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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el comportamiento del Oxido Nitrico en
pacientes infectados con el Virus de la Hepatitis By C en nuestro
medio y la relacién entre el Oxido Nitrico y las transaminasas. Se rea-
liz& un estudio prospectivo con 60 pacientes adultos , del Hospital
Militar " DR. Carlos Arvelo". Se demostré que los pacientes infecta-
dos por el virus de la Hepatitis B presentaban niveles de Oxido
Nitrico significativamente mds altos que el grupo control de individuos
sanos, utilizando la técnica Andlisis de la Varianza, segin la cual se
obtuvo un valor de p de 0.0001. Mediante la Técnica de Regresidn
Lineal simple se encontré una alta correlacién entre los niveles de
transaminasa y Oxido Nitrico en los pacientes con infeccién por el
virus de la Hepatitis B. En los pacientes con infeccién por el Virus  de
la Hepatitis C no se observé aumento de las concentraciones de
Oxido Nitrico.

Palabras Claves: Oxido Nitrico, Hepatitis B, Hepatitis C.
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SUMMARY

The objective was to evaluate the behavior Of Nitric Oxide In patients
Infected with Hepatitis B and C in our environment and the relations-
hip between Nitric Oxide and transaminases. A prospective study
was carried out with 60 adult patients at the Hospital Militar "Dr.
Carlos Arvelo ". We demonstrated that patients Infected with hepati-
tis B showed levels of Nitric Oxide significantly higher than the con-
trol group of healthy individuals; using the variance analysis techni-
que, obtaining a p value of 0.0001. Through the simple line regres-
sion fechnique, a high correlation between transaminases levels and
Nitric Oxide was found in patients infected with hepatitis B Virus.
Amongst patients infected with hepatitis C virus, an Increase in Nitric
Oxide concentrations was not observed.

Key Words: Nitric Oxide, Hepatitis B, Hepatitis C.
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INTRODUCCION

En 1970, fue descrito "El Factor relajante derivado del
endotelio"( EDRF), una década después, en 1987 Ignarro y colabora-
dores identificaron que dicho factor era el éxido nitrico (1). Esta
molécula juega complejos roles fisiolégicos y fisiopatolégicos en dife-
rentes células de muy diversos tejidos, Asi el NO posee efectos que
van desde la citoproteccién hasta la citotoxicidad. Son muchas las
células que lo producen, como macréfagos, plaquetas, células
sinusoidales intrahepdticas (Kupffer), células musculares lisas,
neuronas no adrenergicas no colinergicas (NANC]), y una gran variedad
de tipos celulares en el cerebro. Se ha sugerido que el NO puede
jugar un importante papel en las interacciones entre las células de
Kupffer y los hepatocitos, regulando de manera importante la funcién
hepdtica. En 1994 Liu y colaboradores, demostraron que loshepatocitos
en cultivo estimulados con el virus de la Hepatitis B son capaces de
incrementar su produccién de NO (2). Otro estudio da evidencia de
incremento en la produccién de 6xido nitrico en pacientes con
Hepatitis C crénica (3), pero los resultados a nivel mundial han sido
contradictorios. En 1997 un estudio demostréd disminucién en la
produccién de NO en los pacientes con Hepatitis B y C crénica. Es
asi como surge la inquietud de evaluar el comportamiento del éxido
nitrico en pacientes infectados con el virus de la Hepatitis By C en
nuestro medio. Ademds de relacionar el comportamiento del NO y
las transaminasas.

Consideramos que de poder demostrar el aumento del NO estimulo-
do por el virus de la Hepatitis y su relacién con las transaminasas
damos un paso muy importante, que podria determinar posteriormente
la utilizacién de inhibidores de la sintesis del mismo.

POBLACION Y METODOS

Estudio prospectivo realizado con 60 pacientes adultos con
edades comprendidas entre los 19 y 86 afos, 40 procedentes de la
consulta externa y hospitalizacién del servicio de Gastroenterologia
del Hospital Militar "Dr. Carlos Arvelo", con diagnéstico de Infeccién
por el virus de la Hepatitis B 6 C, y 20 individuos aparentemente
sanos, de similar edad y sexo, los cuales se tomaron como grupo con-
trol, pertenecientes al grupo de médicos y paramédicos de nuestra
Institucién. El estudio fue realizado en un periodo de é meses desde
el 01 de Septiembre de 1997 al 01 de Marzo de 1998.

