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RESUMEN

Introduccion. En la hepatitis cronica por el virus
C (HCC), se ha descrito que el estrés oxidativo
puede ser un factor prominente en la induccion y la
progresion de la enfermedad. Sin embargo, existen
pocos reportes que evaluen estos marcadores en los
pacientes afectados que no responden a la terapia
convencional.

Objetivo. Evaluar el comportamiento de marcadores
de dafio oxidativo y defensa antioxidante en
pacientes con HCC no respondedores a la terapia
combinada estandar.

Materiales y Métodos. Se realiz6 un estudio
descriptivo de tipo transversal. La muestra estuvo
conformada por 27 pacientes con HCC, atendidos
en el Instituto Nacional de Gastroenterologia,
durante el periodo comprendido entre octubre de
2008 y mayo de 2009, con edades comprendidas
entre 26 y 64 afios, de ambos sexos. Se utilizd como
poblacidn de referencia un grupo conformado por
24 individuos aparentemente sanos, en el mismo
rango de edad de los casos y de ambos sexos. Se
evaluaron como marcadores de dafio oxidativo a
lipidos y proteinas, concentraciones plasmaticas
de malonildialdehido y productos avanzados de la
oxidacién de proteinas. Ademads, se determinaron
las actividades de las enzimas antioxidantes:
Cu-Zn superdxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa y glutation reductasa.

Resultados. Se observd un incremento
significativo del dafio oxidativo, asi como en la
actividad de las enzimas evaluadas.
Conclusiones. Estos hallazgos corroboran la
participacion del estrés oxidativo en la patogénesis
de la HCC, en pacientes no respondedores a la
terapia combinada estandar.

Palabras clave: virus de la hepatitis C, hepatitis
cronica C, estrés oxidativo, dafo oxidativo,
enzimas antioxidantes

ABSTRACT

Oxidative damage and antioxidant defence
markers in chronic hepatitis C patient who are
non-responders to PEG-IFN-a2b plus ribavirin
based therapy

Introduction. Oxidative stress may be a prominent
factor in the induction and progression of Chronic
Hepatitis C (CHC). However, there are few reports
that evaluate these markers in non-responder
patients.

Objective. The aim of this study was to determine
some redox status markers in patients with CHC,
who respond poorly to conventional therapy.
Materials and Methods. We performed a cross-
sectional descriptive study. The sample consisted
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of 27 patients with CHC of both sexes, treated
at the National Institute of Gastroenterology,
in the period between October 2008 and May
2009, aged between 26 and 64 years. A reference
population of 24 apparently healthy individuals
of both sexes in the same age range of the study
group were also tested. Samples were evaluated
for markers of oxidative damage to lipids and
proteins, malonildialdehyde, and advanced
oxidation products of proteins. We also determined
the activities of antioxidant enzymes: Cu-Zn
superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase, and glutathione reductase.

Results. Our results showed that oxidative damage
is higher in CHC patients who respond poorly
to conventional antiviral therapy in comparison
with the control group. In addition, we found
an increase of antioxidant activity of evaluated
enzymes in one group of patients.

Conclusions. These data demonstrate that oxidative
damage and impairment of antioxidant defences
was occurring in patients with chronic hepatitis C
who respond poorly to standard therapy.

Key words: hepatitis C virus, chronic hepatitis C,
oxidative stress, oxidative damage, antioxidants
enzymes

INTRODUCCION

La presencia de los radicales libres en el
material biologico fue descubierta hace mas de 50
afios. En los reportes pioneros de Denham Harman,
en 1956, se describen los radicales del oxigeno
como compuestos capaces de provocar dafios a
los principales constituyentes celulares (1). De
modo que el oxigeno es necesario para la vida,
pero también es potencialmente dafiino.

El estudio de los radicales libres en los
organismos vivos entro en una segunda etapa
después que McCord y Fridovich descubrieron
la enzima superoxido dismutasa (2). Este
hallazgo demostré que los organismos aerobios
desarrollaron, durante su evolucion, mecanismos
bien conservados y estrategias para controlar la
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generacion de estas especies quimicas (3).

