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COLCHICINA Y FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL
EN HEPATITIS CRONICA ACTIVA

INTRODUCCION

La hepatitis crénica activa se caracteriza clinicamente por necrosis hepética mantenida,
inflamacion portal, periportal y, en menor grado, lobulillar, y fibrosis. La hepatitis cronica, cuya
gravedad oscila entre limites amplios, se considera como una enfermedad progresiva que puede
llevar a la cirrosis, la insuficiencia hepética y la muerte.

Las caracteristicas morfoldgicas de la hepatitis cronica activa son: 1) infiltrado mononuclear
denso de los espacios porta, que se extiende de manera evidente a los lobulillos hepaticos (en ¢l
tipo autoinmune hay células plasmaticas formando parte del infiltrado), 2) destruccién de los
hepatocitos en la periferia del lobulitlo, con erosién de la placa limitante de hepatocitos que
rodea las triadas portales (rasgo conocido como necrosis en sacabocados); 3) Tabiques de tejido
conectivo que rodean los espacios porta y se extienden desde ellos al interior del lobulillo,
aislando nidos de células hepaticas y rodeando conductos biliares y 4) signos de regeneracion
hepatocelular (formacién de “rosetas”, engrosamiento de las ldminas de hepatocitos y
"pseudolobulillos de regeneracion").

Aunque es dificil demostrar que se produzca progresion a cirrosis en los pacientes con hepatitis
cronica activa en la que s6lo hay necrosis en sacabocados, esta evolucion es habitual en formas
muy graves de la enfermedad. De un 20 a un 50% de los enfermos con hepatitis cronica activa en
la biopsia tienen también cirrosis, incluso en fases iniciales de la enfermedad. En general, la
hepatitis cronica activa es clinicamente mas grave que las hepatitis cronicas persistente y
lobulillar.

Las dos variedades de hepatitis viral de transmisién entérica, A y E, se resuelven
espontdneamente y no producen hepatitis cronica (existen casos contados donde se reporta
hepatitis cronica autoinmune en pacientes con susceptibilidad genética). Por el contrario, los
enfermos con hepatitis crénica B y C, ast como aquellos con hepatitis crénica D superpuesta a
hepatitis B muestran toda la gamma del espectro clinicopatologico de las hepatitis cronicas.

La hepatitis C pasa a la cronicidad en el 50% de los casos y de estos el 20% de las
personas progresan a cirrosis hepatica.



Asi mismo la hepatitis cronica activa puede ser provocada por autoinmunidad, mediado
por células y dirigido contra hepatocitos, con toda probabilidad, la predisposiciéon a la
autoinmunidad es hereditaria, mientras que la alteracién hepética especifica de este proceso es
desencadenada por factores ambientales tales como productos quimicos o virus. Cuando satisface
criterios de gravedad este tipo de hepatitis cronica activa puede tener una tasa de mortalidad de
hasta el 40% en 6 meses. Es frecuente encontrar ¢n este tipo de hepatitis crénica activa
haplotipos del sistema de histocompatibilidad, tales como HLA-B 1, -BS-DRw3 y Drw4. Este
tipo de hepatitis cronica activa responde al tratamiento con glucocorticoides e inmunosupresores,
que es eficaz en diversos transtornos autoinmunes.

CITOCINAS Y DANO HEPATICO

Las citocinas integran una gran red de. Mediadores. Moleculares constituyentes de un
sistema de comunicaciéon coordinado entre diferentes células y tejidos v que se encargan
fundamentalmente de restablecer o mantener la homeostasis fisiologica.

Independientemente del factor causante del dafio, el higado desarrolla una respuesta
uniforme al dafio crénico. La necrosis hepatocelular es seguida de fibrosis y cirrosis que es el
resultado de un aumento de la sintesis y deposito de colagena y de proteinas de matriz
extracelular, sintetiza principalmente a nivel de células de Ito, células estelares, hepatocitos y
células endoteliales. Aunque el mecanismo fibrogénico no es totalmente conocido, existen
evidencias de que diversas citocinas son capaces de actuar en las distintas células hepaticas
induciendo modificaciones intracelulares que culminan con el deposito de colagena, y hasta el
desarrollo de cirrosis.

