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Transmision Horizontal del Virus de la Hepatitis C

1.1. Hepatitis NANB
1.1.1. Consideraciones histéricas y epidemioldgicas

En 1a década comprendida entre 1965 y 1975, se consiguieron
importantes logros en la reduccion de la patologia hepéatica trans-
fusional. El descubrimiento por Blumberg del antigeno de superfi-
cie del virus de la hepatitis B (HBsAg)', hizo factible la realizacién
de un primer screening pretransfusional efectivo, lograndose un
avance enormemente importante en el conocimiento etiolégico y
en la prevencion de las hepatitis postransfusionales. Trabajos rea-
lizados en Estados Unidos (EEUU) durante esta época, demostra-
ron que la exclusién conjunta de los donantes retribuidos y/o HB-
sAg positivos, se traducia en una disminucién de hasta un 80%
en la incidencia de hepatitis postransfusional?, por lo se generali-
z6 la aplicacion de estas medidas en los servicios de hemotera-
pia. Pero pese a lo esperado en un principio, la proporcién de
hepatitis postransfusional continué siendo relativamente elevada
y en muchas series incluso muy parecida a la registrada anterior-
mente, lo que llevdé a especular sobre la posible implicacion de
otros virus de conocido hepatotropismo, fundamentalmente el vi-

rus A (VHA), citomegalovirus y el virus de Epstein-Barr.

La posterior puesta en marcha de técnicas de identificacion del
VHA, junto a las evidencias de que este nunca se transmitia por
via parenteral, asi como el desarrollo de unas mas especificas y
sensibles reacciones serolégicas para la demostracion de infec-
cion por citomegalovirus y virus de Epstein-Barr, permitieron a
Feinstone y cols® en 1975, sentar las bases de una nueva entidad

clinica a la que en principio, se denominé de forma forzosamente
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Transmisién Horizontal del Virus de |a Hepatitis C

provisional y excluyente “hepatitis no-A, no-B” (NANB), termino
que englobaria a toda esta patologia hepéatica transfusional resi-

dual.

Pronto se llegé al convencimiento de que este tipo de hepatitis
obedeceria a un agente transmisible y en efecto, ello pudo ser
demostrado cuando Alter y cols.* y Tabor y cols.® consiguieron
transmitir la enfermedad a chimpancés mediante la inoculacién de
plasma de pacientes con hepatitis aguda o cronica NANB. Se de-
mostré con claridad que existia un estado de portador asintomati-
co crénico capaz de transmitir la enfermedad, cuya prevalencia,
deducida a partir del nUmero de casos producidos era del 6% en
donantes retribuidos y de alrededor del 2% en donantes volunta-

rios.

Progresivamente fueron acumulandose suficientes evidencias
epidemiolégicas como para presumir la existencia de al menos
dos agentes NANB. E!l primero de ellos reconoceria una transmi-
si6n parenteral dominante y seria responsable de la mayor parte
de los casos de hepatitis postransfusional, asi como de un por-
centaje variable de hepatitis esporadicas, y el segundo utilizaria
fundamentalmente la via de transmision orai-fecal y seria respon-
sable de brotes epidémicos, similares a los registrados para la
hepatitis A, en ciertas areas del mundo como China, India, Etio-
pia y México.®® Este virus de transmisién entérica que en 1983
fue identificado como una particula de 27 a 32 nm en heces de
pacientes inoculados voluntariamente y denominado “virus de la
hepatitis E” °, se caracteriza por presentar negatividad para los
marcadores serolégicos y dar lugar a una proporcién notable de

casos de hepatitis fulminantes sobre todo en mujeres gestantes.
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Transmisién Horizontal del Virus de la Hepatitis C

En cuanto al/los virus NANB de transmisiéon parenteral, en EEUU
ha sido cifrado como responsable de entre un 20% a un 40% de
los casos de hepatitis viral aguda'®, siendo la transmisién transfu-
sional la forma de difusién mejor conocida. Estudios en series de
hepatitis postransfusional utilizando sangre procedente de donan-
tes voluntarios y técnicas de screening de alta sensibilidad para
HBsAg, demostraron que mas de las dos terceras partes de ca-
sos, en algunas series mas del 90% correspondian a hepatitis
NANB?3'"-4 por lo que en ausencia de marcadores serolégicos
especificos, se analizaron una serie de factores que permitieran
identificar a los donantes con riesgo para la transmision de la
hepatitis NANB.

A principios y mediados de los 80, diversos trabajos entre eilos
los realizados por el TTVS (The Transfusién Transmitted Virus
Study) y el NIH (National Institute of Health EEUU)'5'8, demostra-
ron que los donantes con elevacion de transaminasas o anti-Hbc
positivos transmitian hepatitis con una frecuencia tres o cuatro
veces superior a la de sus homélogos sin estos marcadores, sugi-
riendo, en definitiva, que la exclusion de aquellos podia evitar un
30-40% de casos de hepatitis postransfusional. No obstante, la
relativa inespecificidad de estos marcadores indirectos no hacia
muy atractiva la idea de adoptarlos en el cribaje rutinario de do-
nantes para prevenir una infeccién que muchos consideraban como
benigna (75% de casos asintomaticos) y probablemente sin tras-

cendencia a largo plazo para el paciente.