Los primeros reportes acerca de los efectos
beneficiosos de los radicales libres dieron inicio a
una tercera etapa. En este sentido, se ha descrito
que las especies reactivas participan en procesos
fisiologicos, desde el crecimiento y la proliferacion
hasta la diferenciacion y la muerte celular, pasando
por la transduccidn de sefiales intracelulares (4).

Hasta la fecha, se han descrito alteraciones
en la regulacion de los niveles de dichas especies
en multiples condiciones patoldgicas, entre las mas
citadas se encuentran la diabetes mellitus, el cancer
y las enfermedades neurodegenerativas; ademas,
en otros procesos tales como la aterogénesis y la
inflamacion (4).

En la hepatitis crénica por el virus C (HCC),
a diferencia de otras afecciones cronicas del
higado de etiologia diferente, existen evidencias
contundentes de que el estrés oxidativo (EO) es un
factor prominente en la induccién y la progresion
de la enfermedad.

La hepatitis por virus C (HVC) es una
infeccion comun a escala mundial, caracterizada
en su evolucion hacia la cronicidad, por un avance
progresivo desde esteatosis hasta carcinoma
hepatocelular, pasando por la fase crénica, la
fibrosis y la cirrosis. Hoy en dia, constituye un
problema global de salud, ocupando el segundo
lugar entre las infecciones virales crdénicas
mdas comunes, con una prevalencia mundial de
alrededor de 180 millones de personas afectadas
(5,6).

Si desde el descubrimiento del virus se
han realizado grandes esfuerzos para entender
el curso natural de la enfermedad, la voluntad
de lograr una terapia eficaz ha sido mayor. El
tratamiento actual con interferdn alfa pegilado
(INFa-PEG) mas ribavirina no soélo revierte la
fibrosis y previene el desarrollo de cirrosis y de
carcinoma hepatocelular, sino que también mejora
la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo,
se requieren de innovaciones futuras para tratar
a aquellos individuos afectados que no logran
responder con éxito a la terapia. En el momento
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actual, son variados los farmacos en desarrollo que
se encuentran en distintas fases de ensayo clinico.
Se investigan farmacos que puedan ser eficaces
bloqueando la entrada del virus de la hepatitis
C (VHC) en la célula, inhibiendo enzimas como
proteasas, polimerasas y ribonucleasas celulares,
terapias basadas en ARN de interferencia,
moléculas que bloquean el ensamblaje viral o que
poseen actividad inmunomoduladora, andlogos de
la ribavirina sin accion anemizante y agentes con
propiedades antioxidantes (7).

A pesar de que se han realizado multiples
estudios acerca de la relacion del EO con la
HCC, pocos autores se han concentrado en coémo
se manifiesta esta situacidon en pacientes que no
responden a la terapia convencional. Por esta razon
y como parte de las investigaciones llevadas a cabo
en nuestro pais para abordar esta tematica, se llevod
a cabo el presente estudio, el cual seria el primer
acercamiento al comportamiento de algunos
indicadores de EO en este grupo de pacientes,
con el objetivo futuro de proponer la utilizacién
de suplementos nutricionales con propiedades
antioxidantes como parte del tratamiento de estos
pacientes.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio descriptivo de tipo
transversal. La muestra estuvo conformada por
27 pacientes con HCC, no respondedores al
tratamiento estandar: INF o-PEG (180 pg/semanal
x 48 semanas), ribavirina (1000 6 1200 mg diarios
en dependencia del peso x 48 semanas); atendidos
en el Instituto Nacional de Gastroenterologia
(ING), en el periodo comprendido entre octubre de
2008 y mayo de 2009, con edades comprendidas
entre 26 y 64 anos, de ambos sexos. Los datos
clinicos y de laboratorio de los pacientes se
describen en el Cuadro 1.

Teniendo en cuenta la naturaleza
comparativa de la situacion de EO, contrastamos
el comportamiento de estos marcadores con
una poblacion de referencia conformada por 24
individuos aparentemente sanos, en el mismo
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rango de edad de los casos (17 a 67 afios) y de
ambos sexos (12 hombres y 12 mujeres). Estas
personas fueron previamente interrogadas y
se les realizd un examen fisico y estudios de
laboratorio clinico (pruebas de funcion hepatica,
glicemia, creatinina, lipidograma y parametros
hematologicos), para descartar la presencia de
otras enfermedades que pudieran relacionarse con
el EO. Ademas, se constato la no utilizacion de
suplementos antioxidantes y habitos tdxicos como
el consumo de alcohol y el tabaquismo.

