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EVALUCION DE LA HEPATITIS C MEDIANTE BIOQUIMICA, PCR,
GAMAGRAFIA Y BIOPSIA HEPATICA

RESUMEN

La prevalencia de la hepatitis C oscila entre el 0.4 y el 16%. Se
considera que uno de cada 200 latinos que habitan el Estados Unidos estan
infectados por el virus de la hepatitis C. Por lo menos tres cuartas partes de
estos pacientes evolucionan a la cronicidad, cursando de manera asintomatica
hecho que complica su diagnéstico temprano.

Debido a su tasa de replicacién baja el diagnostico se confia en las
pruebas serolégicas indirectas de anticuerpos para HVC (virus de la hepatitis
C) o ensayos directos sensibles que incluyen a la transcriptasa

reversa y - PCR-RT -y amplificacién de la cadena del DNA.

El objetivo de! estudio es determinar e método menos invasivo con
similar o mejor sensibilidad y especificidad més simple y menos costoso para
evaluacién diagnostica y pronostica del paciente con hepatitis C cronica.

En este estudio se captaron 51 pacientes de ambos sexos mayores de
15 afios con hepatitis C cronica o anticuerpos anti-HVC positivos,
determindndoseles niveles de ALT, PCR y realizAdndoseles Gammagrafia
hepética con toma en diferentes proyecciones y de acuerdo con autorizacion
del paciente la realizacién de biopsia hepaética.

Anélisis estadistico; se realizo en base al programa Epi infor 6.04 y por
el prueba de ji cuadrada.

Los resultados obtenidos fueron que el 51% de estos pacientes tuvo
niveles normales de aminotransferasas. La técnica de PCR y Gammagrafia
tuvieron la misma significancia estadistica y en cuanto a la biopsia hepatica no
fué posible un anélisis completo ya que se necesita mayor numero de
muestras.
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Summary:

The pravalent of the Hepatitis C osillates between 0.4% and 16% it is that one of each
200 latin that in States United be infected by the virus of the Hepatitis C. at least %
parls the thes patients evolved to de chronic to study of way asintematic that
complicates their early diagnosis.

Due to their rate of reproduced decrease the diagnosis is confident to the tets serologics
indirect of antibody for HVC (Virus of the Hepatitis C) or direct test sensibility that
include the transcriptasa reverse and PCR-RT and amplification of the chain of the
DNA.

The objective of the study is to determine, what is th method less invasiv with similar
or obetter sensibility and especific, easy and less costly for the diagnosis evaluation
iprognosis of the patients with chronic Hepatitis C.

In this study get 51 patients of both sexs only high of 15 year-old with chronic
Hepatitis C or antibody, anti-HVC made levels of ALT, PCR and Hepatic gammagrafic
took different projetions and with authonzation of the patients for make the Hepatic
biopsy.

Stadistic analysis: it is made in base to the program Epi-Info 6.04 and by the test of ji
square. ‘

The results was that 51% these patients had normal level of aminotransferasas. The
technique PCR and gaammagrafy hading the same stadistic mean and with regard to
the Hepatic biopsy was not possibility a full analysis because it needed greater number
of samples.
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INTRODUCCION

Ei virus de la hepatitis C (HVC) fue descubierto en 1989 y ha sido
reconocido como el agente responsable de la mayoria de los casos de
hepatitis no A no B.

La hepatitis C es una infeccién comun con una prevalencia mundial que
oscita entre el 0.4 y 16%, de acuerdo a diferentes reportes. Una de las
caracteristicas mas importantes es la frecuencia con {a cual progresa a una
enfermedad crénica.

En algunos paises desarrollados la hepatitis C crénica constituye la
causa mas importante de cirrosis. Por lo menos las tres cuartas partes de los
pacientes infectados, evolucionan a la cronicidad. La mayor parte de ios casos
de hepatitis C aguda cursa de manera asintomatica, hecho que complica su
diagnostico temprano. La progresion de la infeccién a menudo es insidiosa y
subclinica cursando con sintomatologia que es pasada por alto.

El virus se transmite por productos sanguineos, o la prevalencia de la
infeccién es alta en pacientes que reciben transplante de érganos,
transfusiones sanguineas o factores de la coagulaciébn comercial, en pacientes
con exposicion percuténea a través del abuso de drogas intravenosas y en
pacientes en dialisis renal, asi como también en exposicion materno fetal.

Considerando las caracteristicas particulares del virus éste contiene una
cadena RNA con aproximadamente 9400 nucleotides (nt). Esta secuencia
contiene una tira Unica que abarca el genoma completo y puede codificar un
gran polipéptido viral de 3011 a 3010 aminoécidos.

Andlisis secuencial comparativo compieto y parcial del HVC indican que este
puede ser ampliamente subdividido en al menos tres grupos, basicamente
debe hacerse énfasis que sblo la secuencia parcial es disponible para el virus
en el grupo il y que uno o mas de estos pueden separarse en diferentes

"grupos. La hipervariacién y heterogeneidad observadas en el aislamiento de

HVC son de aspectos clinicos importantes.

