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RESUMEN

Introduccién. La infeccion por virus de la hepatitis C (VHC) representa fa principal causa
de infeccion hepéatica cronica en el mundo y mas del 90% de las hepatitis
postransfusionales son secundarias a infeccidn por este virus. El 60-70% de los pacientes
progresan a enfermedad hepatica cronica y de estos el 20% evoluciona a cirrosis
hepdtica. Existe poca informacion en la literatura que demuestre la distribucion del virus
en el lobulillo hepatico humano y en México no hay informes de la deteccién del VHC por
inmunohistoguimica. El objetivo de este estudio fue determinar si los niveles séricos del
RNA de VHC se correlacionan con las caracteristicas histoldgicas e
inmunohistoquimicas del VHC en tejido hepatico.

Material y métodos. De 94 casos de pacientes con infeccién por VHC confirmado por
serologia positiva por RIBA y/o PCR, se analizaron las caracteristicas clinicas e
histolégicas y posteriomente se investigo la presencia del VHC por inmunohistoquimica
dtilizando un anticuerpc monoclonal comercial (HVC 88 San Ramon California) dirigido
contra el antigeno NS3 del VHC.

Resultados. La edad de los pacientes fue de 17 a 68 afios (42.7). El 55.3% del sexo
masculino y 44.7% del sexo femenino. El factor de riesgo méas frecuentemente observado
fue la transfusion sanguinea (68%). El 79.8% de los casos presentaron niveles de ALT
por arriba' de 40Ul/ml y en el resto se encontraron dentro de niveles normales. Todos los
pacientes presentaron serologia positiva para VHC por RIBA y en el 81%se identifico el
RNA- VHC por la técnica de PCR. En el 76% de los casos se encontraron datos
histolégicos de hepatitis cronica con diferentes grados de actividad: 55(58.5%) leve,
17(18.08%) minima y 9(9.5%) moderada. En 6 casos (6.3%} la morfologia hepatica fue
de caracleristicas normales. En 7 casos de detectd fibrosis y 2 presentaron cirrosis
hepatica. Los niveles de RNA-VHC fueron muy variables, el grupo con histologia normal
{0 a 55,000copias por ml.), mientras que el grupo de pacientes con hepatilis cronica con
actividad minima, leve y moderada la mediana de los niveles fue de 20 000, 67 700 y 35
000 copias/m! respectivamente. La reaccidon de inmunohistoquimica fue positiva en
85(90%) de los casos con infeccion por VHC y en el 60% de los controles.

Conclusiones. E| patrén histologico mas frecuentemente observado fue el de Hepatitis
crénica con actividad minima-leve. Los niveles de RNA del VHC en suero fueron muy
variables v sin correlacion con el grado de actividad necroinflamatoria y niveles de ALT.



La deteccion del VHC con el método de inmunchistoquimica utilizando anticuerpo
monoclonal ( HCV 88 San Ramon California } dirigido contra el antigeno NS3 del VHC fue
positivo en el 80% de los casos y en el 60% de los controles, presentando una
sensibilidad del 90% pero su especificidad es muy baja 10%. Estos resultados son
similares a los reportados por otros autores utilizando otros anticuerpos comerciales
(TORDJI 23 y TORDJI 32).

La distribucién de los hepatocitos positivos para VHC por inmunchistoquimica en el acino
de Rappaport fue en las tres zonas con una intensidad variable de + a ++++. Sin embargo
este hallazgo debe de interpretarse con cautela debido a que los controles presentaban
patrones de tincidn similares.

Hasta que se demuestre la especificidad real del anticuerpo HVCBB, no se debera utilizar

como prueba diagnostica.



INTRODUCCION

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) es un problema de salud plblica.
Actualmente se considera la principal causa de infeccion hepatica cronica en el mundo y
méas del 90% de las hepatitis postransfusionales son secundarias a infeccidn por este
virus (1).

La infeccion por VHC presenta una prevalencia mundial de 0.4 a 16 por ciento
dependiendo de la zcna geografica y de 0.5 a 2.0 por ciente en donadores de sangre
voluntarios. ta prevalencia en América Latina no se ha estudiado en detalle sin embargo
se considera que es cuarenta por ciento mas frecuente en latinos que viven en Estados
Unidos comparados con los estadounidenses {2).

Las principales vias de fransmisién de este virus son las inoculaciones percutaneas y las
transfusiones sanguineas, se ha documentado la transmisidén por contacto sexual y
familiar con menor frecuencia. Los grupos de alto riesgo para adquirir la infeccion son los
receptores de maltiples transfusiones, pacientes en programas de hemodidlisis o©
transplantes de drganos, individuos adictos a drogas intravenosas asi como trabajadores
de la salud. Aproximadamente en la mitad de los pacientes se desconoce la via de
infeccion.

Los pacientes con cirrosis no explicada y carcinoma hepatocelular tienen unas tasas de

prevalencia que superan el 50% (3,4).

