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Resumen

En Estados Unidos la Hepatitis C es un problema frecuente. donde se¢ presentan 150
mil casos nuevos cada aito. En México la prevalencia de anti- VHC positivo en hepatitis

postransfusional es del 37%.

La hepatitis no A no B casi es idéntica a la hepatitis B aguda (39).

En los pacientes que padecen hepatitis C aguda no suele haber sintomas, aun cuando

las pruebas de funcionamiento hepitico se encuentren alteradas.

Se reporta que la cirrosis del higado se desarrolla entre los 1.5 y 16 afos, después de
la transfusion de sangre; por lo tanto la cirrosis del higado y cancer hepatocelular pueden
desarrollarse cerca de los 20 a 30 aftos respectivamente, después del inicio de la enfermedad
aguda. Por estas razones es importante determinar ¢l VHC (Virus de la Hepatitis C) en

donadores de sangre.
En el Hospital de Traumatologia y Ortopedia de Lomas Verdes se determiné por el

método de Ensayo Inmunoenzimatico de segunda generacion (ELISA. 2) el VHC en

donadores de sangre durante dos afios (de enero del 94 a enero del 96). Un total de 5111

vil



muestras fueron analizad delas les se encontraron 52 muestras positivas, lo que
representa que la incidencia esta entre 0.74 y 1.29 % ( con un intervalo de confianza del 95

%).

En el sexo masculino se encuentra entre Q.68 y 1.24 %, v en el femenino esde 045 y

2.96 Y.

Ademas de determinar la incidencia de hepatitis C, se encontrd que no hay una
relacion directa con el transcurso del tiempo y se mantiene relativamente sin grandes

variaciones ecn este periodo que comprendid el estudio.



1.0 Introduccion

La incidencia de la hepatitis tuvo un aumento significativo durante la década de los
afios 60 y 70 en personas transfundidas, a consecuencia de la practica meédica indiscriminada

como el uso repetitivo de agujas que estaban contaminadas con el Virus de la Hepatitis C

(VHC) .

fusional diferente a ja hepatitis A o B,

La existencia de la hepatitis infecciosa postr:

fue reconocida en 1974. Y un pequeiio fragmento del genoma del VHC fue por primera vez

identificado en 1988 (1).

El Ensayo Inmunoenzimatico de Primera Generacion (ELISA. 1) disponible para
detectar anticuerpos contra el virus de la Hepatitis C , se rcalizé en 1989, usando la

recombinacion del antigeno C100-3 localizado en la region NS3-NS4 (2

En un esfuerzo por reducir la incidencia de hepatitis asociada a transfusiones
sanguineas el 2 de mayo de 1990, la deteccion del anticuerpo contra el Virus de la Hepatitis
C (ELISA.1) fue licenciada por la U.S. Food and Drug Administration para el ensayo de

muestras de sangre y plasma provenientes de donadores. Estudios realizados posteriormente

Justificaron esta medida adoptada 3).



En Japon la Cruz Roja realizd una nueva prueba a los donadores de sangre para
detectar anticuerpos contra el VHC empleando el ensayo de E.LISA. La incidencia de
hepatitis postransfusional después de utilizar el ensayo (diciembre de 1989 a diciembre de
1990), se compard con la incidencia antes de su introduccion (febrero de 1982 a 1988), el
resultado fue el siguiente: la hepatitis postransfusional fue de 9.8% (219 a 2240) y 3.7% (12

de 326) después de la introduccion de esta prueba ).

En China se realizé un estudio para detectar anticuerpos anti-VHC, fue realizado a
100 donadores de sangre, 374 casos de hepatitis viral incluyendo 65 casos de hepatitis
fulminante subaguda y cronica. Ninguno de los 100 donadores de sangre y receptores
demostraron una respuesta positiva a la deteccion de anticuerpos contra el Virus de la

Hepatitis C.

Un 7.6% fue positivo de pacientes con hepatitis cronica activa y 23.1% de pacientes

con cirrosis hepitica (s).



1.1 Generalidades

1.2 Estructura

Estudios realizados sobre éste virus (VHC) sugieren que se trata de un virus
monocatenario, es decir, que tiene un genoma con una sola cadena de RNA de un sentido
positivo (que es infectante, y toda la molécula funciona como un mensajero de RNA dentro
de una célula infectante). Este se encuentra dentro de un genoma que contiene
aproximadamente 9400 nucledtidos codificados en una sola y larga operacion de lectura por

3010 aminoacidos ).

Este virus presenta una organizacion gendOmica similar a los flavivirus y pestivirus,
Es probable que debido a la sensibilidad de su envoltura a solventes organicos este
relacionado también con togavirus o flavivirus (n. Sin embargo se propone que el VHC
corresponde a un nuevo género especifico de 1a familia Flaviviridae distinto a los flavivirus

y Pestivirus () .

El virus tiene un diametro de 30-60 nm. El RNA (acido ribonucleico) codifica para

dos estructuras proteinicas y para cinco estructuras no proteinicas (9).



1.2.1 Proteina de core (central)

L.a proteina recombinante c22-3 se codifica en la region central (el acido nucleico y
la capside forman la nucleocapside o core). El aminoacido terminal de esta region viral
contiene como minimo dos proteinas con mayor afinidad a los anticuerpos que son
reconocidos virtualmente en todos los pacientes infectados con el virus no A no B (10.11) .

Estudios ;'n vitro realizados sobre esta poliproteina revelaron la presencia de cuatro

al final del grupo amino terminal (NH:) en el

proteinas arreglad, con i e,

siguiente orden:

NH: - p22 - gp35 - gp 70 - p19

Fueron identificados cuatro epitopes de la Proteina central (Pc) : G15v de 31
aminoacidos (a.a) - 45 a.a., que parece ser el antigeno inmunodominante; Ql15v de 7 a.a - 21
a.a que también tiene una fuerte reactividad, aunque este fue asociado con una baja

especificidad; R15p de 49 a.a - 63 a.a que tiene una reactividad ocasional y P1SR (12 .

1.2.2 Envolturas proteinicas.

Consta de dos envolturas glicoproteicas, Envoltura 1 (E1 o gp33) y la Envoltura 2
no estructural (E2/NS1). Y en particular la regién putativa estructural codifican a las
proteinas virales gp35 y gp70 @.13 y 19) . En contraste a la variacion substancial de la

secuencia de aminoacidos de la envoltura, la proteina (Pc) del virus de la Hepatitis no A no



B demostré gran conservacion en la secuencia idéntica entre los grupos aislados (80%% a un
100%% de secuencia idéntica ) ¢10), y por lo tanto la subregién de Core inmunodominante
puede ser inadecuada para tipificar serologicamente, debido a que es altamente conservada

entre los virus aislados (11).

Por comparacién de la secuencia de aminoacidos de varios subtipos del VHC
aislados de algunos pacientes cronicos infectados. Un grupo de investigadores identificod
dos regiones hipervariables (RHV(s) ), la primera RI1V1 de 27 a.a. y la RHV2 de 7 a.a.

localizadas en la region amino terminal de la Envoltura E2/NS1.

Se ha reportado que la RHV1 contiene un epitope i logico que es especifico

para cada virus aislado, y que en algunos casos sufre mutacion, es decir, sufre un cambio de
ta secuencia de a.a. que asociado con una alteracion de la segunda estructura de esta regién,
este puede escapar al reconocimiento inmunoldgico (anticuerpos anti-RHV preexistentes).

La variabilidadad en la secuencia de a.a. de la primera regiéon (RHV1), fue observada

durante un periodo de 2 a 13 afos. Y por lo tanto puede ser el r i de la cronicidad

de la infeccion del VHC persistente.



1.2.3 Estructuras no proteinicas

Como ya se menciono anteriormente el VHC consta de dos envolturas glicoproteicas
y una cubierta lipidica que consta de cinco estructuras no proteinicas que estan ordenadas

como se demuestra a continuacion: NH; - C - EI-E2/NS1 - NS2 - NS3 - NS4A - NS4B -

del virus de la Hepatitis C son

NSS5A - NS5B - COOH . Individual las prc

expr por traduccion del RNA genomico (la or ion del del VHC se

observa en la Figura 1).

s 3
CORE E1E2NS1 NS2 NS3 NS4 NS5

ab ab
p22 8p35gp60-70 ¢ 33-¢, ¢ 100-3

ESTRUCTURA PROTEINICA ESTRUCTURA NO PROTEINICA

Figura. 1. Organizacion del genoma del virus de la Hepatitis C (e).

La envoltura proteinica (El, y E2) estan localizadas en la region central (core), la

proteina c22-3 se codifica en esta region y gp35, gp60-70 son proteinas estructurales. La

proteina c33-c se codifica en las regiones NS-3 y NS-4 del genoma virico. Y ¢100-3 como

¢33c son protinas no estructurales (NS).



1.3 Cilasificaciéon del VHC

El suero procedente de pacientes principalmente con Hepatitis C es extraido y
clonado, las secuencias de aminoacidos son comparadas, encontrindose una amplia
variacién. Por consiguiente diferentes tipo del VHC (subtipos) pueden ser identificados y

aislados en todo el mundo como se puede apreciar en la (Tabla. 1.) (15.18)

Tabla. 1, Diferentes Subtipos del virus de la Hepatitis C. (17.18) .

SUBTIPOS
Lo oPAIST T L i 1 v \Y VI
AFRICA - - - - * -
E. U. + - - - - -
EUROPA - + - - - : -
HONG KONG - - - - - +
JAPON - + - - - -

Se ha clasificado al Virus de la Hepatitis C por medio de una amplificaciéon por et
método de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de la secuencia de aminoacidos

(secuencia universal del gen central) (1s).

De acuerdo a la clasificacion de los genotipos propuestos por Simmonds et al.

(1993), y recientemente adoptada por consenso general en la Segunda Conferencia



Internacional del VHC (agosto de 1994), los tipos I, 1L, IIL, IVy V, VI corresponden a los

tipos la, Ib, 2a, 2b, 3a y 3b de Okamoto et al.(1992) (1e-22) .

1.3.1 Caracteristicas de Jos subtipos del VHC

Serotipo I

Se asocia con el avance de la enfermedad hepatica (cirrosis y hepatitis cronica
activa), y fue significativamente asociada con una coinfeccion con el VIH . Ademas este
serotipo se caracterizé por una minima respuesta al tratamiento con interferon, a diferencia

del serotipo II y I1I (18.22) .

Serotipo 11

Esté fue asociado con pacientes de mas de 40 aflos de edad que no estan infectados
con el VIH o son adictos a drogas (por via intravenosa). Se caracteriza por ser mas
resistente al tratamiento con Interferon (IFN) y tienen un severo daflo hepatico que otros
subtipos (11.18 y 21) . Todos los donadores infectados con este genotipo del VHC son
reactivos a la proteina viral c22-3, en cambio se reporté que la mayoria de estos individuos
infectados con esté subtipo demostraron una ausencia de la reactividad a la proteina viral

¢100-3.



