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l.- RESUMEN

Antecedente. La hemofilia A es un desorden congénito de la coagulacion ligado al
cromosoma X que resulta de la deficiencia del factor VIII. El virus de la hepatitis C
(VHC) infecto las personas con hemofilia a través de plasma contaminado. Las
respuestas de células T son criticas para eliminar el virus, encontrandose
disminucién CD4 en 12%. Hasta el momento no existen estudios en poblacién
Mexicana.

Material y Método. Se realizé un estudio transversal analitico en personas con
Hemofilia A de cualquier grado de gravedad, mayores de 16 afios del HE CMNR.
Se dividieron en dos grupos (sin infeccibn y con infeccion por VHC),
comparandose el porcentaje de la subpoblacion linfocitos y células presentadoras
de antigeno utilizando medidas de tendencia central, dispersion y la prueba U de
Mann Whithey.

Resultados. Se incluyeron 43 pacientes, 22 en el grupo 1y 21 en el grupo 2. La
media de linfocitos fue de 1754.68 x 10%/ul vs 2171 x 10%ul respectivamente. La
distribucion fue la misma en ambos grupos, no teniendo significancia estadistica
ninguno de ellos.

Conclusiones. La subpoblacion de linfocitos y células presentadoras de antigeno
en ambos grupos fue similar, no encontrandose una diferencia estadisticamente
significativa por lo que se rechaza la hipétesis y se concluye que la respuesta
inmune en la fase crénica en pacientes con infeccion por Virus de Hepatitis C no
se ve alterada.

Palabras clave. Hemofilia A, subpoblacion de linfocitos y células presentadoras

de antigeno, virus de hepatitis C.



Il.- ABSTRACT

Antecedent. Hemophilia A is a congenital disorder of coagulation linked to the X
chromosome that results from factor VIII deficiency. The hepatitis C virus (HCV)
infected people with hemophilia through contaminated plasma. The T cell
responses are critical to eliminate the virus, with a CD4 decrease of 12%. So far
there are no studies in the Mexican population.

Material and method. An analytical cross-sectional study was carried out in
people with Haemophilia A of any degree of severity, older than 16 years of the
HNCNR. They were divided into two groups (without HCV infection and with
infection), comparing the percentage of subpopulation lymphocytes and antigen-
presenting cells using measures of central tendency, dispersion and the Mann
Whithey U test.

Results. Forty-three patients were included, 22 in group 1 and 21 in group 2. The
mean number of lymphocytes was 1754.68 x 103 / vsl vs 2171 x 103 /
respectivamentel respectively. The distribution was the same in both groups, with
none of them having statistical significance.

Conclusions. The subpopulation of lymphocytes and antigen-presenting cells in
both groups was similar, not finding a statistically significant difference so the
hypothesis is rejected and it is concluded that the immune response in the chronic
phase in patients with Hepatitis C Virus infection is not see altered.

Keywords. Hemophilia A, subpopulation of lymphocytes and antigen-presenting

cells, hepatitis C virus



l1l.- INTRODUCCION:

La hemofilia es un desorden congénito de la coagulacion, se clasifica en Ay B, lo
cual resulta de la deficiencia de los factores VIl y IX respectivamente. La hemofilia
A es causada por mutaciones heterogéneas del gen del factor VIII, tales como
inversiones, sustituciones, deleciones, inserciones, etc, se encuentran en el brazo
largo de la region Xg28 del cromosoma X lo que lleva a la ausencia o reduccion de
los niveles funcionales de Factor VIII. La incidencia estimada de hemofilia A es de
uno en cada 5000 a 7000 nacimientos de varones vivos. Ocurre en todos los
grupos étnicos en todas partes del mundo. Se caracteriza por sangrado excesivo
en varios tejidos del cuerpo, incluyendo hematomas de tejidos blandos y
hemartrosis que pueden conducir a artropatia severa paralizante. La enfermedad
ha sido ampliamente clasificada en leve, moderada y grave en base a las
concentraciones plasmatica de factor VIII, siendo 6-40%, 1-5% y <1%
respectivamente [1].