ANTECEDENTES

El genoma del virus de la hepatitis no A no B fue clonado del plasma de un Chimpancé
experimentaimente infectado por Choo y col. en 1989 vy fue denominado virus de la
hepatitis C (VHC} {5). Esta constituido por una cadena simple de ARN que mide 50 a
60nm, contiene un genoma de mas de 10,000 nucledtidos que codifica al menos 9
proteinas. Core, E1 y E2 constituyen las proteinas estructurales; NS2, NS3, NS4A,NS4B,
NS5A vy NSSB son proteinas no estructurales (NS). El VHC es extremadamente
helerogéneo debido a la suslitucidén espontanea de nucledlidos. Se calcula que el nimero
de mutaciones por genoma y por afio es de 1000 a 10 000 sustituciones de bases, la
mayoria ocurre en la region hipervariable de la cubierta proteica. Este elevado numero de

mutacicnes refleja la habilidad del virus para evadir los mecanismos inmunolégicos de
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defensa del huésped y es responsable del curso crénico de la enfermedad en un gran
numero de individuos infectados. En base al porcentaje de homologia de |z secuencia de
nucledtidos se han descritc 11 genotipos y alrededor de 90 subtipos. La distribucion
geografica y epidemiolégica de los genotipos del VHC estén bien documentada, hasta el
momento el tipo | del VHC es el genoctipo mayor y corresponde aproximadamente 40 a 80
por ciento de las infecciones por VHC (6).

La inmunopatogénesis de la infeccién por VHC se conoce poco, existe un estado de
portador asintomatico y la infeccién aguda puede evolucionar a enfermedad crénica con
persistencia del virus en sangre periférica y en higado. Se sugiere que la infeccion
persistente y la viremia prolongada son reflejos de las propiedades inherentes del VHC o
come en el caso de la infeccién por virus B es indicativo de una respuesta inmune
insuficiente para limitar la infeccién. En un estudio experimental con chimpancés
infectados por VHC la replicacidn del virus se correlaciona con los niveles séricos de ALT,
lo que sugiere que esta directamente relacionada con la lesidén del hepatocito (7); sin
embargo no se ha pedido demostrar la correlacidn entre [os niveles séricos de la ALT y la
necrosis de las células hepaticas, ademas el VHC no se ha delectado en las areas de

necrosis (8).

CURSO CLINICO

Los individuos con infeccion por VHC presentan un amplio espectro clinico. La infeccién
aguda por éste virus es asintomética en el 95 por ciento de los pacientes, solo el 5 por
ciento manifiesta cuadro clinico con ictericia y el riesgo de insuficiencia hepatica
fulminante es minimo (9).

La infeccién persistente y la hepatitis cronica son signos caracteristices de la infeccién por
VHC. EI 60 a 70 por ciento de los pacientes progresan a enfermedad hepatica crénica con
niveles fluctuantes de aminotransferasas séricas y el 20 por ciento de los pacientes
evoluciona a cirrosis hepética. Se sugiere que el carcinoma hepatocelular puede ser una
consecuencia tardia de ia infeccion crénica por este virus pues en el 75 por ciento de los
pacientes con esta neoplasia se delectan anticuerpos contra el VHC. El intervalo medio
que transcurre entre ta infeccion por VHC y la hepatitis cronica sintomatica, cirrosis
hepatica sintomatica y carcinoma hepatocelutar se ha observado que es de 10, 21y 29

anos respectivamente (10, 11).
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Los niveles de aminotransferasas fluctuan con periodos intercumrentes cercanos a la
normalidad y no siempre se correlacionan con los hallazgos histopatolégicos, los
pacientes con niveles normales de aminotransferasas pueden tener una enfermedad
histolégicamente avanzada.

La infeccion por VHC puede presentar manifestaciones exirahepaticas entre las que
destacan glomerulonefritis membranoproliferativa, crioglobulinemia, porfiria cuténea
tardia, vasculitis leucocitoclastica y fibrosis pulmonar (12).

DIAGNOSTICO

La hepatitis crénica constituye un sindrome clinico morfolégico de etiologia variable que
incluye: viral, autoinmunidad y reaccién a drogas. El diagnéstico especifico es el
resultado de la combinacién de caracteristicas clinicas, histologicas y serolégicas.

El virus de la hepatitis C circulante en suero se encuentra en concentraciones bajas entre
10 % a 10 7 particulas por mililitro, su deteccién y cuantificacién requiere de pruebas
altamente sensibles.

La prueba de ELISA de 1°. Generacidn se basa en la deteccion del anticuerpo contra el
antigeno C100-3 que es un polipéptido de 363 amincacidos de la region no estructural
NS4 del genoma de VHC y muestra una sensibilidad del 889 por ciento y alto rango de
falsos positivos. La prueba de ELISA de 2? generacién detecta el anticuerpo dirigido
contra las fracciones C200 de la regién NS3 y NS4 o de un pequefio fragmento c33c¢ de la
regidén NS3 en la primeras cuatro semanas después de la inoculacién del virus con una
especificidad y sensibilidad de! 98 por ciento. La prueba de RIBA se basa en la deteccion
de bandas de 5-1-1, C100-3, ¢22-3 y ¢33c, conslituye una prueba confirmatoria de
infeccién por VHC con una sensibilidad del 98% (13, 14 y 15).