Se detecté que la secuencia de aminodacidos de la RHVI1 en particular de este
genotipo es altamente divergente en los virus aislados del 5-8% de diferencia en la secuencia

de nicleotidos y del 4-5% en la secuencia de a.a. (8) .
Serotipo 11

Con una enfermedad cronica es mas frecuente con este subtipo IIl. Entreel tipo 1y
III las infecciones con multiples serotipos fueron identificados por la tipificacién de la
estructura no proteinica que por la proteina central. Un grupo de investigadores llego a la
conclusién de que los niveles séricos del RNA viral son bajos comparados con el genotipo 11

o IV (11,18).
Serotipo IV

Fue el serotipo mas comun detectado en donadores *‘sanos”, ademas exhibe una baja
prevalencia de anticuerpos anti-Gor, esto puede ser de interés porque puede indicar una
tendencia de estos genotipos a producir un leve dafo hepatico comparado con otros

genotipos.

Anti-Gor es un autoanticuerpo que se ha reportado que tiene una especificidad para

el VHC y en varios grupos de enfermedades autoinmunes. Este anticuerpo contribuye a



mejorar la diferenciacion de la hepatitis cronica (descubrimiento que tiene implicaciones

terapéuticas).

Se tiene la propuesta de que anticuerpos, anti-Gor, son una marca severa de una
infeccion del VHC, se reportd que los epitopes de Gor (antigeno nuclear) tiene una corta
secuencia de aminoacidos como la proteina central del VHC y se piensa que inducen la

produccion de autoanticuerpos del VHC (18.23) .

Serotipo V1

Se reporta que la mayoria de individuos infectados con el genotipo VI demostraron
también una ausencia de la reactividad a la proteina viral Cl100-3, en cambio han sido

reactivos a la proteina viral c22-3 (22).

Una explicacion de esta variabilidad de respuesta serologica es la existencia de mas

de media docena de cepas del VHC, en su inmunogenicidad y por lo tanto en la respuesta

inmune del huesped (1). Es r io estudiar no unicamente el genoma viral en cada
subtipo sino también en cada estado de la enfermedad hepatica cronica, cirrosis y cancer
hepatocelular. Asi como la relacion en cada region geografica ya que es posible que

predomine un subtipo en cada zona (1.24y25) .
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Los subtipos del VHC detectados por métodos serologicos pueden contribuir a

descubrir las rutas de transmision del virus especialmente en casos donde las muestras de

suero no son al das adecuad para preservar el RNA viral o un huésped

infectado que no tienen claro si esta presente el virus y por lo tanto tiene inicamente trazas

o restos de anticuerpos identificados en infecciones pasadasq1).

Un reciente reporte describe la inoculacion secuencial con cepas homologas o
diferentes a varios Chimpancés con las proteinas virales (E1IE2/NS1), obteniendo como

resultado la reaparicion de la viremia ) .

-
Estos trabajos sugieren que el escape viral es debido a la mutacién de la envoltura
proteinica o epitopes inmunodominantes, y esto puede explicar la reinfeccion que sufrieron

los Chimpancés con el desafio del mismo tipo de virus (22,2n .

1.4 Transmisiéon

Un 40% de los caso de Hepatitis C ocurre en dos categorias ambiguas (personas de
estado socioecondmico bajo y aquéllos en quienes no se identifican factores de riesgo) Una
explicacion posible de esto, es el uso de drogas por via intravenosa (uso de agujas

contaminadas) que los pacientes se niegan a confesar. Parece ser que ¢l uso de drogas por



via intravenosa es la forma de transmision mas comiin del VHC y que explica el 40%6 de las

infecciones (28).

Esto se confirmo con estudios realizados para evaluar los factores de alto riesgo para

do a la conclusid de que

la infeccion del VHC en donadores de sangre en Sydney i

una historia de uso de drogas (via intravenosa) fue el factor de riesgo mas importante en este

estudio (28) .

Algunas fuentes de infeccién que en ocasiones se pasan por alto son: tatuajes .
tratamientos por medio de acupuntura a inyecciones de vitaminas y minerales. No hay que
pasar por alto la exposicién posible a productos sanguineos o sangre contaminada en
accidentes y otras lesiones traumaticas, otras formas de exposicion parenteral que tienen

implicaciones en la transmisién del VHC (2s).

Un grupo de investigadores descubrieron el RNA del VHC en saliva de pacientes
con infeccion del virus de la hepatitis no A no B postransfusional, y que la Hepatitis C se

transmite experimentalmente a Chimpancés por saliva (29) .

En la actualidad, solo el 6% de los casos son secundarios a transfusiones. La

transmision heterosexual es frecuentemente menor que en el caso de la Hepatitis B, segun

los Centros para el Control y la Prevencién de las Enfermedades (29).
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Se ha demostrado que la transmision (vertical o perinatal) materna de la infeccion
causada por el VHC, tiene una incidencia muy baja (menos del 1%). Es posible que la
infeccion simultanea con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) aumente el riesgo

de la transmision materna y quiza-sexual del VHC (1).

Debido a la transferencia de Anticuerpos anti-VHC por via pl aria, la pre
de estos en la primera etapa de la vida del bebé puede no ser considerada como un indicio o
marca seroldgica real de la infeccidon (1) . La transmisién vertical es conocida como un
modo de infeccion mas predominante en el VHB que induce un estado de portador de este

virus (90) .

Se ha reportado que la prevalencia de la positividad del anti-VHC en familiares de
pacientes infectados con el VHC fue significativamente mayor que en donadores de sangre
de 14.9% y 1.7% respectivamente (30), y por tanto la transmision de persona a persona del

VHC es posible y mas probablemente en > con personas anti-VHC positivas con

dafio hepatico.

Contradictoriamente se sugiere que la transmisién intrafamiliar niflos-madre-sexual
con familiares con antecedentes de hepatitis puede ser un modo de trsmision menos probable
del VHC. Para resolver esta controversia se deben realizar nuevos estudios epidemioldgicos

(32).
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1.5 Factores de riesgo.

Pacientes inmunocomprometidos semejante como VH I seropositivos y/o pacientes
dializados, hemodializados y/o con un transplante renal crénico y la elevacion de la alaninar
aminotransferasa o transaminasa glutamico-piruvica (ALT o TGP). Todos estos facfpre#
correlacionan con un alto valor de positividad del anticuerpo anti-VHC, sin embargo la
relevancia clinica y epidemiolégica de la presencia del anti-VHC en pacientes

hemodializados no es claro (33.34) .

Pacientes hemodializados con Hepatitis no A no B, leve o fase aguda evolucionan a

una enfermedad cronica la cual usualmente sigue un curso subclinico (19).

La prevalencia de la infeccion del VHC tiene como evidencia la deteccion de

anticuerpos unicamente del 1.1% para el transplante y 1.7% para pacientes hemodializados

an .
1.5.1 Ocupacional

Personal sanitario, como personal de bancos de sangre, laboratorios. quiréfanos,

urgencias y la practica dental, incrementan el riesgo probable debido a una predominante

exposicion ocupacional, esto se comprobé en un estudio  realizado a Dentistas. Donde sc

descarto a los que usaban drogas por via intravenosa, homosexuales. bisexuales v ningin



dentista quec fue seropositivo fue un receptor reciente de transfusiones sanguineas o

productos de este tipo 35) .

1.5.2 Edad

Un analisis revela que la prevalencia de anti-VHC es de 0.9 - 1.2% en adultos,
incrementandose con el avance de la edad debido a que es muy bajo en poblaciones menores
de 16 ailos de edad (36) . Por otro lado el 63.6% de hepatitis no A no B postransfusional
infantil fue positiva, por lo tanto es mas ficil que un nifio en edad escolar sea saludable
mientras no este expuesto al VHC, debido a que no puede desarrollar Anticuerpos anti-VHC

como respuesta a esta clase de infeccién, porque su sistema inmune es inmaduro (1).

En Japon se realizé un estudio para determinar la positividad en la deteccion de anti-
VHC en grupos de personas, la prevalencia en hombres fue cerca del doble que la

prevalencia en mujeres y la alta prevalencia cn ambos sexos fue en el grupo de 30-34 afos

de edad (37).

Las multiples exposiciones de varias cepas del VHC dan como resultado una

infeccion, lo cual incrementa el riesgo de portadores cronicos del VHC (1).



1.6 Evolucién clinica

1.6.1 Fase aguda

Suele ser leve, es decir, los titulos de RNA viral en el suero disminuyen
marcadamente después del inicio de la hepatitis aguda y sufren una relevacién. Los signos

son subitos; clevacion moderada de las concentraciones de TGO (transminasa glutamico

14 ica) y TGP (.tr i glutamico piravica) (2s).

La mayoria de los no experi an sintomas y escapan a la deteccion

clinica hasta que la enfermedad se vuelve cronica. En casi el 80°% de los casos no hay
ictericia, el cuadro clinico de la infeccion aguda sintomatica se asemeja a la hepatitis B
aguda, sintomas parecidos a los de un resfriado. anorexia, nausea, vomito, malestar general,
molestias abdominales y febriles. Esta fase finaliza al inicio de la infeccion después de 2 a 3

anos (38,39) .

1.6.2 Fase ictérica

Se caracteriza por la aparicion de ictericia, en las cual las concentraciones de
bilirrubinas directa e indirecta aumentan a 5-20 mg/dl y por una hepatomegalia dolorosa que
ocasiona molestias en el cuadrante superior derecho. En el 10-20% de pacientes hay

esplenomegalia y adenopatia cervical (25).



iente se siente bien y los sintomas desaparecen

Durante la co: 1 ia, el f

incluyendo la ictericia; puede ser que siga existiendo cierta elevacion en la concentracién de

las enzimas hepaticas (2s).

La recuperacion clinica y bioquimica completa ocurre en 3-4 meses en el tipo C,
después de la aparicion de la ictericia. Durante la convalecencia es preciso vigilar a los

pacientes para detectar una recidiva. En el 1-5% de los casos los sintomas y la ictericia
vuelve a aparecer. Y hay un riesgo substancial de desarrollar una enfermedad hepatica

cronica la cual es usualmente asintomatica por varios aflos (25) .

1.6.3 Fase crénica

Como ya se menciono anteriormente la transfusion esta asociada a la transmision de
{a hepatitis no A no B en pacientes con una cronicidad y el valor sérico de enzimas hepaticas
alto, que evidencia un estado de portador cronico. La cronicidad fue definida como la

persistencia de un valor anormal de aminotransferesas por mas de un afio después de su

inicio (25).

La diferencia en la frecuencia de la cronicidad entre pacientes con infeccién
postransfusional e infeccion del VHC esporadica puede depender sobre el grado o cantidad

de inoculos infecciosos en la etapa inicial de la infeccion, sin embargo, esta hipotesis no es

aceptada (2s).



El mecanismo de cronicidad de la Hepatitis C es desconocido, sin embargo

lécula puede auxiliar a la explicacién de esta

recientes a en el alisis de la mc
cuestiéon. La hepatitis crénica activa se caracteriza por fatiga, malestar general y molestias

lia y la alteracién en las pruebas del funcionamiento hepatico

abdominal la hepat

incluyendo enzimas (que se incrementan y/o disminuyen o fluctian en un rango

moderadamente alto), bilirrubinas, tiempo de protrombina y globulinas indican el grado de la
lesion hepatocelular (se).

1.6.4 Hepatitis fulminante

" Se caracteriza por necrosis hepatica masiva , es rara, pero la mortalidad sobrepasa el
80%. Aunque puede ocurrir en casos de Hepatitis C y D, mas de la mitad de los casos se

observan en la Hepatitis B (2s) .
1.6.5 Coinfeccion viral

También se ha observado que el VHC y el VHB pueden producir la infeccién, en

donde et primero puede suprimir la replicacion viral del do.