El costo beneficio de la adopciéon de estos marcadores fue au-
mentando en pocos afios, cuando numerosos estudios demostra-

ron la extraordinaria tendencia de esta infeccion a cronificarse y
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la severidad de sus complicaciones a largo plazo. En efecto la
mayor diferencia de la hepatitis NANB con respecto a las hepati-
tis por virus Ay B es su elevada tendencia a la cronicidad. Aproxi-
madamente el 60% de pacientes infectados presentan elevacion
persistente o fluctuante de las transaminasas al cabo de un afo
de la exposicién'®, fenémeno inexistente en la hepatitis A e infe-
rior al 5% en la hepatitis B. Inicialmente se pensaba, dado que
los pacientes estaban asintomaticos y las alteraciones bioquimi-
cas eran escasas, que la lesion hepéatica en estos casos seria
leve. Sin embargo, los estudios histolégicos y el seguimiento du-
rante el mayor espacio de tiempo de los enfermos han demostra-
do lo contrario. Entre el 60% y 70% de los pacientes con hepatitis
cronica NANB presentan histologicamente lesiones graves de tipo

hepatitis crénica activa y cirrosis'®2,

Fue precisamente el reconocimiento de la gravedad a largo pla-
zo de esta infeccion e indudablemente la sensibilizaciéon del pa-
blico americano frente a la transmisién transfusional de enferme-
dades viricas durante la epidemia de SIDA, la que obligé a adop-
tar estos marcadores indirectos, en EEUU, en Junio de 1987. La
conveniencia de aplicar la misma estrategia en Europa, sin em-
bargo, resultaba controvertida ya que su aparente asociacién con
el estado de portador NANB podia variar de unas zonas geografi-
cas a otras, (en funcion de la prevalencia de otras causas de
hipertransaminasemia y de la epidemiologia local de la infeccion
por virus de la hepatitis B). En Espafia pais deficitario en unida-
des de sangre, la aplicacion conjunta de ambos marcadores ines-
pecificos podria suponer la exclusién de cerca de un 30% de las
donaciones dada la alta prevalencia de anti-HBc e hipertransami-

nasemia asintomatica en nuestro medio?'.
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Pese a la implantacién de los marcadores inespecificos en los
Bancos de Sangre en EEUU, un 3-4% de los enfermos transfundi-
dos continuaban desarrollando una hepatitis postransfusional®2. En
Europa Occidental, que carecia de una politica comin en el cri-
baje de donantes, la prevalencia de hepatitis postransfusional se

estimaba en torno a un 10% como media?2.

Aunque tradicionalmente la hepatitis NANB de transmision pa-
renteral ha sido considerada como una enfermedad asociada a
transfusion'*?3 los datos epidemioldégicos globales, al menos en
paises desarrollados, revelaban que sélo una pequefia propor-
cién de los sujetos con esta enfermedad poseian antecedentes
transfusionales y que la hepatitis NANB tenia lugar con mayor
frecuencia fuera de transfusion2®2¢. Datos aportados por los Cen-
ters for Disease Control’'s (CDC)?*, mostraban que en 1987, solo
el 5% de los pacientes referian antecedentes de transfusién san-
guinea, mientras que el 42% tenia una historia de adiccién a dro-
gas intravenosas, y existia un antecedente de exposicion profe-
sional con frecuente contacto sanguineo o de hemodialisis para
menos del 5% de los casos estudiados. De este modo para aproxi-
madamente el 40% de los casos de hepatitis NANB, no podia
registrarse una via de exposicion parenteral manifiesta tras una
cuidadosa investigacion2+2_Surgia de este modo, el termino de
hepatitis NANB esporadica definida como aquella que tenia lugar

como episodio aislado y en ausencia de factor de riesgo conoci-
do.

En base a esto, se consideraron diversas posibilidades de con-
tagio, entre ellas, la transmision vertical, maternofilial, a partir de

la observacién de algunos casos de elevacién de transaminasas
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en lactantes, hijos de madres que habian sufrido una hepatitis
aguda seronegativa durante el tercer trimestre de embarazo?. No
obstante, numerosos esfuerzos se dirigieron al estudio del papel
que la transmisién horizontal, sexual o no sexual, podia jugar,

como via alternativa de difusién de la hepatitis NANB.

La transmisién desde pacientes infectados a sus contactos y el
agrupamiento de casos en sujetos conviventes fue reportada a
principios de la década de ios ochenta?*?, sugiriéndose la posibi-
lidad de transmisién parenteral inaparente o sexual. Estudios rea-
lizados en colectivos homosexuales arrojaban porcentajes de in-
feccion NANB superiores a los registrados en los grupos control
empieados, aunque mas bajas en comparacién con otros virus de

conocida difusién por via sexual?°?°,

No obstante las mayores evidencias epidemiolégicas a favor
de la transmisién horizontal de la hepatitis NANB derivan del es-
tudio de casos y controles realizado por MJ. Alter y cols. en los
CDC?, destinado a identificar vias no reconocidas para la hepati-
tis aguda NANB. En un analisis multivariante de los datos epide-
miolégicos aportados por 52 pacientes que presentaban hepatitis
aguda NANB y por 104 sujetos controles, la Gnica diferencia sig-
nificativa entre ambos grupos fue haber tenido mas de dos pare-
jas sexuales en los seis meses precedentes y el contacto con un
miembro de la familia o pareja sexual con historia de hepatitis. En
este estudio no se hallé asociaciéon con procedimientos médicos
tradicionales como inyecciones o con otros tipos de exposicion
percutanea no habitual como tatuajes, acupuntura, y otros facto-
res de riesgo potenciales. Cuando el contacto sexual o familiar y

la actividad sexual con multiples parejas fueron aplicados conjun-
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taménte a la poblacién original de pacientes con hepatitis NANB
un porcentaje adicional del 11% poseia este factor de riesgo, lo
que sugeria que la transmision parenteral inaparente y/o sexual
podria jugar un importante papel en la difusién de la hepatitis
NANB (Fig. 1).

Figura 1. Factores de riesgo asociados a la hepati-
tis NANB (estudio casos-controles)

Transfusion

Multiple pareja sexual 6%

Otros
42%

Contacto familiar o sexual 5%

' Drogadiccién
34%

M.J. ALTER Y COLS. JAMA 1989
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A pesar de todos estos hallazgos, definir el rol del contacto
persona-persona en la transmisiéon de la hepatitis NANB se veia
dificultado por la ausencia de ensayos serolégicos especificos para
el agente o agentes etiol6gicos de esta enfermedad. Durante mas
de 10 afos, todos los intentos realizados por numerosos labora-
torios para identificar el/los virus de la hepatitis NANB o desarro-
llar un test antigeno-anticuerpo especifico resultaron inatiles. No
obstante, muy pronto se modificaria el panorama de la gran in-

cdgnita planteada por el diagnostico por exclusién de la hepatitis

- NANB.