Dado que los pacientes con hemofilia requieren factores de coagulacion de
reemplazo, tienen un mayor riesgo de contraer infecciones transmitidas por
sangre, como la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y la
hepatitis virica [2]. El virus de la hepatitis C (VHC) infect6 a la mayoria de las
personas con hemofilia en los Estados Unidos de América a través de la terapia
de factor de coagulacion de plasma contaminado. Aproximadamente dos tercios
de los pacientes hemofilicos infectados por el VHC también fueron infectados con
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) [3]. En comparacion con los
pacientes con infeccion por VHC Unica, los pacientes con co-infeccion del VIH
tuvieron un aclaramiento de ARN VHC de suero con menos frecuencia, asi mismo
mayores niveles de carga viral del VHC y con riesgo de desarrollar enfermedad
hepatica en etapa final (ESLD) a una tasa mas alta. Este fue el caso de los
pacientes que recibieron multiples transfusiones de factores derivados del plasma
antes de 1986 [4]. Algunos pacientes fueron infectados por un crioprecipitado de
donante Unico en promedio, las personas con hemofilia han sido infectadas con el
VHC durante mas de dos décadas y también en muchos casos han recibido una

gran carga viral. En los paises donde las infecciones por VHB y VHC son comunes



y la seleccién de los procedimientos de hemoderivados para las infecciones por
VHB y VHC no son efectivas, se espera que los pacientes con hemofilia tengan un
mayor riesgo de estas infecciones [5,6].

El virus de la hepatitis C (VHC) es un miembro de la familia Flaviviridae es un virus
hepatotropico que causan inflamacion hepatica. Este virus puede establecer
infeccion cronica persistente que es acompafiada por lesibn hepética
inmunomediada en el huésped infectado [7]. Una cohorte de 102 pacientes
hemofilicos infectados por el VHC que habian estado expuestos al virus entre 15y
34 afos en tres centros de Italia demostré que el 14% habia eliminado el virus de
forma natural. EI 86% eran positivos para el ARN del VHC y de estos, el 69% tenia
enfermedad hepatica no progresiva y solo el 7% presentaba cirrosis [8].
Aproximadamente una décima parte de los pacientes con hemofilia que estaban
infectados con el VHC ha demostrado eliminar la infeccion de forma natural, como
lo demuestra la presencia de anticuerpos contra el VHC en la carga persistente
negativo ARN del VHC. La mayoria de estos pacientes tenian hemofilia no grave
y, por lo tanto, tratamiento infrecuente con concentrado de factor de coagulacion.
Los pacientes que eliminaron el VHC también fueron jovenes a la primera
exposicion y por lo tanto es posible que su respuesta inmune en el momento de la
infeccion fuera mas efectiva. Por lo tanto, se ha demostrado que muchos nifios
gue adquirieron VHC a edad temprana lo eliminaron después de 20 afios. Se ha
demostrado que las respuestas de células T especificas de virus son criticas para
el control del virus durante infeccién por Virus C, en particular, las respuestas
adecuadas de las células T son esenciales para la resolucién espontanea de la
infeccion aguda y para prevenir la infeccion crénica persistente [9]. La infiltracion
intrahepatica de células T coincide con el aumento de los niveles séricos de
alanina aminotransferasa (ALT) durante la infeccion aguda por VHC, lo que apoya
el papel importante de las células T en la lesion hepatica. Sin embargo, el
mecanismo exacto de la lesibn hepatica mediada por células T no ha sido
aclarado [10,11]. No hay estudios hasta el momento en pacientes hemofilicos
Mexicanos con Infeccién por VHC donde se realice determinacion de las células