Se excluyeron aquellos pacientes inmunocomprometidos
(Colagenosis, SIDA, Cdncer, Trastornos Endocrinos, Sindromes
Linfoproliferativos,  Insuficiencia Renal), con Enfermedades
Cardiovasculares (Hipertensién  Arterial, Cardiopatia Isquémica),
Enfermedades Pulmonares (Hipertensién Pulmonar, Distress
Respiratorio, Tuberculosis, Infeccién por Micoplasma), Embarazo,
Enfermedades Gastrointestinales (Estenosis Pilérica Hipertréfica,
Acalasia, Hipergastrinemia,  Enfermedad Inflamatoria Intestinal,
Pancreatitis), Ascitis, Enfermedad Cerebro-Vascular (ACV, Tumores
Cerebrales) Sepsis y Schock Circulatorio Séptico, Glomerulonefritis y
Vacunados contra Hepatitis B 6 A.

Se utilizé como criterios de inclusién de pacientes por
Infeccién por el virus de la Hepatitis B, todos los pacientes mayores
de 14 afos con Serologia positiva para VHB, tomando ésta como
pacientes con antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
(AgsHB) presente, considerando como casos agudos la presencia del
AgsHB por menos de 6 meses de Infeccién Crénica la persistencia del

mismo (AgsHB) por més de 6 meses. En pacientes con Infeccién por
el virus de la Hepatitis C, los criterios de inclusién fueron, pacientes
mayores de 14 afios con serologia positiva para VHC (ANTI-VHC).
En el grupo Control se incluyeron a individuos mayores de 14 afios,
similares en edad y sexo al grupo de pacientes con Infeccién por los
virus de la Hepatitis B y C, con serologia negativa para virus de la
hepatitis B y C.

Para la determinacién serolégica del VHC, se utilizara el Sistema de
Pruebas ELISA ORTHO HVC 3.0, el cual es un inmunoensayo enzimé-
tico cualitativo para la defeccién de anticuerpo frente al virus de la
Hepatitis C ( anti-HCV ) en suero o plasma humano. Cuando fue posible
se realizé como prueba confirmatoria la determinacién con métodos
de biologia molecular del écido ribonucleico especifico del virus C
(ARN-VHC), siendo necesario para ello un método de amplificacién
previa de la muestra para lo cual se utiliza la reaccién de polimerasa
en cadena (PCR).

Para la determinacién serolégica del VHB, se utilizé el
Sistema de Pruebas ELISA ORTHO Ags HB, el cual es un inmunoensa-
yo enzimdtico cualitativo para la deteccién del antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B en suero o plasma humano. Cuando fue
posible se determiné el ADN viral mediante métodos de biologia
molecular, amplificando previamente la muestra utilizando la reaccién
en cadena de polimerasa (PCR).

La determinacién del Anti-VHC, AgsHB se realizé en el
Laboratorio de Inmunologia del Hospital Militar "Dr. Carlos Arvelo" y
la determinacién del ARN-VHC y ADN-VHB por PCR se realizé en el
Instituto de Inmunologia de la Universidad Central de Venezuela.

El éxido nitrico fue medido a través de su producto de
degradacién, NO2, mediante el método descrito previamente por
Archer, 1993; denominado ensayo de diazotizacién. Una alicuota
de la muestra (Sueron sanguineo), se diluyé en écido clorhidrico
(HCL), y se incubé con écido sulfanilico, luego se afiadié efilendiamina
y se mantuvo la incubacién. Al final, la absorbancia de la muestra
total fue medida en un espectrofotémetro, y el valor, expresado en
nanomoles por mililitro (nm/ml), se realizé el célculo llevando estos
valores a una curva de concentraciones conocidas de nitritos y nitratos.
La deferminacién de nitritos y nitratos en suero, ha sido fomado como
marcadores de la actividad de la sintetasa de éxido nitrico (NOS) y
la produccién de radicales de 6xido nitrico (73), dicha determinacién
se realizé en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas de la
Universidad del Zulia.

