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1. Antecedentes

En 1955 y 1956 se origind un brote de hepatitis aguda en Nueva Delhi, India, en el
cual las caracteristicas clinicas y demogréficas, aunque similares a las observadas
en hepatitis A, no fueron suficientes para poder diagnosticarla. Posteriormente, se
realizaron estudios presentando negatividad para el virus de la hepatitis A. Con
estos datos se concluy6 la presencia de un nuevo agente etiolégico como causante
de la epidemia. En 1983, se realizaron estudios de las muestras del brote de 1955,
y se denomind virus de la hepatitis E (VHE) siendo la E por entérica y epidémica.

En 1991 se logroé realizar la secuenciacion genémica del VHE.!

Actualmente, la hepatitis E es un problema de salud publica principalmente en
paises en vias de desarrollo, y una enfermedad emergente en paises
industrializados de Europa y en Estados Unidos. Los brotes endémicos y
esporadicos se han dado en paises tropicales y subtropicales (India, Uganda, Sudan
y México), y han afectado a miles de personas de los mas de dos billones que viven
en zonas endémicas, siendo la via fecal-oral por contaminacion de suministros de
agua y malas condiciones de saneamiento. En paises industrializados, los casos
han sido menores y se han asociado a viajeros procedentes de zonas endémicas,
sin embargo, actualmente se ha hablado de casos autoctonos, los cuales ha

presentado aumento en su incidencia. 12

La mayoria de las infecciones de VHE son asintomaticas y el cuadro sintomatico
incluye hepatitis aguda, falla hepatica fulminante y sintomas extrahepaticos muy
similares a los ocasionados por virus de las hepatitis A, B, C y D, por lo que es
practicamente indistinguible de los demas.®>* En mujeres embarazadas se ha
observado como cuadro clinico, principalmente hepatitis aguda con falla hepatica
fulminante, la severidad de la infeccidn en estas pacientes se ha asociado al balance
hormonal y al complejo inmunolégico durante este estadio. Se han descrito de igual
manera, la replicacién viral en la placenta humana, teniendo como consecuencias

pérdida del producto o transmision vertical madre-hijo. La tasa de mortalidad es



mayor a la observada en la hepatitis A, y en paises como Japén se ha observado

pacientes infectados por transfusién sanguinea o ingestién de alimentos crudos. °

Recientemente, se han diagnosticado casos de hepatitis E cronica, los cuales se
definen como la persistencia del RNA-VHE, o IgM anti-VHE mas de seis meses
posterior a la elevacién de los niveles de alanino aminotransferasa (ALT).%® La
infeccion  crénica se ha reportado principalmente en individuos
inmunocomprometidos, receptores de trasplante de oOrganos, pacientes en
tratamiento con quimioterapia, y pacientes infectados por el virus de la
inmunodeficiencia adquirida (VIH). En estos pacientes, se ha descrito el desarrollo
de fibrosis y/o cirrosis hepatica.’® Estos datos abren una linea de estudio de gran
interés, principalmente en los casos reportados de hepatitis cronica en pacientes
sanos e inmunocompetentes. Planteando la cuestion de sobre el porcentaje real de

paciente con hepatitis cronica secundaria al virus de la hepatitis E.

2. Marco teérico

Biologia y virologia molecular del virus de la hepatitis E

El VHE es un virus RNA pequefio, sin envoltura que mide 32-34 nm de didmetro,
perteneciente al género Orthohepevirus de la familia Hepeviridae; el genoma viral
esta formado por una sola cadena de RNA de sentido positivo, de 7.2Kb y presenta

cuatro regiones codificantes de proteinas o marcos de lectura abierta (ORF): ORF1,

Genomic RNA ~ 7.2 kb

5'UTR ORF 1 ORF 3 ORF 2 3'UTR

131 WAL ADG-EAT7I5020-5600 G177 305200 TAIET 1RITIN TR

- - Ty M e JRICRE] weaees CrRy

1ET4TNDTES SLITAB0N 11081 I IITREV229T-206T 1 6405106002228

EIE-1ISMGTA1 281 TREIRNH IR PRG-I 122150

SLSSIANINEINN0  SANES0NT BT E08 ARSI BMALI TN 500 TraseTIIS
as

Leaky scanning H =
\ 5 S M P
. N-terminal,  C-terminal ’
Subgenomic RNA ~ 2.0 kb 5 " " AAAAAAAAAAAAA 3
MFP AnnddT Asr310 Aanssd
- ORF 2

winz ...

ORF3 s Bidanin

llustracion 1. Descripcion esquematica del genoma del virus de la hepatitis E y sus proteinas virales. Hoang van Tong
et al. / Hepatitis E Virus Mutations: Functional and Clinical Relevance (2016)
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ORF2, ORF3 y ORF4, flanqueadas en los extremos 5y 3°, por dos regiones no
traducidas (NTR). ORFL1 se encarga de codificar poliproteproteinas no estructurales
y enzimas que incluyen una gran lipoproteina de 1 693 aminoacidos, proONF1 que
presenta varias funciones responsables de la replicacién viral como la
metiltransferasa (MeT), la helicasa de RNA (Hel), RNA-polimerasa dependiente de
RNA (RdRp), y la cistein-proteasa analoga a la papaina (Cys-Prot). De estas, la
MeT es esencial para la infectividad y replicacion de VHE. La ORF2 codifica una
proteina de 600 aminoacidos, porORF2, que es una proteina de la capside viral.
Dicha proteina contiene tres dominios lineales: dominio S que forma la capside, y
los dominios M y P que se relacionan con la interaccion del virus-célula huésped. El
dominio P es el blanco de las vacunas en desarrollo, debido a que queda en el
exterior de la capside viral. ORF3, sobrepuesta con ORF2, codifica una
fosfoproteina, proORF3, de 114 aminoacidos, esta proteina es prescindible para la
replicacion in vitro, ya que puede modular la sefalizacion celular. ORF4 se ha
descrito recientemente y codifica para una proteina de 158 aminoacidos en
asociacion con ORF1. Esta proteina esta involucrada en la replicacion de VHE-1, al
interactuar con multiples proteinas virales (Helicasa, RdRp) y factores del
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llustracién 2. Descripcion del ciclo del virus de la hepatitis E 2
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hospedero como la isoforma 1 del factor 1 eucariotico de elongacion (eEF1a1) y la

B tubulina. 58

A pesar de que el ciclo replicativo del VHE, es similar al ciclo de otros tipos virales,
todavia se requieren estudios detallados de este proceso. El VHE se adhiere a la
célula por medio de la interaccion con ORF2, el cual se une a los receptores como
el heparan sulfato y la proteina de shock térmico 70 (HS70) y penetra la célula por
medio de actinas dependientes de endocitosis. Posteriormente, el viridn libera su
RNA viral en el citoplasma, el virus utiliza la maquinaria el hospedero para traducir
poli proteinas ORF1 que incluyen enzimas virales. El genoma viral se replica por la
participacion de helicasa RNA viral y RdRp, al igual que ORF2 y ORF3. El complejo
de replicacion ocurre en los compartimientos reticulo endoplasmico-Golgi. El
ensamblaje del RNA y ORF2, forman las particulas de progenie viral, las cuales son
liberadas desde las células del hospedero a través de los complejos de clasificacion
endosomal requerida para la maquinaria de transporte (ESCRT).>