CD4 + CD8, T reguladoras (Treg) las cuales constituyen una poblacion de células



T especializada que suprime la activacion, proliferacion, diferenciacion y funciones
efectoras de muchos tipos de células inmunitarias [12,13]. Las células Treg
desempeiian un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia
inmunologica mediante la supresion de las células T autorreactivas. Ademas, las
células Treg controlan la activacion inmunitaria excesiva después de la infeccion
con diversos patogenos [14]. De hecho, las células Treg juegan un papel
importante en la modulacion de las respuestas de las células T antivirales y la
lesion del huésped mediada por el sistema inmune en las fases aguda y cronica
de la infeccion viral [15]. Se ha demostrado que las células Treg regulan las
respuestas de células T efectoras contra virus como el virus del herpes simple
(VHS), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Las respuestas de células T
especificas de virus eficaces son criticas para eliminar el virus, disminuyen en 12
% la cuenta de CD4 en comparacion con la poblacion sin infeccion donde se han
reportado 36% de CD4. Sin embargo, varios virus pueden escapar de la respuesta
de las células T y promover la persistencia viral [16]. Las células Treg juegan un
papel en la supresion de las respuestas de las células T antivirales durante este
proceso y ayudan al establecimiento de la persistencia viral. En la infeccion viral,
las células Treg también contribuyen a la proteccién del huésped mediante la
prevencion del dafio inmunopatolégico excesivo del huésped causado por la
activacion inmunolégica sostenida y la inflamacion. Son limitados los datos que
describen el comportamiento de las células Treg en pacientes con infeccion aguda
por VHC lo cual comiunmente lleva a infeccion persistente. Los resultados
demostraron que la progresion cronica se asocid con el mantenimiento a largo
plazo de las células Treg, mientras que la recuperacion espontanea en la fase
aguda se asoci6 con la pérdida temporal de la funcion supresora de las células
Treg. Este resultado sugiere que las células Treg son determinantes clave de la
resolucion espontanea versus la progresion crénica de la infeccion aguda por VHC
[7].

La funcién de las células Treg puede ser una espada de doble filo en las
infecciones virales por hepatitis. Aunque las células Treg suprimen las respuestas

de las células T dirigidas contra los virus de la hepatitis, también desempefian un



papel protector por la regulacion negativa de los mecanismos inmunomediados del
dafo hepético. Sin embargo, no esta claro si estos diferentes papeles se atribuyen
a poblaciones Treg idénticas o subgrupos Treg distintos. Ademas, queda por
dilucidar si estos dos papeles diferentes estan mediados por mecanismos de

represion idénticos o por mecanismos distintos [17].



IV. MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio transversal analitico en personas con Hemofilia A de
cualquier grado de gravedad, infectados y no infectados con virus de hepatitis C
del departamento de hematologia del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional la Raza (HE CMNR).

El objetivo principal del estudio fue comparar los porcentajes de los linfocitos T y
células presentadoras de antigeno en pacientes con hemofilia infectados con el
virus de hepatitis C contra los no infectados.

Seleccion de pacientes. Se estudiaron sujetos con hemofilia A inscritos a la
clinica de hemostasia del HECMNR que cumplieron los siguientes criterios de
inclusién: derechohabientes, hombres, mayores de 16 afios con diagndstico de
hemofilia A leve, moderado o grave, previa firma de consentimiento informado que
aceptaban participar en el estudio, muestra de sangre con celularidad suficiente
para el estudio (> 1000 linfocitos por microlitro). Sin infeccion por virus de hepatitis
C para el grupo 1 y con infeccion por virus de hepatitis C para el grupo 2. No se
incluyeron con infeccién por virus de inmunodeficiencia humana ya demostrada.
Para el célculo de tamafio de la muestra se utiliz6 diferencia de proporciones
obteniendo una n de 21 por grupo, siendo en total 43 pacientes.

Recoleccién de datos. Se invito a participar al estudio a todos las personas con
hemofilia A de cualquier grado de gravedad infectados y no con virus de hepatitis
C que acudieron a la consulta de hemostasia del HECMNR; todos recibieron
informacién oral y escrita acerca de las caracteristicas del estudio, al firmar el
consentimiento informado se realiz6 la recoleccion de datos y toma de una
muestra de sangre en un tubo con EDTA, posteriormente se realizé por citometria
de flujo la determinacion de la subpoblacién de linfocitos (CD3,CD4,CDS8,
CD14,CD19, Treg). Estos se separaron en dos grupos, para el grupo 1 personas
con hemofilia A sin infeccion por VHC y para el grupo 2 con infeccion por VHC en
fase cronica, todos habian recibido tratamiento a base de ribavirina e interferon,
principalpente por el departamento de Infectologia del CMNR. Finalmente se