Las citocinas son polipéptidos de peso molecular bajo sintetizadas y liberadas por
numerosas células tales como monocitos macréfagos vy de particular relevancia para las
enfermedades hepdticas, las células de Kupffer. Por sus caracteristicas efectoras, las citocinas se
han considerado en dos grandes grupos aquellas que fundamentalmente actian
como factores de crecimiento, tales como Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) e
Interleucina-6 (IL-6) y aquellas que poseen principalmente propiedades inflamatorias, tales como
la Interleucina-1 (IL~1), Interleucina-1 (IL-8) y Factor de Necrosis Tumoral (FNT). En ocasiones,
es factible que los factores de crecimiento posean actividad inflamatorio y viceversa. Cada
citocing tiene distinta secuencia de aminoacidos, estructura y receptores de superficie. Las
citocinas tienen diversas actividades bioldgicas que a menudo se sobreponen y que se creé
influyen de manera, importante en los procesos de dafio y regeneracion hepética.



Factor de Necrosis Tumoral

El FNT es una citocina sintetizada principalmente por monocitos/macrofagos (2), en
respuesta a estimulos infecciosos, traumaticos, neopldsicos o en enfermedades inflamatorias
crénicas. Se le conocen actividades bioldgicas importantes como pirogénesis, induccién de
neutrofilia (3,4), induccion de la liberacion de otras citocinas (IL-1, EGF, PDGF y TGF-B, entre
otras). Se le conoce como un potente promotor de la sintesis de reactantes de fase aguda (5), asi
como su capacidad para disminuir la sintesis de albimina. Se ha demostrado su participacién en
respuesta a estimulos qufmicos y bacterianos en el dafio hepatocelular mediado por macréfagos
en forma aguda (6,7,8,9,10,1 1), confiriéndoles capacidades citotoxicas, con la consiguiente
produccion de radicales libres de oxigeno (24).

Posee al igual que la IL-1 la capacidad de regular la expresion de moléculas adherentes en las
superficies de las membranas de células endoteliales y neutrofilos, favoreciendo ademés sintesis
de radicales libres y su degranulacion (2,12,13,14). Se conoce también su poder amplificador en
la actividad proliferativa y citotdxica de respuesta de células T (15,16,17), ademas de su
capacidad moduladora sobre células NK. Estudios "in vivo" han demostrado un incremento
significativo en los niveles séricos y nimero de receptores tisulares de FNT en pacientes con
dafio hepatico agudo y crénico (6,18,9,10,19,20,21). En la actualidad se estudian sus efectos
sobre la sintesis y la degradacion de la colagena y aunque existe ain controversia, parece
importante su participacién en el proceso de fibrogénesis (22,23).

COLAGENA.

Antes de 1960 se consideraba que la coldgena era una proteina insoluble con una vida
media muy prolongada, quiza incluso inerte y que una vez depositada en la matriz extracelular
permanecia hasta la muerte. Asi mismo, se consideraba que el aumento en el contenido de
colagena en el higado cirrdtico era secundario a colapso del estroma. A partir de 1960 se
demostré que la fibrogénesis era un proceso activo y que el exceso de coldgena en la cirrosis
hepatica resultaba de un aumento en la biosintesis de coldgena y una disminucién en la actividad
colagenolitica que se Ileva a cabo por colagenasas especificas.

Se han descrito distintos tipos de colagena de las cuales las que predominan tanto en el
higado normal como en el del cirrético y en hepatitis cronica activa son la colagena I y III,
variando micamente sus proporciones que son lo normal 1: 1, hepatitis cronica activa 1 - 2:1y
en el cirrdtico 2-3: 1. Estudios cuantitativos de colagena total demuestran que aumenta de



aproximadamente 5 mgr por g de tejido de higado normal hasta 10-15mg en hepatitis cronica
activa, hasta 30 mg por gramo de higado cirrético.

La colagena de tipo 1 es el producto de dos genes aifa 1 y alfa 2 que se localizan en
diferentes cromosomas y que son reguladas en forma coordinada. Durante la Fibrosis hepética la
expresion de los genes de la colagena tipo 1 aumenta. Se han descrito como factores importantes
en su regulacion, modificaciones en la estructura de la cromatina, la metilacion y desmetilacion
del DNA, entre otros (1). En particular, existe una serie de agonistas que inhiben la expresién del
RNA de colagena tipo 1 en células en cultivo, como son los retinoides, glucocorticoides,
interferon gamma, vasopresina, factor de necrosis tumoral alfa y ésteres de forbol. La funcion
fisiolégica de cualquiera de estos factores inhibitorios no es aun clara. Varios factores cis y trans
han sido identificados y parcialmente caracterizados como reguladores transcripcionales de la
expresion del gen de coldgena al igual que para las citocinas, sin embargo los mecanismos
moleculares a través de los cuales citocinas como TGF-B y TNF-A e IL-1 regulan,la expresion de
colagena y fibrogénesis, no se conocen atn en detalle.