1.1.2. Estrategias para la clonacion molecular del
agente etiolégico mayoritario de la hepatitis
NANB postransfusional

Aunque la naturaleza virica del agente responsable mayoritario
de la hepatitis NANB postransfusional era fuertemente sospecha-
da en base a los datos epidemiolégicos, clinicos e histolégicos de
la enfermedad, los estudios de laboratorio resultaron en gran par-
te infructuosos hasta que se desarroll6 un adecuado modelo ex-
perimental de enfermedad humana en chimpancés entre finales

de la década de los 70 y principios y mediados de los 80.

Estudios realizados en los CDC a partir de concentrados del
factor VIIl implicados en la transmision de hepatitis NANB a dos
individuos en 1977 proporcioné material potencialmente infeccio-
so para su manipulacién y aunque sus esfuerzos inicialmente se
centraron en la visualizacion de las particulas virus-like por mi-
croscopia inmunoelectrénica (MIE), parecia evidente que una

aproximacién méas extensa era necesaria para el aislamiento y la
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caracterizacion del agente etiolégico. Como resultado identifica-
ron una serie de objetivos con la esperanza de que los hallazgos
en una o mas areas claves ayudarian a conseguir un final con

éxito® (Tabla I).

Tablal. Objetivos de investigacion de la hepatitis
NANB postransfusional

a) Desarrollo de un modelo fidedigno de enfermedad humana en

primates, definiendo la historia natural de la enfermedad.

b) Determinacion del numero de agentes etiolégicos y caracteri-

zacion fisico-quimica de cada agente (virus).

c) Creacién de grandes pool de plasma altamente infeccioso

adecuados para la clonaciéon molecular del genoma viral.

d) Clonacién del genoma del agente mayoritariamente implicado
en la hepatitis NANB postransfusional y desarrollo de ensayos
serolégicos para marcadores de infeccion aguda y/o crénica

(anticuerpos virus especificos).

e) Definir la patogénesis de la enfermedad a nivel molecular asi
como mecanismos de persistencia del virus y lugares extrahe-

paticos de replicacién viral.

f) Posible desarrollo de vacunas recombinantes o derivadas de

cultivos tisulares.
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1.1.2.1. Desarrollo de un modelo experimental

la inoculacién intravenosa a cuatro chimpancés en febrero de
1978 con lotes de concentrados de factor VIl implicados en la
transmision de hepatitis NANB, dieron como resultado la eleva-
cién de actividad ALT e histologia hepatica concordante con in-
feccién viral®'. Estos hallazgos y los de otros investigadores*®32
sugirieron que el chimpancés era un modelo aceptable para el
estudio de la hepatitis NANB postranfusional. A partir de enton-
ces se llevaron a cabo estudios de transmision seriada de hepati-
tis NANB postransfusional a través de la inoculacién de homoge-
neizados de higado o plasma de fase aguda. Algunos animales
mostraron un particular modelo bifasico de elevacion de ALT mien-
tras que otros presentaron un solo pico bien definido de actividad
enzimatica. En casi todos los casos (95%) el pico de actividad
ocurrio entre los 50-70 dias después de la inoculacion, sugiriendo
que el curso de la enfermedad una vez establecida era practica-
mente independiente de la dosis de virus inoculada. En este sen-
tido estudios posteriores también demostraron que la primera ele-
vacién de actividad ALT en un animal infectado se correlacionaba
pobremente con el inéculo y que tan sélo una dosis infectante de
chimpancé (CID) podia indicar una enfermedad tan severa como

la causada por 100 millones CID%°,

El seguimiento durante mas de 12 meses de chimpancés infec-
tados permitié una aproximaciéon a la historia natural de la enfer-
medad. Se observé que frecuentemente los animales resultaban
infectados crénicamente por el virus de la hepatitis postransfusio-
nal NANB®. Varios modelos de actividad enzimatica fueron obser-

vados incluyendo la elevacion persistente o intermitente de los
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enzimas hepaticos, asi como la resoluciéon aparente de la enfer-
medad seguida por pequefios incrementos de ALT en periodos de
1-3 afos. Posteriormente, la naturaleza insidiosa de la hepatitis
NANB postransfusional fue confirmada en estudios de largo se-
guimiento en chimpancés infectados®. Adicionalmente, se obser-
vo que los periodos de recrudecimiento y aumento de actividad
hepatica se acomparnaban paralelamente de evidencias histol6gi-
cas y por microscopia electronica (ME) de un incremento de la
degeneracién hepatocelular o de la citopatologia y que la severi-
dad de los cambios ultraestructurales e histolégicos que aconte-
cian en chimpancés cronicamente infectados se relacionaba con

el tiempo transcurrido desde la infeccion inicial®.
1.1.2.2. Numero de agentes etiolégicos

Diferentes métodos fueron empleados para intentar definir el
numero de agentes etiolégicos responsables de la mayoria de las
hepatitis NANB postransfusionales. Se realizaron extensas series
de estudios cruzados en chimpancés usando factor VIII*', factor
IX3%, plasma H” %, y otros inéculos humanos. La inoculacién se-
cuencial de chimpancés con diferentes pares de material infeccio-
so dio a veces como resultado ataques separados de enferme-
dad. No obstante se pensé que la mayoria de estos “segundos
ataques” no eran sino recrudecimientos de la enfermedad. La biop-
sia hepatica de animales infectados por distintas fuentes de virus
mostraron similares cambios de ME, sugiriendo que el mismo o
un virus relacionado era el responsable de la mayoria de los ca-
sos de hepatitis NANB postransfusional. La observacién en los
estudios cruzados de interferencia virales heterdlogas llevé a la

necesidad de emplear métodos alternativos, utilizando inéculos
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con propiedades fisico-quimicas definidas o inéculos que induje-
ran hepatitis NANB asociadas a cambios de ME claramente dife-

renciales en los hepatocitos infectados.