organizaron los resultados en la hoja de recoleccién de datos.
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Analisis estadistico. Se realizd un analisis de la informacion utilizando medidas
de tendencia central y dispersion. Se compararon los porcentajes de expresion de
la subpoblacion de linfocitos entre los dos grupos. Como método de contrastacion
se utilizd la prueba U de Mann-Whitney. Para el analisis estadistico de los
resultados se utilizé el programa SPSS version 18 considerando una P<0.05 como

significativo.
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V. RESULTADOS

EDAD

N Vilido 43 En cuando a la distribucién por gravedad de la Hemofilia A,
Media 34,16

Medizna 2000  fue principalmente fenotipo grave con 37 pacientes (86%),
Desv. Desviacion 15,261 . .

Minimo ,; Seguido del leve con 4 pacientes (9.3%) y moderada 2
Maximo > pacientes (4.65%).

Respecto a la distribucion por edad de los pacientes en este estudio, la minima

edad fue 17 afios y la maxima de 75 afios, con una media de 34.16 afos.

El grupo 1 correspondiente a Hemofilicos A sin infeccidén por VHC se reclutaron 22

pacientes. En tanto el grupo 2 correspondientes a Hemoliticos A con infeccidn por

VHC estuvo compuesto por 21 pacientes.

La media de linfocitos en el grupo 1 fue de 1754.68 x 10%/ul vs 2171 x 10%/ul en el

grupo 2. Se compar6 el porcentaje de la subpoblacién de linfocitos CD3, CD4,
CD8, CD14, CD19 y Treg del grupo 1 (Hemofilicos A sin VHC) vs grupo 2

Estadisticos de prueba

Estadisticos
MU de Mann-Whitney
500 Evv de Wikcoxon
Oz
M Sig. asintética (bilateral)

400

300

Valores

2007

100

-100 T T T T T T
CD3% CD4% CDE%  CD4reg%  CD14% CD19%

Variables dependientes

utilizando U de Mann-Whitney se encontrd
que la distribucion de CD3, CD4, CDS,
CD14,19, Treg es la misma al comparar a
los paciente con infeccion por VHC vs los
no infectados, no teniendo significancia

estadistica ninguno de ellos, CD3

(hemofilicos A con VHC). La media
del porcentaje de linfocitos CD3 fue
de 57 para el grupo 1 vs 61 del
grupo 2; CD4 30.8 vs 35.36; CDS8
23.55 vs 21.67; CD14 34.46 vs
24.99; CD19 9.5 vs 9.67; Treg4 3.92
vs 5.68; Treg 8 5.7 vs 5.16 para
cada grupo respectivamente. Al

realizarse el andlisis estadistico

..........

p=0.259, CD4 p= 0.111, CD8 p= 0.489, CD14 p=0.170, CD19 p= 0.653, Treg4

p=0.103
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Estadisticos de prueba?

CD3% CD4% CD8% CD4 reg% CD14% CD19%
U de Mann-Whitney 184.500 165.500 202.500 164.000 174.500 212.500
W de Wilcoxon 437.500 418.500 433.500 417.000 405.500 465.500
VA -1.130 -1.592 -.693 -1.628 -1.373 -.450
Sig. asintética (bilateral) .259 111 489 .103 .170 .653
a. Variable de agrupacion: VHC
Prueba U de Mann-Whitney ...
VHC
1 2
—&0,00
60,00 g
kad
#
40,00
—20,00
T T T T T I T T T T T
5.0 4,0 3,0 2,0 1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Frecuencia Frecuencia
Prueba U de Mann-Whitney ...
VHC
1 2
N=22 N=21
60,01 Rango medio = 19,02 Rango medio = 25,12 60,0
£ 40,0 40,0 O
- g
U &
20,0 —20,0
0,0 0,0
T T T T T T I T T T T T T
0 50 40 30 20 10 00 10 20 30 40 50 60
Frecuencia Frecuencia
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Prueba U de Mann-Whitney ...