TRATAMIENTO EXPERIMENTAL DE HEPATITIS CRONICA ACTIVA

Los conceptos anteriormente sefialados en cuanto a la importancia de las citocinas y la
regulacion de los genes de coldgena, como importante predictor del dafio hepatico crénico,
representan la base experimental para el desarrollo de nuevas formas de intervencion terapéutica
en pacientes con hepatitis cronica activa. Existen actualmente una serie de compuestos que han
demostrado tanto en animales de experimentacion como en humanos tener potencial de
modificar esta relacion:

La Pentoxifilina que es un derivado de las metilxantinas inicialmente utilizada en el
tratamiento de la enfermedad vascular periférica y que ademas posee accion amplificadora sobre
sistemas fibrinoliticos enddgenos (24,25), bloqueo de lisis mediada por células NK y disminuye
proliferaciéon de linfocitos citotéxicos (26,27), disminucion de citocinas inflamatorias (28),
promueve bienestar fisico (29,30), disminucion de toxicidad relacionada al transplante (31), entre
otras.

Los interferones son una familia de proteinas que se agrupan en base a sus efectos
antivirales, antiproliferativos ¢ inmunomoduladores (32,33). Su efecto antiviral fué descrito
desde 1957 y se han clasificado en 3 tipos, alfa, beta y gama, distinguidos desde el punto de
vista estructural, bioquimico y antigénico. Es conocida su capacidad de regulacidén sobre la
produccion de citocinas como Interleucina 1 y 2 y Factor de Necrosis Tumoral, asf como en la
activacion de macréfagos y Células Asesinas Naturales.. En la actualidad el Interferén
recombinante que se utiliza en el tratamiento de las hepatitis virales de evolucién cronica



causadas por virus B y C, es el interferon alfa, fundamentalmente por su potente accién antiviral,
y cada vez se conocen mas fundamentos para su utilizacion.

COLCHICINA:

La Colchicina es una droga con actividad antifibrogénica y antiinflamatoria (34), que
previene el transporte y secrecion de la colagena, estimula colagenasa, inhibe IL-1 e IL-2 , afecta
la produccién de FNT (35) y en base a esta y otras propiedades ha sido usada en animales de
experimentacion y en humanos para el tratamiento de la cirrosis hepatica con resultados
favorables. Se ha reportado una mayor sobrevida y mejor calidad de vida en pacientes cirréticos,
mediante un estudio doble ciego de 100 pacientes (36) en el INNSZ, confirmados parcialmente
estos resultados por otros autores en Cirrosis Biliar Primaria (37,38), y causada por hepatitis B
(39) v en hepatitis crénica activa con transformacion a cirrosis hepatica (40) Los efectos
secundarios que se han descrito son minimos. Se ha demostrado en animales de experimentacion
que la depuracién de colchicina es de 77.33 ml +- 8.27 ml por minuto por kilogramo; su vida
media es de 16.68 +- 0.97 minutos y su volumen de distribucién de 1.84 +- 0.15 I/kg. En tres
modelos de disyuncién hepatica y uno de inhibicion de Citocromo P450, se ha observado que el
dafio hepético en estos animales altera en forma significativa la farmacocinética de la colchicina
de tal forma que por ejemplo, la ligadura del conducto biliar hace que la depuracién disminuya
en 1.84%, la vida media aumente a 513.7 +- 100.6 minutos y que el volumen de distribucién
aumente 175%. Los datos obtenidos apoyan la hipétesis de que el higado es la via de mayor
eliminacion de coichicina (41). Los estudios se han repetido con resultados similares en
humanos. Otro hecho importante lo constituye el que la concentracién pico de colchicina en los
leucocitos alcanza .valores de 16 veces por encima de su concentraciéon en plasma. Esta
concentracion preferencial en linfocitos puede estar relacionada con los efectos terapéuticos
descritos.

JUSTIFICACION

El tratamiento de la hepatitis cronica activa en la actualidad es fundamentalmente
sintomatico y no ha impactado sobre la prevalencia e historia natural de la enfermedad. En
estudios recientes aislados de investigacién demuestran que como en la cirrosis hepatica, existe
relacion estrecha entre la inflamacion y fibrogénesis en la hepatitis crénica activa., por lo que se
requiere de un estudio integral en pacientes que explore este aspecto asi como de los farmacos
que actlian a este nivel.