1.6.6 Posible mecanismo de supresion del VHB por el VHC

Los resultados de las investigaciones sugieren que las proteinas estructurales del
VHC, en particular la Proteina central y la envoltura proteinica (esta Gltima probablemente
en menor intensidad) pueden suprimir la expresion y replicacion del virus de la Hepatitis B

(VHB) (13) .

Hall >s preliminares indi que la terminal amino (N) de 122 aminoacidos de la

Proteina (Pc) tienen la habilidad de unirse al RNA del VHB, y la demostracion de la
presencia de Pc son altamente sugestivos de esta funcion como un gen regulador proteico.
Esta fuerte supresion puede ser debido también a los efectos combinados como el
decremento de la sintesis del precursor del genoma viral del VHB. Un nuevo examen de las
propiedades bioquimicas y biofisicas de la Pc pueden ayudar a delinear el mecanismo

molecular de este efecto supresivo sobre el gen de expresion del virus B.

La frecuencia de células infectadas con dos tipos de hepatitis virales, es desconocido
y notablemente el descubrimiento clinico de la interferencia entre el virus de la Hepatitis B y
C no necesariamentc indica una directa interaccion entre ambos, posiblemente se involucren

varios factores del huésped como el sistema inmune, fagocitosis, efectos de linfocinas entre

otras (13).

La relacién entre viremia y la elevacion del valor de (ALT) puede ser debido a un

efecto citopatico del VHC o un incremento de la respuesta inmune del hospedador (39).



Observaciones similares se detectan en la hepatitis cronica activa del tipo B. La elevacién de

ALT es inducida por la replicacion viral en el caso de hepatitis debido al VHC con el VHB

“n .

La necroinflamacion en Hepatitis no A no B se distribuye homogéneamente mientras
que en Hepatitis B es heterogénea. Es raro encontrar portadores de hepatitis C con un
higado sano comparado con la infeccion del virus de la Hepatitis B, la expresion del antigeno

de core es algo similar al de la proteina viral de superficie del VHB (a1) .

A diferencia de la Hepatitis B , la Hepatitis C se vuelve cronica en el 50% de los
pacientes, por lo menos de los casos de Hepatitis C postransfusional y casi en el 60% de
aquellos con Hepatitis no A no B adquirida en la comunidad. En cambio cerca del 20% de
cirrosis hepatica, hepatitis crénica y cancer hepatocelular es detectado en portadores del

VHB (25).
La incidencia anual de Carcinoma Hepatocelular (CHC) en pacientes reactivos al

virus de Hepatitis C con cirrosis fue de 7.4% similar al que se reporta en pacientes reactivos

al AgHBs (antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B) 7) .

20



1.7 Asy i 16gi

El sistema inmune tiene dos tipos de respuesta: la respuesta humoral y la respuesta
celular. La primera depende de la interaccién entre ¢l antigeno y anticuerpo, siempre que
tengan de la interaccion entre el antigeno y anticuerpos, siempre que tengan acceso a €l , en
cualquier forma y circunstancia (tanto soluble, como en una superficie sdlida, como puede
ser la pared de un microorganismo o una célula). Para que se inicie este tipo de respuesta es
necesario la activacion de los linfocitos B (que tras su transformacion en células plasmaticas
seran los encargados de producir los anticuerpos) y de los linfocitos T (que han de producir

factores solubles que contribuyan a la activacién de los linfocitos B) (43).

La respuesta celular, caracterizada porque se inicia a partir de la activacion de los
linfocitos T, se ha desarrollado filogénicamente para hacer frente a aquellos
microorganismos que por encontrarse en el interior de células de¢ nuestro organismo no son
accesibles para los anticuerpos. La respuesta celular va a dar lugar por un lado a factores
solubles que activen a las células fagociticas y les permita superar los mecanismos defensivos
de ciertos microorganismos, y por otro, a la proliferacion y activacion de células citotoxicas,
capaces de destruir a las células infectadas si es necesario (como en el caso de células

infectadas por virus) (43).
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El reconocimiento se realiza sobre porciones muy pequefias de las moléculas,

denominadas determi es ar

igéni o epitof y es realizado por los receptores

especificos presentes en la superficie de los linfocitos T y B (43).

En los linfocitos B, estos receptores son moléculas de inmunoglobulinas
(fundamentalmente 1gM e IgD). En los linfocitos T los receptores para el antigeno son los

denominados Receptores de Células T (TCR) (43) .

Los receptores de los linfocitos T, sOlo reconocen y son capaces de unirse a epitopes
de antigenos que han sido procesados por una célula que presente un pequeiio péptido del

mismo en el seno de una molécula de HLA presente en la superficie (a4) .

Los linfocitos T, entre otras funciones tienen una actividad efectora participando en
1a lisis de otras células (linfocitos T citotoxicos). Aunque la respuesta humoral depende de la
presencia de estos anticuerpos, ellos directamente ticnen poca capacidad efectora

uni son

p de neutralizar toxinas bacterianas o virus a los que impiden su unién
y penetracion en la(s) célula(s). L.os mecanismos efectores mas potentes derivados de la
unién del anticuerpo con el antigeno dependen de la activacion del sistema de complemento
y la intervencion de células fagociticas que, por poseer receptores para productos de la
activacion del complemento y para el Fragmento Fc del anticuerpo, ven considerablemente

facilitada su funcién fagocitica (opsonificacion de los microorganismos por los anticuerpos y

el complemento) (44).
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La respuesta celular también necesita de la cooperacion de linfocitos T, mediante la
produccion de linfocinas, asi. se- facilita ‘la activacion. de las células efectoras que

fundamentalmente son los linfocitb'o,s' T citotéxicoé, la célula NK y los macréfagos ) -

Sin embargo, est in"\bg n Vabr'e' la‘pvo‘s‘ibiyliid»ad de que al producirse una respuesta

inmune frente a un antigeno’ ext la‘respuesta inflamatoria que se genera puede acabar

lesionando asimismo a los [;;'OPIQS tejidos del fhdes'ped .

Como ya se menciono anteriormente, el sistema inmune del huesped produce
anticuerpos especiticos contra el patdogeno infectante. Los anticuerpos se unen e inactivan a
los viriones (anticuerpos neutralizantes), con esto se origina el primer paso en la
interferencia de la replicacion viral, se ha establecido que los anticuerpos neutralizantes
actian directamente contra los epitopes de las proteinas virales (que se expresan en la region

estructural putativa) 7).

1.7.1 Analisis de la resy ta de células CD8+

Los linfocitos T citotoxicos (CD8+) tienen una respuesta marcadamente policlonal y
multiespecifica durante una infeccién cronica con el VHC la célula T CD8+ reconoce a un
péptido corto (antigeno de 9-11 aminoacidos) que se unen a la molécula HLA 1. El péptido
antigénico es un derivado de una divisién proteolitica en el citoplasma. La molécula de HLA

1, la cual esta asociada con la B-2 microglobulina y que es transformada en la superficie de
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la célula como una membrana proteinica integral que puede presentar al péptido antigénico
que tiende a rearreglarse con TCR sobre los linfocitos T citotoxicos (CTL),‘ qﬁe p.ueden
bloquear el crecimiento viral (27) .

Aunque no es posible determinar el numero absoluto de linfocitos T CD8+ en
pequeios fragmentos de tejido hepitico y sangre periférica, no tienen una aparente

diferencia en su habilidad de proliferacion después de una estimulacion especifica (44).

Se ha reportado que la infiltracion de linfocitos provenientes del higado de dos
pacientes con hepatitis C cronica fueron clonados, para determinar su actividad citolitica del

VHC en el tejido dafado. Desafort d 1ite limitaciones numerosas se tienen en el

proceso de analisis de estimulacion de la respuesta de los (CTL), por la estimulacion de
péptidos antigénicos cuyo genoma y secuencia han sido clonados y los cuales no son

infecciosos, por reemplazo de la estimulacion de las células blanco in vitro @2).

A continuacion se mencionan las desventajas que existen en este proceso:
a) Se requiere conocer la secuencia de los aminoacidos de la proteina viral en cuestion.
b) Esta puede ser mas limitada por epitopes presentadores por alelos comunes a HLA. A2,
c) La pérdida de la potencia de la respuesta de CTL a epitopes no conservados
adecuadamente.
d) Proceso ineficiente y costoso.
e) La caracterizacion de la respuesta de los linfocitos CD8+ al VHC es un importante paso

para definir el papel de estas células en la patogenesis de la enfermedad.
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La conclusion de este trabajo es que la respuesta de los CTL al VHC, es suprimida
por la participacion de epitopes multiespecificos involucrados en una estructura diferente del
virus y las proteinas no estructurales. El estudio realizado acerca de las uniones de HLA.A2

revelan ia posibilidad de que los CTL puedan reconocer al antigeno de core (un pequefo
segmento) sobre los hep. i en iacio

con las léculas del plej Y de

histocompatibilidad clase 1 en hepatitis aguda y cronica; ademas es posible de que los CTL.

pueden coontribuir a 1a patologia y pueden también ser importantes para monitorear a

pacientes infectados para una posible correl

entre hepatitis y la P linica a este

péptido en pacientes positivos a HLA. A2 7.10) .

En un estudio que se¢ realizdé en Al ia a tres i

p con h cronica

activa, se les practico una biopsia donde no detectaron CTL en sangre periférica. Varias

P 1 posibles pued i se para esto:

i) La resp local pued bién ser disminuid

debido al reclutamiento local de

antigenos no especificos por células inflamatorias.

ii) El paciente puede tener una variante de alelos HLA.A2 (reaccion cruzada

serologicamente), pero que tiene diferente union a HLA.

ili) CTL especificos del VHC pueden ser

rados en el sitio de la infeccion (higado) y

por lo tanto pueden no ser detectados en la sangre periférica (n .
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1.7.2 Anidlisisdelar

P a de los linfocitos CD4+ at VHC.

Los resultados obtenidos en los estudios de proliferacion de la célula T CD<4+ como
respuesta de las células mononucleares provenientes de la sangre periférica y/o la poblacion

de linfocitos intrahepaticos y a las protei recomb

derivados del VHC que pueden
ser inmunogénicas , asi como todos los epitopos de las proteinas virales putativas (region

putativa) que son reconocidos durante la infeccion cronica de los pacientes (42).

Se realizaron estudios de las células mononucleares de la sangre periférica de tres
pacientes, que respondieron a E2, NS3, NS4 Y NSS, la clona especifica NS4 derivé de la
sangre periférica y tiene diferentes TCR(s) que la ciona intrahepatica, sugiriendo una

division de la repuesta del linfocito T a la enfermedad (s2).

Se identifico la proteina de core E2 como un blanco especifico de CTL en personas

infectadas cronicamente (44).

Después de un tiempo se observo que la Proteina central y 1a Proteina NS4 pucde ser
mas inmunogenica a CD4+ de la sangre periférica al igual que la célula T, durante la

infeccion cronica del VHC, de ahi la evidencia de que la respuesta es especifica a NS4 (a4).