La proteina GRP78, también conocida como BiP (binding immunoglobulin protein)
es una chaperona molecular que se encuentra en el reticulo endoplasmico. Sin
emnbargo, la presencia de GRP78/BIiP en la superficie celular se ha visto implicada
en la union y entrada del virus. GRP78/BiP se une a p239 VLPs tanto en modelos

celulares como en co-inmunoprecipitados. 1720

Variabilidad genética e implicacién clinica del VHE

Basandose en la filogenia y el genoma viral completo, se han identificado siete
genotipos del VHE pertenecientes a la familia de Orthohepevirus A. Cuatro
genotipos, VHE-1 a VHE-4, han sido bien reconocidos como patégenos humanos
mientras que el VHE-5 y VHE-6 solo se han identificado como causa de infeccién
en animales. El VHE-7 se ha relacionado actualmente y en pocos casos a hepatitis

crénica en humanos con trasplante hepéatico. 82
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Los genotipos de VHE tienen diferentes reservorios, distinta distribucion y patrones
de transmision. ElI VHE-1 esta restringido Unicamente a humanos y se ha aislado en
brotes epidémicos y casos esporadicos de Asia. EI VHE-2 también restringido
Unicamente en humanos e incluye una cepa Unica aislada en Africa Central y
México, el VHE-3 se ha asilado en humanos y porcinos y tiene una distribucion
global con un ligero predominio en paises industrializados de Europa y Norte
América. El VHE-4 también se ha encontrado en humanos y porcinos, en
localizaciones principalmente de Asia y Europa, y el VHE-7 se ha reportado en
humanos y camélidos principalmente en Medio oeste. Con estos datos queda
establecido que el medio de transmision de VHE-1y VHE-2 es por via fecal-oral por
la contaminacién de alimentos y agua, y los VHE-3, VHE-4 y VHE-7 se han

asociados a transmision zoonatica.

Se ha encontrado relacién entre el curso clinico en las infecciones sintomaticas y el
genotipo de VHE. La hepatitis aguda severa se ha asociado més frecuentemente a
VHE-1y VHE-2; sin embargo, no se ha relacionado a hepatitis cronica a diferencias
del VHE-3, VHE-4 y VHE-7 no solo ocasiona hepatitis aguda, sino que estan
ampliamente relacionadas a hepatitis crénica principalmente en paciente
inmunocomprometidos. El VHE-1 se asocia a falla hepatica fulminante en mujeres
embarazadas, el VHE-4 se relaciona a peores resultados que infecciones por VHE-
3.1

Vias de transmision y periodo de incubacién del virus de la hepatitis E

En humanos se observado un periodo de incubacién de 4-5 semanas que puede
variar desde 2 hasta 10 semanas. Se han descrito cinco vias de transmision de
VHE: 1) fecal-oral, 2) ingesta de alimentos contaminados, 3) transfusion de
productos contaminados, 4) transmision vertical (madre-hijo) y 5) por contacto

directo con sujetos infectados.!
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Epidemiologia de la infeccion por VHE

Se ha observado que la infeccion por VHE es probablemente la causa mas
frecuente de hepatitis aguda a nivel mundial y se estima que un tercio de la
poblacion mundial ha estado infectada por este agente viral. EI VHE se ha
determinado como la causa principal de la hepatitis aguda en adultos en
Centroamérica y en el Sudeste asiatico, y la segunda causa de hepatitis aguda,
después de la hepatitis B en Oriente medio y en Africa del Norte. Sin embargo, en
paises desarrollados, la principal causa de hepatitis aguda sigue siendo el virus de
hepatitis A (VHA). En contraste con la incidencia geografica, la prevalencia
geografica de anticuerpos anti-VHE es mundial, con prevalencia mayor en paises
desarrollados de hasta 70% en algunos paises, dejando muy por debajo la de anti-
VHA. El verdadero numero de las infecciones por VHE es controversial, por lo que
se ha propuesto que el niumero de infecciones asintomaticas es el doble de las

infecciones sintomaticas.?

([ R

Prevalence (%)

HEV RNA positivity o I .

llustracién 3. Distribucion mundial de la hepatitis E con RNA viral positivo??

En México, la mayoria de los casos reportados de hepatitis viral consisten en
hepatitis A, B y C, de cualquier manera, existen miles de casos reportados

anualmente con etiologia indeterminada. Panduro et al. reporto en un estudio que
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8982 casos no se identificé agente etioldégico en un periodo de un afio. Algunos
estudios han establecido una prevalencia de 1.2 a 15% en el pais. La mayoria de
los estudios se realizaron en la poblacidén adulta. Lopez-Santaella et al. publicaron
en el afo 2019, un estudio de la prevalencia de VHE en pacientes del Hospital
Infantil de México Federico Gomez, utilizando ELISA y RT-PCR encontrando la
seroprevalencia del 3%, resultado que se relaciona a otros estudios en poblacién
pediatrica, y de 54.5% por RT-PCR. Ademéas, de un par de casos que
correspondieron a la variante que infecta cerdos, por lo que se describe por primera

vez casos de zoonosis. @

En una revisién sistematica global realizada en el afio 2014 por Verghese y
Robinson!® se pudo evidenciar el incremento de la infeccién por VHE; entre los
paises estudiados se encuentra México reportando en 2 afios un total de 1848 nifios
entre 1 y 19 afos de edad de los cuales el 1.1% se encontraban entre 1 y 4 afos,
el 4.4% entre 5a 14 afiosy el 9.6 % de 15 a 19 afios. Siendo el grupo de adolescente

el que mas prevalencia tiene de estos casos.

Caracteristicas histopatoldgicas de la hepatitis E

En afios recientes, se ha intentado determinar principalmente en estudios
retrospectivos las caracteristicas histopatolégicas de la hepatitis E. Hasta el
momento, Unicamente se han observado y registrado cambios relacionados a falla
hepatica fulminante, un curso clinico visto frecuente en mujeres embarazadas. Los
cambios observados pueden causar hepatitis de interfase caracterizado por
inflamacion lobulillar y portal, principalmente por células plasmaticas, proliferacion
ductular, esteatosis graduada, fibrosis y cirrosis. A nivel de los hepatocitos, se puede
observar degeneraciéon globoide, multinucleacion, dafio de los conductos biliares,
prominencia de las células de Kupffer y colestasis intracelular e intracanalicular.
Estos datos no son patognomonicos, pero podrian orientar a la busqueda etiolégica
de VHE.!!