Los pacientes dieron su consentimiento para la inclusién en
este estudio. Se realizé a cada paciente: 1. Historia clinica, 2.
Exdmenes de Laboratorio (hematologia completa, glucemia, BUN,
creatinina, TGO, TGP, amilasa, HIV, VDRL, 3. Serologia para deter-
minar infeccién por virus de la Hepatitis B 6 C, 4. Determinacién de
los niveles NO (nitritos/nitratos en suero).

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO

De los 60 pacientes incluidos 41 fueron del sexo masculino
(70%) y 19 del sexo femenino (30%) (Tabla y grdfico No. 1).
La edad promedio fue de 52.3 afios del grupo estudiado correspon-
diendo 46.9 afios para pacientes del grupo de infeccién por el virus
de la Hepatitis B. La edad promedio fue de 61.2 afios para pacien-
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tes infectados por el virus de Hepatitis C, el control fue de 52.4 afios
(Tabla y grdfico No. 2).

El grupo de pacientes infectados por el virus de Hepatitis B, cuya
edad promedio fue de 52.3 afios, correspondiendo 45.5 afios al
sexo masculino y 54.7 afios al sexo femenino. Para el grupo de
pacientes con infeccién por el virus de Hepatitis C la edad promedio
total fue de 61.2 afios, correspondiendo 53.7 afios edad promedio
del sexo masculino, 70.2 afios correspondié a la edad promedio del
sexo femenino. En cuanto al grupo control la edad promedio total fue
de 52.4 afos, correspondiendo a 52 afos al sexo femenino, 52.3
afios al grupo del sexo masculino (Tabla y grafico No. 3).

En cuanto al tipo de infeccién en cada grupo: Al grupo de pacientes
infectados con el virus de Hepatitis B, el 55% correspondié a infec-
cién aguda (8) el 30% a infeccién crénica (5) y el 15% a cirrosis (3)
por dicho virus (Tabla y grdéfico No. 4).

En el grupo de pacientes infectados por el virus de Hepatitis C, el
60% correspondié a infeccién crénica (9) el 35% a cirrosis por dicho
virus (6) y el 5% a infeccién aguda (1) (Tabla y gréfico No. 5),

Se encontré que el 57.5% de todos los pacientes incluidos (12) no
presentaban antecedentes o fuente de infeccién conocida vy el
42.5% (11) si presentaban fuente de infeccién conocida (Tabla y
gréfico No. 6).

Del 57.5% que no presentaban antecedentes, el 40% correspondian
a pacientes infectados por el virus de la Hepatitis B (10) y 40% al
grupo de pacientes infectados por el virus de la Hepatitis C (7). Del
grupo que presentaban anfecedentes el 65% correspondian a los
pacientes infectados por el virus de la Hepatitis C (8) y 35% al grupo
de pacientes infectados por el virus de la Hepatitis B (5) (Tabla y gré-
fico No. 7). El antecedente mds frecuente fue el quirdrgico.

En cuanto a las concentraciones séricas de éxido nitrico (nitritos /
nitratos) se observé un incremento significativo utilizando la técnica
ANOVA (andlisis de la varianza), segin la cual se obtiene un valor
de P de 0.0001. Siendo no significativa en el grupo de pacientes
infectados por el virus de la Hepatitis C, la cual dio valores similares
al grupo control utilizando la misma técnica estadistica.

Pacientes infectados por el virus de la Hepatitis B, las concentraciones
séricas de nitritos/nitratos fue: valor maximo 324 nm/ml, valor mini-
mo 71.04 nm/ml, media 141.74 nm/ml (Tabla y gréfico No. 8).

En el grupo de pacientes infectados por el virus de la Hepatitis C, las
concentraciones séricas de nitritos/nitratos fueron: valor mdximo
21.5 nm/ml, valor minimo 1.48 nm/ml, media 8.65 nm/ml (Tabla y
grdfico No. 9).