Diversos investigadores identificaron diferencias de sensibilidad
al cloroformo (un disolvente lipidico) en los inéculos de hepatitis
NANB y se apoyaron en estas diferentes propiedades para indicar
la existencia de dos posibles agentes NANB. La infectividad en
chimpancés con un material potencialmente infeccioso podia ser
inactivada por exposicién al cloroformo, lo que sugeria la existen-
cia de un agente con envuelta lipidica. Tal fue la propiedad de
uno de los inéculos derivados de concentrados de FVIII caracteri-
zado por Bradley y cols.?” en los CDC y de un inéculo asociado a
transfusién caracterizado por Feinstone y cols.® en el NIH. Estos
agentes inducian cambios tubulares citoplasmicos constantes en
los hepatocitos de chimpancés infectados experimentalmente sien-
do denominados por Bradley y cols.*® TFA (Tubule-Forming Agent).
En contraste un segundo in6culo derivado del factor VIII® y otro
inéculo obtenido por Yoshizawa y cols.*® no inducian cambios ul-
traestructurales caracteristicos en los hepatocitos de chimpancés.
Estos hechos apoyaban la hipétesis de la existencia de dos agen-

tes probables de hepatitis NANB de transmision parenteral.

Seis tipos diferentes de alteraciones ultraestructurales se ob-
servaron en chimpancés infectados por el agente cloroformo-sen-
sible TFA®%4' Todos estos cambios estaban confinados en el cito-
plasma de las células hepaticas afectadas y guardaban gran simi-
litud con las alteraciones estructurales halladas en otro género
de células infectadas por distintos tipos de virus con la propiedad

comin de poseer un genoma de RNA. Es interesante hacer notar
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que estos cambios pueden observarse en hepatocitos de chim-
pancés infectados por el virus Delta, un virus defectivo de RNA
que requiere del VHB para su replicacion, y que son muy simila-
res a los cambios ultraestructurales que acontecen en células
infectadas por virus pertenecientes a las familias de los Picorna-
virus y Flavivirus asi como en el citoplasma de células infectadas
por una gran variedad de virus, entre los que se encuentran los
reovirus, influenzavirus, coronavirus y poliovirus, todos ellos virus
de RNA3°,

1.1.2.3. Propiedades fisico-quimicas de los agentes
etioldgicos

A pesar de los numeros intentos para visualizar al agente ma-
yoritario de la hepatitis NANB postransfusional parecia evidente
que el titulo de virus en suero y preparados hepaticos, era muy
bajo para permitir la deteccién por ME. En efecto, la mayoria de
los investigadores encontraban que los especimenes infecciosos
tenian igual o menos de 1000 CID/ml*?, lo que impedia visualizar
el agente viral por algunas de las técnicas habituales. Partiendo
de que la deteccion por ME requiere una concentraciéon de parti-
culas en rango de 107-10%ml, se emplearon otros métodos para
visualizar el virus por microscopfia inmunoelectrénica (MIE), una
técnica mas sensible que emplea anticuerpos contra agregados
virales especificos. Sin embargo aunque la MIE puede detectar
virus a concentraciones menores de 10° 6 107/ml, no se logré ob-
servar ninguna particula viral en muestras de plasma o higado de
pacientes infectados o chimpancés infectados experimentalmen-

te.
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La ausencia de informacién en 1981-82 sobre la morfologia del
agente mayoritario de hepatitis NANB postransfusional lievé a in-
tentar métodos alternativos para la caracterizacién del virus. La
distinta sensibilidad al cloroformo permitié definir la posible exis-
tencia de dos agentes viraies. Uno de ellos, el TFA que se carac-
terizaba por tener una envoltura lipoproteica, daba la apariencia
de ser el responsable mayoritario de la hepatitis NANB postrans-
fusional, lo que se deducia a partir de la frecuente presentacion
en chimpancés de cambios ultraestructurales caracteristicos rela-
cionados con este agente. Por tanto los esfuerzos se centraron
en intentar definir las propiedades fisicas de los cloroformo sensi-
bles TFA. Considerando que sélo ciertas familias de virus, tanto
de DNA como de RNA, tienen lipidos esenciales en su estructura,
se iniciaron estudios de tamafo-particulas con la idea de eliminar
aquellas familias que conteniendo lipidos excedian del tamafo
probable. Bradley y cols.® empleé 6 ml de plasma de chimpancé
de fase crénica, con aproximadamente 10° CID que fue pasando
de forma secuencial a través de filtros de distintos tamafios (450,
200 y 80 nm). El filtrado final fue empleado para inocular un chim-
pancé y demostrar de este modo que el TFA era menor de 80 nm

de diametro.

Todos estos hallazgos combinados, indicaban que el TFA era
un virus relativamente pequefo con cubierta y contenido lipidico.
Por procesos de eliminacion y clasificacion taxonémica se pensé
que sblo podria ser un miembro de tres familias, las denominadas
Togaviridae, Flaviviridae y Hepadnavirus o Delta virus. Otra alter-
nativa pero menos probable consistia en la posibilidad de que se
tratara de un miembro de una nueva y no descubierta familia de

virus. Estudios posteriores basados en métodos de hibridacién de
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acidos nucléicos mostraron que el TFA no era ni un hepadnavirus

ni un delta virus-like*3-4s,

1.2. El virus C de la hepatitis (VHC)

1.2.1. Clonacion del VHC y desarrollo de un ensayo
serolégico

Entre finales de 1970 y principios de 1980 se realizaron nume-
rosos intentos para desarrollar un enzimoinmunoanalisis (EIA) y
radioinmunoanalisis (RIA) convencionales para antigenos especi-
ficos del TFA utilizando fracciones IgA, IgG e IgM de suero o
plasma de fase aguda, convalesciente o cronica procedentes de
humanos o chimpancés. Sin embargo no se obtuvieron resultados
positivos. Los hallazgos reforzaban la nocién de que la escasez
de antigeno del virus en sangre era el principal problema, y suge-
rian fuertemente que el diagnéstico de hepatitis NANB postrans-
fusional aguda o crénica podria ser realizado con mayor probabi-
lidad en base a la seropositividad para anticuerpos virus especifi-
cos*®. Un método similar habia sido empleado para el diagnéstico
serologico de pacientes con infeccion por VHA, donde la presen-
cia de IgM anti-VHA resultaba ser un constante marcador de in-

fecciéon aguda.