La célula T CD4+ humana reconoce un corto péptido antigénico derivado de la

division proteolitica de antigenos exogenos presentes en la union antigénica “rutinaria™ de



las moiéculas de HLA clase 1l en la superficie del fagocito para presentar al antigeno a las

células semejantes a macrofagos y células B (44,

1.8 Mecanismo de dado Hepitico inducido por ¢l VHC.

El dado hepatico puede ser categorizado como el que es causado por conocidos

virus semejantes como Hepatitis A, B, Do E y i ilares como i y

ketoconazol, entre otros (4s).

Como ya se menciono anteriormente, la Hepatitis C cronica representa un factor

etiologico importante para padecer cirrosis y carcinoma hepatocelular (2s) .

El mecanismo exacto del dafio hepatico todavia no se conoce bien. y wvarias
observaciones clinicas subrayan la contribucion de la respuesta inmune del huesped al dafio
celular del higado por ejemplo: la inmunosupresién que beneficia el efecto dailino sobre las

células hepaticas (42).

Ademas este virus tiene una reciente asociacion con la patogenesis de hepatitis

crénica autoimune («4) .



Es interesante el dato reportado de que mas de la mitad de los pacientes infectados
con el VHC estudiados tienen una expresion de celulas CD19+/CD5+ en la sangre

periférica, la poblacion de células B es asociada con desordenes autoi ines ala

artritis reumatoide , cirrosis y carcinoma primario hepatocelular. Mas una variedad de

desordenes extrahepatico jantes a gl ulonefritis, poliartritis y crioglobulinemia

(746,47 y 48) .

Respecto a este ultimo desorden extrahepatico mencionado. recientes estudios
cuantitativos, demostraron que el 992% del RNA del VHC se detecto en el suero de

es con crioglobulinemia (47).

Un reciente estudio histopatologico de una biopsia hepatica, demostro la presencia
de agregacion linfoide v/o foliculos en el tejido y una débil necroinflamacién en el area portal

ada

caracteristicas de una hepatitis cronica (9 . La necroinfl ion es cc
determinante para la respuesta activa inmune contra la replicacién viral. La débit
necroinflamacion en ambas fases aguda y cronica parece reflejar una endeble replicacion del
virus, la necrosis hepatocelular es siempre asociada con esta caracteristica histologica

denominada necroinfl ion que es v observada en todos los tipos de hepatitis

virales das por virus i : adenovirus, virus de Lassa. fiebre amarilila, los cuales

tienen un efecto citopatico directo que difiere a Ios efectos del VHC (24).

Histologi e la reg acion es caracterizada por pleomorfismo y polimorfismo

de hepatocitos. La severa necroinflamacion particularmente en una hepatitis aguda viral
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fr es P da con una marcada degeneracion (daifio) de los hepatocitos
alrededor de la necrosis. Esto incluye infl le uw faccion del acino, debido a la

adhesion multinuclear de la membrana celular y disposicion de la bilis en el citoplasma o

dilatacion canicular biliar (so) .

Los cambios de los ductos biliares, alreded. del hep ito y el io portal

desaparecen, y los restos de los hepatocitos se transforman. Los ductos biliares

(interlobulares) frect fren dafo variable, particularmente cuando en ellos se fija

el tejido linfocitico. Asi la parénquima llega a ser una icion de un ico de una

bl

p ion de hep i heterogé en edad y forma. Este es un término irregular de

regeneracion y realiza un incremento prominente en el progreso de desordenes hepaticos .
La fribosis se extiende desde la vena portal, naturalmente es facil que la fibrosis se
desarrolle continuamente desde ¢l preexistente tejido fibroso. Esto ocurre en el caso de una

larga o repetida necrosis.

En resumen los elementos morfologicos en la hepatitis viral son:

1) Necroinflamacion.
2) Regeneracion hepatocelular.
3) Reaccion inflamatoria del espacio portal.
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4) Cambio en los conductos biliares.

5) Regeneracion irregular y
6) Fibrosis.
La hepatitis viral aguda es pafada predomi por las caracteristicas

que comprenden el inciso 1-4, y la hepatitis cronica viral por determinado tiempo. La
Hepatitis Cronica Viral Activa (HCVA) comprende todos los elementos en un grado

variable (42) . -

La acumulacion de mutaciones, las cuales son faciles de que ocurran en ciclos

continuos de division celular pueden tr mar algunos hep itos a un

proceso continuo. La disfuncion de enzimas reparadoras del DNA durante la hepatitis

O d bién promover el desarrollo de carcinoma hepatocelular (24).

Se reporta que el VHC no realiza la actividad de transcripcion y el analisis del tejido

con ca hep lular no d ré la integracion del genoma del VHC dentro del
cromosoma del DNA del huésped. Y por lo tanto la teoria de insercion que produce

mut o un delo de interseccion por un promotor no puede ser aplicado. debido a

que la proteina viral unida al DNAC(s) del huesped induce inestabilidad cromosomal causando

mutaciones en el gen de cancer y esto puede llevar eventualmente a desarrollario (29) .
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La infeccion del VHC es persistente arriba del 50% de casos; en analisis actual se
calcula que el riesgo para el desarrollar cirrosis fue de 40% en S ailos y el 68% en 8 afos,
después del inicio de la fase aguda. De las personas con hepatitis cronica, la cirrosis se

desarrollo del 10-20% y se calcula que en el 70% de los pacientes cirroticos que se

pos anti-VHC o RNA viral. Hay evidencias que hacen pensar que la

Hepatitis C podria ser 1a causa que conduce a Ia cirrosis a los alcobdlicos y a su vez pueden

lcohol sea ™ iador™ de 1a h itis C (s) .

ser que el

Se ha reportado que la cirrosis del higado se desarrolio en 8 pacientes (10%) emire

1.5 y 16 afos después dc la tr fusion de Y Por lo tanto la cirrosis del higado y

Cancer H jular (CHC) pueden desarrollarse cerca de 20 y 30 aBos, respectivamente,

después del inicio de la enfermedad aguda 3).

La incidencia del tipo CHC en paci con hepatitis cronica activa fue

significativamente alta como en pacientes con hepatitis cronica persistente (36) . En 1979 se

estimo la incidencia de hepatitis cronica, cirrosis y carci hep fular en 1.2 millones,
250,000 v 18,000 respectivamente. El valor de mortalidad provenientes de CHC sin

embargo se fue incrementando y fue superior en 1990 (1) .
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1.9 Di éstico de Hepatitis C

£l valor de las pruebas serologicas y el indice bioquimico son predictivos de la
infeccion activa. Si las concentraciones de transaminasas continnan elevadas y las pruebas
serologicas para detectar Hepalitis B son negativas, sera conveniente practicar pruebas para

detectar Hepatitis C (19) .

Si los resultados son negativos, repita la prueba dentro de 3-6 meses debido a que la
seroconversion es retardada y es necesario repetir la prueba de anti-VHC durante mucho
tiempo antes de descartar que la hepatitis sea causada por el virus de la Hepatitis C. Los
anticuerpos contra el VHC solo pueden ser detectados hasta 6-8 semanas después de la
infeccion (25, La Hepatitis no A no B fue diagnosticada entre la segunda y 26 semana

después de la transfusion (s1) .

Un descubrimiento retrospectivo de elevacion de Alanina aminotransferasa (ALT)
fue correlacionado significativamente con la positividad del anti-VHC pero no con la viremia
del VHC (1s. L.os cambios en el suero de aminotransferasas fueron observadas de 5 a 10

aflos asociados con una progresiva cirrosis del higado (3e) .

La mediana actividad de la aminotransferasa en el suero se eleva de 4-8 semanas

después de la transfusion . Cabe lar que 3-17 dias el valor de ALT se eleva al minimo

del doble del limite superior normal. Un aflo después el valor de la aminotransferasa en el
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suero es aproximadamente tres veces mayor que ¢l valor normal, 10 aftos después es > 1.5

veces el limite superior de lo normal.

Los niveles de las transaminasas retornan en 18 meses d Es de l1a tr fusio Es

necesario aclarar que no tienen un valor predictivo de una infeccion del VHC (s1) .

1.9.1 Marcadores serolégicos

Los principales indicadores seroldgicos de pacientes infectados con el VHC, que son
utilizados para el diagnostico de la Hepatitis C son el RNA viral y varios anticuerpos anti-
VHC de la clase Ig ) .

El sistema de ensayo para detectar anticuerpos contra el VHC detecta principalmente
IgG. recientemente la prueba de segunda generacion también detecta anticuerpos de la clase
1gM (anticuerpos anti-Proteina central del VHC) que pueden ser detectados en algunos
casos de hepaltitis cronica en alto grado y por esta razén solamente pueden ser usado como
un punto de diagnostico de Hepatitis C (52) . También la IgG no es adecuada para el uso en
un primer diagnostico de la Hepatitis C aguda. porque la aparicién ocurre igual al comienzo

o al final de esta enfermedad (a1).

El curso de Hepatitis C fue dividido en una infeccion persistente y transitoria

basindose en los cambios del RNA viral. Varios individuos asintomaticos tienen niveles



normales de ALT y/o AST pero es positivo la deteccion del RNA del VHC este

d brimi > repr un dafo hepatico del virus en un sitio secundario () .

En el primer estado de Hepatitis C aguda IgM es positiva e 1gG es negativa la
deteccion es de bajos niveles. En Hepatitis C cronica IgG esta presente en altos niveles,

ind i de la p ia 0 au ia de IgM (15). Es posible diferenciar los dos

periodos por medicion del RNA viral y también por un ensavo cuantitativo de segunda

- P

icion en la i

generacion que detecte anticuerpos anti-VHC o anti-core, por la

transitoria y un alto nivel que es ido en una infeccion persi
q

Se ha reportado que el descubrimiento de que los titulos de anticuerpos anti-core en

portadores asi aticos fue considerad variable en 17 individuos exhibiendo niveles

normales de ALT y AST y titulos de anticuerpos extremadamente altos o muy bajos. El alto
nivel de anticuerpos puede sugerir que los portadores asintomaiticos no son un grupo

uniforme(3) .

Los anticuerpos contra la proteina E2 son detectados del 10% al 20% en pacientes
con Hepatitis C. Estas observaciones indican que el anticuerpo anti-Ei pueden tener una
actividad neutralizante. En varias infecciones virales la aparicion de anticuerpos
neutralizantes coinciden con el comienzo de la recuperacion de la infeccion y estos pueden
jugar un papel importante para eliminar a los virus que provienen de la circulacion en

infecciones que son caracteristicas por viremia (27) .
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di Sstico

La presencia de anticuerpos anti-C100-3 no es instn > de
complectamente seguro. El anti-C 1003 puede declinar a pesar de la persistencia del RNA

viral en la actividad de hepatitis (1) .

Por esta razon Ia pruebas de segunda generacion ELISA y/o

i lectrotransferencia (Iet), para detectar anticuerpos (IgG) contra el virus de la

Hepatitis C, aunado a pruebas para detectar ¢! RNA (Reaccion en Cadena de la Polimerasa

y/o Transcripcion Reversa) son necesarias (3) .

