicamentos del estudio se le proporcionaran sin costo alguno para usted.

FASE DE SEGUIMIENTO

La tercera parte es un periodo de observacién de 24 semanas, sin tratamiento. Usted
continuara siendo evaluado para detectar clinicamente por el médico del estudio, por
el departamento de psiquiatria y oftalmologia y con examenes de laboratorio por lo
menos dos veces durante esta fase del estudio.

Si el médico le suspende el tratamiento del estudio por cualquier motivo, usted estara
en observacion cuando menos doce semanas después de la ultima dosis.

Esto se hace para identificar y dar tratamiento a cualquier efecto secundario del
medicamento.

Molestias, malestares y otros riesqos

La administracion de Peginterferon puede producir dolor de cabeza, debilidad,
fiebre, fatiga o nauseas, leve pérdida de pelo (reversible) y depresion, insomnio
(dificultades al dormir) o irritabilidad. ~ Ademds el fArmaco puede causar reduccion
en el recuento de sus glébulos blancos. Sus leucocitos (glébulos blancos) son los
gue lo defienden de las infecciones, por lo cual usted podra desarrollar una mayor
susceptibilidad a las mismas. Este aspecto sera supervisado cuidadosamente a
través de los andlisis de seguridad de laboratorio y en caso que la cantidad de sus
glébulos blancos llegase a disminuir por debajo del nivel aceptable, sera modificada
o interrumpida la administracion del farmaco.

Iniciales del voluntario:
Fecha:
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Los medicamentos del estudio se le proporcionaran sin costo alguno para
usted.

El tratamiento con la combinaciéon de Peginterferon y Ribavirina causa anemia
(disminucion del recuento de gldbulos rojos) y causa una disminucion en recuento de
sus plaguetas (que son las células encargadas de que la coagulacion de la sangre
sea normal). Ambos serdn supervisados durante el tratamiento y en caso que los
valores sean inferiores a los normales, la administracion del farmaco sera modificada
o interrumpida. La rapida disminucién de las cuentas de glébulos rojos puede
asociarse en raras ocasiones con dificultad para respirar y con molestias del corazon.
También es posible que usted sufra nausea, vomito y molestias abdominales.

En general, la mayoria de los efectos secundarios (con la posible excepcion de
alteracion de la funcion de la tiroides) son reversibles al suspender el tratamiento.

Puesto que Peginterferon se administra mediante inyeccion bajo la piel, es posible
gue tenga dolor, enrojecimiento o hinchazén en el lugar de la inyeccién.

Otro de los inconvenientes es el lugar de insercion de la aguja de inyeccién para la
extraccion de sangre. La extraccion de sangre es levemente dolorosa y puede
causar moretones y, en raras ocasiones, desmayos, coagulos de sangre o0 una
infeccidn en el lugar de la extraccion.

La Ribavirina puede producir defectos congénitos TANTO las mujeres como los
hombres fértiles deben practicar DOS métodos anticonceptivos medicamente
eficaces mientras estén recibiendo Ribavirina y durante seis meses después.

Biopsia del Higado: este procedimiento consiste en obtener una pequefia muestra
de su higado para analizar los efectos de la Hepatitis C en el tejido. Su médico le
aplicara anestesia local y extraerda la muestra con una aguja especial. Puede
presentar malestar, dolor, formacion de moretones y, raramente, sangrado en el sitio
de la puncion.

Riesgos desconocidos

El tratamiento puede encerrar riesgos habitualmente imprevistos para usted,
incluyendo la posibilidad de una reaccion alérgica a lo(s) farmaco(s). En caso que
usted llegase a tener cualquier efecto colateral adverso, debera informar de
inmediato al personal afectado del estudio. En el caso de presentarse cualquier
evento(s) adverso(s) o reaccion(es) adversa(s) relacionados con la investigacion
usted recibira la atencion médica convencional.

Toda nueva informacién acerca de este estudio de investigacién que este disponible
durante el transcurso del mismo y que pueda influir en su decision para continuar

participando en el estudio se le comunicara.
Iniciales del voluntario:
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Beneficios

Es posible que su hepatitis C se cure, estabilice o mejora debido al tratamiento con
los medicamentos es estudio. Sin embargo, es posible que el Peginterferon en
combinacién con Ribavirina no cure su hepatitis, y puede ser que su condicién
permanezca sin cambios o podria empeorar durante tu participacion en el estudio.
Ademas, usted serd visto por un equipo profesional de especialistas y se le
realizardn los estudios necesarios para evaluar su condicibn de salud. Los
medicamentos del estudio no tendran ningun costo para usted. El resto de los
procedimientos y examenes correran por cuenta suya.