El ARN de! VHC puede ser detectado en suero por técnicas de amplificacion como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en las primeras dos semanas después de la
inoculacion, encontrandose presente en forma transitoria en la hepatitis aguda resuelta e
indefinidamente cuando la evolucion es cronica. La deteccidn por PCR se utiliza como el
mejor predictor del estado infeccioso asf como para evaluar la respuesta al tratamiento
antiviral y ha demostrado excelentes resultados con una sensibilidad de 100 por ciento.
El ARN del VHC se ha detectado en tejido hepético mediante ésta técnica, sin embargo la
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localizacién del virus en los hepatocitos infectados y la cantidad de genomas del VHC no
se ha podido demostrar por éste método{12,13,14).

La biopsia hepatica es el elemento mas Gtil para determinar la gravedad vy el potencial
de progresién de la infeccion por VHC. El patron histolégico mas comun es una hepatitis
cronica leve con actividad necroinflamatoria minima vy solo en raras ocasiones se observa
actividad intensa; no existe un signo histopatoldgico patognoménico para establecer el
diagnéstico de hepatitis crénica por virus C sin embargo la presencia de agregados o
folicuos linfoides, esteatosis y lesién de los conductos biliares son altamente sugestivos

de infeccidn por este virus{15,16,17).

Existen pocos estudios realizados para la deteccion del VHC por medio de
inmunchistoquimica en higade. En un estudio retrospectivo de la universidad de Osaka,
Japdn por Hiramatsu N. y colaboradores, examinaron 48 biopsias hepalicas para la
deteccidén por inmunohistoquimica del antigeno del core, envoltura y region NS3,
encontrando positividad en el 23 al 24 por ciento de las muestras en forma casi similar
para los tres antigenos. Los autores sefialan que éste porcentaje es bajo debido a que el
tejido estudiade era insuficiente y probablemente el tipo viral contra el cual fuercn
preparados los anticuerpos era diferente al tipo viral presente en el tgjido estudiado. Es
importante resaltar que los anticuerpos utilizados en éste estudio fueron elaborados por
los autores y el procedimiento ulilizado para la conservacion del tejido fue la congelacion
(18).

En otro estudio realizado por Svoboda y colaboradores para la deteccion del VHC por RT-
PCR e inmunchistoquimica en biopsias hepaticas fijadas en formol de pacientes
transplantados encontré una sensibilidad del 98 y 47 por ciento respectivamente,
utilizando un anticuerpo monoclonal comercial TORDJI-22 (BioGenex, San Ramon,
California) {(19).

A pesar de los avances de la biologia molecular en el diagnéstico de la infeccion por VHC,
existe poca Iinformacién en la literatura que demuestre la distribucidn del virus en el
lobulilo hepatico humana por el método de inmunchistequimica, en México no hay
informes de la deteccién del VHC por inmunohistoquimica en biopsias hepéticas.y en
nuestra institucion no existen estudios que correlacionen la carga viral, alteraciones
histopatoldgicas y presencia de VHC por inmunchistoquimica en tefido hepético.



El procedimiento de inmunohistoquimica es técnicamente sencillo y accesible para
confirmar la presencia de antigenos virales en tejidos. Consideramos importante
investigar la sensibilidad y especificidad diagndstica de ésta prueba en la deteccion del
VHC en tejido hepético fijado en formol y conservado en parafina utilizande un nuevo
anticuerpo monoclonal HCV88 ( BioGenex, San Ramon, California } dirigido contra la
region NS3 del virus, determinar la frecuencia y distribucion de! VHC en el lobulilio
hepatico y su correlacion con los hallazgos histopatolégicos, datos clinicos, elevacion de
ALT y carga viral RNA-VHC en suero por PCR.

MATERIAL Y METODOS

Es un estudio retrospectivo realizade en el Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, durante 1995 a 1998. En el archivo del servicio de Anatomia
Patoldgica se encontraron 1176 biopsias hepéticas de las cuales se seleccionaron 94
casos de pacientes con infeccidén por VHC diagnosticados por RIBA y/o PCR en suero y
10 casos de pacientes controles con otras enfermedades hepéaticas: 5 casos de
esteatohepatitis no alcoholica, 1 caso de hepatitis granulomatosa y 4 de higados normales
a los cuales se les realizd biopsia hepatica como parte de! protocolo de estudio.

Las muestras de tejido hepatico fijado en formo! neutro al 10% y/o fijador de Bouin e
incluidos en parafina se evaluaron histologicamente para establecer el diagnédstico de
anormalidad y de infeccidn por VHC de acuerdo a criterios establecidos (15 ),
posteriomente se investigé la presencia del VHC mediante el método de
inmunohistoquimica utilizando el anticuerpc monoclonal comercial HCVE88 ( BioGenex,
San Ramen, California ) dirigido contra el antigeno NS3 del VHC. Los datos clinicos se
obtuvieron del expediente clinico y del archivo del Servicio de Gastroenterologia
incluyendo edad, sexo, factor de riesgo, asi como resultados de pruebas de
funcionamiento hepatico (determinacién de ALT) y de estudios seroldgicos que
confirmaron la presencia del VHC { RIBAy PCR ).