13



Verghese y Robinson®® en su revisiéon sistematica demostraron que el mayor
porcentaje de los nifios que presentaron infeccién por VHE tuvieron hallazgos
histopatolégicos de necrosis hepatica masiva (44 casos) de los cuales 19 nifios

fallecieron por el dafo extenso.

llustracion 4. Infiltrado inflamatorio de predominio llustracion 5. Dafio hepatocelular extenso en una

linfocitico en un espacio portal, es una de las hepatitis cronica, se observa necrosis en sacabocado,

caracteristicas histopatolégicas del la hepatitis cronica  degeneracion globoide e infiltrado inflamatorio de
predominio linfoplasmocitario.

llustracion 6.. Hepatocitos con degeneracion globoide, llustracion 7. Hepatocito con cambios apoptosicos en el
el citoplasma esta expandido y con caracteristica de contexto de una hepatitis cronica.
vidrio esmerilado.
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llustracion 8. Vista en panoramica de una fibrosis estadio 2 llustracion 9. Vista a 40x de una fibrosis estado 3 con tricrémico
en donde se puede observar la fibrosis (azul) portal y  de Masson (azul).
periportal. tincién de tricromico de Masson.

Infeccion crénica por VHE

Recientemente se han reportado pequefias series de casos pediatricos en el afio
2012415 sobre casos persistentes de infecciéon por VHE con elevacion prolongada
de las aminotransferasas y viremia cronica principalmente en nifio
inmunocomprometidos, en especial los que han recibido recientemente un
trasplante de 6rgano sélido, asi como infeccion por VIH y neoplasias hematoldgicas.
Estos pacientes desarrollaron una hepatitis crénica y continuaron excretando el
virus por via fecal incluso 24 meses posteriores al diagndstico. En estos pacientes
se desconoce si la infeccién fue adquirida por el donador o por exposicidon posterior

al trasplante y los tratamientos anti rechazo.

En una de las series de casos'® se reportdé que 14 nifios presentaron cirrosis
hepética 10 afios posteriores al trasplante, aunque en solo uno de ellos se pudo
encontrar RNA de VHE.

Otra serie de casos pediatricos!® estudié casos de paciente scon trasplante de
médula Gsea por neoplasias hematoldgicas. Estos pacientes desarrollaron cirrosis
hepética con hipertension portal. El genotipo de VHE encontrado en estos pacientes

fue el tipo 3, sin embargo, ninguno de estos pacientes habia viajado a una zona
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endémica y se concluyd que estos pacientes adquirieron la infeccion a través de

agua y comida contaminada.

Hepatitis cronica de etiologia indeterminada y virus de la hepatitis E en

pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez

Los datos obtenidos en estudios previos sobre la incidencia y prevalencia de la
infeccion causada por VHE, concluyen que un tercio de la poblacion ha sido
infectada pero la presentacion es subclinica con una respuesta inmune limitada. Sin
embargo, un nimero de casos puede evolucionar a una hepatopatia cronica o una
respuesta clinica fulminante, por lo tanto, es importante la blasqueda intencionada
de este agente etiol6gico en las biopsias hepéticas con diagnéstico de hepatitis
cronica de etiologia indeterminada, con el proposito de dar una seguimiento y
vigilancia de dichos pacientes. En el afio 2017, se realiz6 un estudio en el Hospital
Infantil de México, donde se determind que el 14% de todas las biopsias de higado
corresponde a diagndsticos de hepatitis cronica de etiologia indeterminada. En el
estudio se analizaron biopsias con dicho diagndstico en las cuales se descarto la
presencia de VHA, VHB, VHC y VHD. Al realizar la deteccion del RNA de VHE se
concluy6 que el 40% de los casos analizados fueron positivos para dicho agente,

con una mayor incidencia en el sexo femenino.*?
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3. Planteamiento del problema

Las enfermedades hepaticas son un grupo de padecimientos que causan dafio
agudo y crénico a los individuos, llegando incluso a falla del 6rgano que podria llegar
a un desenlace tortuoso. Un gran niumero de microorganismos son afines o pueden
infectar y afectar al higado, los mas frecuentes son los virus de la hepatitis,
principalmente el B y el C.}2 Actualmente, existe extenso conocimiento de estos
agentes, y el dafilo que provocan al tejido hepatico, sin embargo, numerosos
reportes afirman que la infeccién causada por VHE se encuentra en aumento. A
pesar de lo anterior al momento del abordaje del paciente, se tiene que buscar como
causa etiologica otros agentes y microorganismos, dejando relegada la busqueda
para VHE. En los padecimientos crénicos como la hepatitis crénica, esta indicada la
toma de biopsias hepéticas para valorar la extension del dafio y la respuesta al
tratamiento para estos pacientes, que realizar una busqueda para VHE empleando
técnicas empleada rutinariamente en los laboratorios de Patologia, como las
reacciones de inmunohistoquimica: seria un gran paso para poder identificar el
agente etiolégico de los pacientes que hasta el momento de la biopsia, no cuenten

con una causa de la lesion hepatica.

4. Pregunta de investigacion

¢, Cual sera la marcacién por inmunohistoquimica para proteinas BiP y eEF1a1 en
los casos de hepatitis cronica de etiologia indeterminada con RT-PCR positiva para

Virus de la Hepatitis E?

5. Justificacién

Las biopsias hepaticas con diagnostico de hepatitis cronica de etiologia

indeterminada, son aquellas en las cuales no se ha encontrado asociacién con

infeccion por los virus de hepatitis A, B, C y D o algun otro agente viral. Estos casos
17



representan hasta el 14%, del total de estos casos, y son frecuentemente
relacionados cambios histopatologicos extensos. Actualmente, se han
documentado marcadores biolégicos relacionados a la presenciay replicacion virica
del VHE en las células del hospedero: como la proteina BiP (marcador de estrés de
reticulo endoplasmico: respuesta que promueve la replicacion del VHE) (referencia),
eEF1a1 (factor de elongacion eucarionte, se asocia a replicacion del VHE)
(referencia) y TBK1 (TANK-binding kinase, inhibidor de la activacion de interferén
como respuesta a la infeccion por el VHE) (referencia), los cuales pueden
determinarse por estudios de inmunohistoquimica en el tejido de las biopsias de los
pacientes afectados. Al realizar el estudio de estos marcadores en biopsias con
diagnéstico de hepatitis cronica de etiologia indeterminada, se podra determinar si
la presencia de VHE en estas biopsias esta relacionada a eventos de replicacion
viral (eEF1al) y a ensamble viral (BiP)

6. Hipotesis

Los casos positivos al VHE por RT-PCR en biopsias con diagnéstico histopatoldgico
de hepatitis crénica de etiologia indeterminada presentaran una marcacion positiva
en reacciones de inmunohistoquimica para los marcadores biolégicos BiP y eEf1a1.

7. Objetivos

Objetivo general

Identificar los marcadores biolégicos descritos en modelos de infeccion in vitro por
VHE en casos con diagndstico histopatoldgico de hepatitis cronica de etiologia

indeterminada, del Hospital Infantil de México Federico GoOmez.
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Objetivos especificos

1. Determinar la positividad y negatividad para BiP e eEF1a1 en casos de
hepatitis cronica de etiologia indeterminada que cuenten previamente con

una prueba molecular para VHE.