En 1989 todo el obscuro periodo anterior comienza a esclare-
cerse gracias a los trabajos realizados en colaboraciéon entre cien-
tificos de la Chiron Corporation y el equipo de Dr. Bradley en los
CDC* quienes desarrollaron una estrategia de clonacién original,

conjugando técnicas inmunolégicas y de genética molecular. Es-
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tos investigadores utilizando plasma de chimpancé infectado ex-
perimentalmente, que contenia titulos altos de virus, extrajeron
los acidos nucleicos mediante uitracentrifugacién intensiva, para
asegurar la recuperacion de cualquier virus pequefo. Todo el
material genético recuperado fue transcrito a DNA complementa-
rio (cDNA), mediante “random primers”, construyendo una geno-

teca de cDNA en un vector de expresion (fago lambda gt,,,, que
se utilizé para infectar Escherichia coli y, de esta forma, lograr
expresar las proteinas codificadas por cada clona. Las diversas
proteinas asi obtenidas se pusieron en contacto con plasma de
pacientes con hepatitis cronica NANB, en los que se supuso de-
bian existir anticuerpos contra el virus. Se obtuvo, pues, una clo-
na, la 5-1-1, que expresaba un antigeno que reaccionaba con el
suero obtenido en fase de convalecencia, pero no con el suero
obtenido del mismo sujeto antes de la adquisicién de la enferme-
dad. Esta clona codificaba al menos un epitopo especifico reco-
nocido por anticuerpos de pacientes con hepatitis NANB y estaba
incluida en otra de mayor longitud, la clona 81, que no se relacio-
naba con material genético derivado del chimpancés, sino que
procedia de un RNA de cadena sencilla, especificamente asocia-
do con la hepatitis NANB y cuyo tamafio original debia ser de
alrededor de 10.000 nucleétidos y que constituiria el genoma del
virus responsable. Posteriormente y tras la clonaciéon en levadu-
ras, de parte de este genoma fundido con el gen superéxido dis-
mutasa humana, se sintetizé un polipéptido formado por 363 ami-
noacidos, que constaba de tres epitopos contiguos de la regién
no estructural del genoma, denominado ¢c100-3 y que fue utiliza-
do para el desarrollo de una sonda de captura en fase sélida para

detectar anticuerpos especificos, mediante inmunoanalisis.
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La aparicién bien documentada de seroconversiéon en los pa-
cientes y los chimpancés con hepatitis NANB, pero no en los indi-
viduos control, y los resultados obtenidos al analizar un panel de
sueros codificados preparado por el NIH, frente al que anterior-
mente habian fracasado otros inmunoanalisis, proporcionaron prue-
bas convincentes de la especificidad y la sensibilidad del nuevo
test para detectar anticuerpos en la hepatitis NANB de transmi-
sién parenteral. La posterior demostracion de anticuerpos en pa-
cientes con hepatitis cronica postransfusional NANB, procedentes
de areas geograficas muy alejadas entre si, asi como en una pro-
porcion elevada (mayor al 50%) de individuos con hepatitis NANB
clinicamente bien definida pero sin una via identificable de conta-
gio, permitié sugerir la existencia de un agente infeccioso al que
Kuo y cols.*® denominarian “virus de la hepatitis C “ (VHC), y
que seria responsable de la mayor parte de la hepatitis NANB
postransfusional a nivel mundial y de un gran porcentaje de he-

patitis NANB adquirida en la comunidad.

1.2.2. Caracterizacién molecular y clasificacién
taxondémica del VHC

El VHC posee un genoma de RNA de cadena simple con pola-
ridad positiva, de unos 9.400 nucleétidos que codifica una poli-
proteina precursora de unos 3.010 o 3.011 aminoacidos. El geno-
ma contiene regiones estructurales en el extremo 5’ y componen-
tes no estructurales en el extremo 3'. Se han podido identificar
varias zonas abiertas de lectura: C, S, NS1, NS2, NS3, NS4 y
NS5 (Fig 2). La region “C" y “S” codifican proteinas estructura-

les para la nucleocapside (core) y para ia envoltura celular (surfa-
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ce) respectivamente. Las regiones “NS” codificarian proteinas no

estructurales de funciéon aun no definida*®5°.

Figura 2. Propuesta de estructura genémica del

VHC
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Alter, H.J. Ann Int Med 1991; 115:644-49.

La regién 5’ terminal del genoma muestra cerca del 50% de
homologia con la regién correspondiente de pestivirus animales®'.
A nivel de la secuencia de aminoacidos, hay homologia limitada
con la helicasa no estructural codificada por estos pestivirus, al-
gunos virus de plantas y en menor grado con la helicasa codifica-
da por los flavivirus®?. Ademas de la similitud entre dominios pro-

teicos codificados por el VCH, y los flavivirus y pestivirus, el perfil
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hidrofobico de la poliproteina codificada por estos tres tipos vira-
les son extraordinariamente similares®®. Estas caracteristicas ge-
némicas junto a otras fisicas previamente conocidas como la pre-
sencia de envoltura lipidica deducida por su sensibilidad al cloro-
formo y el tamafo estimado por procedimientos de ultracentrifu-
gacién y microfiltracién entre 40 y 80 nm, situarian al VCH dentro

de la familia “Flaviviridae”.