OBJETIVOS

1.- Valorar el efecto de la Colchicina en los mecanismos fisiopatolégicos de hepatitis C y
su efecto en el tratamiento de la hepatitis crénica activa por virus de hepatitis C.

2.-Realizar un andlisis "in vivo" e "in vitro" de los efectos de la Colchicina sobre la
expresion de los genes y sintesis de Factor de Necrosis Tumoral (FNT) y colagena de tipo 1
(como predictor de evolucion) a nivel sérico y tisular.

3.-Estudiar la relacién entre inflamacion y fibrosis hepética en pacientes con hepatitis
cronica activa por virus de hepatitis C.

HIPOTESIS

*Hipétesis nula. La Colchicina no modifica la relacién inflamacién-fibrogénesis en
hepatitis crénica activa.

*Hipétesis alterna: La Colchicina modifica la relacion inflamacién-fibrogénesis en
hepatitis cronica activa.

DISENO DEL ESTUDIO

Ensayo clinico, previa estratificacién por virus de la hepatitis C,

MUESTRA

Se estudiaran pacientes de ambos sexos y edades comprendidas entre los 30 y 65 afios,
con antecedente de infeccion por virus de Hepatitis C que serdn distribuidos de la siguiente
manera;

Grupo : Se incluirdn 5 pacientes con antecedente de transfusién previa y anticuerpos
positivos contra virus de hepatitis C , que presenten alteraciones de las Pruebas de Funcién
Hepética (PFH) y evidencia en la biopsia de cualquier lesion histoldgica, exceptuando cirrosis.



Criterios de exclusioén:
*Seropositividad para HAVAb y HBsAg,, HBCAg o HBcAb
*Evidencia de seropositividad para marcadores inmunolégicos
predisponentes de enfermedad hepética.
*Cirrosis hepética.

Criterios de exclusion generales:

*Antecedente de transfusion en las 8 semanas previas.
*Tratamiento antifibrogénico, antiviral o inmunomodulador previo.
*Tratamiento en los 4 meses previos con agentes antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos.
*Contraindicacion para la realizacién de biopsia hepética:
-Tiempo de Protrombina més de 3s alargado.
-Cuenta plaquetaria menor de 100,000
-Ascitis.
*Creatinina > 2 mgidl.
*Presencia de enfermedad tumoral maligna a cualquier nivel.
*Proceso infeccioso o inflamatorio a otro nivel.
*Falta de consentimiento escrito.

METODOLOGIA

La valoracién inicial de los pacientes se realizara en base a la Historia Clinica detallada,
Examen fisico completo y determinaciones séricas: Hemograma completo, Pruebas de Funcion
Hepética (AST, ALT, ALP, BT, BD, GGT, ALB, Tiempo de Protrombina), marcadores virales
para virus B (HBsAg, HBeAb) y C (HCVAb, Elisa de 2a. generacion), anticuerpos
antimitocondriales, anti musculo liso, antinucleares, anticitoplasmicos y antitiroideos. Se
realizara Ultrasonido hepético y medicién de alfa feto- proteina cada 6 meses.

Una vez seleccionados los pacientes de cada grupo, se tomardn 35 ml. de sangre que serd
asignada de la siguiente forma: 7 ml para determinacion sérica de péptidos de procolagena; 5 ml
para determinacion sérica de FNT;, 7 ml para determinacién de PFH completas, 10 ml para
pruebas hematolégicas y 10 ml para seroteca. Estas determinaciones se realizaran a los 0,2,4,6,12
meses. En la primera toma, se obtendrdn 20 ml de sangre adicionales para la extraccion del DNA
de leucocitos periféricos para el estudio del polimorfismo del gen de coldgena tipo I.

Se hard biopsia hepatica percutdnea con aguja de Tru-Cut o bien, biopsia en cufia durante
un procedimiento quirdrgico sin evidencia de sepsis 0 proceso inflamatorio a cualquier nivel, a
los 0, 2 y 12 meses, con el fin de determinar la expresion tisular (RNAm) del FNT y de colagena,
asi como valoracién histolégica. En ausencia de contraindicacion, las biopsias iniciales y a los 9



meses serdn realizadas con vision directa por laparoscopia, evaluandose al mismo tiempo el
aspecto del higado, la presencia de datos de esplenomegalia y ascitis.

El tratamiento sera administrado por 12 meses, mismo tiempo que representara el tiempo
de seguimiento de los pacientes.

Para obtener resultados evaluabas, los pacientes deberan haber completado cuando menos
2 meses de tratamiento.