2. Determinar la presencia de VHE por medio de RT-PCR, en los casos con
diagnéstico de hepatitis cronica de etiologia indeterminada que no cuenten

con ella.

3. Correlacionar la frecuencia de hepatitis cronica de acuerdo a sexo y grupo

etario.

4. Correlacionar la frecuencia de hepatitis cronica asociada a VHE por sexo y

grupo etario.

5. Determinar el grado de fibrosis hepatica asociado a la hepatitis cronica.

8. Metodologia

Disefio del estudio

Se realizara un estudio transversal, descriptico y observacional.

Poblacién del estudio

Paciente que cuenten con diagndstico histopatologico de hepatitis cronica de
etiologia indeterminada realizado en el servicio de Patologia del Hospital Infantil de

México Federico Gémez del afio 2004 a 2019.
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Criterios de inclusién

- Biopsias de pacientes con diagndéstico histopatologico de Hepatitis crénica con
o sin fibrosis realizado en el servicio de Patologia del Hospital Infantil de México
Federico Gomez

Criterios de exclusioén

- Biopsias de pacientes que no cuenten material suficiente en el bloque de
parafina para la realizaciéon de marcadores de inmunohistoquimica.

- Biopsias de pacientes con diagnostico de hepatitis crénica que tengan
diagndstico clinico de enfermedades que causen dafio hepatico crénico como
hepatitis autoinmune, hepatitis cronica por Virus de la Hepatitis C, Hepatitis
cronica por virus de la Hepatitis B, Hepatitis cronica asociada a Virus de Epstein
Barr, Cirrosis hepatica congénita, etc.

Muestreo y tamafio de muestra

El tipo de muestreo sera no probabilistico, por conveniencia. Acorde al nimero de

casos encontrados en el archivo del Servicio de Patologia.

Materiales

Los materiales necesarios para realizar este protocolo seran los siguientes:

1. Personal:
a. Alumno: Dra. Zindy Jair Duran Reyes
Tutor principal: Dr. Francisco Jesus Arenas Huertero

Tutor metodoldégico: Dr., Carlos Alberto Serrano Bello

b

c

d. Segundo tutor: Dra. Maria Argelia Escobar Sanchez

e. Técnico en inmunohistoquimica para realizacién de las reacciones
f

Técnico de histologia para los cortes histolégicos
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g. QFB Tayde Lépez Santaella para realizacion de RT-PCR

2. Materiales:

a. Libreta de archivos del servicio de Patologia

b. Bloques de parafina y laminillas que incluyen tinciones de
hematoxilina y eosina, acido periodico de Schiff, acido periddico de
Schiff con diastasa, reticulo, orceina, Masson y Perls.

c. Reacciones de inmunohistoquimica para BiP y eEF1a1

d. Computadora portéatil

e. Material para PT-PCR del servicio del Departamento de

Investigacion en Patologia Experimental.

Métodos

Realizacion de base de datos

Se realizard la base de datos con los casos obtenido de la tesis del afio 2017 titulada
“Deteccion de RNA de VHE en pacientes con Hepatitis crénica de etiologia
indeterminada del Hospital Infantil de México Federico Gémez del afio 2004 al 2014”
gue todavia cuente con materiales 6ptimo para la obtencion y realizacion de los
estudios de inmunohistoquimica y RT-PCR. Se complementaran estos casos con la
blusqueda de nuevos casos hasta el afio 2019 de los cuales se cuente con material
en el Servicio de Patologia del Hospital Infantil de México Federico Gémez. Se

obtendran otros datos como sexo y edad.

Realizacion de reacciones de inmunohistoquimica

Se realizaréa la valoracion de las laminillas y los bloques de parafina para determinar
si poseen la cantidad O6ptima de tejido para realizar las reacciones e

inmunohistoquimica. Al seleccionar estos casos se procedera a la realizacion de las

reacciones de inmunohistoquimica de los siguientes marcadores biolégicos:
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- Isoforma 1 del factor 1 eucariético de elongacién (eEF1a1): proteina que

interactia con ORF4 del virus de la hepatitis E provocando la estimulacion

de la actividad viral de la RNA polimerasa dependiente de RNA con

consecuente estrés del reticulo endoplasmico y replicacion viral.

- BiP: proteina relacionada en la interaccion de las proteinas de capside y

factores del hospedero para la union viral.

Se realizara el procedimiento de la siguiente manera:

1.

Se realizaron cortes de 3-4 um y se desparafinaron en 3 bafios de xilol
por 5 minutos cada uno. Posteriormente se hidrataron con 2 bafios de
alcohol al 100% y 2 bafios de alcohol al 95%, cada bafio de 3 minutos y
por ultimo un bafio de agua corriente por 30 segundos.

Seguido se realizé lavado con agua destilada y la recuperacion antigénica
en bafio termorregulado, la solucién recuperadora se diluyo 1:10, se dejé
incubar por 40 minutos a 90-95°C, luego se dejo enfriar por 20 minutos a
temperatura ambiente.

Se lavo con agua destilada por 1 minuto y se marco la zona de tejido a
estudio con lapiz hidréfobo y se mantuvieron los cortes con buffer de
lavado

Se realizé el bloqueo con albumina al 3% por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Posteriormente se realizaron 5 lavados de 2 minutos cada uno con buffer
de lavado. Seguido se realiz6 la incubacion del anticuerpo primario por 60
minutos a temperatura ambiente

Se realizé 5 lavados de 2 minutos cada uno con buffer de lavado y se
incubd con el anticuerpo secundario (diluido 2:1 en buffer) por 30 minutos
a temperatura ambiente.

Posteriormente, se realizo 5 lavados a 2 minutos cada uno con buffer de
lavado.

Se dej6 en incubacion por 30 minutos a temperatura ambiente y otros 5

lavados de 2 minutos cada uno con buffer de lavado
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9.

Se reveld con 2 gotas de cromégeno de 1.5 ml de buffer y lavar con

abundante agua. El contraste se realiz6 con Hematoxilina por 3 minutos.

Realizacion de RT-PCR para VHE

Se realizara la extraccion de RNAm total se realizara en tejido fijado en formol e

incluido en parafina de la siguiente manera:

1.

10.

Se colocara una cuchilla nueva para el microtomo la cual sera limpia entre
cada corte para eliminar ribonucleasas presentes.

Se eliminara el exceso de parafina del bloque con una hoja de bisturi
nuevo para su mejor manejo.

Se realizaran cortes a 10 micras de grosor, los primeros 2 cortes seran
eliminados y posteriormente se tomaran los 3 cortes siguientes de cada
bloque y seran almacenados inmediatamente en un microtubo para evitar
la degradacion del RNA por el aire y/o humedad.

Los bloques procesados seran almacenados de manera adecuada y se
colocara una capa fina de parafina para el cuidado del material restante.
Para la eliminacion de la parafina de los cortes obtenidos se agregara 1 ml
de xilol y se incubard 2 veces por 3 minutos a 42°C con agitacion con
centrifugacion por 1 minuto en cada ocasion.