Las diferencias aisladas del VHC, caracterizadas hasta la fe-
cha, muestran una significativa heterogeneidad en la secuencia-
cién gendémica, sugiriendo la existencia de distintos genotipos es-
trechamente relacionados®*%, tales variaciones genéticas podrian
suponer un problema para el desarrolio de una técnica diagnésti-
ca sensible y especifica, asi como para el disefio de una vacuna
eficaz. En definitiva, los hallazgos realizados hasta la fecha, indi-
can que el VCH es un agente Gnico, estrechamente relacionado
con los pestivirus seguidos de los flavivirus por lo que podria
merecer ser clasificado como género separado dentro de la fami-

lia Flaviviridae junto con los flavivirus y pestivirus®.

1.2.3. Métodos diagndsticos para la deteccion del
VHC

Actualmente, en la practica clinica, el diagnéstico de la hepati-
tis por virus C, se basa en procedimientos inmunoserolégicos que
pretenden detectar la presencia en el suero de anticuerpos contra
los componentes antigénicos del VHC. Aunque esto ha supuesto
un paso de gigante en el diagnéstico serolégico de la hepatitis
NANB que hasta el momento era sélo posible en base a un enojo-

so procedimiento de diagnéstico por exclusion, también ha su-

B 28



Transmisiéon Horizontal del Virus de la Hepatitis C

puesto el comienzo de una era de nuevos problemas que basica-
mente contindan sin resolverse debido a la carencia de un proce-
dimiento serolégico sencillo para la deteccién de antigenos de
este agente viral. La razon de esto radica en la cantidad de parti-
culas viricas presentes en el suero que probablemente es muy
reducida en la mayoria de los casos. No obstante empleando
métodos sofisticados de biologia molecular se ha conseguido de-
tectar la presencia de secuencias de nuclieétidos pertenecientes
al acido nucleico especifico del virus de la hepatitis C en el suero
de algunos pacientes, lo que probablemente sea debido a la pre-
sencia de viriones circulantes y refleje la existencia de replicacién
activa del virus C. Pero este procedimiento resulta complejo y
lleno de escollos técnicos para su aplicacion rutinaria en la clini-

ca practica.

Por todo esto, el diagnéstico serolégico de la hepatitis C se
halla todavia en sus inicios y ninguna de las pruebas disponibles
es lo suficientemente sensible ni especifica para considerar re-
suelto satisfactoriamente el problema del diagnéstico de la hepa-
titis C, por lo que al menos durante algin tiempo, continuara sien-

do un reto para cientificos y clinicos.

1.2.3.1. Deteccidn de anticuerpos anti-c100-3

La primera prueba serolégica utilizada para el diagnéstico de
la hepatitis C ha sido la determinacién de anticuerpos contra el
antigeno no estructural c100-3 del VCH. Inicialmente se realizé
en forma de radioinmunoanalisis (RIA) y posteriormente se adap-
t6 para su aplicacién en forma de enzimoinmunoanalisis (EIA),

poniéndose comercialmente disponible a nivel mundial como pri-
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mera herramienta diagnéstica. La importancia y el interés diag-
néstico de la determinacién de anticuerpos contra el antigeno ¢100-
3, se pusieron tempranamente de manifiesto en el trabajo inicial
de Kuo y cols.*®, en el que demostraron la estrecha asociacién
entre la presencia de estos anticuerpos y la hepatitis NANB, tanto
postransfusional como esporadica. Otros trabajos posteriores no
han hecho sino confirmar la asociacion entre la hepatitis NANB y
la presencia de anticuerpos anti-c100-3 en el suero, tanto en el
terreno de la hepatitis postransfusional como en el de la hepato-

logia clinica.

El seguimiento serolégico de los pacientes con hepatitis pos-
transfusional y de chimpancés infectados experimentalmente ha
proporcionado informacion acerca de ia dinamica de la respuesta
de los anticuerpos anti-c100-3 en la infeccién aguda y en la infec-
cién crénica por el VHC transmitida por via parenteral. El compor-
tamiento de la respuesta de anticuerpos en el hombre con hepati-
tis postransfusional y en el chimpancés infectado experimental-
mente parece bastante similar®’58, La aparicion de estos anticuer-
pos no ocurre precozmente en el curso de la infeccién sino que
tiene lugar algun tiempo después del momento en que se detecta
la elevacion de las transaminasas. Este intervalo es de un prome-
dio de 15 semanas, aunque ocasionalmente no se detectan hasta
pasado un afo. En los casos en que la infeccion se hace crénica
la deteccién de anticuerpos parece ser constante y mantenerse
durante mucho tiempo. Sin embargo en los pacientes con hepati-
tis aguda, la aparicion de anticuerpos no es constante, sélo se
detectan en algo mas de la mitad de los casos y estan presentes
de forma transitoria, aunque puedan transcurrir muchos meses

desde la resoiucién bioquimica de la enfermedad hasta la negati-
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vizacién de los anticuerpos, de hecho, estos pueden permanecer
detectables muchas semanas después de la normalizacién de las
transaminasas y cuando ya no se detecta replicacién del virus C,
a juzgar por la ausencia de RNA-VHC en el suero de los pacien-
tes®. Estos hallazgos indican que la determinacién de anticuer-
pos contra el antigeno ¢100-3 no constituye un procedimiento ideal
para el diagndstico temprano de la hepatitis C reciente, y aunque
el EIA comercial detecta anticuerpos quizas ligeramente antes que

el RIA, es aun varias semanas después del ataque agudo.