Cuadro 1
Caracteristicas clinicas y de laboratorio de
los pacientes con HCC
Caracteristicas de los
pacientes

Edad * (afios)

47 +£10.5

Género, n (%)
Femenino
Masculino

23 (85.2%)
4 (14.8%)

Genotipo 100% genotipo 1

Enzimas hepaticas * (IU/L)

ALAT 67.9+£43.8
ASAT 56.5+41.1
Tiempo de evolucion de la infec- 13.6+83

cién (afios)

HCV RNA > 600 000 TU/mL,
n (%)
* (Media + desviacion estandar). Los datos fueron proporcionados
por el ING

22 (81.5%)

Todos los participantes fueron incluidos
luego de emitir voluntariamente su consentimiento,
siguiendo los principios éticos de la Declaracion
de Helsinki de 1975, modificada en 2008; ademas,
el protocolo de investigacidon fue revisado por
los comités de ética médica de las instituciones
participantes.

En este estudio, se utilizO como muestra
biologica sangre venosa sistémica. La extraccion
se realizo en ayunas, mediante puncion venosa
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en el ING. Para las determinaciones de EO, se
extrajeron 4 ml de sangre en un tubo con EDTA
como anticoagulante. El plasma se separd por
centrifugacion (2500 rpm durante 5 minutos a 4°C)
y se lavaron los eritrocitos 3 veces con solucion
de NaCl 0.9% fria. Posteriormente, se procedio a
la lisis de un volumen conocido de eritrocitos con
agua destilada fria (1:4). Una vez obtenido el lisado
de eritrocitos, se determind la concentracion de
hemoglobina y todas las muestras se almacenaron
a -20°C hasta la realizacion del ensayo.

Marcadores de dafio oxidativo
1. Determinacion de la concentracion de
malonildialdehido.

La concentracion plasmadatica de
malonildialdehido (MDA) se determind a partir
del método descrito en el ensayo BIOXYTECH®
LPO-586™ (OXIS Research, Portland, USA).
Como producto de la reaccion, se obtuvo un
cromo6foro que absorbe a 586 nm. La densidad
optica se midi6 en un espectrofotdémetro SUMA
VS-850 (TECNOSUMA, Cuba). La concentracion
se determiné a partir de la curva de calibracion,
la cual se construy6 utilizando como patron
tetrametoxipropano (TMOP) a diferentes
concentraciones (0—-5 pM). Las unidades de
concentracion se expresaron en pmol/L.

2. Determinacion de la concentracidon de
los productos avanzados de la oxidacion de
proteinas.

La determinacién en plasma de los productos
avanzados de la oxidacidn de proteinas (PAOP) se
realiz6 mediante la técnica espectrofotométrica
descrita por Witko Sarsat en 1998 (8). Este método
se basa en el hecho de que los PAOP reaccionan
de la misma manera que la cloramina T (patron)
con el yoduro de potasio en medio acido. Esta
reaccion rinde un compuesto coloreado que
absorbe a 340 nm. La lectura de la absorbancia
se realizd en un espectrofotometro UV-VIS
Genesys 8 (SPECTRONIC UNICAM, UK). La
concentracion se calculo mediante la ecuacioén
obtenida de una curva de calibracion, la cual se
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construy6 utilizando distintas concentraciones
del patrén (0-100 uM). Los resultados fueron
expresados en pmol/L.

Niveles de defensa antioxidante
1. Actividad de la enzima Cu-Zn superdxido
dismutasa intraeritrocitaria.