E! analisis estadistico se realizé utilizando estadistica descriptiva.
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MATERIAL Y METODOS

Es un estudio retrospectivo realizado en el Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, durante 1985 a 1998. En el archivo del servicio de Anatomia
Patolégica se encontraron 1176 biopsias hepaticas de las cuales se seleccionaron 94
casos de pacientes con infeccién por VHC diagnosticados por RIBA y/o PCR en suero y
10 casos de pacientes controles con otras enferrmedades hepéaticas: 5 casos de
esteatohepatitis no alcoholica, 1 caso de hepatitis granulomatosa y 4 de higados nermales
a los cuales se les realizd biopsia hepatica como parte del protocolo de estudio.

Las muestras de tejido hepético fijado en formol neutro al 10% vy/o fijador de Bouin e
incluidos en parafina se evaluaron histolégicamente para establecer el diagnéstico de
anormalidad y de infeccion por VHC de acuerdo a criterios establecidos (15 ),
posteriomente se investigd la presencia del VHC mediante el método de
inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo moneclonal comercial HCV88 ( BioGenex,
San Ramon, California ) dirigido contra el antigeno NS3 del VHC. Los datos clinicos se
obtuvieron del expediente clinico y del archivo del Servicio de Gastroenterologia
incluyendo edad, sexo, factor de riesgo, asi como resultados de pruebas de
funcionamiento hepatico (determinacién de ALT) y de estudios seroibgicos que
confirmaren la presencia del VHC ( RIBA y PCR ).

El analisis estadistico se realizd utilizando estadistica descriptiva.



PROCEDIMIENTOS

Histologia

Cortes de tejido hepatico procesados por métodos de histologia de rutina, tefiidos con

hematoxilina- eosina y tinciones especiales de PAS, tricrdomico de Masson y reticulo {20).

Inmunohistoquimica

Se realizd el siguiente protocolo utilizando el método de avidina-biotina-fosfatasa alcalina

y como cromageno New fuschin { BioGenex, San Ramon, California )

1.

o e Ne O RO

i U Y
~ D A~ W N 2 O

Cortes de tejido incluido en parafina de 5 micras, montados en portaobjetos con
adhesivo

Eliminacién de parafina e hidratacién de los cortes gradualmente a través de
alcoholes en concentraciones decrecientes

Enjuague en agua destilada por 1 a 2minutos

Lavado en tres ocasiones con PBS durante 5 minutos cada uno

Blogueo de proteina y biotina endégena durante 20 minutos

Incubacion con anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C

Lavado con PBS en tres ocasiones durante 5 minutos cada vez

Incubacién con anticuerpo secundario LINK durante 20 minutos

Lavado con PBS en tres ocasiones durante 5 minutos cada vez

. Incubacién con el complejo fosfatasa alcalina LABEL durante 20 minutos

. Lavado con PBS en tres ocasicnes durante 5 minutos cada vez

. Revelado New Fuchsin durante 15 a 20 minutos

. Lavado con agua durante 5 minutos

. Tincién de contraste con hematoxilina de Harris durante 20 a 30 segundos

. Lavado con agua corriente

. Solucién amoniacal durante 10 segundos seguido de avado con agua corriente
. Paso por etanol al 96% en dos ocasiones durante 5 segundos cada vez

18.
19.

Paso por etanol al 100% durante 5 segundos cada vez
Aclaramiento con xilo! y montaje permanente con resina sintética

En todos los casos se incluyeron controles adecuados; para determinar la conservacion

del tejido y posible pérdida de los antigenos secundaria a la fijacién con formol neutro al

10 % y fijador de Bouin se empleo un anticuerpo contra vimentina y para descartar tincion

inespecifica se omiti6 el anticuerpo primario.



RESULTADOS

Se analizaron un total de 94 biopsias hepaticas de pacientes con un rango de edad de 17
a 68 afios y una media de 42.7. El 55.3% (52) fueron del sexo masculino y 44.7% {42} del
sexo femenino. El factor de riesgo que se encontrd con mayor frecuencia fue la
transfusion sanguinea en 64 casos (68%), sequido por el antecedente de cirugia en 22
casos {23.4%) y riesgo de exposicion laboral en trabajadores de la Salud en 5 (5.3%).
Los niveles de ALT en suero fluctuaron entre 10 y 482 Ul/ml. con una media de 79U0mil.
En el 100% de los casos estudiados se confirmé la presencia del VHC por serologia
positiva por RIBA de 2® generacion. En 81 casos se identificd el RNA del VHC por PCR en
suerc. La carga viral detectada fluctué entre 100 a 7,000,000 copias/ml. (Tabla 1}.

En la mayocria de los casos se encontraron datos histoldgicos de hepatitis cronica con
diferentes grados de actividad : 55 (58.5%) leve, 17 (18.08%) minima y moderada en 8
(9.5%). En seis casos (6.3%) la morfologia del higado fue de caracteristicas normales y
en los 5 casos restantes las muestras fueron insuficientes para diagnéstico ya que solo
se observaron 1 a 2 espacios porta.

En casos se detectd la presencia de fibrosis y dos presentaban cirrosis hepatica.

La carga viral de RNA del VHC para el grupo de casos con morfologia hepética normal
fue de Q0 a 55,000 copias/ml. con una mediana de 11 750, en los casos de hepatitis
cronica la carga viral detectada segln el grado de actividad fue la siguiente: con actividad
minima de 0 a 3,000 000 copias/ml. (mediana de 20 000), con actividad leve de 0 a 7,000
000 copias / mt (mediana de 67 700) y actividad moderada de 1000 a 55 000 copias / mi
(mediana de 35 000}).

