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RESUMEN

Introduccion: Una de las principales causas del carcinoma hepatocelular y
enfermedad hepatica crénica es la infeccidén por el virus de la hepatitis C (VHC), que
muestra una amplia diversidad molecular a nivel mundial. Dentro de los grupos de
riesgo mas elevado estan los pacientes hemofilicos, los cuales tienen un alto consumo
de hemocomponentes.

Objetivos: Determinar la frecuencia de distribucion de los genotipos del virus de la
hepatitis C (VHC) en pacientes hemofilicos atendidos en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia de Cuba, asi como identificar la presencia de genotipos mezclados.
Métodos: Se estudiaron 34 pacientes, a los que se le realizé el diagndstico seroldgico
mediante prueba inmunoenzimatica de tercera generacién (EIA-3) y la determinacién
del ARN viral por medio del estudio molecular sensible de reacciéon en cadena de la
polimerasa reverso transcriptasa (RT-PCR). Para la determinacion del genotipo se usé
la técnica RT-PCR; los polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) y la secuenciacion en el laboratorio de virologia del Instituto de Medicina
Tropical.

Resultados: Los 34 pacientes mostraban una serologia repetidamente reactiva para
el VHC, pero solo 30 (88,2 %) tenian carga viral positiva. Predominé el genotipo 1 en
19 pacientes (56 %), 13 fueron 1b (38,2 %); mientras que 6 (18 %) mostraron
genotipos mezclados. Solo un paciente presentd genotipo 2 (2,9 %). En 14 pacientes
no se pudo obtener el genotipo.
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Conclusiones: La alta heterogeneidad genética del VHC es un obstaculo importante
en el tratamiento de los pacientes infectados, por lo que la identificacion oportuna del
genotipo, es una posibilidad diagndstica, prondstica y terapéutica que reviste gran
importancia en el desarrollo de vacunas para la terapia antiviral.
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ABSTRACT

Introduction: One of the major causes of hepatocellular carcinoma and chronic liver
disease is hepatitis C virus (HCV) infection, which shows wide molecular diversity
worldwide. Among the most affected risk groups are hemophiliac patients, which have
a high consumption of blood components.

Objectives: To determine the frequency of distribution of hepatitis C virus (HCV)
genotypes in hemophiliacs treated at the Institute of Hematology and Immunology of
Cuba, as well as to identify the presence of mixed genotypes.

Methods: We studied 34 patients, who underwent serological diagnosis by means of
a third generation immunoenzymatic test (EIA-3) and the determination of viral RNA
by means of the reverse transcriptase polymerase chain reaction RT-PCR. For the
determination of the genotype the RT-PCR technique was used; restriction fragment
length polymorphisms (RFLPs) and sequencing in the virology laboratory of the
Institute of Tropical Medicine.

Results: The 34 patients showed a repeatedly reactive HCV serology, but only 30
(88.2 %) had a positive viral load. Prevalence of genotype 1 in 19 patients (56 %):
13 were 1b (38.2 %); While 6 (18 %) showed mixed genotypes. Only one patient
presented genotype 2 (2.9 %). In 14 patients the genotype could not be obtained.
Conclusions: High genetic heterogeneity of HCV is a major obstacle in the treatment
of infected patients, so the timely identification of genotype is a diagnostic, prognostic
and therapeutic possibility that is of great importance in the development of vaccines
for antiviral therapy.
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INTRODUCCION

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) es el mayor problema de salud publica
en el mundo. Esta infeccion es una de las mayores causas de hepatitis cronica, con el
riesgo de progresion a cirrosis y el desarrollo de carcinoma hepatocelular. La mayoria
de los pacientes infectados no reconocen el periodo agudo de la infeccion y esta
progresa a la cronicidad. Este virus muestra una amplia diversidad molecular a nivel
mundial. 3