La actividad intraeritrocitaria de la enzima
Cu-Zn superoxido dismutasa (SOD1) se determind
mediante la técnica espectrofotométrica descrita
por Fulbert y col. en 1992 (9). Este es un método
cinético indirecto, que se basa en la capacidad de
esta enzima para inhibir la reaccion de reduccion
del citocromo C. La medicion de la variacion de
la absorbancia a 405 nm se llevo a cabo durante 3
minutos en un espectrofotdémetro UV-VIS Genesys
8 (SPECTRONIC UNICAM, UK). Las unidades
de actividad enzimadtica especifica se expresaron
en U/mg de Hb.

2. Actividad de la enzima catalasa
intraeritrocitaria.

La determinacién de la actividad enzimatica
intraeritrocitaria de catalasa (CAT) se realizé
utilizando el método referido en el estuche reactivo
BIOXYTECH® CAT-520™ (OXIS Research,
Portland, USA). La medicion de la absorbancia se
realizd en un espectrofotometro UV-VIS Genesys
8 (SPECTRONIC UNICAM, UK). Las unidades
de actividad enzimatica especifica se expresaron
en U/mg de Hb.

3. Actividad de la enzima glutation peroxidasa
intraeritrocitaria.

La determinacion de la actividad enzimatica
de la glutation peroxidasa celular (c-GPx) se
realizd como se describe en el estuche reactivo
BIOXYTECH® c-GPx-340™ (OXIS Research,
Portland, USA). La lectura se realiz6 durante 3
minutos en un espectrofotdémetro UV-VIS Genesys
8 (SPECTRONIC UNICAM, UK). Las unidades
de actividad enzimatica especifica se expresaron
en mU/mg de Hb.

4. Actividad enzimatica de glutation reductasa
intraeritrocitaria.

La determinacién de la actividad enzimatica
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intraeritrocitaria de la glutation reductasa (GR) se
realiz6 basandonos en el procedimiento descrito
en el estuche reactivo BIOXYTECH® GR-340™
(OXIS Research, Portland, USA). La lectura se
realizo durante 3 minutos en un espectrofotometro
UV-VIS Genesys 8 (SPECTRONIC UNICAM,
UK). Las unidades de actividad enzimatica
especifica se expresaron en mU/mg de Hb.

Analisis estadistico

En este estudio, se determinaron, como
estadisticos descriptivos de tendencia central, la
media aritmética para todas las variables en los
grupos pacientes y controles. Se compararon las
medias aritméticas, de cada una de las variables
de respuesta para ambos grupos (casos y con-
troles), mediante la prueba U de Mann-Whitney
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para muestras independientes. Como criterio de
significacion estadistica, se tom6 p<0.05. Para el
analisis estadistico, nos servimos del programa
SPSS version 16.0 para Windows.

RESULTADOS

Se observo un incremento significativo en
las concentraciones plasmaticas de los indicado-
res de dafio oxidativo abordados en el estudio,
MDA y los PAOP, en los pacientes con HCC no
respondedores, en comparacion con el grupo con-
trol (Cuadro 2).

El comportamiento de las enzimas anti-
oxidantes analizadas se muestra en el Cuadro 3.
Observamos que las actividades enzimaticas estan
significativamente incrementadas en los pacientes
en comparacion con el grupo control.

Cuadro 2
Concentraciones plasmaticas de marcadores de dafio oxidativo en los pacientes con HCC
no respondedores al tratamiento

Pacientes Controles P
(n=27) (n=24)
MDA (1mol/L) 0.98+£0.34 0.89+0.70 0.018
PAOP (LLmol/L) 37.04 £ 29.07 11.14 £12.22 0.0002
*Los resultados se expresan como media + desviacion estandar
Cuadro 3
Actividad de las enzimas antioxidantes en los pacientes con HCC
no respondedores al tratamiento
Pacientes Controles P
(n=27) (n=24)

SOD1 (U/mg Hb) 17.9+£6.0 12.8 £ 6.6 0.018
CAT (U/mg Hb) 232.7 £ 147.3 125.4 + 36.1 0.0002
¢-GPx(mU/mg Hb) 175.7 £ 69.5 29.6 £ 30.3 >0.00001
GR (mU/mg Hb) 6.6+4.3 43+26 0.014

*Los resultados se expresan como media + desviacion estandar
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DISCUSION

En la HVC, el dafio celular es determinado
predominantemente por los mecanismos de
la respuesta inmune. Aunque la fisiopatologia
que acompaiia a la infeccidn es muy compleja,
se ha descrito que, en la persistencia de la
infeccion, en la progresion del dafio hepatico
asi como en los eventos carcinogénicos esta
involucrado el EO. Varios estudios han descrito
que, durante la infeccién por el VHC, tiene lugar
una produccidn excesiva de especies reactivas,
asi como alteraciones en los niveles de enzimas
antioxidantes (10-13).