La presencia de VHC por inmunohistoquimica en el control positivo y las biopsias de
higado estudiadas fue identificada en el niclec de los hepatocitos el cual se observo de
color rojo. La intensidad de la reaccion se gradu® usando la siguiente escala
semicuantitativa : negativa 0 %, + de 1 a 25 %, ++ de 26 a 50 %, +++ 51 a1 75 % y ++++
mas del 75 % de los hepatocitos,

En 85 (90.4%) de las biopsias de pacientes con serologia positiva para VHC se demostré
la presencia del VHC. Los hepatocitos con nicleos positivos se encontraron distribuidos
en las tres zonas del acino hepatico de Rappaport sin predileccion por alguna y en el



66% de los casos la reaccidn fue calificada como +++ a ++++ ( 51 a 100% ) de los
hepatocitos positivos para VHC.

En 6 de los 10 casos controles de pacientes con ofras enfermedades hepaticas e
higados normales con serclogia negativa para VHC se observd tincion positiva del nucleo
de fos hepatocitos con distribucion e intensidad de tincion similares a las observadas en

los pacientes con infeccion por VHC.

DISCUSION

Los pacientes con infeccidon por VHC presentan un amplio espectro clinico patolégico, el
60-70% progresan a enfermedad hepética cronica con niveles fluctuantes de
aminoiransferasas que no siempre se correlacionan con los hallazgos histopatolégicos,
los pacientes con niveles normales de aminotransferasas pueden presentar una
enfermedad histolégicamente avanzada ( 21,22 ). En nuestro estudio el 80% de los
pacientes con infeccién por VHC presentan elevacién de transaminasas (ALT) con una
media de 72UlNml. y en el 20% se encontraron dentro de niveles normales { menos de
40Ul/m1 ). El patrén histologico mas frecuentemente observado fue el de hepatitis cronica
con actividad leve - minima ( 58.5 - 18% ) por Indice de Knodell. No se identificaron casos
con actividad intensa y en el 6.3% de los casos no se encontraron alteraciones
histopatolégicas. Cuando se analizé ia refacidn entre grado de actividad y los niveles de
ALT observamos que existe una tendencia de incremento en los niveles de ALT en suero
conforme aumenta el grado de aclividad necroinflamatoria, sin embargo no se puede
establecer una correlacion estadisticamente significativa.( Figura 2 )

Ei significado clinico y patoldgico de los niveles de RNA de! VHC se desconoce. Gordon y
col, { 23) refieren que existe una relacién directamente proporcional entre los niveles de
RNA-VHC y el grado de actividad. En una serie de 47 pacientes de Lau y col. { 24 )
observan que ios niveles de RNA VHC no se correlacionan con el diagnostico histolégico
ya gue algunos de los pacientes con hepatitis crénica acliva presentan cargas virales
inferiores a las de los pacientes con hepatitis cronica persistente.

En nuestro grupe de pacientes la mediana de los niveles séricos de RNA-VHC para los
casos con histologia normal (11 750 copias / ml ) fue menor que en los casos de hepatitis
cronica minima y leve (20 000 y 67 700 respectivamente), sin embargo los valores
encontrados en los casos de actividad moderada (35 000) no se comportan de la misma



66% de los casos la reaccion fue calificada como +++ a ++++ { 51 a 100% ) de los
hepatocitos positivos para VHC.

En 6 de los 10 casos controles de pacientes con ofras enfermedades hepaticas e
higados normales con serologia negativa para VHC se observé tincidn positiva del niclec
de los hepatocitos eon distribucidn e intensidad de tincién similares a las observadas en
los pacientes con infeccidn por VHC.

DISCUSION

Los pacientes con infeccidon por VHC presentan un amplio espectro clinico patelégico, el
80-70% progresan a enfermedad hepatica cronica con niveles fluctuantes de
aminotransferasas que no siempre se correlacionan con los hallazgos histopatolégicos,
los pacientes con niveles normales de aminotransferasas pueden presentar una
enfermedad histologicamente avanzada { 21,22 ). En nuestro estudic el 80% de los
pacientes con infeccion por VHC presentan elevacién de transaminasas (ALT) con una
media de 72Ul/ml. y en el 20% se encontraron dentro de niveles normales ( menos de
40Ul/mi ). El patrén histologico mas frecuentemente observado fue el de hepatitis crénica
con actlividad leve - minima { 58.5 - 18% ) por Indice de Knodell. No se identificaron casos
con actividad intensa y en el 6.3% de los casos no se encentraron alteraciones
histopatologicas, Cuando se analiz6 la relacion entre grado de actividad y los niveles de
ALT cbservamos que existe una tendencia de incremento en los niveles de ALT en suero
conforme aumenta el grado de actividad necroinflamatoria, sin embargo no se puede
establecer una correlacion estadisticamente significativa.{ Figura 2 }

El significado clinico y patologico de los niveles de RNA del VHC se desconoce. Gordon y
col. { 23 ) refieren que existe una relacion directamente proporcional entre los niveles de
RNA-VHC y el grado de actividad. En una serie de 47 pacientes de Lau y col. ( 24 }
observan que los niveles de RNA VHC no se correlacionan con el diagnostico histologico
ya que algunos de los pacientes con hepalitis cronica activa presentan cargas virales
inferiores a las de los pacientes con hepatitis crénica persistente.