Andlisis de sangre:
Suero:

Se toman 5-7 ml de sangre sih anticoagulante y se deja reposar a temperatura de 4 grados
C durante una hora. Una vez formado el codgulo, este es retirado con un aplicador y el resto se
somete a centrifugacion durante 15 minutos a 5000 g. Se coloca 1 ml de suero por criotubo y se
congela a—70 grados C hasta su utilizacion para la medicion de péptidos de procoldgena y FNT.

Determinacion seria de Factor de Necrosis Tumoral (FNT):

Se realizard determinacion serica a los 0,2,4,6 y12 meses de tratamiento de FNT,
mediante estuche inmunoenzimatico especifico para FNT.

Determinacién sérica de péptidos de procoldgena:

Se cuantificara a partir de suero almacenado por un periodo no mayor a un mes, la
concentracion sérica de péptidos de procolagena mediante Kit comercial de radioinmunoensayo
(RIA-gnost P-III-NP; Behring, Rueil-Malmaison, Francia), basado en anticuerpos policlonales
que reconocen principalmente propéptido de colagena-3 de alto peso molecular (intacto). Se
aceptara un rango de normalidad de 2-12 g/It. . Asi mismo se realizara la medicion del péptido de
procoldgena de tipo [.

Biopsias hepdticas:
Obtencién de muestras: Se estima por experiencia previa que se obtendra un promedio de 25
mg de tejido hepatico mediante biosia percutanea con aguja de Tru-Cut y guiada por ultrasonido,
0 bien durante cirugia abdominal abierta o laparoscopica. La mitad del tejido sera congelado de
inmediato en nitrégeno liquido bajo condiciones estériles a -80 grados C hasta su utilizacion para
los estudios de Biologia Molecular. El resto seré asignado al estudio histopatoldgico.

Estudio Histopatolégico:

*Andlisis cualitativo de fibrosis: Un estudio a ciegas sera realizado por patdlogos del
INNSZ mediante tinciones convencionales: Hematoxifilina y Eosina y tincién de Masson.

8



*Andlisis cuantitativo de la concentracion total de coligena:

La muestra obtenida por biopsia hepatica serd fijada en formalina a 10% en buffer de
fosfato a 0.1 M pH 7.2 conteniendo NaCI 0.15 M, embebida en parafina y se realizardn cortes de
15 m de espesor. Se desparafinizard en grupos de 10 a 20 cortes después de incubacion con xylol,
xylol:etanol (1:1), etanol. etanol-agua (1:1) y agua. Las muestras serdn mantenidas en agua
destilada a 4 grados C y procesadas durante un lapso de ! semana.

Procedimiento de tincion: Cortes individuales, con arca aproximada de 10-50 mm2, serén
cubiertos con 0.2 m! de una solucion saturada de dcido piérico en agua destilada conteniendo
Fast-green FCF (colorante para proteinas no-colagena) y 0.1% de Rojo Sirio F3BA (colorante
para coldgena). La solucién saturada de écido piérico es necesaria para la interaccion del Rojo
Sirio con coldgena. Una pre-incubacion con una solucion a 0. 1 de Fast- green y 4cido piérico
sera realizada para prevenir cualquier tincidn inespecifico con Rojo Sirio, como niicleo de
hepatocitos y de células linfoides, que se explorard por microscopia. Los tubos serdn cubiertos
con papel aluminio e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos en un mezclador
giratorio. Se retiraran los fluidos cuidadosamente con una pipeta desechable y se lavaran los
cortes varias veces con agua destilada hasta que el fluido se decolore.

Se afiadird 1 ml. de NaOH a 0.1 N en metanol absoluto (I: 1; v:v) y se mezclara cada
tubo hasta que todo el color se eluya del corte (generalmente por pocos segundos). Si la
concentracion de coldgena es muy alta, como en el higado cirrético, el color serd eluido en 2 0 3
mt de NaOH-metanol en lugar de 1 ml. Inmediatamente, se leerd el color eluido en
espectofotometro a 540 y 605 nm, cuando las longitudes de onda corresponden a absorbancias
maximas de Rojo Sirio y Fast-green, respectivamente. Se almacenard el eluido en recipiente
obscuro a 4 grados C.