VHC
1 2
60004 =22 N 60,00
Rango medio = 23,30 Rango medio = 20,64
40,00 40,00
. :
S 20,00+ 20,00 2
0,00 0,00
[ [ [ | I [ [
6,0 4.0 2,0 0,0 2,0 4.0 6,0
Frecuencia Frecuencia
Prueba U de Mann-Whitney ...
VHC
1 2
N=22
60,001  Rango medio = 24,57 19,31 60,00
# 40,007 —40,00 A
E 2
=) 5
O 20,00 20,00 3
0,00 0,00

| I I I I I I I I
10,0 &80 6,0 4.0 2,0 0,0 2,0 4.0 6,0

Frecuencia Frecuencia
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Prueba U de Mann-Whitney ...

VHC

N=22

N=21

30,001 Rango medio = 21,16 Ra medio = 22,88 —30,00
# 20,00 —20,00 M
= =
]
O 10,00 —10,00 #
0,00 0,00
[ [ I | | | [ I I
4,0 3,0 2,0 1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Frecuencia Frecuencia
Prueba U de Mann-Whitney ...
VHC
1 2
N=22 N=121
30,001  Rango medio = 18,95 Rango medio = 25,19 —30,00
% 20,00- 20,00 8
3 _ .-
8 10,00 10,008
0,007 0,00

Frecuencia Frecuencia
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Prueba U de Mann-Whitney ..

VHC
1 2
N=21 N=19
30,00 Rango medio = 19,12 Rango medio = 22,03 30,00
¢ 20,00 20,00 g
4 &
® 10,00 —10,00 &
0,007 0,00
I I
15,0 0
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VI.- DISCUSION

Los estudios de la historia natural del VHC en hemofilia son pocos en niumero y
ademas la mayoria incluye a pacientes coinfectados con Virus de
inmunodeficiencia humana y virus de hepatitis C, en su mayoria infectados en la
década de los 80°s en relacion la emergencia de dos virus no conocidos entonces
(Virus de hepatitis C y Virus de Inmunodeficiencia Humana); esto justifica porque
no encontramos pacientes en fase aguda hoy en dia en nuestra poblacion de
estudio cuya media fue de 34 afios, correspondiendo con la década de mayor
namero de pacientes afectados, pues actualmente reciben tratamiento a base de
liofilizado del Factor VIII derivado plasmético, cuyos productos cuentan con
multiples métodos de purificacion, disminuyendo el riesgo de infeccion por
VHC,VHB y VIH. Cabe destacar que varios de los pacientes entonces infectados
desarrollaron enfermedad hepatica terminal y hepatocarcinoma, por ende muchos
ya han fallecido, desconocemos el comportamiento de la subpoblacion de
linfocitos T en las etapas finales de la enfermedad, pues se ha reportado un curso
muy lento de progresion y un cuadro muy variable con hasta 20-30 afios después
de detectarse la infeccion por VHC. En nuestro estudio no se determind la
supervivencia, sin embargo hubiera sido interesante comparar con los escasos
estudios publicados en donde se ha observado una supervivencia mayor en
aguellos pacientes que se infectaron con VHC a edades mas temprana (menores
de 15 afios) comparados con los que se infectaron a edades mas tardias (a los
mayores de 30 afios) como seria la media de nuestros pacientes.

Actualmente los pacientes que no cuentan con ningun tipo de seguridad social en
México continlan recibiendo tratamiento a base de plasma y crioprecipitados
desconociéndose la incidencia de infeccion aguda por VHC en esta poblacién, asi
como en los paises donde las infecciones por VHB y VHC son comunes y la
seleccion de los procedimientos de hemoderivados para las infecciones por VHB y
VHC no son rigurosas, se espera que los pacientes con hemofilia tengan un mayor
riesgo de estas infecciones.