Los lipidos son las biomoléculas mas
susceptibles al ataque por los radicales libres.
Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son
capaces de iniciar la peroxidacion lipidica, al
reaccionar con los acidos grasos poliinsaturados
de las membranas bioldgicas. Las consecuencias
dafiinas de este mecanismo estan relacionadas con
la formacién de aldehidos citotdoxicos, como el
MDA, los cuales pueden formar enlaces covalentes
con otras biomoléculas afectando su funcion
(14). En este sentido, los resultados concuerdan
con los obtenidos previamente por diferentes
autores, confirmando que la peroxidacion lipidica
es un proceso que tiene lugar en pacientes con
HCC (10,12,13). De Maria y col., en 1996,
demostraron que las concentraciones de MDA se
encontraban elevadas en el higado y en la sangre
de los pacientes con HCC (12). Paradis y col.,
mediante procedimientos inmunohistoquimicos,
confirmaron la presencia de aductos de MDA
en muestras de tejido hepatico infectado por el
VHC (15). Boya y col. hallaron que las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes
con HCC presentaban altas concentraciones de
MDA (13). Otros autores, Romero y col. (16) y
Levent y col. (17), también detectaron elevadas
concentraciones de MDA en el suero de pacientes
con HCC, antes de ser tratados con interferén en
comparacion con individuos sanos.

El dafio oxidativo a las proteinas mediado
por las ERO puede provocar la oxidacion de
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los residuos de tirosina. Como consecuencia, se
forman dimeros de tirosina que dan lugar a la
agregacion, el entrecruzamiento y la fragmentacion
de las proteinas. Estos compuestos formados
se denominan PAOP (18). No se encontraron
referencias en la literatura cientifica respecto a
la concentracion de estos productos en pacientes
con hepatitis C aguda o cronica; sin embargo, se
han detectado altos niveles de estos productos en
pacientes con uremia, enfermedades de las arterias
coronarias, diabetes y lupus eritematoso sistémico
(18-21).

Los resultados respecto a este indicador
resultan interesantes, teniendo en cuenta que
estos productos, adicionalmente, pueden
reflejar la actividad de cloracién dependiente
de la mieloperoxidasa (MPO), como parte de la
respuesta inflamatoria; se confirma, mediante este
marcador, el papel de los procesos inflamatorios
en la patogénesis de la infeccion mediada por el
VHC, descrito por otros autores (22,23).

Los resultados obtenidos en relacion con
el incremento en la actividad enzimatica de
la SOD1 en esta infeccidon, cuya patogénesis
involucra al EO, pudiera constituir un fendmeno
compensatorio ante la generacion excesiva de
aniones superdxido, sustrato de esta enzima,
mediado por la activacion de la NADPH oxidasa
(NOX) en respuesta a la infeccion por el VHC. En
concordancia con estos hallazgos, varios autores
reportan incrementos significativos en la actividad
de esta enzima en pacientes con HCC (13,24-26);
sin embargo, no se describe el comportamiento de
este marcador en pacientes que no respondieron
a la terapia combinada estandar. Otros resultados
en la literatura, en relacién con este marcador
en pacientes con HCC, resultan contradictorios.
Algunos autores han reportado reducciones
significativas en los niveles de SODI respecto
a sujetos sanos (17,27), mientras que otros no
demostraron diferencia alguna (28). La razén
de estas contradicciones puede deberse a varios
factores, entre ellos, la heterogeneidad de los
grupos estudiados y la obtencion de las muestras
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en diferentes momentos durante el transcurso de
la enfermedad.