En nuestro grupo de pacientes la mediana de los niveles séricos de RNA-VHC para los
casos con histologia normal (11 750 copias / ml ) fue menor que en los casos de hepatitis
cronica minima y leve (20 000 y 67 700 respectivamente), sin embargo los valores

encontrados en los casos de actividad moderada (35 000) no se comportan de la misma
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manera, Ademas los rangos de carga viral en cada grupo son muy variables y no
muestran correlacidén con ef grado de actividad necroinfloamatoria.( Figura 3 ).

Existen pocos estudios realizados para la deteccion del VHC por inmunohistoguimica,
Hiramatsu N y col.(18) encontrd una sensibilidad de 23 a 24% utilizando antigenos del
core, envoltura y NS3 en tejido congelado. En otro estudio de deteccidén dell VHC por
inmunohistoquimica en tejido fijado en formol y conservado en parafina realizado por
Svoboda y col. {19) utilizando un anticuerpo monoclonal comercial TORDJI-22 reporta
una sensibilidad del 47% . En este estudio investigamos la presencia del RNA VHC en
tejido hepatico fijado en formol neutro al 10% y fijador de Bouin utilizando un nuevo
anticuerpo monoclonal comercial (HCV 88 BioGenex, San Ramén california) mediante |la
técnica de avidina biotina fosfatasa alcalina y usando como revelador cromdgeno New
Fushin. Se utilizaron varios protocolos de tincién gque incluyeron fa recuperacidn de
antigenos y diferentes tiempos de incubacién del anticuerpo primario. La deteccién del
VHC por este método fue positiva en el 80% de los casos sin embarge en 60% de los
casos controles se detectd reaccion positiva semejante a los casos con infeccidon por
VHC. La sensibilidad de esta prueba fue del 90% y la especificidad del 10%. La
inmunoreactividad en tejido hepatico de pacientes con infeccién por VHC con el
anticuerpo monoclonal HCVB8, es similar a la informada por ofros autores para los
anticuerpos monoclonales TORDJI-22 y TORDJI-32 (25).

En tejido fijado en formol, estos anticuerpes ademas de reconocer el epitope del VHC
reconocen otros epitopes lo que se traduce en un porcentaje alto de falsos positivos del
60 a 80 %, como se encontrd en nuestra serie. ( 25 ). Para los anticuerpos monoclonales
TORDJI-22 y TORDJI-32 se ha demostrado que las proteinas mitocondriales producen
esta reaccion cruzada ( 26 ). En el caso de HCV88 se desconocen los antigenos
presentes en el nacleo de los hepatocitos que expliquen la reaccién cruzada positiva. Se
probaron otros tejidos que incluyercon prostata, ganglio linfatico, rifién y mucosa géstrica y
no se observo reaccion en los nicleos en ninguno de ellos, lo que sugiere que el epitope

que reconoce este anticuerpo es casi exclusivo de los hepatocitos.
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CONCLUSIONES

- ElI 80% de los pacientes con infeccion por VHC presentan elevacién de
aminotransferasas (ALT) con niveles de 10 a 482 Ul/ml y una media de 79 Ulfml. En
el 20% se encuentran dentro de niveles normales (menos de 40UHml).

- En el 76.5% de los casos el diagnéstico histopatotogico fue de hepatitis crénica con
actividad minima a leve por indice de Knodell, en el 7.4% se identificé fibrosis portal
con formacion de puentes vy el 2% presentd cirrosis hepatica. En 6 casos (6.3%) no se
encontraron alteraciones histopatoldgicas. Se observd una tendencia de incremento
en los niveles de aminotransferasas (ALT) en suero a medida que aumenta el grado
de actividad necroinflamatoria; sin embargo no fue posible demostrar una correlacion
estadisticamente significativa.

- EIRNA-VHC por PCR en suero fluctud entre 100 y 7 000 000 copias por ml. En los
pacientes con biopsia hepatica sin alleraciones histopatologicas los  niveles
detectados fueron de 0 a 55 000 copias por ml. En los casos con diagndstico de
hepatitis crénica con actividad minima { 0 a 3 000 000 }, con actividad leve (0 a 7 000
000) y con actividad moderada { 1000 a 55 000). No se encontrd correlacion del
RNA-VHC en suero con el grado de actividad necroinflamatoria ni con los niveles de
aminotransferasas (ALT).

- La deteccién del RNA del VHC por inmunohistoquimica en tejido hepatico fijado en
formo! neutro al 10% y/o fijador de Bouin, utilizando el anticuerpo monoclonal
comercial HCV88 ( BioGenex San Ramon , California) fue positiva en 90% de los
casos con infeccién por VHC vy en el 60% de los controles. La sensibilidad de esta
prueba fue del 90% y la especificidad del 10%.

- La distribucién de los hepatocitos positivos para VHC por inmunohistoquirnica en el
acino de Rappaport fue en las tres zonas con una intensidad variable de + a ++++, Sin
embargo este hallazgo debe de interpretarse con cautela debido a que los controles
presentaban patrones de tincién similares.