Por otro lado la deteccion de estos anticuerpos por el método
de EIA plantea algunos inconvenientes importantes de sensibili-
dad y especificidad, por lo que se debe guardar cautela a la hora
de interpretar sus resultados. Gran parte de los estudios han de-
mostrado la aparicion de anticuerpos anti-c100-3 en la mayoria
de los pacientes con hepatitis postransfusional y también han pues-
to de manifiesto que casi todos los casos ocurren tras la adminis-
traciéon de sangre de donantes reactivos para anti-c100-3, lo que
constituye una evidencia de que la positividad de estos anticuer-

pos senala la presencia de infeccion por el VHC®®,

Sin embargo, la asociacién entre hepatitis postransfusional y
reactividad para anti-c100-3, aunque estrecha, no es absoluta.
Existen donantes de sangre seronegativos que pueden transmitir
la hepatitis C, lo que indica que algunas personas infectadas e
infectantes no desarrollan este anticuerpo. Alter y cols.” han su-
gerido que la aparicion relativamente tardia de anti-c100-3 en el
curso de la infeccidon podria explicar este fenémeno. Sin embar-
go, el seguimiento a largo plazo de estos donantes, ha puesto de

manifiesto que suelen ser seronegativos de forma persistente, lo
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que sugiere que en algunos casos la infeccién por el VHC puede
existir en ausencia de anticuerpos anti-c100-3 detectables por EIA,
por lo que el screening de donantes de sangre con esta técnica
no evitaria un porcentaje importante de casos de hepatitis C pos-
transfusional®'. Ademas, aunque en la mayoria de los estudios
realizados, el anti-c100-3 se positiviza en aproximadamente un
90% de los casos de hepatitis NANB postransfusional, no siempre
ocurre asi. En un estudio realizado por Feinman y cols.®? de ca-
sos de hepatitis postransfusional prospectivamente recopilados,
la proporcion de seroconversion fue mas baja de lo habitual, sin
que esté claro si esto pudo ser debido a casos de hepatitis que
no produjeron anti-c100-3, o que dieron niveles poco importantes
o para un periodo limitado de tiempo. También es posible que en
estos casos la enfermedad pueda ser debida a variantes del VCH
que son diferentes de aquellas que dan un resultado crénico de
la enfermedad con una respuesta vigorosa de anticuerpo anti-c100-
3, e incluso que se trate de algin otro virus NANB atn no identi-

ficado®3.

Pero si los problemas de baja sensibilidad y “falsos negati-
vos” son particularmente cruciales para el screening en bancos
de sangre y la prevencion de la hepatitis postransfusional, exis-
ten otras limitaciones para este ensayo serolégico que obstaculi-
zan su aplicacion diagnéstica en el escenario clinico. Nos referi-
mos a las evidencias acerca de su falta de especificidad y pre-
sencia de “falsos positivos”. Algunos donantes seropositivos no
presentan signos clinicos de enfermedad hepatica, y los recepto-
res de su sangre no desarrollan hepatitis postransfusional. Pare-
ce, por tanto, que algunas personas con reactividad para anti-

c100-3 no son infectantes, y en el momento actual resuita dificil
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discernir si la presencia del anticuerpo refleja en ellas una infec-
cién pasada o si se trata de reacciones positivas falsas frente al
anti-c100-3.

Esta situacion de falsa reactividad, se ha observado con parti-
cular frecuencia en algunas enfermedades clasicamente reconoci-
das como de naturaleza autoinmune. En un estudio realizado en
pacientes con hepatitis créonica autoinmune de tipo 1, McFarlane
y cols.®* comprobaron positividad para anticuerpos anti-c100-3 por
EIA en mas de la mitad de los casos estudiados durante una fase
de actividad de la enfermedad. La intensidad de ia reaccion se
correlacionaba con la concentracion de globulina en el suero, pero
la positividad de la prueba desaparecia cuando la enfermedad
entraba en remisién bajo tratamiento inmunosupresor. Observa-
ciones similares han sido descritas en nifios con hepatitis crénica
con marcadores seroldégicos de enfermedad autoinmune®. La con-
clusién de estos trabajos fue que en algunos pacientes con hepa-
titis crénica autoinmune, el EIA para anti-c100-3 puede dar resul-

tados falsamente positivos.

El mecanismo responsable de éstos no ha sido elucidado, es
posible que esté en relacion con la existencia en el suero de an-
ticuerpos contra algin componente antigénico que reaccione de
forma cruzada con el antigeno c¢100-3, o bien que en los sueros
hiperglobulinémicos exista algiin componente que ocasione una
reaccion totalmente inespecifica. Esta ultima posibilidad estaria
apoyada por las reacciones aparentemente falsas positivas ob-
servadas en los pacientes con artritis reumatoide o con parapro-
teinemia, en los que no existian evidencias ni antecedentes de

hepatitis®7,
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Los falsos positivos estan caracterizados por lecturas de den-
sidad oOptica relativamente bajas y son escasos en grupos de “alto
riesgo”. En consecuencia, mientras que el anti-c100-3 detectado
en un paciente con hepatitis postransfusional, en un drogadicto o
en un paciente con hemofilia es probablemente un anticuerpo an-
tiviral “verdadero”, la probabilidad de que la reaccién sea espe-
cifica disminuye en un donante de sangre o en un paciente con
enfermedad hepética cronica de causa no viral (autoinmune, alco-

hélica o por desérdenes metabdlicos).

La evidencia de que el EIA puede proporcionar resultados fal-
sos positivos ha determinado la busqueda de ensayos confirmato-
rios. En este sentido se ha desarrollado una prueba de radioin-
munoblot recombinante (Recombinant immunoblot assay, “RIBA”),
en la que el suero problema se incuba sobre una tira de papel de
nitrocelulosa en la que previamente se han fijado, en bandas trans-
versales separadas, el antigeno ¢100-3 obtenido en levaduras y
el antigeno 5-1-1, obtenido por clonacién en E. coli. En sentido
estricto, la prueba de RIBA no es genuinamente confirmatoria, ya
que emplea los mismos determinantes antigénicos presentes en
el EIA. El resultado del RIBA se considera positivo cuando las
dos bandas antigénicas reaccionan, negativo cuando no se ob-
serva ninguna reaccién e indeterminado cuando se comprueba
reacciéon contra sélo uno de los dos antigenos. La lectura de esta
prueba se realiza por control visual directo, por lo que puede ser
objeto de errores de interpretacion dependientes de la aprecia-

cién subjetiva del lector.