Determinacién de Proteina e hidroxiprolina. Cortes duplicados o triplicados serdn colocados
en recipientes de vidrio que contengan 0.5 ml de HCl a 6 N, serdn sellados al vacio e hidrolizados
durante 18 horas a 104 grados C. El exceso de HCL sera removido al vacio y las muestras secas
serdn resuspendidas en 0.5 ml de HCI a 2N, incubados con Dowex-Norit para remover "humin",
neutralizado a pH de 5-6 con NaOH y aforado con agua destilada para la obtencion de un
volumen final de 2 ml. Alicuotas conteniendo 0.2 y 0.5 ml seran utilizadas para la determinacion
de hidroxiprolina de acuerdo con el procedimiento de Rojkind y Gonzélez. Se utilizara 1 ml de la
solucién para determinacion de nitrogeno por andlisis de micro-Kjeldahl. Para cuantificacion de
colagena, se asumird que una cadena alfa 1 de aproximadamente 96,000 daltons contiene en
promedio 1000 residuos de 4 hidroxiprolina. Para la estimacion de proteinas se asumird que las
proteinas en el tejido se compone de 16% de nitrdgeno.

Extraccidn de RNA:

Homogeneizacién: Se mezcla la muestra obtenida (de tejido hepético en el caso de la
determinacion en biopsia) con RNAzol B MR. (2 ml por 100 mg de tejido). El RNAzol es un
método de aislamiento de RNA que promueve la formacién de complejos de RNA con guanidina
y moléculas de agua e impide interacciones hidrofilicas entre las proteinas y el DNA). Para aislar
el RNA de las células crecidas en suspension, es necesario sedimentarlas y lisarlas mediante la
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adicién de 0.2 ml de RNAzol B por millén de células. Las células crecidas en monocapa son
lisadas directamente en la caja de cultivo al afiadir 1 ml de RNAzol por cada 3.5 cm de la caja de
Petn.

Extraccién del RNA: Se agrega a 2 ml del homogeneizado 0.2 ml de cloroformo y se agita la
mezcla de manera vigorosa durante 15 segundos y se deja reposar a 4 grados C por 15 minutos.
El homogeneizado formar4 dos fases: la inferior de color azul (fase fenol-cloroformo) y una fase
incolora acuosa en la porcion superior. El RNA permanece exclusivamente en la fase acuosa,
mientras que el DNA y las proteinas quedan en la interfase y fase orgénica.

Precipitacién del RNA: Se transfiere la fase acuosa a un tubo, se agrega una cantidad similar de
isopropanol y se deja 15 minutos a 4 grados C. En seguida se centrifuga la mezcla por 15 minutos
a 12,000 g (4 grados 'C). El precipitado del RNA forma una pastilla de color amarillo.

Lavado del RNA: Se realiza un sélo lavado del boton agitandolo en una solucién de etanol al
75% (minimo 0.8 m} de etanol por cada 50-100 um de RNA) y enseguida se centrifuga por 8
minutos a 7500 g (4 grados C o 20grados C). Al finalizar el procedimiento es necesario secar el
botén y al vacio por 10-15 minutos. Es importante evitar que el pellet de RNA se seque
completamente, ya que esto disminuiria de manera importante su solubilidad.

La transcripcion de los genes de las diferentes citocinas se cuantificara en presencia de un
control interno poliespecifico (plasmido pQA-1) mediante la reaccién de la transcriptasa reversa
seguida de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Transcriptasa reversa: La reacciéon de transcriptasa reversa se llevara a cabo con mezclas del
RNA obtenido y el RNA estandar del plasmido pQA107. Se mezclara 1 ng de RNA del botén con
0,0005 pg del RNA estandar X n (donde n es el nimero de RNAm que se estudiardn i.e., RNAm
para FNT). Como parametro de comparacion inter € intraensayo, se mezclard 1 ng del RNAm
obtenido con 0.025 pg del RNA estandar para la cuantificacion del transcrito de la proteina
estructural Beta 2 microglobulina. Las mezclas de RNA seran desnaturalizadas durante 5 minutos
a 70 grados C y enfriadas rdpidamente en hielo. Se agregara posteriormente 100 ng de
oligonucledtido iniciador, Oligo 1d(T)16 50U de transcriptasa reversa del virus de la leucemia
murina Moloney (Gibeo-Elmer Corporation, Noiwalk, CT, EUA).