Posteriormente se realizara lavado con 1 ml de Et-OH absoluto por 3
minutos a temperatura ambiente y agitacién con centrifugacion a maxima
velocidad en cada ocasion.

Se dejara evaporar el OH durante 5 minutos a temperatura ambiente y
hasta que el tejido estuviera totalmente seco.

Para la digestion de los tejidos se agregara 350ul de buffer de digestion y
se incubard a 42°C hasta que se desintegre el tejido.

Para la extraccion del RNA se agregaron 600u de Trizol con posterior
agitacion de la solucién e incubacién a 5 minutos a temperatura ambiente.
Luego se agregaron 200u de cloroformo y se agitara nuevamente de

manera vigorosa por 20 segundos para posteriormente incubarlo a 5
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minutos a temperatura ambiente y centrifugacion a alta velocidad por 5
minutos mas.

11.EI contenido acuoso se pasara a un nuevo tubo y se medira el volumen
extraido.

12.Se agregara 2 ul de glucégeno dentro de la muestra y un volumen de
isopropanol. Se mezclara por inversion lentamente y se incubara toda la
noche a -20°C.

13. Al dia siguiente se centrifugara a maxima velocidad a 4°C por 20 minutos
y se decantard la pastilla de RNA al fondo y se lavara con Et-OH al 75%.

14.Se centrifugara por ultima vez a maxima velocidad a 4°C por 10 minutos
para eliminar el Et-OH y se dejara secar la pastilla a temperatura ambiente
libre de ribonucleasas y se suspenderd en agua DEPC. El volumen del
agua dependera del tamafio de la pastilla obtenida en el proceso.

15.La pastilla de RNA obtenida se suspendera en 30ul de agua tratada con
DEPC y se colocara en cada muestra de 3 pl de buffer de DNasa 10X +
1ul de DNasa. Se incubara la solucién a 15 minutos a 37°C y después de
agregara 0.1 volimenes de reactivo inactivador de la NDasa. Se incubara
a 5 minutos con agitacién a mitad de tiempo.

16.Se centrifuga por 1 minutos a maxima velocidad para que el reactivo
inactivador de DNasa se quede en el fondo y se obtiene el sobrenadante

en un nuevo microtubo para su almacenamiento a -20°C.

Para comprobar la integridad del RNAm se realiz6 una amplificacion de un
fragmento del gen GAPDH por RT-PCR de punto final.

Posteriormente para la realizacion del estudio de cada caso se realizé una
amplificacion de un fragmento de 250 nucleétidos de un segmento del genoma de

VHE de la cepa México. Se utiliz6 la siguiente secuencia de iniciadores:

VHE F: GAC AGA ATT AATTTC GTC GGC TGG Posicion: 6265-6288

VHE R: CTT GTT CAT GCT GGT TGT CAT AAT Posicion: 6437-6461
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Se seleccionaron estos iniciadores ya que fueron usados previamente en el
Laboratorio de Investigacion en Patologia Experimental para la deteccion de VHE
en suero de pacientes de diversos servicios de nuestra institucion. Estudio ya

publicado en el afio 2017. 12

Para verificar la presencia de VHE se realiza un analisis en electroforesis de
acrilamida al 12% vy tincion de plata. La determinar la presencia del VHE en el

material de cada biopsia se debe de obtener el amplificado correspondiente.

Con los datos previos, se realizard una prueba de X2 para evaluar las diferencias en
la positividad a los marcadores biologicos, entre las muestras positivas y negativas

al VHE. Se consideraran significativas cuando el valor de p sea < a 0.05.

9. Plan de analisis estadistico

Se busca un plan de andlisis estadistico cualitativo. Una vez obtenidos los datos de
la inmunomarcacion de los marcadores biolégicos establecidos asociados a la
infeccion por virus de la hepatitis E (BiP y eEf1a1) se realizara la comparacion
individualmente de los casos positivos y negativos con respecto a su positividad o
negatividad a RNA de VHE en la genotipificacion del virus en el estudio de tesis
previa 12y de los casos nuevos a los que se les realizard la tipificacion. Se realizara

estadistica descriptiva para relacion entre variables por medio de Chi cuadrada.

10.Definicién de las variables

a) Variable independiente

Infeccion por virus de la hepatitis E

- Definicion: La presencia de RNA viral en los hepatocitos, demostrada por
genaotipificacion con RT-PCR.

- Definicion conceptual:
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o Positiva: presencia del RNA viral por medio de RT-PCR

o Negativa: ausencia del RNA viral por medio de RT-PCR

Tipo de variable: Cualitativa dicotomica

- Escala de medicion:
o Positiva

o Negativa

b) Variables dependientes:

eEF1a1

- Definicion: Isoforma 1 del factor 1 eucaridtico de elongacion, proteina que
interactia con ORF4 del virus de la hepatitis E provocando la estimulacién
de la actividad viral de la RNA polimerasa dependiente de RNA con

consecuente estrés del reticulo endoplasmico y replicacion viral.

- Definicion operacional:
o Positiva: marcacion de color ocre intensa en el citoplasma de los
hepatocitos infectados por VHE

o Negativa: sin marcacion en el nucleo de los hepatocitos
- Tipo de variable: Cualitativa dicotdbmica
- Escala de medicion:

o Positiva

o Negativa
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BiP

Definicion: proteina relacionada en la interaccion de las proteinas de capside
y factores del hospedero para la unién viral.
Definicion conceptual:
o Positiva: marcacion de color ocre intensa en el citoplasma de los
hepatocitos infectados por VHE

o Negativa: sin marcacion en el nucleo de los hepatocitos

Tipo de variable: Cualitativa dicotomica

Escala de medicion:
o Positiva

o Negativa

Hepatitis cronica

Definicion: inflamacion del higado que se prolonga durante un periodo de
tiempo de por lo menos 6 meses y que presenta los hallazgos histolégicos
de procesos necro-inflamatorios, infiltrado inflamatorio mononuclear con o sin

fibrosis.

Tipo de variable: Cualitativa, nominal, dicotomica.

Escala de medicion:
o Presente

o Ausente
Actividad

Definicién conceptual: Presencia de infiltrado de células polimorfonucleares

asociadas a un proceso cronico en el espacio porta y/o el lobulillo.
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Definicibn conceptual: Se evaluard con la Escala de Batt y Ludwig (ver

anexo):
o Sin actividad: Sin necrosis ni inflamacion
o Minima/leve: dafio hepatocelular leve con necrosis en sacabocado
gue involucra algunos espacios porta.
o Moderada: Dafo hepatocelular moderado con necrosis en
sacabocado de todos los espacios porta
o Severo: Dafo hepatocelular extenso con formacion de puentes necro-

inflamatorios.

Tipo de variable. Cualitativa ordinal

Escala de medicion:

o

o

o

o

Sin actividad
Minima/Leve
Moderada

Severa

Fibrosis hepatica

Definicibn conceptual: acumulacion de tejido conectivo en el parénquima

hepético con formacion de puentes de espacio porta a espacio porta o de

espacio porta a vena central.