La secuencia de aminoécidos, la homologia de un polipéptido del HVC
con un nucleétido trifosfato son similares sélo en los casos del HVC flavivirus y
pestivirus humanos indicando que estos tres virus son simiiares

genéticamente.
4
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Debido a su tasa de replicacién baja el diagndstico de la infeccion se
confia en las pruebas seroldgicas indirectas de anticuerpos para HVC o
ensayos directos sensibles que incluyen a la transcriptasa reversa y - PCR-RT
- y ampilificacién de ia cadena dei DNA. Recientemente in situ transcriptasa
reversa - PCR-IS-RT - ha sido Utiimente aplicada para la deteccién y
localizacion del RNA HVC en muestras hepéticas montadas en parafina y
fijadas en formalina. La caracterizacion molecular y clonaciéon del HVC
rapidamente lleva a la produccion de una gran cantidad de proteinas virales de
organismos recombinantes. Cuando se purifican los polipéptidos
recombinantes pueden ser usados para producir ensayos sensibles para
reactividad de anticuerpos, indicando exposicion de! individuo a HVC. El
primero de tales ensayos incorporando el polipéptido C-100-3 expresado en
levaduras. Los anticuerpos a esta proteina se desarrollaron en casi todos los
pacientes pos transfusién de hepatitis no A no B esto esta particularmente
asociado con infecciones crénicas y es un buen marcador de la presencia de
la infeccién viral. Usando un derivado proteico viral adicional para detectar
otros anticuerpos, hay més sensibilidad en los ensayos para anti HVC que
pueden producirse asl como reducir el tiempo de retraso en detectar la
seroconversion.

La deteccion del RNA HVC ayuda al diagnostico de la infeccion. La
aplicacién de la técnica de PCR para la amplificacion de la transcriptasa
reversa, es un ensayo muy sensible para el RNA viral circulante en el flujo
sanguineo y en los especimenes de biopsia.

Los datos obtenidos por PCR indican que la viremia puede ser
detectada en pocos dias de la exposicion al virus, algunas semanas antes de
la elevacion de ALT y de los niveles de anticuerpos virales. EI PCR mejora la
informacién disponible concerniente al estado viremico cuando anti HVC estan
presentes pero la funcién hepética es normal. La técnica con PCR en un
instrumento valioso para los niveles viremicos en pacientes que responden a la
terapia con interferén, permitiendole al clinico medir éste estado viremico (lo
cual ocurre frecuentemente en ausencia de ALT) directamente.

En suma el ensayo con PCR puede ser usado para el diagnéstico de
hepatitis crénica, en pacientes quienes pueden ser seronegativos; también el
PCR tiene la capacidad de detectar ia transmisién vertical de HVC en madres
con infecciones cronicas. Es interesante hacer notar que algunos de estos
bebes infectados muestran evidencia de viremia persistente en ausencia de
seroconversion.
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La biopsia hepética permanece como la mejor arma diagnéstica para
determinar el prondstico y evolucién de los pacientes con hepatitis C cronica.
La biopsia ha asumido menos importancia como método diagnostico en
general, gracias a la disponibilidad de pruebas de laboratorio més rdpidas. Sin
embargo no hay substituto para la biopsia hepética en la determinacién del
grado de lesién hepética y pronostico asi como también nos da informacion de!
tratamiento con interferén.
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MATERIAL Y METODOS

Se captaron a 51 pacientes de ambos sexos mayores de 15 afics del
HRIZ, quienes contaban con anticuerpos anti HVC positivos o con historia de
hepatitis C cronica. Se incluyeron a pacientes con tiempos de coagulacion
dentro de Iimites normales y con plaquetas mayores de 100 000/mm3. A estos
pacientes se les determino niveles de ALT (por medio de DAKUS COUNTER ),
asi como la realizacién de RT-PCR método que incluyé:

o Extraccién de 4cidos nucleicos: a muestras de 100 pl de suero en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 ml., se afiadid tiocinato de guanidino a una
concentracién de 4M y cinco minutos después 100 pl de una mezcla de
defenol, cloroformo, alcohol isoamilico. La mezcla de centrifugc y el
sobrenadante se trasiado a un tubo conteniendo 10 ul de acetato de sodio
3M (en agua tratada con DPEC) y 300 ul de etanol absoluto; se congelo a -
70° C. y se centrifugo nuevamente por 15 min. y el sobrenandante se
decant6 y se enjuago con etanol al 70% secéndose al vacio en un DNA
Centrivap (Labconco).

o Retrotranscipcion: la pastila seca sé resuspendié en una mezcia de
reaccibn de retrotranscripciéon (CDNA  synthesis Kit, Boheringer)
conteniendo transcriptasa reversa, dNTP's hexameros aleatonios,
inactivador de RNA asa y amortiguador, incubando a 42°C. X 1hr. Se
removi6é el RNA enziméaticamente y se sintetiz6é la cadena complementaria,
con DNA polimerasa, incubando sucesivamente. EI DNA resultante se
precipito con etanol y se seco al vacio.