Reaccion de la polimerasa en cadena: El producto de la reaccion de transcriptasa reversa serd
dividido entre n. El cDNA se mezclara con 30 pM de cada uno de los iniciadores sentido y
antisentido para el FNT, 0.5 M de deoxinucleotidos trifosfato y 2 U de Taq DNA polimerasa
(Perkin-Elmer). Las condiciones de amplificacion seran de 1 ciclo a 94 grados C por 5 minutos,
57 grados C por un minuto y 72 grados C por un minuto, seguido de 33 ciclos a 94 grados C por
un minuto, 57 grados C por un minuto y 72 grados C por un minuto y finalmente un ciclo a 94
grados C, 75 grados C por un minuto y 72 grados C por 5 minutos, todo esto en el ciclador
térmico programado. Los productos amplificados se correrdn en electroforesis en geles de
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agarosa al 1% con 0.05ug/ml de bromuro de etidio y serén fotografiados sobre un transluminador
de luz ultravioleta con pelicula Polaroid.

Cuantificaciéon de los productos amplicados: Cada negativo de la pelicula Polaroid sera
analizado por densitometria. Se mediré la altura alcanzada en el histograma resultante de cada
una de las bandas, obteniéndose posteriormente la relacion del producto amplificado estdndar
sobre el producto amplificado de la muestra. Con el fin de descartar variaciones dadas por el area
bajo la curva en los histogramas, estos seran recortados y pesados en una balanza analitica y, de
igual forma, se obtendrd el cociente del producto amplificado estandar sobre el producto
amplificado de la muestra obtenida.

Control interno de RNA: El RNA que se empleard como control interno se sintetizd a partir del
plasmido pQA107 (amablemente proporcionado por el Dr. David Shire, Sanofi Elf Bio
Recherches, Labege, Francia) (51). Primeramente el plasmido pQA107 (ug) fué linearizado con
10 U de la endonucleasa de restriccion EcoR1 durante 1 hora a 37'C. Posteriormente se verificé
la ruptura del plasmido por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en solucién 0.5 X de tris-
boratos - EDTA y 0.05 ug/ml de bromuro de etidio. Una vez linearizado, se contruyd una
ribosanda con 400 ng del plasmido mediante la accion de 50 U de la enzima T7 RNA polimerasa,
en presencia de 2.5 mM de cada uno de los cuatro nucledtidos trifosfato y 40 U de inhibidor de
Rnasa. Después de incubar por 1 hora a 37C se agregaron 32U de Dnasa y et RNA se purificé
secuencialmente con fenol y cloroformo; alcohol isoamilico, Por ultimo, el RNA obtenido se
precipitd con etanol. La pureza se verificé en un gel agarosa al 1% con formaldehido y 0.05
ug/ml de bromuro de etidio. La ribosinda o RNA estdndar se cuantificé también por el método
antes descrito. Una vez purificado el RNA, se procedera a determinar la expresién de las
citocinas con ¢l método antes descrito en relacion a la determinacidn sérica.

Expresién de RNAm de procoldgena I en tejido hepatico.

Muestras de RNA total extraido, cuantificadas por espectofotometria, seran fraccionadas
por electroforesis en geles en condiciones desnaturalizantes (agarosa 1%, formaldehido 17.63%,
fosfatos 10 mM). Se transferirdn a filtros de nitrocelulosa en SSC 20X y se realizard una
prehibridacién con SSC 10X, Denhardt's 10X, NaP pH 6.5 100mM, en mezcla con formamida, y
DNA de esperma de salmén desnaturalizado. La hibridacion serd realizada con una sonda
marcada con P32 de DNA complementario Hf 32 (fornecido por ATCC, EU), que contiene 1,443
nucledtidos que codifican el dominio de la coldgena 2(I) y 597 nucleétidos codificantes para el
C-péptido, e incluye aproximadamente la mitad de las secuencias codificantes para €l gen de
procoldgena 2(Y); en formamida y SSC 5X, Denhardt's 1X, NaP pH 6.5 20 Mn y destran sulfato
0.1 g/ml. Los filtros seran lavados 6 veces con SSC y SDS y sometidos a autoradiografia. Las
autoradiografias se cuantificardn con densitometria.
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Extraccion de DNA:

Se tomard muestra de 20 ml de sangre con anticoagulante (ACD) y se mantendrd
congelada a 76 grados C hasta la realizacién de la extraccion por la técnica de Denver.

Polimorfismo del gen de Colagena Tipo 1. Se realizard digestiones con enzimas de restriccion
para analizar polimorfisinos del gen de la cadena alpha 2, transferencia por la técnica de
Sauthern e hibridacion con bandas NJ 3.2, NJ 3.5 y Hf 32. Los polimorfismos de la cadena alpha
1 seran analizados por Nested-PCR con primers especificos.