Definicibn operacional: Escala de METAVIR para fibrosis hepética (ver

anexo):

o

o

o

Estadio O: ausencia de fibrosis

Estadio 1. fibrosis leve (fibrosis portal)

Estadio 2: fibrosis moderada (fibrosis peri portal)

Estadio 3: fibrosis avanzada (puentes de fibrosis entre espacios porta)
Estadio 4: Cirrosis (puentes gruesos de fibrosis de espacio porta a

venas centrolobulillar)
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- Tipo de variable: Cualitativa ordinal

- Escala de medicion:

O

Estadio O
Estadio 1
Estadio 2
Estadio 3
Estadio 4

c) Variables universales

Edad

- Definicion conceptual: tiempo transcurrido en afios y meses desde el

nacimiento hasta la fecha de realizacién de la biopsia hepatica.

- Definicion operacional:

o

o

Recién nacido: primeros 28 dias de vida extrauterina

Lactante: desde los 28 dias de vida extrauterina hasta 1 afio y 11
meses

Preescolar: de los 2 afios hasta los 4 afios

Escolar: de los 5 afios hasta los 9 afos

Adolescente: de los 10 afos hasta los 19 afos

- Tipo de variable: Cuantitativa ordinal

- Escala de medicion:

o

Recién nacido
Lactante
Preescolar
Escolar

Adolescente
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Sexo

- Definicién conceptual: condicion dada por la presencia de genitales femenino

y masculino, datos obtenidos del expediente clinico.

- Definicion operacional:
o Femenino: Género gramatical, propio de la mujer

o Masculino: Género gramatical, propio del hombre

- Tipo de variable: Cualitativa, nominal, dicotomica

- Escala de medicion:
o Femenino

o Masculino

11.Consideraciones éticas

Con base en el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud en el Titulo Segundo, Capitulo I, Articulo 17, este proyecto se clasifica
con una investigacién sin riesgo debido a que no implica intervencion directa con

los pacientes.

Como parte de las consideraciones ética en investigacién se salvaguardara la
confidencialidad de los datos personales extraidos de los reportes de histopatologia
y tanto el protocolo de investigacion como los resultados obtenidos en el estudio

estaran abiertos al acceso publico.
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12.Resultados

Se realiz0 la valoracion de los casos con hepatitis cronica de acuerdo a los criterios
de inclusion y exclusién logrando reunir un total de 26 casos con los siguientes datos

obtenidos de la informacion clinica proporcionada al momento de la biopsia:

TABLA 1. BASE DE DATOS DE CASOS ESTUDIADOS

No. Biopsia Sexo Edad Diagnostico Fibrosis Genotipificacion
VHE
1 Q04-2373 F 9a Hepatitis Estadio Positivo
cronica sin 3
actividad
2 Q05-436-1 M la Hepatitis Estadio Positivo
cronica sin 0
actividad
3 Q05-436-2 M la Hepatitis Estadio Positivo
cronica sin 0
actividad
4 Q05-1603 F 8a Hepatitis Estadio Negativo
cronica sin 0
actividad
5 Q08-160-2 M 13 a Hepatitis Estadio Sin resultado
cronica con 2
actividad
extensa
6 Q08-523-1 M 10m Hepatitis Estadio Positivo
cronicas sin 0
actividad
7 Q08-1476 F la Hepatitis Estadio Sin resultado
cronica con 0
actividad leve
8 Q08-2207 M 17 a Hepatitis Estadio Positivo
cronica con 1]
actividad
moderada
9 Q09-247 M 17a9 Hepatitis Estadio Sin resultado
m cronica con 2
actividad
moderada
10 QO09-986-2 F 10 a Hepatitis Estadiol  Sin resultado
cronica

granulomatosa
con actividad
leve
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Q09-1378-2

Q09-2083-1

Q09-2088-2

Q10-1875

Q11-70-1

Q11-70-2

Q13-1290

Q13-2112

Q13-2126-3

Q14-1378

Q14-2188-1

Q15-2123

Q16-772

M

F

M

F

M

M

4a8

14 a

17 a

11 a

7a6

7a6

17 a

8 a

16 a

9a

10 a
10 m

1m

2a

Hepatitis
crénica con
actividad
moderada
Hepatitis
crénica con
actividad
minima
Hepatitis

cronica con sin

actividad
Hepatitis
croénica con
actividad
minima
Hepatitis
croénica con
actividad
minima
Hepatitis
croénica con
actividad
minima
Hepatitis
croénica con
actividad
minima
Hepatitis
croénica con
actividad
severa
Hepatitis
croénica

granulomatosa

Hepatitis
crénica con
actividad
minima
Hepatitis
crénica con
actividad leve
Hepatitis
crénica con
actividad
moderada
Hepatitis
crénica con
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Estadio
2

Estadio
1

Estadio
0
Estadio

0

Estadio
0

Estadio
0

Estadio

Estadio
Il

Estadio
0
Estadio
2
Estadio
0
Estadio

2

Estadio
1

Sin resultado

Sin resultado

Sin resultado

Sin resultado

Sin resultado

Sin resultado

Sin resultado

Positivo

Sin resultado

Sin resultado

Sin resultado

Sin resultado



actividad

moderada
24 Q16-922 F la Hepatitis Estadio Sin resultado
cronica con 1
actividad leve
25 Q18-1204 M 14 a Hepatitis Estadio Sin resultado
cronica con 1
actividad
moderada
26 Q18-2180 F 17 a Hepatitis Estadio Sin resultado
cronica con 0

actividad leve

De los casos con los que se podran trabajar para la realizacién de reacciones de
inmunohistoquimica y genotipificacion de RNA para VHE, se obtiene la siguiente

relacion por género:

TABLA 2. RELACION POR GENERO

Género Frecuencia Porcentaje
Femenino 12 46.1%
Masculino 14 53.8 %
Total 26 100.0%

Se realizé division de los casos estudiados por grupos etarios como recién nacidos,

lactantes, preescolares, escolares y adolescentes obteniendo los siguientes

resultados:
TABLA 3. RELACION POR GRUPO ETARIO
Grupo etario Frecuencia Porcentaje
Recién nacidos 0 0%
Lactantes 6 23.0%
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Preescolares 1 3.8%

Escolares 7 26.9%
Adolescentes 12 46.1%
Total 26 100.0%

Se puede observar un menor niamero de casos, (total de 0) en la poblacion de

recién nacidos, sin embargo, esto se puede asociar a la definicion clinica de

hepatitis crénica en la que se establece que se hayan presentado con un minimo de

seis meses. A diferencia de los casos en adolescentes que equivalen a un 46.1% y

se correlaciona con las actividades de los individuos asociadas a sus habitos

higiénicos y presentacion de otras enfermedades.