La PCR es util para los pacientes que se encuentran en las prumeras etapas de la
Hepatitis C aguda ya que esta prueba se vuelve positiva dentro de la segunda semana

después de la infeccion

Todas estas pruebas han permitido que el diagndstico de Hepatitis C sea menos de

exclusion como hace algun tiempo. Sin embargo su diaunostico es dificil (1551). Existen

brimi > de mas genotipos del VHC (22)

ensayos que itan ser modificados por el d

Las pruebas para detectar el virus no A no B son menos precisas, debido a que los

pacientes suelen permanecer asintomaticos y las fluctuaciones caracteristicas en las

fad un el 1o adici 1l de confusiéon. La

concentraciones de las tr

mayoria de los hepatologos recomiendan practicar una biopsia confirmatoria seis meses

después realizar el diagnostico inicial de hepatitis crénica (25.36) .

w
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Por 1o tanto estos yos pl 105 pueden ser ios para confirmar

una infeccion del VHC antes de informar al donador o paciente (3.54) .

1.9.2 Métedes de deteccidn ded VHC

Un Yo i imnati con varios antigenos EIA-2 para detectar
amicuerpos anti-VHC fue evaluado paralel con un yo EIA-1. Y el primero fue
mas ible en d # pos en d & de gre (38). Esto indica que el ensayo
de EIA-2 red significati pero probabl. no elimina el riesgo de una infeccion
con el VHC iada a la tr fusion i (55).

Se a proy do a nivel i lel pl. de este yo por EIA-2 que puede

de 40 casos adicionales del virus de Ia

originar la prex y H por lo

Hepatitis C iados a tr: i por dia (ss).

EI EIA de segunda generacion es mas ficil de aceptar para el uso en una clinica. Sin

embargo e¢sta especificidad es cuestionable comparada con el ensayo de

i ] otr e im de da generacion (s2) .

Se esta intentado el desarrollo de un ensayo let ¢l cual pueda ser usado
potencialmente como una prueba complementaria de EIA.2 en el diagnostico de la Hepatitis
C aguda. Estos estudios sugieren que un bajo titulo de anticuerpos contra el virus de la

Hepatitis C (en el primer nivel de la infeccion) no puede ser detectado por EIA.2 (se).
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A pesar de que el ensayo de et es i itativo y pucde probabl d

i POS quUe recc {a primera estructura de las proteinas por io tanto es
i0 un mejorami para plearia como una prueba de rutina, Ia venaja de este
método es que pucd iti los i pos ho mis ficil que otros, porque cs
1l ible y por ia puede i los bé de titul de

anticuerpos durante un largo curso clinico. y como prucba de la efectividad de 1a terapia del

Interferon (IFN).

193 & 4 otr e cim

Iet.2 esta constituida por cuatro péptidos virales recombinates derivados de la region
NS3 no estructural (antigeno ¢33c) producido en Escherichia coli, NS4 | el antigeno 5-1-1

y c100-3, regiones del genoma del VHC y de la region estructural central o nucleocapside

(Ag c22-3) unida a la superoxidasa dismutasa humana producida en la I dura

<, Iy ’

Se ha reportado que la nueva introduccion del péptido NS5 no mejoro la sensibilidad
o especificidad de let.2. La precision del analisis de Iet se ha reportado que es de un 90%.
Y casi todos los pacientes reactivos son virémicos, sin embargo este ensayo esta sujeto a un

intenso debate acerca de si es un buen indicador de viremia o no () .




Se han realizado estudios de evaluacion, para el ensayo de let.2 e let.3. Con este
ensayo de tercera generacion la prevalencia de anticuerpos observada es generalmente mas
alta que con el ensayo de segunda generacion, esto probablemente se dcba a la

incorporacion de los diferentes segmentos de varias regiones virales. Estas modificaciones

junto con bios en el pr iento técnico mejoran la especificidad del ensayo (18.40 .56).

De acuerdo a las instrucciones de manufactura de let.2 es considerado puositivo,

cuando se detecta como minimo dos de los cuatros anticuerpos, negativo cuando no se

detecta ningun anticuerpo e ind inad do uni esta pr un tipo de

anticuerpo («0).

Sin embargo los paci con un resultado indeterminado (probablemente el titulo
de anticuerpos real es muy bajo) por let.2 tienen que ser confirmados con la demostracion

del RNA viral por la PCR(40).

1.9.4 Reacciéon en Cadena de la Polimerasa y/o Transcripciéon Reversa.

La PCR se ha utilizado en la deteccion del genoma del VHC en pacientes empleando

muestras como suero o fragmentos hepaticos en pequeilas cantidades («5).



El método de PCR puede ser usado para valorar la persistencia del RNA viral y la
presencia de la infeccion crénica, sin embargo el genoma viral puede no ser detectado de

manera transitoria («0).

A pesar de que el RNA viral del virus de la Hepatitis C no es detectado por la
PCR-RT en muestras séricas puede ser positivo la deteccion de anticuerpos anti-VHC

(20).

La viremia puede ser valorada por lad ion del viral do PCR-RT, en
el cual es altamente sensible, como ya se menciono anteriormente. La sensibilidad del ensayo
de PCR-RT para detectar el RNA viral fue confirmada por hibridacion del DNAc. (DNA
complementario a partir del RNA completo de polaridad positiva). Ademas es usada para
estudios epidemiologicos aparte de detectar el genoma viral, este método es usado. en la
genotificacion del VHC, para la caracterizacién e identificacion del virus de la Hepatitis C

aislados. y asi para el analisis de la mutacién que sufren (3)

La variacion de los niveles séricos del genoma viral es determinado

semicuantitativamente por el método de PCR-RT. Reali una deter
especialmente es dificil cuando hay bajos niveles del RNA durante el tratamiento con el

Interferon o justamente después de completar el tratamiento (a1).



Ahora esta disponible y resulta muy util en los casos dudosos (hepatitis aguda), una

prueba mas sensible y precisa, da como resultado di >S MAas fiables a did

que
aumente la disponibilidad y ¢l uso de la PCR (a9).

D P d

este ipo de prueba no es facil de usar o raramente se usa en

una clinica. La PCR pl una logia. la cual i un equip pecifi

experiencia y estandarizacion. Como es sugerido por un reciente eswdio de control
intemacional cualitativo, en el que se demostro una imporv.am.é discrepancia en los
resultados obtenidos por los diversos laboratorios que participaron (20). Esto se ve
confirmado por reportes, de un tercer estudio realizado en Japon donde dio diferentes
valores .Reportando una baja prevalencia (22%) de viremia en pacientes con anticuerpos
contra el virus de ta Hepatitis C que fueron detectados. La diferencia puede ser debida a las

Hlaci diad

P y el procedi

del uso de PCR-RT, puede explicar estas
discrepancias (22).

1.10 Vacuna

Por 1o tanto la prueba de donadores de sangre se dirige a reducir el namero de casos
de Hepatitis C postransfusional, pero no elimina la esporadica adquisicién de la Hepatitis del
virus C. De ahi la necesidad de una vacuna para prevenir o tratar la infeccion viral. Es de

interés apreciable el conocimiento de que los epitopes reconocidos por los linfocitos T



citotoxicos especificos del Virus de la Hepatitis C puedan facilitar la eleccién de las bases de

vacunas péptidicas para su induccion (42).

.11 Tra i de ia Hepatitis C

El dnico tratamiento aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) y el

anico cuya cficacia ha sido demostrada, es el interferon B-2.

El régi [~ iste en apli tres millones de unidades por via subcutinea tres

veces a la semana durante seis meses. Ese régimen conduce a la remision clinica al 40-50%
de los pacientes tratados, pero la enfermedad activa recurre en el 70-80% de los pacientes
que entran en remision en los primeros 6-12 meses que transcurren después de suspender el
tratamiento.Se estan estudiando varios protocolos de investigadores sobre el interferon a-
B2. Algunos comienzan con el régimen mencionado anteriormente, y disminuyen la dosis
gradualmente después de seis meses.

A continuacion los pacientes siguieron recibiendo un

tratamiento de mantenimiento a la dosis mas baja que resulte eficaz (25).

Otro método consiste en iniciar con una dosis mas alta y continuar con ella hasta que
no sea posible detectar el RNA del virus de Hepatitis C por medio de la PCR. A partir de

entonces se disminuye la dosis gradualmente en el transcurso de varios meses antes de

sostener el tratamiento (2s).
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Se ha probado numerosas terapéuticas antivirales y de otro tipo para la Hepatitis C
con éxito minimo o nulo. Los tratamientos incluyen diversos agentes utilizados para la

infeccidon causada por el VIH, diversas terapéuticas combinadas con interferones (25).

1.11.1 Interferones

Funcién:

Los interferones humanos son proteinas de bajo peso molecular producidas, por
ciertas células del organismo en respuesta a un estimulo de células extrafias (incluyendo
células tumorales), bacterias, antigenos virales y una variedad de estimulos. Existen tres

tipos de interferones conocidos como alfa, beta y gama (sn

El interferon alfa es sintetizado fundamentalmente en los linfocitos y macrofagos,

mientras que las cdélulas epiteliales y los fibroblastos son los principales productores de

interferén beta(sn.

Interferdn alfa y beta se unen al mismo receptor en sus células blanco, el interferon
gama o interferén inmune que es producto exclusivamente por las células NK, se une a su
receptor especifico y posee una serie de funciones particulares que lo diferencian de otros
interferones, especialmente por su rol fundamental como regulador de los mecanismos de

defensa especificos y no especificos del hospedador (sn.
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Los interferones tienen efectos directos antivirales e inmunomodulatorio que pueden
incluir el mejoramiento de la funcién de macrofagos, células citotdxicas T y la actividad

antiviral natural de las células Killer (NK) (s7.

Algunos resultados sugieren que el interferon endégeno produce primero la lisis del
hepatocito infectado con el VHC, por células citotoxicas T y la restriccion de la replicacion
de este virus, y simultaneamente activa o induce a la 2'S'OLIGO ADENILATO
SINTETASA (2'5°AS), esta enzima que rompe por la parte inferior del RNAm viral o inhibe
1a iniciacidn de la sintesis proteica del virus y por la desaparicion de hepatocitos infectados,

por el cual el virus de la Hepatitis C es también eliminado (an.

Y su actividad se incrementa significativamente durante la terapia con el interferon y
también la expresion del antigeno de HL A clase 1 expresado en los linfocitos de la sangre
periférica, fue significativamente intenso en pacientes con Hepatitis del tipo B o C

comparado con los controles positivos y negativos (31).

Casi todos los individuos quienes tuvieron una buena respuesta al tratamiento con el
IFN, no se les detecto el RINA viral no obstante que se tienen niveles intermediados de
anticuerpos anti-core, su presencia puede ser en este caso explicado por la memoria celular

o por lo largo de la vida media de los anticuerpos (49).
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Se ha reportado que aunque el tratamiento con el imerferon da como resultado la
reduccién de TGP a niveles normales c“le \}arios pacientes el tratarios de nuevo con este fue
ecesario tiempo después, debido a la elevacion de ALT que ocurre con la suspension det
tratamiento. Con una alta dosificacion en el régimen cerca del 90% de la respuesta del RNA
viral es negativo mientras que el RNA esta en bajas concentraciones en pacientes tratados

con un régimen de dosificacion baja. Estos resultados sugieren la normalizacion de ALT

puede ser realizado después de un tratamiento completo (s8).

Dependiendo del tratamiento del IFN y el régimen usado como fue descrito
anteriormente. los factores que predicen la respuesta del pretratamiento del IFN, son el
grado de dafio del higado (hallazgos histologicos), el nivel sérico del RNA y genotipo del

VHC. Aunque la severidad de la necroinflamacion o reaccion linfocitaria portal no es

laci d

corr con efi ia del trat

o con el interferon (22.41 y 42).