En el grupo control las concentraciones sérica de nitritos/nitratos fue-
ron: valor méximo 15.54 nm/ml, valor minimo 3.33 nm/ml, media
7.82 nm/ml (tabla y gréfico No, 10).

Ahora observando los pacientes infectados por el virus de la Hepatitis
B, el cual presenté incremento significativo de las concentraciones de
nitritos/nitratos, la mayor concentracién correspondié a pacientes en
estado agudo de la infeccién, seguidos por infeccién crénica y en
dltimo lugar cirrosis. En pacientes con infeccién por el virus de la
Hepatitis B aguda las concentraciones séricas de nitritos/nitratos
fueron : valor méximo 324 nm/ml , valor minimo 71.04 nm/ml,
media 167.02 nm/ml, en la infeccién crénica el valor maximo fue
142 nm/ml, valor minimo 80.66, nm/ml , media 116.68 nm/ml,
en cirrosis correspondié el valor méximo 118 nm/ml, valor minimo
81.04 nm/ml, media 91.16 nm/ml (Tabla y gréfico No. 11).
Utilizando la técnica de regresién lineal simple, usando el éxido nitri-
co (nitritos/nitratos) como variable respuesta y como variables previc-
torias, los valores de transaminasas ALT y AST.

Se encontré una alta correlacién entre los niveles de ALT y AST y
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éxido nitrico en los pacientes infectados por el virus de la Hepatitis B.
Se observé que la correlacién entre las concentraciones de nitritos /
nitratos y los niveles de transaminasas ALT y AST aumentaron signifi-
cativamente. En particular podemos afirmar que a mayor nivel de
transaminasas mayores concentraciones de nitritos/nitratos.

Los valores de AST en pacientes infectados por el virus de la Hepatitis
B en relacién con las concentraciones de nitritos/nitratos fueron los
siguientes: AST/NO Valor méximo 280 Ul/ml/324nm/ml, Valor
minimo 8Ul/ml/71.04nm/ml, Media 78.35 Ul/ml/141.74nm/ml.
Los valores de ALT en pacientes infectados por el virus de la Hepatitis
B en relacién con las concentraciones de nitritos/nitratos fueron los
siguientes: ALT/NO Valor méximo 310 Ul/ml/324nm/ml, Valor mini-
mo 14 Ul/ml/71.04nm/ml, Media 88.6 Ul/ml/141.74nm/ml(Tabla
y grdfico No. 12).

En cuanto a la relacién entre transaminasas y éxido nitrico en pacien-
tes infectados por el virus de la Hepatitis B, en infeccién aguda se
obtuvo: ALT/NO Valor méximo 310 Ul/ml/324.12nm/ml, Valor
minimo 14 Ul/ml/71.04nm/ml, Media 124.36
Ul/ml/167.02nm/ml. AST/NO Valor mdximo 280
Ul/ml/324.12nm/ml, Valor minimo 21 Ul/ml/71.04nm/ml, Media
116 Ul/ml/167.02nm/ml. En infeccién crénica la relacién ALT/NO
fue la siguiente: Valor méximo 85 Ul/ml/142nm/ml, Valor minimo
19 Ul/ml/80.66nm/ml, Media 47.5 Ul/ml/116.68nm/ml, AST/NO
Valor mdximo 50 Ul/ml/142nm/ml, Valor minimo 8
Ul/ml/80.66nm/ml, Media 29.33 Ul/ml/116.68nm/ml. En cirrosis
la relacién ALT/NO fue la siguiente: Valor mdéximo 65
Ul/ml/118nm/ml, Valor minimo 18 Ul/ml/81.4nm/ml, Media
39.67 Ul/ml/99.16nm/ml. AST/NO Valor maximo 50
Ul/ml/118nm/ml, Valor minimo 32 Ul/ml/81.4nm/ml, Media
38.33 Ul/ml/99.16nm/ml (Tabla y gréfico No.13, 14,15y 16).z

CONCLUSION Y DISCUSION

En 1994, Luis y colaboradores demostraron que hepatocitos
en cultivo estimulados por el antigeno de superficie de la hepatitis B
eran capaces de incrementar  su produccién de NO, siendo el pri-
mer frabajo que muestra el incremento de la formacién de oxido nitrico
estimulado 'o inducido por un antigeno viral (8,13). Conforme a lo
observado por este grupo, en nuestro trabajo se demostré que los
pacientes infectados por el virus de la hepatitis B presentaban niveles
de NO, significativamente mas altos que el grupo control de indivi-
duos sanos, se utilizé la #écnica ANOVA, segin la cual se obtuvo un
valor de P de 0.0001.