Los cambios morfoldgicos que son reportados en los estudios histopatol6gicos para

poder medir la intensidad y el dafio de la hepatitis cronica son en primer lugar, la

actividad. Se reportan los siguientes resultados:

TABLA 4. ACTIVIDAD DE LA HEPATITIS CRONICA

Actividad Frecuencia Porcentaje
Sin actividad 5 19.2%
Actividad leve 13 49.9%
Actividad moderada 6 23.0%
Actividad severa 2 7.6%
Total 26 100.0%

En la tabla se observa que las hepatitis crénicas presentan en su mayoria signos de

actividad, sin embargo, estos son minimos y ocasionan menor dafio a largo plazo.
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Otro dato histopatoldgico que se asocia a un, pero desenlace en los pacientes con
hepatitis cronica es la fibrosis observada, valorada por la escalada de METAVIR. Se

observaron los siguientes resultados:

TABLA 5. FIBROSIS HEPATICA

Género Frecuencia Porcentaje
Estadio O 13 49.9%
Estadio 1 5 19.2%
Estadio 2 6 23.0%
Estadio 3 2 7.6%
Estadio 4 0 0%
Total 26 100.0%

La mayoria de las hepatitis crénicas no presentan ningun grado de fibrosis por lo
que el pronéstico de los pacientes es mucho mejor y podria darse tratamiento

oportuno.
Reacciones de inmunohistoquimica

Se realizaron las reacciones de inmunohistoquimica para la BiP con los siguientes

resultados (ver anexo):

TABLA 6. RESULTADO DE INMUMNOHSITOQUIMICA PARA BiP

Q04-2373 Negativo
Q05-436-1 Negativo
Q05-436-2 Negativo
Q05-1603 Negativo
Q08-160-2 Positivo
Q08-523-1 Negativo
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Q08-1476 Positivo

Q08-2207 Negativo
Q09-247 Positivo
Q09-986-2 Positivo
Q09-1378-2 Positivo
Q09-2083-1 Negativo
Q09-2088-2 Positivo
Q10-1875 Positivo
Q11-70-1 Positivo
Q11-70-2 Positivo
Q13-1290 Positivo
Q13-2112 Negativo
Q13-2126-3 Negativo
Q14-1378 Positivo
Q14-2188-1 Positivo
Q15-2123 Positivo
Q16-772 Positivo
Q16-922 Positivo
Q18-1204 Positivo
Q18-2180 Positivo

El total de los casos positivos con marcacion nuclear para BiP son los siguientes:

TABLA 7. INMUNOHISTOQUIMICA PARA BIP

Inmunomarcacion Frecuencia Porcentaje
Positivo 17 65.3%
Negativo 9 34.6%
Total 26 100.0%
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Se obtuvieron los siguientes resultados correlacionando la positividad nuclear de
BiP en las biopsias con el sexo y el grupo etario de los pacientes en las siguientes

gréficas:

TABLA 8. RELACION POR GENERO CON BIP POSITIVA

Género Frecuencia Porcentaje
Femenino 8 47%
Masculino 9 52.9 %
Total 17 100.0%

TABLA 9. POSITIVIDAD PARA BIP POR GRUPO ETARIO

Grupo etario Frecuencia Porcentaje
Recién nacidos 0 0%
Lactantes 3 17.6%
Preescolares 2 11.7%
Escolares 2 11.7%
Adolescentes 9 52.9%
Total 17 100.0%

Se realiz6 la correlacion entre los casos positivos para BiP y el grado de actividad y

fibrosis de la hepatitis con los siguientes hallazgos:

TABLA 10. RELACION BiP POSITIVA, ACTIVIDAD Y FIBROSIS
Caso BiP Actividad Fibrosis
Q08-160-2 Positivo Moderada 0
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Q08-1476 Positivo Leve

Q09-247 Positivo Moderada
Q09-986-2 Positivo Leve
Q09-1378-2 Positivo Moderada
Q09-2088-2 Positivo Sin actividad
Q10-1875 Positivo Leve
Q11-70-1 Positivo Leve
Q11-70-2 Positivo Leve
Q13-1290 Positivo Leve
Q14-1378 Positivo Leve
Q14-2188-1 Positivo Leve
Q15-2123 Positivo Moderado
Q16-772 Positivo Moderado
Q16-922 Positivo Moderado
Q18-1204 Positivo Moderado
Q18-2180 Positivo Leve

TABLA 11. BIP POSITIVO CON ACTIVIDAD

O P P P N O N O O O O ONN +» N O

Actividad Frecuencia Porcentaje
Sin actividad 1 5.8%
Leve 9 52.9%
Moderado 7 41.1%
Severo 0 0%
Total 17 100.0%
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TABLA 12. BIP POSITIVA CON GRUPO ETARIO

Grupo Frecuencia Porcentaje
Recién nacido 0 0%
Lactante 3 17.6%
Preescolar 2 11.7%
Escolar 3 17.6 %
Adolescente 9 52.9%
Total 17 100.0%

Siendo la actividad leve y el grupo etario de adolescentes los mas frecuentes en el

grupo de casos positivos para BiP.

A continuacion, se reportan los resultados de los casos para la reaccién por

inmunohistoquimica para eEf1a1 (ver anexo):

TABLA 13. RESULTADO DE INMUMNOHSITOQUIMICA PARA eEF1a1

Q04-2373 Negativo
Q05-436-1 Negativo
Q05-436-2 Negativo
Q05-1603 Negativo
Q08-160-2 Negativo
Q08-523-1 Negativo
Q08-1476 Negativo
Q08-2207 Negativo
Q09-247 Negativo
Q09-986-2 Negativo
Q09-1378-2 Negativo
Q09-2083-1 Negativo

39



Q09-2088-2 Negativo

Q10-1875 Negativo
Q11-70-1 Negativo
Q11-70-2 Negativo
Q13-1290 Positivo
Q13-2112 Negativo
Q13-2126-3 Negativo
Q14-1378 Negativo
Q14-2188-1 Negativo
Q15-2123 Positivo
Q16-772 Positivo
Q16-922 Negativo
Q18-1204 Positivo
Q18-2180 Positivo

Se desglosa el total de casos que presentaron positividad citoplasmica para la

proteina eEf1a1:

TABLA 14. INMUNOHITOQUIMICA PARA EEF1A1

Inmunomarcacion Frecuencia Porcentaje
Positivo 6 23.0%
Negativo 20 76.9 %
Total 26 100.0%

La relacion de la marcacion positiva para la inmunohistoquimica para eEf1a1 con el

sSexo y grupo etario son las siguientes:
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TABLA 15. RELACION POR GENERO CON EEF1A1 POSITIVA

Género Frecuencia Porcentaje
Femenino 2 40%
Masculino 3 60 %
Total 5 100.0%

TABLA 16. POSITIVIDAD PARA EEF1A1 POR GRUPO ETARIO

Grupo etario Frecuencia Porcentaje
Recién nacidos 0 0%
Lactantes 2 40%
Preescolares 0 0%
Escolares 0 0%
Adolescentes 3 60%
Total 5 100.0%

Resultados de RT-PCR para RNA de VHE

Unicamente se cuentan con resultados de RNA viral de 6 casos los cuales son los

siguientes:

TABLA 17. GENOTIPIFICACION DE RNA DE VHE!?