En un estudio que se realizo para evaluar la concentracion sérica del IFN alfa, se
observo en 7 dias y 28 dias la maxima concentracion sérica que se considera se alcanza en
este periodo. En el dia 56 las concentraciones séricas del interferon fueron menores, estos
resuitados indican que la degradacion del INF ocurre progresivamente (durante su

administracién). Por lo tanto no es utilizada efectivamente (s8).

Se ha reportado que en el caso del interferon beta el cual es administrado

intravenosamente en Japon dio como resultado en un corto periodo de tiempo, un continuo



y mejor grado de respuesta. Aunque nuevos estudios se requieren sobre el régimen de

dosificacion de este interferon (sa).

1.12 Reacciones adversas asociadas con el trat. iento del IFN

El sindrome Flulike ocurre en pacientes casi siempre tratados con el Interferon
(INF). Ademas produce sintomas siconeurdticos. depresion y desordenes autoinmunes
semejantes a la funcion anormal tiroidea debido a la conmocion inducida por el interferéon en

el sistema inmunoldgico, aunque es dificil decir que en todos los casos de funcionamiento

anormal tiroideo son relacionados con la administracidén del INFsa).

Este funcionamiento anormal en la mayoria de los casos se piensa que puede ser

debido a una tiroiditis autoinmune, neumonitis intersticial reumatoide y psoriasis (s8).

Se reporto que los sintomas siquiatricos observados en 113 pacientes, fueron los
siguientes: de 101 manias, en 3 depresion. en 2 sintomas esquizofrenicos v en 6 demencia.
Estos sintomas usualmente comienzan con insomnio, irritabilidad o ansiedad sin causa
aparente. también se ha reportado que en la administracion del IFN continuo, se manifiesta

depresion, confusion y alucinacion. lo cual ueden no presentarse en algunos pacientes(ss).

Se han reportado otros padecimuentos como colitis uicerativa en un paciente,

trombocitopenia autoinmune y enfermedad de RAYNAUD en otro (s8).
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Mas casos de Diabetes mellitus presentaron exacerbaciones después de iniciar la

administracion del interferon. Debido a la induccidén de varias citocinas por un efecto

directo e indirecto de este medi >, st mejoramiento completo fue por una pronta

suspension en la administracion del interferon (41).
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2.0 Hipdtesis

Si se detecta en los donadores de sangre probl infe nt
principalmente por la presencia del Virus de la Hepatitis C (VHC). ya que en multiples
ocaciones esta se presenta sin signos, ni sintomas propios de la enfermedad, y que al
presentarse como donador aparentemente sano, entonces podria trasmitir el virus de la

Hepatitis no A no B, por lo cual es importante el diagndstico de esta enfermedad.
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3.0 Objetivos

3.1 General:

- Determinar la incidencia del Virus de la Hepatitis C (VHC) en donadores de sangre

y corroborar la importancia de realizar el diagnodstico de esta enfermedad.

3.2 Particulares:

- Conocer la distribucion mensual de sueros positivos a la deteccion del VHC para

determinar su incidencia durante el tiempo que comprende el estudio, por medio del ensayo

Inmunoenzimatico de segunda generacion (ELISA.2).

- Observar la tendencia de la incidencia del VHC durante el periodo que comprendio

el estudio.

- Determinar la incidencia del VHC en donadores de sangre del sexo masculino y

fernenino.
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4.0 Material y Método

4.1 Lugar de muestreo

Este trabajo se realizo en el laboratorio de anilisis clinicos del HOSPITAL DE

TRAUMATOLOGIA Y ORTOPEDIA DE LOMAS VERDES (H.T.O.L.V.).

4.2 Periodo de estudio

La deteccion del virus de la hepatitis C fue considerada de enero de 1994 a enero de

1996. Y la técnica que se empleo fue ABBOTT HCV E.LA. de segunda generacion.

4.3 Material biolégico

Los donadores fueron principalmente familiares de los pacientes del mismo hospital,
asi como algunos donadores altruistas, la disponibilidad de donadores de sangre segura,
continua siendo un problema grave, a pesar de las disposiciones legales relativas a la
prohibicion de bancos privados de sangre y con ecllo evitar Ja existencia de donadores
profesionales, la realidad es que este tipo de donadores sigue existiendo mediante arreglos

que se realizan fuera de los servicios hospitalarios de transfusion.
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4.4 Manejo del donador

A la persona que desee suministrar su sangre se le practicara una evaluacion clinica
en la que se determine que redne los requisitos siguientes:

a) Edad entre 18 y 60 aifios

b) Peso mayor de SO kilogramos

¢) Tratandose de mujeres, no estar embarazadas ni  lactando
d) Sin antecedentes de:

- Hepatitis

- Enfermedad de Chagas

- Brucelosis

ludismo en los ultimos tres afios

e) Sin d es de

£) En los ultimos seis meses, sin antecedentes de:
- Cirugia mayor
- Parto
£) En el ultimo aiio, sin antecedentes de:
- Acupuntura
- Transfusion de sangre
h) No practicar la prostitucion y no ser homosexual o bisexual.

i) Individuo clinicamente sano.
lobina o h berito de acuerdo con el parametro

i) Con cif;'as minimas de h

ya establecido
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En el supuesto caso de ser positivo 6 que no cumpla los puntos anteriores, se

rechaza su donacion.

4.5 Mancjo de 1a muestra

Minutos antes de la extraccion de la sangre de donacion. al donador, se le extrae una

muestra de sangre aproximadamente 5 ml como ya se menciono anteriormente, se debe

determinar, la concentracion de t lobina, h ocrito, grupo sanguineo, Rh, siendo
estos los parametros que si no son los requeridos la donacion se rechaza. Posteriormente y
a mas de tardar de 24 horas después del sangrado se realiza la deteccion de VIH, HBsAg,

HBcAg, V.D.R.L.,,B A y HCV.

Dichas determinaciones se hacen con el suero de las muestras previas. Todas las

unidades positivas a estas pruebas serologicas, seran esterilizadas y se incineran

sistemati e A pcion de sifilis (Treponema pallidum), que no suelen ser un
problema para los bancos de sangre, porque esta espiroéqueta no sobrevive mas de 24 horas
en la sangre citratada y mantenida a cuatro grados centigrados, por ello, solamente las

sangres “frescas” podran transmitir la enfermedad.
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4.6 Material de vidrio y equipo

Tubo vacutainer para la toma de muestra sin coagulante, pipetas graduadas de 1. S y
10 ml, placas de reaccion, folios adhesivos, tubos de ensayo con poriatubos de

identificacion, pipetas de pr ion para suministrar 10, 200, 300 y 400 mL. Centrifuga

marca Beckman, analizador Quantum, bafio Maria, dispositivo para suministrar la soluciéon
de lavado tal como una bomba distribuidora Gorman-Rupp. un Qwikwash (sistema para el
lavado de esferas) con una fuente de vacio, para retener el material aspirado y mantener un
vacio adecuado, un distribuidor de una sola esfera y mualtiples, un forceps no metilico

blanco.

4.7 Reactivos

Reactivo OPD (o-fenilendiamina. 2HCI), acido sulfitrico 1N, acido sulfiirico 6N.

PRUEBA SEROLOGICA PARA DETECTAR EL VHC

ABBOTT HCV E.LA. de segunda generacion en un yo i >enzimatico in

vitro para la deteccién de anticuerpos contra el VHC en suero o plasma humano.
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4.8 Principio del procedimiento de (ELISA 2)

En esta prueba se diluye suero o plasma humano y se incuba luego con una esfera de

poliestireno recubierta de antigeno recombinante (Escherichia coli, levaduras) del VHC. Si

la muestra contiene anticuerpo, las inmunoglobulinas de la muestra del paciente se fijan a la

esfera.

Después de eliminar los materiales no unidos y del lavado de la esfera solida,
incubando el complejo esfera-antigeno-anticuerpo con una solucidon que contiene anticuerpo

de cabra, dirigidos contra las i lobulinas (cad P d y ligeras) humanas y

marcadas con peroxidasa de rabano picante.

D és se elimina el conj do enzimatico no unido y se lavan las esferas. A

continuacién se agrega a la esfera una solucion de o-fenilendiamina (OPD) que contiene
peroxido de hidrogeno, y después de la incubacion se desarrolla un color amarillo-
anaranjado, cuya intensidad, es directamente proporcional a la cantidad de anti-VHC unido a

la esfera.
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4.9 Procedimiento del ensayo de (ELISA 2)

4.9.1 Dilucién dec muestras

Distribuir 10 mL de cada control o muestra en el fondo de una placa de predilucion,
agregar 400 mL de diluyente de muestras y mezclar, transferir 200 mL de cada muestra o

control diluido a la cavidad correspondiente de 1a placa de reaccion.

4.9.2 Primera incubacién

Afadir una esfera en cada cavidad que contenga una muestra o un control diluido,
cubrir con un folio adhesivo y agitar, incubar a 40 +/- 5 minutos en un bafio Maria 0 en un
Commander, retirar el folio adhesivo, aspirar el liquido y lavar cada esfera con agua

destilada para completar un volumen total de lavado de 11 a 18 mi.

4.9.3 Segunda incubacién

Pipetear 200 ml. de conjugado en cada cavidad que contenga una esfera, cubrir con

un nuevo folio adhesivo, incubar a 40 +/- 2 ° C durante 30 +/- 2 minutos, retirar el folio

adhesivo, aspirar el liquido y lavar cada esfera como en 1a primera incubacién.



4.9.4 Desarroilo de color

Transferir inmediatamente las esferas a tubos de ensayo debidamente identificados,
pipetear 300 mL. de solucién de sustrato OPD recién preparado en dos tubos vacios (blanco

de sustrato) y después en cada tubo que contenga una esfera.

NOTA: Purgar cl distribuidor antes dc suministrar 1a solucion OPD. cubrir ¢ incubar 2 la tempcratura

30+/- 2 mi 1 m! de 4cido sulfurico 1 N a cada tubo.

4.10 Lectura

Ajustar el cero del espectrofotometro con un blanco de sustrato a 492 nm,
determinar la absorbancia de los controles y de las muestras a analizar a 492 nm dentro de

Ias dos horas que siguen a la adicion del acido.

4.11 Cilculo de resultados

- Calculo de la absorcion del control negativo (NCX).

- Calculo de la Absorcion promedio del control positivo (PCX).

- Calculo del valor limite: Valor Limite = NCX + (0.25) PCX



4.12 Interpretacién de los resultados

La presencia o ausencia del VHC se determina por comparacién de 1a absorcion de la
muestra con el valor limite. El valor limite es la absorcidén del promedio de los controles

negativos mas el factor 0.25.

Las muesiras con valores de absorcion iguales o superiores al valor limite se

consideran reactivas.

La interpretacion puede ser cualitativa, que i en tan solo comparar la

coloracién del pozo de la muestra con los pozos positivos y negativos.