Se reconocen 6 genotipos, pero exhibe mas de 70 subtipos, denominados
consecutivamente segun las letras del alfabeto (a, b, c, d, etc).*>
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Se ha demostrado una relacién directa entre la distribucién y prevalencia de los
genotipos del VHC con la situacion geografica y el modo de trasmision, aunque se ha
comprobado que la infeccién en América, Europa y Japon son causadas por los
genotipos 1, 2 y 3 en mas del 90 % de los casos. Existen tres patrones de distribuciéon
de los genotipos. El primer patrén presenta una alta diversidad genética y abarca
areas geograficamente separadas donde el virus ha sido endémico por muchos afios
como en Africa Occidental con los genotipos 1 y 2, en Africa Central y en paises del
medio oriente que incluye Egipto, Siria, y Arabia Saudita con el tipo 4 y en Asia con
los tipos 3 y 6. 57 Otro patrdn implica areas con unos pocos subtipos que circula en
grupos de riesgo especificos, por ejemplo el subtipo 3a en adictos a las drogas.? El
tercer patrén involucra areas en las que un solo subtipo esta presente, como en
Egipto con subtipo 4a y Sudafrica con el subtipo 52.°

La importancia de conocer los genotipos del VHC, esta en relacién con su caracter
predictor independiente de la respuesta viroldgica sostenida, la cual se refiere a un
nivel indetectable de ARN del VHC 24 semanas después del final del tratamiento con
interferon y ribavirina. Los genotipos 2 y 3 se asocian significativamente con una
mejor respuesta terapéutica, por lo que su alto impacto clinico influye directamente
en la modalidad y la duracién del tratamiento, el cual es mas largo (48 semanas) para
el genotipo 1, 4, 5y 6 que para el genotipo 2 y 3 (24 semanas).?1°

Los pacientes hemofilicos tratados con hemoderivados no inactivados se han expuesto
a multiples cepas del VHC y con frecuencia aparecen pacientes con infecciones de
genotipos virales mezclados.!! Esto hace que tengan altas posibilidades de padecer
una enfermedad hepatica croénica, la cual en ocasiones es muy dificil de estudiar, por
la limitacion que genera la enfermedad hemorragica que presentan.

Estudios seroepidemioldgicos realizados en América Latina para determinar la
presencia de anticuerpos contra el VHC en hemofilicos, revelaron cifras de prevalencia
que van desde el 26,9 % en Honduras hasta el 64,3 % en Brasil, mientras que en
Cuba se encontro el 59 %.1!!

METODOS

Se realizé un estudio longitudinal descriptivo en 34 pacientes con edades
comprendidas entre 11 y 78 afios de edad atendidos en el servicio de hemostasia del
Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI) en un periodo de 2 afios. Se incluyéd a
todos los pacientes hemofilicos que aceptaron participar en el estudio, previa firma de
consentimiento. El diagnostico seroldgico de infeccion por hepatitis C se realiz
mediante prueba inmunoenzimatica de tercera generacién (EIA-3) UMELISA-HCV vy la
determinacion del ARN viral por medio del estudio molecular sensible de reaccion en
cadena de la polimerasa reverso transcriptasa (RT-PCR).'?"'4 Para la determinacion
del genotipo se uso la técnica RT-PCR; los polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) y la secuenciacidon en el laboratorio de virologia del
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri".t>

RESULTADOS

La edad promedio fue de 39,29 + 14,2 afios. Se estudiaron dos nifios. El tipo de
hemofilia mas frecuente fue la hemofilia A, 29 pacientes (85,3 %). La mayoria, 20
pacientes (69 %), resulto tener hemofilia leve. Solo cinco pacientes (14,7 %) tenian
diagnostico de hemofilia B (tabla).
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Tabla. Caracteristicas demograficas de los pacientes hemofilicos
infectados con VHC

| Caracteristicas de los pacientes hemofilicos (n= 34)
| Edad (afios), X £ Desviacion Estandar | 39,29 £ 14,2
| Tipo de hemofilia Coon %o
| Hemofilia A | 29 | 853
| Grave 3 | 10,3
| Moderada | . 20,7
| Leve .20 | 69,0
| Hemofilia B 5 | 14,7
| Grave | 0 | 0,0
| Moderada | 2| 40,0
| Leve 3 | 80,0
| Coinfeccién con otras enfermedades virales

| Hepatitis B o2 | 5,8
| VIH | 2 | 5,8

Del total de pacientes estudiados, 30 (88,2 %) presentaron anticuerpos contra el VHC
por (EIA-3) UMELISA-HCV, mientras que la confirmaciéon por VHC-ARN se logré
en 23 pacientes (67,6 %).