También, usted estard ayudando a otros pacientes, proporcionando informacién
importante sobre el tratamiento de la hepatitis C cronica.

Usted resultara beneficiado si su enfermedad responde al tratamiento.
Tratamiento alternativo

El personal del estudio podrd trata su hepatitis C con un tratamiento convencional
aprobado.

Riesgo de embarazo

Desconocemos los efectos del Peginterferon sobre el feto. Los estudios en animales
demostraron claramente que el Peginterferon, administrado a animales
embarazados, puede resultar en la muerte del producto en desarrollo o en
malformaciones congénitas. Por este motivo usted no puede participar de este
estudio si esta embarazada o en periodo de lactancia, o bien si tiene previsto un
embarazo. Usted tampoco puede participar del estudio si tiene la intencién de
embarazarse dentro de los 6 meses posteriores a la participacion del estudio.

Si_es usted hombre o mujer deberd utilizar un_método de control de embarazo
meédicamente aceptable (esterilizacion, pildoras anticonceptivas, implantes Norplant,
preservativos junto con pomada anticonceptiva) durante el periodo de tratamiento y
durante los 6 meses posteriores a la terminacion del estudio.

Si usted llegase a quedar embarazada o llegase a engendrar un hijo dentro de los 6
mese posteriores a su participacion del estudio, usted deberé informar de inmediato
al médico del estudio, para que pueda recibir el asesoramiento apropiado. En caso
de que usted quedase embarazada durante el estudio, se le retirara de inmediato el
mismo.

Indemnizacion/Costos

Conforme a la decisiéon ya sea del patrocinador del estudio (Schering Plough o del
médico a cargo, se le podra retirar del estudio si usted no cumpliera con las
instrucciones, si se presentara algun problema médico que segun el criterio de su
médico pudiera afectar su salud, o bien si el estudio se interrumpiera por cualquier
otro motivo.

Iniciales del voluntario:
Fecha:
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Sin embargo, si usted se retirara del estudio por cualquier otro motivo, teniendo en
cuenta su seguridad y proteccidn y en su propio interés, se le invitard para someterse
a un examen fisico final y a una extraccion de sangre para poder efectuar las
pruebas de laboratorio antes de que se retire del estudio.

Declaracion del participante

Su firma indica que usted informd a los médicos del estudio sobre todas sus
enfermedades y alergias pasadas y presentes de la cuales tiene conocimiento;
indicara que no esta tomando ningun medicamento que no haya puesto en
conocimiento del médico del estudio, o ninguna sustancia ilegal de ningun tipo
durante todo el periodo de duracién del estudio.

Informe de los resultados y confidencialidad

Se haran todo los esfuerzos para proteger la confidencialidad de sus registros
médicos. El patrocinador o su representante revisaran sus registros médicos para
asegurar que es usted apto para participar del estudio y de que el estudio sera
efectuado conforme a lo previsto por el investigador.

Si los resultados de este estudio de investigacion se publicasen en revistas
cientificas o en libros, no se dard a conocer ni se revelara su nombre ni ninguna
informacion que pudiera identificarlo. Los resultados del estudio seran entregados a
Schering Plough, la compafia que produce Peginterferon. La Secretaria de Salud,
las autoridades del Instituto y Schering Plough también podrian solicitar ver sus
registros médicos que salgan de esta institucion se eliminaran todos los datos de
identificacion (como por ejemplo nombre, direcciones, nimero de seguro social, etc).

Indemnizacion por dafios

Si usted sufriera algun dafio corporal o algun evento adverso inesperado como
resultado directo de su participacion en este estudio, se le proporcionara tratamiento
médico habitual. Tal tratamiento debe autorizarlo el médico del estudio, y el
patrocinador debe confirmar que el médico ha cumplido con el plan del estudio.
Usted no renuncia a ninguno de sus derechos legales con la firma de este formulario.

Si usted sufriera de alguna lesion o algun problema medico de urgencia, sirvase
contactarse con el Dr. Juan Francisco Sanchez Avila, a los teléfonos 5573 3418,
5487 0900 ext. 2713 6 radiolocalizador 56 29 98 00 clave 9960898.

Derecho aretirarse

Su participacién en este estudio de investigacion voluntaria. Tiene derecho a
negarse a participar en este estudio de investigacién, o a interrumpir su participacion
en cualquier momento. Usted no perderd ningun beneficio que le correspondiere. En
caso de tener cualquier tipo de pregunta no dude en consultarnos. Usted puede
llarmar al Dr. Antonio Cabral Castafieda, Coordinador del Comité Institucional
de Investigacion Biomédica en Humanos al teléfono: 54 87 09 00 ext. 2301, en
caso que tuviere preguntas sobre sus derechos como sujeto que participa de un
estudio de investigacion.