CULTIVOS CELULARES,

De la muestra de sangre a los 0,6 y 12 meses se aislara especificamente TGF-B que
posteriormente serd incubado en una linca celular obtenida de un hepatoma humano, denominada
HepG2 (53), o en células fetales hepaticas (WRL-68).

Las lineas celulares se cultivan de la siguiente manera;

Las células de hepatoma humano HepG2 seran cultivadas en medio de Williams
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v:v) y 100 Ul/ml de penicilina. Las células WRL-68
seran cultivadas en medio minimo esencial de Dulbecco, suplementado con 8% de suero fetal
bovino, 1% de aminodcidos no-esenciales, 100 Ul/ml de penicilina y 1001 de estreptomicina. En
ambos cultivos el medio ser4 reemplazado cada 2 dias y las células resembradas en una dilucion
1:5 cada 7 dias. Las células seran cultivadas a 37 grados C en botellas de plastico desechable en
una atmosfera de 95% de humedad v 5% de C02. Ambas lineas se adquieren comercialmente en
la American Type Culture Collection.

Las condiciones asi descritas seran para la proliferacion celular. Los experimentos en los
cuales se incuben las células con suero de los pacientes, se llevardn a cabo en ausencia de suero
fetal bovino. Posteriormente se procedera a determinar la expresion del gen de coldgena de tipo 1
a diferentes periodos de incubacién, mediante la extraccion del RNA con la técnica de Northem
previamente descrita.

Una vez inducido el aumento de la expresion de colagena tipo 1 por el TGF-B, se
evaluard el efecto de la Colchicina sobre esta induccion.
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MONITOREQ DE TOXICIDAD:

Se citara al paciente al Departamento de Gastroenterologia de manera mensual para
vigilar mediante interrogatorio esponténco y dirigido la presencia de efectos indeseables
atribuibles al medicamento. Se realizardn exdmenes de rutina (BH, PFH, Tiempos de
Coagulacion), a los 0, 2, 4, 6 y 12 meses de tratamiento, con el fin de vigilar toxicidad. En caso
necesario se procedera a consideracion del investigador a realizar los examenes de laboratorio
y/o suspender el medicamento.

La Colchicina ha sido ampliamente utilizada y generalmente bien tolerada cuando se
utiliza a dosis moderadas. Los principales sintomas relacionados a efectos adversos son:

*Sistema Gastrointestinal:

-Nausea, vomito, diarrea y dolor abdominal.
*Sistema Hematoldgico:

-Leucopenia transitoria,

En intoxicaciones severas suele observarse:
-Gastroenteritis hemorragica.
-Dafio vascular extenso.
-Nefrotoxicidad.
-Depresion muscular.
-Paralisis ascendente del SNC.

Con ¢l uso prolongado rara vez ocutre:
-Agranulocitosis.
~Anemia aplésica.
-Miopatia.
-Alopecia.
-Azospennia.

TAMANO DE LA MUESTRA,

Se incluird un total de 5 pacientes. El tamafio de la muestra de 5 pacientes estd
fundamentada estadistica y factiblemente. Desde el punto de vista estadistico, y considerando
una distribucion binomial con una probabilidad de cambio a priori , un resultado del todo o nada
alcanza significancia estadistica con un minimo de 5 observaciones.

Por otra parte y dados el niimero y las caracteristicas de los procedimientos a realizarse en
cada paciente, la factibilidad de estudiar un numero mayor de pacientes es limitada. La
posibilidad de incrementar el tamafio de la muestra se considerard una vez finalizado el estudio
del niimero de pacientes aqui estipulado.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las caracteristicas generales, clinicas, bioquimicas e histologicas de ingreso del grupo de
estudio se resumird en términos de frecuencias (porcentajes) y medianas (intervalos).

Las variables de interés primario se resumiran de la misma manera y se¢ harén
comparaciones entre las observaciones basal y final (pareadas) de los pacientes mediante la
prueba del signo de Wilcoxon. Asi mismo, se determinard el efecto de la Colchicina
considerando como variables independientes adicionales a la etiologia.

ASPECTOS ETICOS

El estudio plantea como tnico problema ético la realizacién de 3 biopsias hepaticas en un
afio, que se justifican en cuanto a que los pacientes se les proporcionard una medida terapéutica
con probabilidad de modificar favorablemente su historia natural y que de otra manera no
podrian recibir. Los riesgos de complicaciones son minimos (< 10%) y ademas, se extremaran los
cuidados, realizandose siempre bajo control ultrasonografico o durante cirugia. En ningun caso
que exista contraindicacidn se haré biopsia hepética.
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