- Hasta que se demuestre la especificidad real del anticuerpo HVC88, no se debera

utilizar como prueba diagndstica.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes y resultados

No. Edad Sexc Factor ALT RIBA° RNA-VHC Indice de Actividad IHQ
de riesgo Uliml Copias Imi  Knodell VHC
1 58 F  transfusion 17 positivo 0 M.L M.1. negativa
2 54 F transfusion 43 positivo 185000 M.1. M1 negativa
3 57 F  transfusion 20 positive Q M.L M.L XX XX
4 67 F cirugia 43 positivo 0 0,0,1-0 minima XXXX
5 24 M cirugia 34 positivo 0 Normal normal HHXX
6 50 F  transfusion a5 positivo 0 0,1,0-0 minima XXX
7 29 M transfusion 46 positivo 0 0,1,1-0 minima XXXX
8 26 M cirugia 33 positivo Q M.L. M.1. XX
ke 54 F cirugia 24 positive 0 0,0,0-0 normal XXX
10 37 F  transfusion 38 positivo 70400 0,0,4-0 leve XX
" 45 F cirugia 32 positivo 51700 0,0,1-0 minima XXXX
12 43 F transfusién 10 positivo 55000 Normal normal XXXX
13 24 M  transfusion 17 Positivo 100 Normal normal XXXX
14 LY F cirugia 33 Positivo 793000 1,0,3-0 leve XHXXX
15 27 F transfusion 29 Positivo 25000 M.1 M.L XX
16 52 F transfusion 18 Positivo 0 0,0,1-0 minima X
17 36 M transfusidn 62 Positivo 65000 0,0,4-0 leve XAXX
18 43 M transfusion 102 Positivo 25000 0.1,3-0 leve XXX
19 54 M transfusion 168 Positivo 500000 0.0,1-0 leve XXXX
20 37 M transfusién 74 Positivo 20000 0,0,3-0 leve X
21 37 F  transfusion 86 Positivo 1500000 1,0,3-1 leve XX
22 48 F transfusion 60 Positive 8000 0,1,4-0 leve XX
23 27 M  transfusion Positivo 3500 Normal normal XX
24 48 M transfusion 89 Positivo 2000 1,1.4-0 leve XXX
25 27 M MCSDIV 85 Positivo 1500 0,0,1-1 leve XX
26 34 M cirugla 66 Positivo 20000 Normal normal X
27 50 F transfusion a8 Positivo 550000 0,1,3-0 leve XXX
28 47 M transfusién 70 Positivo 20000 0,0,3-0 leve HAXX
29 24 M transfusién 146 Positivo 150000 0,04-0 leve XX
30 44 M transfusidn 64 Positivo 55000 3,1,4-3* moderada XX
3 30 M transfusion 63 Pasitivo 2000 0,0,4-0 leve XX
32 38 F  transfusion 77 Positivo 4000 1,0,4-0 leve XXX
a3 as M transfusion 60 Positivo 300000 0,0,1-0 leve XXX
34 51 F cirugia 60 Positivo 1000000 1,040 leve X
35 41 F cirugia 88 Positivo 0 1,1.4-0 leve negativo
36 48 F cirugia 77 Positivo 100000 0,1,4-0 leve X
7 45 F transfusién 81 Positivo 15000 0,1,3-0 leve XXXX
38 56 f transfusion 87 Positivo 150000 0,0,1-0 minima X
39 26 M  transfusion 46 Positivo 40000 0,0,1-0 minima HAXX
40 46 F transfusion 62 Positive 0 1,.0.4-0 leve XXX
41 36 M transfusion 81 Positive 50000 1.0,1-0 minima XXX
42 45 M transfusion 83 Positive 5500 3140 leve XAXX
43 a3 M transfusion 120 Positivo 1500 0,0,1-0 leve KHXX
44 33 F cirugia 108 Positivo 20000 1,1,4-0 leve XX
45 48 M transfusion 50 Positivo 2000 1.1.3-0 leve XXX
46 44 transfusién 61 Positivo 15000 0,1,1-0 minima XXX
47 17 F  transfusion 64 Positivo 1000 0.1,3.0 leve XX
48 43 M transfusibn 53 Positive 7000000 3,1,4-0 leve XAXX
49 39 M cirugia 39 Positivo 40000 Normal normai XXX
50 57 F  transfusion 70 Positive 25000 3.1.3-4  Moderada+ XXXX
51 41 F  transfusion 192 Positivo 4000 1,0,1-0 leve XX




No. Edad Sexo Factor ALT RIBA RNA-VHC Indicede Actividad IHQ
de riesgo Uliml Coplas/ml  Knodell VHC

52 33 F cirugia 68 Pasitivo 300000 1,0,4-0 leve KX
53 KR M  transfusion 76 Positivo 1000000 0,0,1-0 minima XXX
54 45 M transfusion 77 Positivo 70000 0,0,3-0 minima XXX
55 61 M transfusion 238 Positivo ] 1,1,3-3 Leve* X

56 67 F  transfusidon 74 Positivo 1000 1,0,1-0 minima XHX
57 41 F fransfusién 103 Positivo 0 0,0,1-0 minima XXX
58 53 F transfusion 64 Pogitivo 3500 0,0,3-0 minima XXX
59 29 M transfusion 130 Positivo 1500000 0,1,3-1 leve XXX
60 41 F transfusién 80 Positivo 150000 1,1,3-1 leve XXXX
61 50 M transfusion 68 Positivo 45000 ML M. X