Iniciales del voluntario:
Fecha:
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Si usted tuviere preguntas de caracter médico durante el estudio sirvase contactarse
con el Dr. Juan Francisco Sanchez Avila, a los teléfonos 5573 3418, 5487 0900 ext.
2713 o radiolocalizador 56 29 98 00 clave 99 60898.

Entiendo que cualquier informacibn o muestra (como sangre, orina, tejido)
recolectada durante este estudio puede usarse en investigaciones y en el desarrollo
del farmaco del estudio. El patrocinador no tiene intenciones de proporcionarme
ningun beneficio de propiedad o financiero que pueda resultar de esta investigacion o
de productos comerciales futuros.

Le daremos una copia firmada de este formulario para la cual pueda conservar en su
poder.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
DECLARACION Y FIRMA DEL PACIENTE

He leido este consentimiento informado y he tenido la oportunidad de discutir su
contenido con el Dr. . He tenido
oportunidad de hacer preguntas acerca de los procedimientos del estudio, sus
inconveniencias, riesgos y posibles efectos secundarios. Se ha dado respuesta a
todas mis preguntas a mi completa satisfacciéon. Toda la informacién verbal y por
escrito y las platicas sobre el estudio que se me han proporcionado han sido en mi
propio idioma (Espafiol). Mi firma indica que voluntariamente consiento en particular
en este estudio después de haber leido detenidamente, entendido y recibido una
explicacion completa de la anterior informacién. Entiendo que puede decidir
retirarme del estudio en cualquier momento sin que esto afecte mi atencion médica
futura en la institucién participante. He recibido una copia completa de este
documento, incluyendo las firmas y los datos que a continuacién aparecen.

I. Nombre y Firma del paciente (y del representante legal en caso de que aplique):

Nombre completo | Fecha

Firma

Direccion del paciente

Numero de teléfono del paciente

El suscrito, ha explicado ampliamente los detalles de este estudio al paciente
cuyo nombre aparece arriba (0 a su representante legar en caso de que
aplique).

. Nombre y firma del investigador (0 del médico que haya explicado el
consentimiento):

Nombre completo | Fecha
Firma Iniciales del voluntario:
Fecha:
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[1l. Nombre y firma de un primer testigo:

Nombre completo | Fecha

Firma

Direccion del paciente

Relacion o Parentesco con el paciente

IV. Nombre y firma de un segundo testigo:

Nombre completo | Fecha

Firma

Direccion del paciente

Relacion o Parentesco con el paciente

Iniciales del voluntario:

Fecha:
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GLOSARIO

Antigenos: Cualquier sustancia que tiene la facultad, en circunstancias adecuadas,
de producir respuesta inmunitaria especifica y de reaccionar con los productos de
esta respuesta, esto es, con anticuerpo especifico, linfocito T especificamente
sensibilizados o ambos.

Anticuerpos: Son glicoproteinas (proteinas unidas a azucares) secretadas por un
tipo particular de células, los plasmocitos. Los plasmocitos son el resultado de la
proliferacién y diferenciacion de los linfocitos B que han sido activados. Su propdsito
es reconocer cuerpos extrafios invasores como las bacterias y virus para mantener al
organismo libre de ellos. La produccién de anticuerpos forma parte de la respuesta

inmune humoral.

Astenia: (del gr. A-/an, “negaciéon” y sthénos, “vigor” o “fuerza”). Se describe como
falta de energia o vigor. Es un sintoma general, que puede aparecer en multiples

enfermedades, tanto organicas como funcionales.

Cirrosis de higado: El tejido normal y sano es reemplazado por un tejido cicatrizal
gue bloquea el flujo de sangre a través del 6rgano e impide que trabaje como
deberia.

Citopatico: Perteneciente o relativo a cambios patolégicos en las células o

caracterizado por ellos.

Cuasiespecies: son la traduccion de la heterogeneidad genética viral en un mismo

individuo.

Dominios: En inmunologia, cualquiera de las regiones de homologia de las cadenas

pesadas y ligeras de polipéptidos de las inmunoglobulinas.
Flavivirus: Subcategoria de togavirus; la especie tipo es el virus de la fiebre amarilla.

Fibrosis: es la formacion o desarrollo en exceso de tejido conectivo fibroso en un

organo o tejido como consecuencia de un proceso reparativo o reactico.
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Gen: Es la unidad basica de herencia de los seres vivos. Desde el punto de vista
molecular, un gen es una secuencia lineal de un nucleétidos en la molécula de ADN,
gue contiene la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula con

funcién celular especifica.