Caso Resultado
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Q04-2373 Positivo

Q05-1603 Negativo
Q08-523 Positivo
Q08-2207 Positivo
Q13-2112 Positivo

Los resultados de la inmunohistoquimica para BiP y eEf1a1 relacionados con la

genotipificacion para VHE son los siguientes:

TABLA 18. RESULTADOS DE RNA PARA VHE E INMUNOHISTOQUIMICA

Caso VHE BiP eEf1a1
Q04-2373 Positivo Negativo Negativo
Q05-1603 Negativo Negativo Negativo

Q08-523 Positivo Negativo Negativo
Q08-2207 Positivo Negativo Negativo
Q13-2112 Positivo Negativo Negativo

El resto de la genotipificacion no se pudo realizar por la situacion actual.
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13.Discusioén

De todos los casos encontrado durante la realizacion de la base de datos
Gnicamente 26 contaban con el material adecuado, como son laminillas con
hematoxilina y eosina, tinciones especiales de histoquimica y bloques de parafina
con material suficiente para la realizacion de reacciones de inmunohistoquimica y

genaotipificacion por RT-PCR para VHE.

Se realiz6 una comparacion de los casos con diagnéstico de hepatitis cronica con
relacion al sexo encontrando un ligero predominio en el sexo masculino con un 53.8
% comparado con el sexo femenino, sin embargo, hasta el momento no hay
suficiente informacion para validar la diferencia de la hepatitis cronica entre ambos

Sexos.

En cuanto a la comparacion de los casos de hepatitis crénica con los grupos etarios,
se pudo evidenciar que la presencia de esta lesion cronica es proporcional a la edad,
el mayor nimero de pacientes se encuentran en la adolescencia con un 46.1%.
Estos datos se relacionan a lo establecido en la relacion sistematica en la que se
evidencia que, en México, el predominio de hepatitis crénica es en la adolescencia
de 11 a 19 afios.!® Estos datos pueden asociarse a que el dafio hepatico debe
presentarse minimo por 6 meses para poder realizar el diagnéstico de hepatitis
cronica. Asi como el cambio de habitos higiénicos y alimenticios que van
presentando los nifios con el pasar de los afios y al aumento en la exposicién a

posibles vectores y fomites.

En cuanto al grado de lesion de la hepatitis cronica de estos pacientes se observo
gue la mayoria de los pacientes presentan actividad minima (49.9%) de la
enfermedad que consiste dafio hepatocelular leve, asi como necrosis en
sacabocado solo en algunos espacios porta. Estos hallazgos de correlacionan
positivamente con el estadio de fibrosis, observando que la mayoria de los casos

todavia no presentan fibrosis (49.9%).

En cuanto a la inmunomarcacion citoplasmica para BiP, se observo que la mayoria

de los casos (61.5%) fueron positivos, pero esto difiere de la inmunomarcacion para
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eEF1a1 en el cual se observé una disminucién con un 40%. Solamente cinco casos
presentaron positividad para ambos marcadores. A pesar de que hubo casos
positivos unicamente para BiP, no hubo casos positivos unicamente para eEF1a1.
Con estos datos de pudieron conformar tres grupos: 1) sin marcacion, 2) Positividad
para BiP y 3) Positividad para BiP y Eef1a1.

En cuanto a los resultados de la genotipificacibn solamente se cuentan con seis
resultados de los cuales el 83.3% fueron positivas para RNA de VHE. Al realizar la
comparacion se esperaba que los casos positivos para VHE presentaran una
inmunomarcacioén positiva para uno o ambos marcadores, sin embargo, al contrario,
se evidencio que los casos con positividad para RNA de VHE presentaron

negatividad para ambos marcadores.

Aun asi, es indispensable realizar la genotipificacion completa de los casos
estudiados para poder establecer una relacion adecuada entre las reacciones de
inmunohistoquimica y la presencia de VHE, asi como poder determinar si la
presencia de VHE se asocia una mayor actividad de la enfermedad y al estadio de
la fibrosis que se observan en las biopsias.
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14.Conclusiones

1. Los datos aportados demostraron, contrario a lo esperado, que los casos con
RNA para VHE son negativos para los marcadores biologicos propuestos. Sin
embargo, es indispensable realizar la genotipificacion a todos los casos estudiados
para poder tener datos mas fidedignos y llegar a conclusiones sustentadas con

evidencias.

2. Hasta no realizar los estudios de RT-PCR, se concluye que los marcadores
biolégicos para BiP y eEF1a1 por inmunohistoquimica son negativos en casos con
RNA para VHE, esto podria ayudar a entender mejor la marcacién por
inmunohistoquimica de estas proteinas y poder determinar su funcién como método

diagnostico.
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17.Limitaciones del estudio

Por la situacién actual de la contingencia por el COVID-19 el laboratorio de
Investigacion en Patologia Experimental se mantuvo cerrado unos meses en el afo
2020 por lo que se tuvo que posponer la realizacion de los estudios de RT-PCR
para la genotipificacion de los casos para busqueda de RNA de VHE, no pudiendo

recabar estos resultados para la entrega de este proyecto.
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18. Anexos

Table 3 Metavir classification for staging of hepatitis C liver disease

No scarring

Minimal scarring

Scarring has occurred and extends outside the areas in the liver that contains blood vessels
Bridging fibrosis is spreading and connecting to other areas that contain fibrosis

Cirrhosis or advanced scarring of the liver

B W - o

Yigure 3 Batts-Ludwig dingrams of necroinflammatory activity. Noto that all grades of activity contain portal inflammation; therefore, it
s a dofining fosture of chranic hopatitis and not assossed separately from ather necrolnflammatory losions. (a—¢) Activity grades 1
hrough 3. Confluent necrosis, in lm form of bridging necrosis, is prosent only in activity geado 4 (d). These versions adaptod with
sermission from Batts KP, Ludwig |. Chronic hepatitis, An update on terminology and reporting. Am [ Surg Pathol 1995;19:1409-1417."
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Caso de hepatitis cronica de etiologia indeterminada con Hematoxilina 'y
eosinay tincion de Masson

Se observan hepatocitos con patrén
trabecular conservado, membranas
citoplasmicas bien definidas. Caso
diagnosticado como hepatitis cronica
sin actividad con fibrosis estadio 0.

Caso diagnosticado como Hepatitis
cronica con actividad moderada,
fibrosis estadio 2.
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Caso diagnosticado como hepatitis
crénica con actividad leve y fibrosis
estadio 1. Se observan los hepatocitos
en vidro esmerilado.

Caso previo donde se puede observan
con la tincién de tricrdmico de
Masson la fibrosis en el espacio porta
(Estadio 2).



Casos de hepatitis cronica con positividad para reacciéon de
inmunohistoquimica para proteina BiP.

Q-14-1378. H&E | © Q-14-1378.BiP

Q-09-9862 | Q-14-1378
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Casos de hepatitis crénica con positividad para reacciones de
inmunohistoquimica para BiP y eEf1a1
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