56



5.0 Resultados

Los resultados obtenidos de la deteccion del virus de la Hepatitis C, por el ensayo
inmunoenzimatico de segunda generaciéon (ELISA. 2), fue realizado en el Hospital de
Traumatologia y Ortopedia de Lomas Verdes ( H. T. O. L. V.) El periodo comprendié dos
afios de estudio. Se obtuvieron 5111 muestras de donadores de sangre de las cuales, 52
muestras fueron seropositivas. Para el analisis de estos datos obtenidos; se organizaron,

resumieron y se representaron graficamente por afios (nimero de donadores, seropositivos y
porcentaje)}{ Tabla. 2).

Tabla. 2. Donadores totales y seropositivos durante el tiempo que duro el estudio.

| MES NUMERO SEROPOSITIVOS JIPORCENTAJE %
1994 1995 1994 199S 1994 1998
ENERO 172 - 1 - 0.58 -
FEBRERO 168 138 2 3 1.19 2.17
MARZO 203 143 (8] 1 0.00 069
ABRIL 259 163 3 1 1.16 0.61
MAYO 189 160 2 1 1.06 0.63
JUNIO 272 219 3 3 1.47 1.37
JuLI1O 216 205 s 3 2.31 1.46
AGOSTO 234 295 1 2 0.85 O68
SEPTIEMBRE 210 232 o 4 0.48 1.72
OCTUBRE 263 242 2 1 0.76 0.41
NOVIEMBRE 212 283 3 3 1.42 1.06
DICIEMBRE 169 166 o 1 0.00 0.60
ENERO (96) - 298 - 4 - 1.34
TOTALES 2567 2544 25 27 - -
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En esta tabla se organizo y resumio los datos obtenidos, observamos que en el primer
afio se tuvo un numero un poco mayor de donadores de sangre (2567) que en el segundo

afio (2544), y un mayor nimero de casos positivos en este ultimo afo.

Los casos positivos detectados mensual se repr en porc je (26).

donde se observa una gran variabilidad (entre 0.00% y 2.013) de la seropositividad.

Para poder observar mejor los datos se hicieron figuras en donde las variables son,
tiempo contra nimero de donadores, seropositivos y porcentaje (%) de seropositivos

(Figura2,3y4)
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DONADORES TOTALES

ENERO MARZO MAYO JuLo SEPTIEM NOVIEMEB

ENERO(9S)

Figura 2. Donadores totales durante el tiempo que duro el estudio.

Como se pucde apreciar el nimero de donadores de sangre varia y se ve
incrementado en los meses de (Abril, Junio y Octubre) cercanos a la mitad del primer aiio.

Al contrario del segundo afio, donde se observa un aumento principalmente en Agosto y

Enero de 1996.
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Figura 3. Donadores seropositivos por mes durante el tiempo que duro el estudio.

En esta figura se visualiza un incremento de casos positivos, principalmente en Abril,
Mayo y Julio del primer afio. En el segundo afio en Agosto, Septiembre, Diciembre y Enero
(1996).

En Junio y Noviembre de ambos aflos que comprendio el estudio se detecto un
numero igual de donadores positivos del VHC y la no deteccidon de este microorganismo

sucedio en Marzo., Septiembre y Diciembre de 1594,
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Figura 4. Porcentaje de donadores seropositivos por mes durante el tiempo que abarco el

estudio.

En esta figura se observa un variable comportamiento de donadores positivo (%2) en
ambos afios que se realizd el estudio. En ¢l primer aflo, sobresale Julio por su incremento en
comparaciéon a Marzo y Diciembre donde no se detecto ningun caso positivo del VHC. En el

segundo aflo (1995), los casos seropositivos se elevan en Febrero y Septiembre,
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En el estudio también se queria establecer una posible relacion entre el sexo y la
seropositividad al VHC. Pero no se pudo hacer el estudio completo ya que el numero de

donadores de sexo femenino es bajo (Tabla 3).

Tabla. 3. Casos positivos del VHC en donadores de sangre de diferente sexo, por aiio.

ANO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL

FEM. MASC. |FEM. MASC. |FEM. MASC.
1994 4 21 234 2308 238 2329
1995 3 24 169 2348 172 2372
TOTAL 7 45 403 4656 410 4701

En esta tabla observamos un mayor numero de donadores de sangre de sexo
masculino (4701) y por lo tanto un mayor numero de detecciones positivas (45). En
comparacion de donadores de sexo femenino (410) con un nimero de siete casos positivos,

durante los dos afios.
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Posteriormente se evalio la proporcidén poblacional de casos positivos, a partir de

una muestra extraida de una poblacion, durante el primer, segundo y ambos afos; asi como

su porcentaje proporcional de donadores tanto del sexo masculino, como el femenino

durante los dos afios. Encontrandose los siguientes resultados:

Datos

Zo = Coeficiente de confianza con
nivel del 95 %.
Donde:

1-a=0.95 porlotanto o =0.05

«/2=0.025 Zo=1.96

P = Proporcional poblacional de no
positivos.

p = Proporcional muestral de casos
positivos.

q = Proporcional muestral de casos
no positivos.

n = Total de muestras.

b = No. de casos positivo.

Férmulas

P=p+Zoop

op=<pq/n

p=b/n

q=1-p

1 1

0.59 , P =0.0097 L1385
-1.96 ] 196 Z



Tabla. 4. Proporcional poblacional de casos paositivos

Ao 1994
n=2567
b=25

p = 0.0097

0.59<P=<135%

Ailo 1995
n=2544
b=27
p=0.0106

066 <P <150%

Total (Dos aios)
n=5111

b=52
p=0.0102

0.74<P<1.299% -

Sexo Masculino (Dos aitos)

n=4701
b=45
p =0.0096

068<P<124%

Sexo femenino (Dos afios)

n=410
b=7
p=00171

045<P<296%

En la Tabla 4 se r

1 los datos

ios para f

un estudio estadistico

inferencial. Donde se determiné que en el primer afio (1994). La incidencia de la poblacion

se encuentra entre 0.59 % y 1.35%, y en el segundo afio se observa un incremento y la

incidencia esta entre 0.66% y 1.50%.



v
También se determino la incidencia de los dos afios que comprendid el estudio

encontrandose entre 0.74% y 1.29% con los datos de la Tabla 3 se determino en realidad la

incidencia poblacional de donadores del sexo masculino (entre 0.68 % y 1-24 9 del sexo

femenino (entre 0.45% y 2.96%).

Los calculos del porcentaje de incidencia de! VHC en donadores de sangre del H.

T. O. L.. V. se hicieron para cada aiio, por los dos afios y por sexo. En la Tabla 4. se puede
observar que el nimero de donadores positivos para cada aflo es casi igual, por lo tanto el

porcentaje poblacional de incidencia para cada afio son similares.
También se puede observar que el porcentaje poblacional de incidencia es mayor en
mujeres que en hombres. pero estos resultados no son definitivos por la gran diferencia

poblacional en el nimero de donadores de sexo masculino y el femenino (Tabla 3.).

Y finalmente se procedio a determinar la incidencia en porcentaje, durante los dos

afos que comprendio el estudio. Esta s¢ examino por medio del Analisis. de Regresion y

Correlacion.

En la regresion simple interesan dos variables X y Y. Por lo general a la variable X
se le conoce como variable independiente ya que los valores son relacionados, en este caso
sera el tiempo (meses); y a ¥ se le conoce como variable dependiente, en este caso sera el

id, ia. Y se habla por lo tanto de la regresion de ¥ con respecto a X

por je de i

(Tabla 5).
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Tabla. 5. Datos para el Analisis de Regresion y Correlacion.

x v xT XY v
0 0.58 ) 0.00 0.3364
1 .19 7 .19 T.4161
2 0.60 N 0.00 6.0000
3 1.16 Q) 348 1.3456
< 1.06 16 424 1.1236
5 147 25 7.35 Z.1600
e 231 38 73.86 5.3361
7 6.85 a9 595 0.7225
B 0.48 B4 3.84 0.2304
o 0.76 81 684 0.5776
10 142 760 12.20 2.0164
11 0.00 127 0.00 6.0000
13 217 169 28.21 4.7089
14 0.69 196 9.66 54761
5 061 275 9.15 0.3721
i6 0.63 256 10.08 0.3969
7 1.37 280 23.28 1.8760
18 7.46 324 36.28 21316
19 0.68 361 12.62 4624
20 172 300 34.40 29584
FX] 0.41 a1 861 0.1681
33 1.06 284 3332 11236
23 0.60 529 1380 6.3600
24 1.34 576 32.16 17956

En la tabla S se resumen y organizan los datos obtenidos, manejando las variables “x’

y *y” ; la primera representa el tiempo, es decir, los 24 meses que duro el estudio de

deteccion del VHC y por lo tanto es independiente. La segunda variable presenta la

sy

mensual ob

4

durante estos dos anos, es decir. la variable dependiente.



En un esfuerzo por llegar a una decision referente a la posible relacion entre tiempo e

incidencia (%) det VHC en los donadores de sangre, se extrae una muestra de la poblacién

de interés; y usando los datos resultantes, se calcula una ecuacion de regresion de la muestra

que es la base para llegar a conclusiones referentes a la ecuaciéon desconocida de regresion

de la poblacion.

Tabla. 6. Datos para llegar a la ecuacion de la recta.

Ix zy =xt = xy zy
288 24.02 4758 292.83 32.0962
xX=12 Y= 1.008 (= x)*/ n= (TxN=y)/n = Y/n
=24 n=24 T x- (T x) n= 288.24 24.0400
3456 Exy-(Z xNZ y) In= | Ty*- (T y)* In=
1300 4.59 8.056183

Apartir de los datos que se encuentran en la tabla 6 y una serie de operaciones se

Hegd a obtener los valores de “a"=0.9585 (ordenada al origen), “b"= 0.003531 (pendiente

de la recta). Y por lo tanto la ecuacidn de la recta y= 0.9585 + 0.003531 x

y=a+bx

b =0.003531

b=Fxy/Zx*

Donde :

4.59 /1300

¥ = Valor estimado de y.

x=Es un valor sobre el eje horizontal (tiempo).

a = Ordenada al origen.

b = Pendiente de la recta (coeficiente de
regresion).

y a=y-bx 1.0008 - 0.003531 (12)

a=0.9585
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Sustituyendo estos valores en la ecuacion de la recta ) los valores de “'x°'. que

A (N q

corresponden a x=0,12,y24, p se las coord ias para trazar
la recta.
Y= 0.9585 + 0.003531 (x)
Entonces: P (12, 1.0000)
P (0 ,0.9505)

P (24 , 1.0432)

El coeficiente de correlacion lineal de la muestra, indica el grado de relacion mutua

entre las dos variables, es decir, que la incidencia tiene poca relacién con el tiempo.

r=Sxyl N (E X)) = 4.59 / ¥ (1300) (0.056183) = 0.04485

El coefici de determi: ion indica el porcentaje de variacion en la incidencia, que

se explica o esta determinado por el tiempo (pequeilisimo).

* = 0.00201 = 0.201%
1-rF= 1-99.79 = 799%
Es el porcentaje de variacion en la incidencia que no se explica por la variacién del

tiempo.

Sin embargo no se pasa el juicio final acerca de la ecuacion hasta que se¢ ha sometido
a una prueba estadistica objetiva. Esta prueba se realiza por medio de un analisis de

varianza, que nos permite probar la hipotesis nula (Ho) de no relacion lineal entre X y 1.
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Con el conocimiento de las distribuciones muestrales de a y b pueden construirse los
intervalos de confianza y probar las hipoétesis relativas de o y B, se llaman intercepto y
poblaciénales, respectivamente. Geométricamente @ y B

coeficientes de regresion

representan la ordenada al origen y la pendiente respectivamente.