Genotipo: Es el contenido genético (el genoma especifico) de un individuo, en forma
de ADN. Junto con la variacion ambiental que influye sobre el individuo, codifica el
fenotipo del individuo.

Glomérulonefritis: Variedad de nefritis, caracterizada por inflamacion de las asas
capilares de los glomerulos renales. Ocurre en forma aguda, subaguda y cronic y

puede ser secundaria a infecciones por estreptococo hemolitico.

Glicoproteinas: Cualquiera de las proteinas conjugada, que constan de un
compuesto de proteina y un grupo carbohidrato. Se distinguen por que bajo

descomposicion.

Glutation: Tripéptido, y-glutamil-cistinil-glicina, compuesto por acido glutdmico,
cisterna y &cido aminoacético, se aisla de tejidos animales y vegetales. Es la
coenzima de la glioxalasa y actla como transportador respiratorio de oxigeno.

Helicasa: Es una enzima que participa en el proceso de sintesis de proteinas en la
transcripcion y en la traduccion. Su funcion es romper los puentes de hidrégeno (H)
gue une las bases nitrogenadas para poder copiar la secuencia 3’5’ que es la hebra
molde.

Infeccion: Es el término clinico para la colonizacién de un organismo huésped por

especies exteriores.

Inflamacidén: Se trata de una respuesta inespecifica frente a las agresiones del

medio, y esta generada por los agentes inflamatorios.

Interferén: Es una proteina produciendo naturalmente por el sistema inmunitario de
la mayoria de los animales como respuesta a agentes externos, tales como virus,

bacterias, parasitos y células cancerigenas.

85



Intron: Es una regiéon de ADN comprendida en la regién codificante de un gen pero
gue no se llega a expresar, es decir, su secuencia no se utiliza cuando se sintetiza la
correspondiente proteina. Los intrones se transcriben pero no se traducen, por ello,

son regiones no codificantes.

Leucocito: Célula o corpusculo blanco de la sangre, cuya funcion principal es la

defensa del organismo de sustancias ajenas o0 agentes infecciosos.

Linfocito: Leucocito mononuclear de 1 a 20 p de diametro con nucleo que se tiene
profundamente, contiene cromatina densa y citoplasma que adopta una coloracion

azul palida.

MRP-2: es un transportador de aniones organicos conjugados con glutation, sulfato o

acido glucuronico, localizado en la membrana apical del hepatocito y del enterocito.

Mutacion: Es una alteracién o cambio en la informacidon genética de un ser vivo y
gue, por lo tanto, va a producir un cambio de caracteristicas, que se presenta subita
y espontaneamente, se puede transmitir o heredar a la descendencia.

Proteasa: Término general con el que se designan las enzimas proteoliticas.

Receptor: Molécula especifica ubicada sobre la superficie de la célula o dentro del
citoplasma de ésta, que reconoce a otras moléculas especificas y las fija, como el
grupo quimico sobre la superficie de una célula inmunosuficiente que fija un
antigeno, a las moléculas celulares que fijan moléculas de hormonas o de
neurotransmisores y reaccionan con otras moléculas que actian de manera

especifica.

Ribavirina: (C8H12N405) Antivirosico de nombre quimico, 13- D-ribofurasonil-1 H-
1,2, 4- triazol-3 carboxamida. La Ribavirina trifosfato inhibe la enzima ARNm —

guanililtransferasa inhibiendo la sintesis de ARNm virico y también ARN polimerasa.

Técnica de ELISA: (Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay) se basa en la
deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sdlida mediante anticuerpos
que directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto, por ejemplo un

colorante, puede ser medido espectofotométricamente.
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Transaminasa: Enzima que cataliza la transferencia reversible de un grupo amino
desde acido a-amino hasta un a-cetoacido, por lo general a-cetoglutarico. Actuan

como coenzimas piridoxal 5-fosfato y fosfato de piridoxamina.

Virién: Particula viral completa que se encuentra fuera de las células y puede
sobrevivir en forma cristalina e infectar a las células vivientes, esta constituida por el

nucleoide (material genético y la capside).

Vinca: Género de hierbas apocinaceas lefiosas que incluye a la vincapervinca o

hierba doncella.

Virus: (de la palabra latina virus, toxina o veneno) es una entidad bioldgica capaz de
autorreplicarse utilizando la maquinaria celular. Es un agente potencialmente
patdbgeno compuesto por una capside de proteinas que envuelve al 4cido nucléico,

que puede ser ADN o ARN.

Xenobidtico: Compuesto externo a un organismo vivo que interacciona con él,

generalmente a través de alteraciones metabdlicas.
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