En nuestro estudio la gravedad de la Hemofilia A predominante en ambos grupos

fue fenotipo grave; siendo ademas este fenotipo el mas afectado por infeccion de
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VHC al igual que como se reporta en la literatura pues correlaciona con mayor
requerimiento de FVIII. Llama la atencion que contrario a lo que esperdbamos la
media de linfocitos fue mayor en el grupo 2, sin embargo la media de CD4 fue baja
en ambos grupos en comparacion a la poblacion general y al comparar la
subpoblacién de linfocitos T mostraron la misma distribucion en el grupo no
infectado vs el infectado por Virus de Hepatitis C en fase crdnica, son varias las
consideraciones a analizar que pudieron haber afectado los resultados, en primer
lugar en nuestro estudio solo incluy6 pacientes en fase crénica pues como ya se
menciond previamente, la mayoria contrajo dicha infeccion en la década de los
80’s, siendo en la fase aguda donde se ven mas afectados los niveles de los
linfocitos T, en segundo lugar los estudios publicados en la literatura incluyeron
pacientes coinfectados por VIH, por lo tanto contaban con doble mecanismo que
precipitaba niveles mas bajos de linfocitos T, siendo en nuestro estudio excluidos
aquellos pacientes que tuvieran coinfeccion por VIH; en tercer lugar los
parametros de linfocitos T CD4 fueron tomados como referencia en el grupo con
infeccion de VHC, para realizar el calculo del tamafio de muestra por diferencia de
proporciones, sin embargo dicho estudio que mencionaba niveles de CD4
disminuian en 12% algunos de los pacientes presentaba con infeccion por VIH,
por lo que per se ya se encontraban bajos, podemos suponer que al utilizar otra
subpoblacién de linfocito T incrementaria el tamafio de la muestra para
encontrarse una diferencia estadisticamente significativa; en cuarto lugar todos
los pacientes de nuestro estudio habian recibido tratamiento a base de ribavirina
e interferon, desconocemos si esto favorece al incremento de linfocitos T en la
fase cronica, pues al parecer es durante la fase Aguda gue los niveles sobre todo
de las Treg se ven seriamente afectados ya que el tratamiento inicial con
interferon en monoterapia mostraba respuestas en menos de la mitad de los
paciente hemofilicos con infeccion de VHC en comparacion con los no
hemofilicos.

Las respuestas de células T especificas contra el virus son criticas para eliminarlo
y es por ello que en la fase aguda se han encontrado disminuidas y contrario a lo

gue se pensaba durante la fase cronica estas se encuentran en rango normal,
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desempeiian un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia
inmunolégica mediante la supresion de las células T autorreactivas. Ademas las
células Treg controlan la activacion inmunitaria excesiva después de la infeccion

con diversos patégenos.
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VIl.- CONCLUSION

Los resultados de este estudio al comparar la subpoblacion de linfocitos y células
presentadoras de antigeno (CD3, CD4, CD14, CD19 Treg), en pacientes con
hemofilia A sin infeccién vs los infectados con Virus de Hepatitis C no se
encuentro una diferencia estadisticamente significativa por lo que se rechaza la
hipotesis y se concluye que la respuesta inmune en la fase cronica en pacientes
con infeccion por Virus de Hepatitis C no se ve alterada. Se desconoce si las
respuestas inmunolégicas y la inmunopatologia en la hepatitis viral y puede afectar
la subpoblaciéon de linfocitos en pacientes con uso de factor FVIII tipo
recombinante, el cual no se utiliza en nuestra poblacion de estudio lo cual pudiera
condicionar un factor adicional para el desarrollo de inhibidores.

Es importante conocer el comportamiento de los linfocitos T en pacientes
hemofilicos sobre todo en los que desarrollan inhibidores y en un futuro préximo
en los pacientes que reciban factor VIII recombinante y tratamiento con anticuerpo

monoclonal.
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X.- ANEXO 1 Glosario

- 0o 2 o T

CD : cluster of differentiation

ESLD: Enfermedad hepética en etapa final
FOXP3: forkhead box P3

Treg: Células T reguladoras

VHC: virus de hepatitis C

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana
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