Se encontrd coinfeccion con el virus de la hepatitis B en 2 pacientes (5,8 %) e igual
porcentaje para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Para determinar la frecuencia de distribucion de los genotipos fueron tipados 20 pacientes
(58,8 %) (Fig.). El genotipo 1b fue identificado en 13 pacientes (38,2 %). Se encontrd
presencia de genotipos mezclados en 6 pacientes (17,6 %), distribuidos en 1b/3a y
1b/4a. Solo un paciente presentd genotipo 2 (2,9 %). No se obtuvo el genotipo en
14 pacientes.

Fig. Genotipos del virus de la hepatitis C en pacientes hemofilicos.
Leyenda. NT: no tipado l; genotipo 1bll; genotipo 1b/3a; genotipo 1b/4a[;
genotipo 2.

Fuente: Laboratorio de Virologia IPK.
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DISCUSION

El genotipo y la presencia de cuasiespecies guardan relacién con la evolucion a la
cronicidad y la respuesta al tratamiento con interferdn y ribavirina de los pacientes
infectados con el VHC. Estd demostrado que los pacientes que presentan el genotipo
1, 4 o su mezcla tienen una evolucidén hacia la cronicidad mas rapida y una respuesta
escasa al tratamiento, mientras que en los que muestran genotipos 2, 3, 50 6 la
duracion del tratamiento con interferén y ribavirina es menor y alcanzan una
respuesta viroldgica sostenida de mayor duracién. El genotipo mas frecuente
encontrado en el presente estudio fue el 1, lo que coincide con lo reportado
internacionalmente,!® pero es de destacar la identificacion del genotipo 4 en nuestros
pacientes, el cual ademas de ser infrecuente confiere una evolucién mas rapida hacia
la enfermedad hepatica crénica y una escasa respuesta virologica al tratamiento.!>17-
19 | os genotipos del VHC difieren en tres propiedades principales que destacan la
importancia de la diversidad genética entre los diferentes genotipos del VHC: la
prevalencia del genotipo del VHC esta frecuentemente asociado con ciertas zonas
geograficas;?° la patogenicidad de la infeccion por el VHC varia entre los diferentes
genotipos; por ejemplo, la infeccidon por el genotipo 3 del VHC, se asocia con un grado
mayor de esteatosis hepatica y la infeccion por genotipo 1 con un mayor riesgo de
desarrollo HCC, asi como otras enfermedades malignas;?! y las tasas de respuesta a
la terapia basada en IFN varian significativamente.??

La existencia de coinfeccion con el virus de la hepatitis B en 2 pacientes, al igual que
para el VIH en otros 2 pacientes del estudio, evidencia la similitud entre las vias de
transmision y los grupos de riesgo. También se observd la presencia de genotipos
mezclados y al relacionarlo con la coinfeccién con VIH se ha planteado que los
pacientes VIH positivos podrian tener una mayor diversidad de poblaciones virales del
VHC que los VIH negativos, debido a una menor presion selectiva de su sistema
inmune.!!

Tanto la coinfecciéon con VHB como con VIH le confieren al paciente hemofilico
infectado con el VHC, un peor prondstico en cuanto a su evolucion clinica. No se ha
observado un incremento marcado en la afeccién renal ni cardiovascular, pero si esta
reconocido el compromiso hepatico aumentado ya que la cirrosis hepatica se presenta
de 3-5 veces mas que en los pacientes monoinfectados y por tanto un nimero mayor
de muertes por esta causa. También se ha observado una mayor hepatotoxicidad con
la terapia antirretroviral en los pacientes coinfectados con VIH.23

Las limitaciones en cuanto al diagndstico histologico de la enfermedad hepatica en los
pacientes hemofilicos, por los altos riesgos de sangramiento que implican los
procederes invasivos, hacen que cada vez sea mas necesario un aumento en la
vigilancia de las enfermedades virales trasmitidas por la sangre y sus derivados.
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