Ahora, observando el grupo de pacientes infectados por
el virus de la Hepatitis B, la mayor concentracién de nitritos/nitratos
correspondié a pacientes en estado agudo de la infeccién | media
167.02 nm/ml), seguidos por infeccién crénica ( media 116.68
nm/ml )y en dltimo lugar cirrosis (media 91.16 nm/ml ).

Mediante la técnica de regresién lineal simple, utilizando el
6xido nitrico (nitritos/nitratos) como variable respuesta y los valores
de transaminasas ALT/AST como variables predictivas, se encontré
una alta correlacién entre los niveles de ALT y AST y 6xido nitrico en
los pacientes infectados por el virus de la Hepatitis B. Se observé que
la correlacién entre las concentraciones de nitricos/nitratos y los nive-
les de transaminasa ALT Y AST aumentaron significativamente. En
particular podemos afirmar que a mayor nivel de fransaminasa mayores
concentraciones de nitritos/nitratos
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Posteriormente, otro estudio aporta evidencias que indican que la
expresién de enzima iINOS esta aumentada en los hepatocitos obte-
nidos de biopsias hepdticas de pacientes infectados por el virus de la
hepatitis C. (14). Mihm y colaboradores en 1997 observa igualmen-
te que la expresién de la enzima iINOS esta aumentada en los
pacientes con Hepatitis C Crénica cuando se estudiaba en tejido
hepdtico, pero no consiguen aumento significativo de las concentra-
ciones séricas de nitritos /nitratos en dichos enfermos al compararlos
con un grupo control de sujefos sanos.

En nuestro estudio, igualmente, no se observé un aumento
significativo en las concentraciones séricas de nitritos/nitratos en los
pacientes infectados por el virus de la Hepatitis C en relacién al grupo
control de individuos sanos utilizando la técnica de ANOVA. Podria
esta menor concentracién de NO en los pacientes con infeccién por
Hepatitis C estar relacionada a que la mayoria de los pacientes pre-
sentaban enfermedad crénica ( 95% ) en contraste con los infectados
por Hepatitis B en donde solo el 45% correspondian a infeccién
crénica y un 55% a infeccién aguda, y como ya mencionamos
anteriormente, las concentraciones de nitritos/nitratos en pacientes
infectados por el virus de la Hepatitis B mds alta correspondieron a
infeccién aguda .

Por ofra parte en nuestra investigacién solo se realizé determinaciones
séricas de NO, hubiese sido importante realizar biopsias hepdticas y
determinacién de NO en las mismas a tales pacientes a fin de poder
corroborar los resultados obtenidos por el grupo de Mihn y colabora-
dores (3).

En 2002 kandemir y colaboradores evidenciaron que las infecciones
virales hapatotropicas son capaces de regular ascendentemente en
los hepatocitos humanos la expresién genética de la Sintetasa del
6xido nitrico inducible, sugiriendo ademds que el NO puede mediar
importantes eventos patogénicos en el curso de la Hepatitis Viral
Crénica (17).