e Amplificacion: el DNA sé resuspendié6 en una mezcla de amplificacion
conteniendo dNTP's, primers, amortiguador y DNA polimerasa Taq y se
sometié a 40 ciclos de amptificacion de 30 seg. / 94°C. — 1min- / 59°C. -
1min / 72°C. precedido por una incubacién a 84°C. por un minuto y seguido
por otra de 72°C. por 7 min. en un GENE Cycler (bio-rad). Como controles
de amplificacion se utilizo el piasmido pHCV, que contiene cCDNA de los
primeros 400 nucleétidos de la secuencia del virus de la hepatitis C.
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» FElectroforetograma: los productos de amplificacién se corrieron en un gel
de agarosa al 1.5 % en TAE, durante 15 min. a 5 V/icm. El gel fue tedido
con SybrGreen (1:10,000 )durante 15 min. y fue analizado en un trans
iluminador UV de onda corta. Se obtuvo una fotografia b/n con pelicula
polarait ASA 3200,

» Anélisis y cuantificacion: la imagen fotografica fue digitalizada utilizando un
scanner Snap Scann 600 en una computadora power Macintosh G3 y fue
analizada utitizando el software Un — scann - it. Los controles cuantitativos
de amplificacién se utilizaron para definir una ecuacién de correlacion entre
copias y pixeles y ios valores de cada muestra se introdujeron en esa
ecuacién para definir el nimerc de copias presente.

Gammagrafia Hepética

La evaluacién mediante gammagrafia hepatica consistié: se realizé
SPECT (tomografia por emisién de fotdn Unico) mediante medicina nuclear.
Asi como imégenes planares para valorar cuél metodologia nos da més
informacién de dafic parenquimatoso.

Los estudios se realizaron en una gammacamara Eiscint, con un solo
cabezal y se tomaron dos tipos de estudio. En el primero se administro 5 cm.
de sulfuro coloidal 5 min. previo a la toma de la imagen.

Tomandose el estudio a 360°C..
En el siguiente estudio se tomaron 4 imagenes planares. anterior, posterior,
lateral derecha y oblicua antenior derecha.
Biopsia Hepética
Se realiz6 con previa autorizacién de los pacientes mediante puncion.

Andlisis Estadistico

Se realizo con base al programa epi infor y mediante la prueba de ji cuadrada
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RESULTADOS
Nivsles de Aminctrainisferasas

0 26 51 %

1 9 17.6

2 4 7.8

3 6 11.8

4 2 39

5 2 39

6 2 39

Tabla 1: se enumera los diferentes niveles de aminotransferasas por arriba del
rango considerado como normal para ALT en los pacientes con hepatitis C
cronica.

CARGA VIRAL

0 10 18.6
3 13 25.5
4 13 25.2
5 7 13.7
6 5 ~ 9.8
7 3 59

Tabla 2: En esta tabla se encuentra la carga viral determinado por la PCR
considerandose como negativo una PCR menor de 10 genomas.
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GAMMAGRAFIA HEPATICA

NORMAL 4 78

Tabla 3: En esta tabla se observa el porcentaje de normalidad y anormalidad
en los pacientes con hepatitis C crénica.

BIOPSIA HEPATICA

Sin reporte 43
3 ptos.
4]

5

6

9

10

No concluyente ™

- ) = b

Tabla 4: De la biopsias realizadas, se evaluaron mediante el indice de knodell
estableciéndose la puntuacién que se observa en el lado izquierdo de la tabla.

Del anélisis realizado con el paquete Epi infor 6.04, con prueba de ji
cuadrada se obtuvieron los siguientes resultados:

Aminotransferasas-PCR i 30.23, P = 0.4539 (ns)

GGHE- PCR ji 10.8 p 0.053(estadisticamente significante).

Biopsia- PCR ji 34.97 p 0.469.

De lo anterior, se puede inferir que el estudio que demostré significancia
estadistica asociada fue el gammagrama hepético con la PCR.

Debido al nimero reducido de biopsias hepaticas reportadas hasta el
momento, los valores obtenidos no se pueden tomar para realizar un anélisis

completo, sin embargo esto sera posible en cuanto se obtenga un mayorio
namero de muestras para su analisis.
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CONCLUSIONES

En conciusidn, ei gammagrama con la técnica descrita parece ser 10
suficientemente sensible como para determinar a los pacientes que cursan con
alteraciones de funcionalidad y morfologia hepética, lo cuai en un momento
determinado puede tomarse como una aiternativa para la evaluacién de dichos
pacientes en aquellos casos en que no se cuente con la prueba de PCR y tal
vez en un futuro sea factible incluso suficiente con esta prueba para tener un
panorama aproximado del curso de !a enfermedad de estos pacientes y de
esta forma no tener que recurrir a una prueba costosa o riesgosa.

11
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