Por lo comuin las interferencias referente a a no primordial y por otra parte existe un
interés, sobre procedimientos inferenciales con respecto a 3. LLa razdn para esto, es el hecho

de que b nos dice mucho acerca de la forma de la relacion entre X y V.

Prueba de Hipétesis para la Ordenada al Origen.

Heo cierto
Ho:a=0
Hita>0 ‘/Ms
Ho:a=0 F 8] g 00s
Hita>0 c‘: '1.71
Datos Férmulas
‘g l.=n-2 = 24-2=22 Sa=SyxV1/n+x312x3
a=0.9585 Syx=vVZIy’-bExy/n-2
Sa=0.2389 tc=a/Sa

Syx = 0.6045276 a=att Sa

=122, 0.95 = 1.717

} Ho y se Hi. Por tanto se puede afirmar

P

Como tc = 4.0] > 1,717, ser
que « > 0. Estimando « con un intervalo de 95 % de confianza.
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Ho
1-a=0.95

@ /2=0025 e — 3\ Sa=02389

0.02 |
T

t=122,0.975 = 2.074 0.4629 0.9505

@ = 0,9585 +/ - (2.074)(0.2389) -2.074 o
o« = 0.9585 +/ - 0.4956

0.46829 < a = 1.4540 % de incidencia.

* Grados dc libertad. en cl caso lincal simple s ticnen dos constantes a ¥ b. por lo tanto los

grados de libertad para la regresion son n-2.
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Prueba de Hipétesis para el fici de Regresion Poblacional.

Ho cierto
Hop=0
Hi:p=0 l Sb = 0.01677
0.025 0.025
o 0.003531 b
—t — + t
-2.074 0 0.2108 2074
— —
Rechazar Ho Rechazar Ho
Datos: Férmulas:
b= 0.003531 Sb = Syx /v £
Sb = 0.016877 tc = b/ Sb = 0.003531 7 0.01677 = 0.2108
tc = 0.2106

=122, 0975 =2.074

Como tc = 0.2116 < 1t 2.074, entonces se acepta Ho y se rechaza Hi; y por lo tanto

sc puede afirmar que B =0 (es decir que la incidencia Y, es independiente del tiempo X ).
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Comparacién de medias poblacionafes
Datos Fdrmula
Ho: Pm = Ph

H: Pm » Ph Ze=Pm-Ph = 1.145
o Pm- Ph

Regla de desiclén:

Sl-Zt<Zcs 2t o Pm-Ph = Pmagm + Phagh
=> Aceptar Ho nm rnh
a=5%

2t = Zoars =1 1.96
o Pm - Ph = 0.008553

Pm=0.0171

q= 0.9829 Ho clerto
Ph = 0.0098 —*
0.025 as J- 0.025
Pm = 0.9904 b 03075
nm =410 : L L P4
-1.98 o 1.145  1.86
nh =4701 Rechazar Ho Rechezar Ho

Como 1.145 < 1.98
D : aceptar Ho
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6.0 Discusion

Como se observa, la incidencia de Hepatitis C en todos los donadores de sangre det
Hospital de Traumatologia y Ortopedia de Lomas Verdes se calculé que tiene por limites
0.74% y 1.29% (Tabla 4). Cabe sefialar que se determino también la incidencia en el primer
aflo (entre 0.59%5 y 1.35%) y segundo aiio (entre 0.66 y 1.50), encontrandose un incremento
no significativo si no fueran personas que se les realizd una previa seleccion para ser
donadores, através de una evaluacion, que determind aparentemente que eran personas

sanas.

Se determind en donadores de sexo masculino (entre 0.68% y 1.24%) la incidencia y

en donadores de sexo femenino (entre 0.45% y 2.96%) (Tabla 3).

Respecto a estos resultados es conveniente sciialar lo importante de realizar un

tratamiento estadistico, como primera razon, para organizar y resumir los datos.

En la tabla 2 se describe el nimero de donadores de sangre por mes, casos positivos,
que en el afio de 1994 fueron en total de 25 y en el segundo 27 casos. Ademas de la
incidencia (%) mensual, estos datos se representan por la figura 2.3 y 4 respectivamente (lo

ue repr la distica descriptiva).
q pi

73




Y como sucedid en el caso de la seropositividad del VHC en donadores de diferente

sexo, apar e el sexo lino presenta un mayor namero de casos positivos (45)
que en el sexo femenino (7). pero realizando un estudio estadistico mas profundo
(inferencia) se demostro que el sexo femenino es el gue presenta mayor incidencia
(Tabla 3).

Fmal

Pero al realizar una comparacion de las dias de poblacion se d ro f

que no existe una diferencia significativa. A diferencia de reportes que indican que la
incidencia en el sexo masculino es el doble que en el femenino, tal vez se deba a que en las

5111 muestras de donadores, no se fijo un niamero determinado para cada sexo.

Se presentaron 4701 donadores masculinos y 410 donadores femeninos en los dos
afios que comprendid el estudio. Tal vez esto se deba a que el sexo masculino

fisiologicamente tiene mayor probabilidad de ser aceptado como donadores sanguineos.

Finalmente, la inquietud de saber la tendencia que seguia la incidencia durante estos
24 meses que abarcé el estudio, nos llevo a realizar el analisis estadistico de regresion y

correlacién.
Dos técnicas estadisticas que aunque relacionadas tienen propdsitos diferentes; la

primera es util para averiguar la forma probable de la relacion entre las variables y para

predecir o estimar el valor dado de otra, y la segunda técnica se refiere a la medicion de la
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intensidad de la relacion entre variables y que finalmente es evaluada objetivamente por las

pruebas de hipotesis.

Para llegar a este proposito los datos fueron organizados en la tabla 5, donde “x™
representa fa variable independiente, que es el tiempo que duro el estudio (24 meses) y “y” la

variable dependi que repr el porcentaje mensual de casos positivos del VHC.

Estos resultados se representaron en la figura 3 donde observamos que la incidencia se eleva

en el primer aflo, sobresaliendo el mes de Julio.

Y a partir de los resultados que se describen en la tabla 6 se lleg6 a obtener el valor
de “a” (ordenada al origen) que representa el valor de la incidencia al inicio del estudio, ¥
“b" (pendiente de la recta) que nos muestra la incidencia porcentual del VHC en donadores
de sangre, que en este caso no se incrementd durante el tiempo que comprendio el estudio.

Y por lo tanto, no tiene ninguna relaciéon dependiente con el tiempo.

Estos resultados nos hacen reflexionar de la importancia que tiene el diagnosticar la
Hepatitis C para tener la seguridad en la sangre que se utilice para transfusiones.-Y asi evitar

en el futuro el desarrollo no sélo de Hepatitis del tipo C sino de cancer de higado.

A pesar de que la incidencia no se ha incrementado significativamente en los ultimos

anos, el problema sigue presente.



Seria interesante realizar otro tipo de estudio para evaluar los factores como edad,

estado nutricional entre otros que se ran implicados en la incidencia del VHC, ya que

no hay una relacion proporcional con el tiempo, al contrario de los casos reportados, en los

Estados Unidos, donde la incidencia del VHC cada afio aumenta.

La deteccion del VHC es una labor dificil por varios factores. Primero el tiempo que
se necesita para la deteccion de este virus, por la técnica de ELISA de segunda generacion.
En este caso se realiza en el turno de la tarde debido a que no es la unica prueba que se
realiza a las muestras sanguineas, como ya se menciono anteriormente. Segundo el nimero
de muestras de donadores de sangre como se observa en la Tabla 2 es alto y en
determinados meses del aiio tiende a incrementarse y ademas se atiende a pacientes internos
y externos aumentando la carga de trabajo del personal del HT.O.L.V. que da como
consecuencia que no se efectile un monitoreo de seguimiento en los casos seropositivos

detectados.

Ademas el costo monetario de los reactivos empleados es elevado, esto se refleja por
ejemplo en el mes de Enero de 1995 que no se detecto el VHC por no contar con estos y el
numero reducido del personal del laboratorio, limitan la deteccion de esta enfermedad
desafortunadamente. Por estos factores es muy importante su diagnostico y la informacion

que sobre esta enfermedad tenga la poblacion en general.
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Actuaimente en los bancos de sangre se trata de reducir el indice de FHepatitis
postransfusional, debido a que se han reportado en México que la frecuencia del VHC en

pacientes politransfundidos van desde 8.7% a 13.28 % (60).

Es importante corroborar lo necesario que es realizar la deteccion del agente
etiologico de la Hepatitis no A no B, no solo en las zonas aledafias al Distrito Federal sino
también en zonas del Estado de México, como es la zona oriente de la Cuidad de México en
donde la incidencia de Hepatitis C fue de 2.2% en 1994 (60), la cual es superior al promedio

que se encontrd en este estudio, el cual fue de 1.29 % entre los aflos 1994-1996.

Es de destacar que el estudio realizado en el Hospital General Regional No. 25 del
L.LM.S.S. el cual es el mismo que nosotros emplearnos fue por un método inmunoenzimatico

(ELISA . 2) de segunda generacion.

Debido a que la Hepatitis del tipo C ha seguido siendo un problema importante, no
sélo en la poblacién adulta, si no también en la infantil. Cabe sefialar que en los aduitos,
muchos casos del virus de la Hepatitis C se presenta frecuentemente en personas

inmunodeprimidas, como aquellos pacientes positivos al V.I.H.
E! diagnéstico preciso de Hepatitis C radica en una historia clinica completa, con

atenciéon cuidadosa a las exposiciones parenterales y una deteccion serologica del

padecimiento por la técnica de ELISA.2,
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Se debe informar de manera confidencial a In persona identificada como portador,
sobre las medidas de higiene y prevencion de la diseminacién, asi como Hevar un buen

control de Ia infeccién por el virus de Hepatitis C.

Por ser clinicamente una enfermedad de signos y sintomas menos aparentes, y por

esta razén no llevar un tratamiento y medidas dietéticas adecuadas, es una enfermedad con

complicaciones mas frect tes y de consecuencia fatal en mis casos que los otros tipos de

Hepatitis De ahi la impor ia de su di Ostico temprano y su tratamiento adecuado.
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7.0 Conclusiones

Se determind Ia incidencia del VHC en donadores de sangre def H. T. O. L. V. Ia

un incr relativo, sin ser

cual tiene por limites 0.74% y 1.29 %, reportand

significativo, durante los dos afios de estudio, es decir, que se mantiene sin grandes

variaciones en este periodo de tiempo.

En comparacion con otro estudio efectuado en la zona oriente de la Cuidad de
Meéxico en el afio de 1994 el cual fue de 2.2%:, nuestros resultados de la incidencia de la
hepatitis son menores. Sin embargo. todavia se pueden considerar alta debido a que se trata

de donadores aparentementen sanos, y por ser una enfermedad que se trasmite por via

sanguinea.

Aparentemente los donadores de sangre de sexo femenino (entre 0.45 % y 2.9%)
tuvieron una mayor incidencia de la enfermedad con respecto a los donadores de sangre de

sexo masculino (entre 0.68 %6 y 1.24 2%), pero esth diferencia no es significativa.
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