Los resultados obtenidos muestran, ademas,
un aumento concomitante en las actividades
de las enzimas CAT y c-GPx, en el grupo de
estudio. Este aumento redundante de las enzimas
que descomponen el peréxido de hidrégeno,
probablemente, refleja una respuesta adaptativa
de la célula ante una elevada generacion de esta
especie oxidante por la accidon de la SODI1. En
relacion con el comportamiento de estas enzimas,
otros autores han reportado el incremento de la
actividad de la CAT, en pacientes con HCC (29).
Contradictoriamente, Castellano-Higuera y col.
no encontraron diferencias entre los pacientes con
HCC que no consumian alcohol y los individuos
sanos (28). No se encontraron reportes de este
marcador en pacientes con HCC que no responden
al tratamiento convencional.

Por otra parte, el incremento en la actividad
de la c-GPx también pudiera relacionarse con el
incremento del proceso de peroxidacidn lipidica,
observado en estos pacientes. Debido a que,
entre otras funciones, esta enzima participa en
la descomposicion de los perdxidos lipidicos
en moléculas menos toxicas, protegiendo a las
células de las consecuencias de este proceso
oxidativo (30). Ademas, se ha propuesto que esta
enzima participa directamente en los mecanismos
de citotoxicidad mediados por los linfocitos T,
permitiendo que los neutrdfilos y los macrofagos
completen la lisis de las células infectadas por el
VHC que han sido fagocitadas (25).

En relacion con la actividad de la GR, a
pesar de que existen pocos reportes acerca del
comportamiento de esta enzima en las hepatitis
virales, nuestros resultados son similares a los
obtenidos por Ko y col., quienes midieron este
marcador en pacientes con HCC no tratados
(25).

El incremento en la actividad de la GR se
correlaciona con lo observado en relacion a la
enzima c-GPx, debido a que la GR permite la
regeneracion del glutation reducido (GSH), el
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cual es utilizado como cofactor para la actividad
peroxidativa de la c-GPx, como parte del ciclo
redox del glutation. Adicionalmente, esta respuesta
podria compensar la deficiencia de GSH que se
produce, debido a que, como consecuencia del
dafio hepatico provocado por la infeccion, se ve
afectada la sintesis de este antioxidante.

De manera general, consideramos que
el incremento observado en la actividad de las
enzimas estudiadas puede estar relacionado con
varios factores: el aumento en las concentraciones
de sus sustratos, la sobreexpresion de los genes
que codifican para ellas, o ambos eventos. En
este sentido, se ha planteado que, en los estadios
crénicos de diversas patologias, el aumento en
la generacion de las ERO, a pesar de no causar
dafios irreversibles, si modifican el estado redox,
alcanzando las células lo que se ha denominado
como “‘estado quasi-estable”. En estas condiciones,
se afecta la regulacion de las vias de sefializacion
redox, lo que da lugar a una sobrerregulacion de
los patrones de expresidon génicos controlados
por estas vias (3,31). Una vez analizado el
comportamiento de las enzimas antioxidantes
en los pacientes con HCC no respondedores,
sugerimos que estos eventos podrian ser la causa
del incremento en la actividad de las enzimas
antioxidantes estudiadas.

Finalmente, podemos decir que este trabajo
constituye un primer acercamiento acerca del
comportamiento de algunos indicadores de
EO en una muestra de pacientes con HCC no
respondedores a la terapia convencional. Ademas,
se encontrd que, en los pacientes que no responden
eficazmente a la terapia combinada estandar, los
lipidos y las proteinas muestran un incremento
en las modificaciones oxidativas. Por otra parte,
el aumento observado en la actividad de las
enzimas antioxidantes, en este grupo de pacientes,
se puede interpretar como un efecto adaptativo a
condiciones de alta generacidon de especies pro-
oxidantes mediado por la presencia del virus y
por las condiciones inflamatorias asociadas con
esta infeccion.
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En su conjunto, estos hallazgos apoyan la

correlacion existente entre el EO y la patogénesis
de la HCC. Los marcadores utilizados podrian ser
empleados para evaluar la respuesta de pacientes
con HCC no respondedores a otros esquemas
terapéuticos. Se necesitaran otros estudios para
confirmar esta hipotesis.
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