Khantsenko y colaboradores, en 1993 demuestra que el
estimulo inflamatorio del higado induce la sintesis de NO y dicha
sintesis suprime la detoxificacion hepdtica a través de las enzimas
del citocromo P450. En su estudio logra corroborar que la actividad
de estas enzimas disminuyen al incrementar las concentraciones de
nitritos/nitratos séricos y una vez tratados estos pacientes con
inhibidores del 6xido nitrico (NG-monometil-l-Arginina ) la actividad
del citocromo P450 mejoraba significativamente (19).
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Tabla 3.HEPATITIS B, C Y CONTROLES Y EDAD.
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EHC
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EDAD.m
H M T
HB 4552 54.7a 46.9a
HC 53.7a 70.2a 61.2a
cT 524a 52.0a 52.4a
TOTAL 49.9a 61.1a 52.3a

Tabla 4. HEPATITIS B Y TIPO DE INFECCION
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Tabla 5. HEPATITIS C Y TIPO DE INFECCION.
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Tabla 7.HEPATITIS B YC , Y ANTECEDENTES

50

ANTECED ENTES

15
10

45 sI NO
40 HB 06 14
35 HC 11 09
30 mHB| TOTAL 17 23
25 mHC
” % 425 57.5
mT
5
0

SI NO

Tabla 8 .CONCENTRACIONES DE NO Y HEPATITIS B Y CONTROLES

350
300
250
200
150
100
50
0

il

VM Vm m

HEHB
mcC

HB CT
VM  324.0 15.54
Vm 71.04 3.33
m 141.74 7.82

Tabla 9. CONCENTRACIONES DE NO Y HEPATITIS C Y CONTROLES.

25

AGUDA 1 5
CRONICA 12 60
CIRROSIS 7 35
BA | TOTAL 20 100
mCr
mCi
Tabla 6.Hepatitis B y C y Antecedentes.
° antecedentes
sl 425% (17)
NO 57.5% (23)
100% (40)

ENO

260

M Sector 3
M Sector 4

20

15 mHC

mC
10

VM Vm m

HC CT
VM 215 15.54
Vm 1.48 3.33
m 8.65 7.82

Tabla 10 . CONCENTRACIONES DE NO (nitritos/nitratos)Y HEPATITIS
B, C Y CONTROLES.

350

300
250
200
150

EHB
EHC
0c

100
50

Al

VM Vm m DS

VHB VHC CT

VM 3240 21.5 15.54
Vm 71.04 148 3.33
m 141.74 8.65 7.82

DS 67.77 5.75 3.11




CONCENTRACIONES SERICAS DE OXIDO NITRICO

Dra Lorena Parra y Col.

Tabla 11 . CONCENTRACION DE NO(nitritos/nitratos) EN HEPATITIS B

Y TIPO DE INFECCION

350

300

250

200 HA

150 mCr
mCi

100
50

VM Vm m DS

Ag Cr Ci
VM 32412 142.0 118.0
Vm  71.04 80.66 81.04
m  167.02 116.68 99.16
DS 8202 24.80 18.54

Tabla 12 .HEPATITIS B: AST/ALT Y NO

350
300
250

200 BALT
150 BASY

ENO

100
50

VM Vm M

HEPATITIS B
Vmax. Vmin. Media
AST 280 8 78.35
ALT 310 14 88.6
NO 324 71.04 141.74

Tabla 13 AMINOTRANSFERASAS Y NO EN HEPATITIS B

180
160
140
120
100
80
60
40
20

BAST
BALT
ENO

Ag Cr Ci

Hepatitis  (Media)

Aguda Crénica Cirrosis
AST 116 29.33 38.33

ALT 124.36 475 39.67

NO 167.02 116.68 99.16

Tabla 14.HEPATITIS B AGUDA: AST/ALT Y NO.

350
300
250
200
150
100

50

VM Vm M

HAST
HALT
ENO

HEPATITIS B AGUDA

Vmax. Vmin. Media

AST

ALT

NO

280 21 116
310 14 47.5

32412 71.04 167.02

Tabla 15.HEPATITIS B CRONICA: AST/ALT Y NO.

160
140
120
100
80
60
40
20

VM Vm M

BAST
HALT
ENO

HEPATITIS B CRONICA

Vmax. Vmin. Media
AST 50 8 29.33
ALT 85 19 47.5
NO 142.0 80.66 116.68

Tabla16 .CIRROSIS POR VHB: AST/ALT Y NO.

120
100
80
60
40
20

VM Vm M

EAST
HALT
ENO

CIRROSIS POR VHB

Vmax. Vmin. Media
AST 50 32 38.33
ALT 65 18 39.67
NO 118.0 814 99.16
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