62 21 M enfermero 227 Positivo 15000 3,3,4-0 moderado  XXXX
63 36 M transfusion 80 Positivo 6500 1,0.3-0 leve negativo
64 45 M transfusién 86 Positivo 60000 1,0,4-0 leve XXXX
65 30 M transfusion 72 Positivo 150000 1,1,3-0 leve negativo
66 52 F transfusion 98 Positivo 0 1,1.4-0 leve XXX
67 63 F cirugia 58 Positivo 7000 3,1,4-3 Moderada®  XXXX
68 43 M transfusion 39 Positivo 283000 0,0,4-1 leve AXXX
69 68 F fransfusion 34 Positive 81300 3,1,4-3  Moderada* XXX
70 42 M cirugia 66 Positivo 1150000 0,0,3-0 leve XXX
71 49 F transfusion 43 Positivo 2800 4,1,4-3 Moderada* XXX
72 50 F cirugia 174 Positivo 150000 13,1-0 leve XXX
73 23 M cir y tran &8 Positive 80300 3.0,4-0 leve HXAX
74 51 F quimica 72 Positivo 100000 1,3,4-0 leve X

75 64 M transfusién 93 Positivo 3000000 0,0,3-0 minima XXXX
76 30 M cirugia 64 Positivo 897000 1,04-0 leve KAAX
77 52 M transfusion 35 Positivo 500000 0,1,4-0 leve XXX
78 32 M cir y tran 29 Positivo 200000 1,1,1-1 leve XXX
79 44 F  transfusion 48 Positivo 150000 1,1,3-0 leve XXX
a0 30 M cirugia 91 Positivo 2000000 0,0.3-0 minima XX

81 52 M cirytrans 492 Pasitivo 1000 41.4-3 Moderada" XXX
82 52 M médico 115 Positivo 1180000 1,1,3-0 leve XXX
83 42 M transfusion 143 Positivo 924000 1,1,4-0 leve XXX
84 42 M  Enfermero 187 Paositivo 436000 1,1,41 leve XXX
85 44 F  transfusion 48 Positivo 150000 3,1,4-3 Moderada” XXX
86 27 M cirugia Positivo 13000 1,0,3-0 leve KXX
87 55 M transfusion a7 Positivo 25000 11,41 leve XX
88 62 M cirugla a8 Positivo 45000 1,0.4-1 leve negativo
89 62 M cirugfa 88 Positivo 10000 0,04-0 leve negativo
a0 42 M transfusidn 50 Positiva 155000 1,0,4-0 leve XXXX
o1 44 M cirugta 278 Positivo 3370000 3.04,0 leve XXX
92 37 F  transfusion 80 Positivo 490000 3,0,4-4 Moderada+ negativo
93 47 F cirugia 33 Positivo 20000 0,0,3-0 minima XXX
94 47 F cirugia 33 Positivo 20000 1,0,4-1 leve negativo

M.1. Material insuficiente

* Fibrosis
+ Cirrosis




DISTRIBUCION POR SEXO DISTRIBUCION POR DECADA DE LA

VIDA
44.70% 40 ’
55.30% - 30
[=]
2 20,
BMASCULINO 10
B FEMENINO 0

Fieura 1



RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD NECROINFLAMATORIA'Y LA ELEVACION DE ALT SERICA

150.0 —
a—
E .
=
= 100.0 —
= —$—
Ldd
= —t
=
=
= 500
= .
L] .
= ——
LiJd

0.0 —
| L L] | ¥
NORMAL MINIMA LEVE MO DERADS,

Grado de actividad

DEPARTAMENTO DE ANATOMIA PATOLOGICA Y GASTROENTEROLOGIA HE CMN S X4

Filgura 2




RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD NECROINFLAMATORIA Y LOS NIVELES DE RNA VHC EN SUERO
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Relacion entre el grado de actividad
necroinflamatoria y la carga viral por PCR en suero
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Figura 1

A.- Biopsia hepitica que muestra aumento del infiltrado inflamatorio en
todos los espacios porta HE 10x AO.

B.- Acercamiento de un espacio porta con ruptura focal de la placa limitante
( flecha ). HE 25x AO.



Figura 2

A.- Espacio porta con ruptura de la placa limitante extensa (flecha),
infiltrado linfocitario y esteatosis macrovesicular. HE 40x AOQ.

B.- Lobulillo hepatico con esteatosis macrovesicular, infiltrado linfocitario y
cuerpo acidofilo ( fiecha ). HE 45x AO.



Figura 3

A.- Biopsia hepatica que muestra fibrosis portal leve ¢ infiltrado linfocitario

nodular. HE 40x AO.
B.- Cirrosis hepatica macro y micronodular por VHC. Masson 25x AOC.



Figura 4

A.- Tincion positiva para VHC por inmunohistoquimica, los hepatocitos
muestran nicleos rojos ( flecha ). Intensidad de tincidn +/++++ . 40x AO.
B.- Tinci6n positiva para VHC intensidad +++/++++. 40x AO.
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