El RIBA parece ser menos sensible que el EIA y aunque se ha

observado una buena concordancia entre ambas técnicas, ésta
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no es perfecta, pues algunos sueros intensamente reactivos por
EIA resultan negativos por RIBA y, por el contrario, algunas mues-
tras débilmente positivas por EIA pueden ser reactivas por RIBA®.
Por otro lado se plantea el problema del patrén indeterminado
cuya significacién clinica y biolégica es desconocida. Es evidente
por tanto, que el RIBA tiene sus propias limitaciones y no consti-

tuye un procedimiento ideal para el diagnéstico de la hepatitis C.

En definitiva, la deteccion de anti-c100-3 parece plantear nu-
merosos problemas, por lo que, sin menospreciar la importancia
gue ha supuesto para el conocimiento de la responsabilidad del
VHC en el computo global de las hepatitis NANB, parecia clara la

necesidad de desarrollar mejores procedimientos de diagnéstico.

1.2.3.2. Deteccion de otros anticuerpos frente al VHC

En un intento de resolver las dificultades planteadas tanto por
la técnica de EIA como por el RIBA frente al anti-c100-3 se han
desarrollado y se estan evaluando nuevas pruebas serolégicas
que utilizan otros polipéptidos recombinantes obtenidos por clo-
nacién de distintas regiones del genoma del virus. Estudios preli-
minares han indicado que los anticuerpos anti-c22 y anti-c33c fre-
cuentemente aparecen antes que el anti-c100-3 en la infeccién
aguda, por lo que su deteccion podria reducir “la fase ventana”
de serologia negativa, permitiendo un diagnéstico mas precoz de

la infeccién por el VCH.

En la prueba denominada 4-RIBA (four-antigen recombinant
immunoblot assay), las tiras de nitrocelulosa incluyen cuatro anti-

genos recombinantes del VCH, los dos antigenos ¢100-3 y 5-1-1
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del RIBA clasico, un antigeno del core, el c22, y otro antigeno no
estructural, el ¢33c. La especificidad de esta prueba parece ser
mayor que la del EIA convencional de primera generacién (EIA-
1), ademas presenta la ventaja adicional de permitir la deteccién
de anticuerpos de un modo relativamente precoz tras una infec-
cién aguda por VCH, por lo que parece una de las pruebas mas
idéneas y practicas de las disponibles actualmente para el diag-
nostico de la hepatitis C. No obstante, aunque los resultados del
4-RIBA se correlacionan estrechamente con la viremia por el VCH®,
su sensibilidad es menor que la de un enzimoinmunoanalisis y
ademas es una técnica que resulta costosa y compleja para su
aplicacién como prueba de cribaje de primera linea en los bancos

de sangre.

Para vencer estas dificultades se ha desarrollado un EIA de
segunda generacién (c200/c22 EIA) (EIA-2) que incorpora el anti-
geno c33c (expresado como un polipéptido con el C100, denomi-
nado c200), y el antigeno c22 para la deteccién de anticuerpos
frente a las proteinas expresadas por regiones no estructurales y
estructurales respectivamente del genoma del VHC. Su sensibili-
dad es mas alta que la del EIA-1 probablemente debido a la res-
puesta de anticuerpos mas precoz frente a estos epitopos que
frente al antigeno ¢100-3 no estructural’’2, es por tanto mas util
para el diagnéstico temprano de la infeccion por el VCH y vence
parcialmente los problemas de falsa positividad. El EIA-2 en do-
nantes, detecta virtualmente todas las muestras anti-C100 positi-
vas, mas un porcentaje adicional que permite una reduccién de la
incidencia residual de hepatitis por VHC predecida después de
testar por EIA-1 y que segun algunos estudios no seria mas redu-

cida después de testar los “surrogate markers” 7. El EIA-2 resul-
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ta por tanto, un test idéneo para screening de donantes al permi-
tir una reduccion de la hepatitis NANB postransfusional y al ser
un método al menos tan sensible como el 4-RIBA™, pero que sin
embargo, tiene la gran ventaja de resultar mas Gtil en cuanto a

aplicabilidad y coste de la técnica.

1.2.3.3. ARN del VCH y técnicas de reaccién en cadena de
polimerasa (PCR)

Aunque la mayoria de los estudios han demostrado una aso-
ciacion clara entre la presencia de anti-VHC y hepatitis crénica
NANB, la deteccion de anticuerpos no puede determinar si un
paciente esta recuperado de una infeccion por el VHC o si aun es
portador del virus y por tanto potencialmente infeccioso. Por otro
lado los anticuerpos anti-VHC aparecen tarde, después del ata-
que de hepatitis®’%', y la duraciéon de la infectividad precedente a

la seroconversién permanecen inciertos.

La clonacién del genoma del VHC ha permitido conocer la se-
cuencia de los nucleétidos que lo constituyen, y tal informacién
ha conducido al desarrollo de técnicas de biologia molecular para
estudiar el material genético del VHC que pueda estar presente
en las muestras biolégicas de los pacientes presuntamente infec-
tados. El hallazgo de ARN del VHC (ARN-VHC) en el suero debe
interpretarse como una demostracion de la existencia de viremia
y, por tanto, de replicacion del VHC. Sin embargo, a diferencia de
lo que ocurre para el VHB, las técnicas de hibridacién molecular
convencionales no son apropiadas para detectar el ARN-VHC de-

bido a que la cantidad de viriones circulantes es habitualmente
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minuscula, por lo que su identificacion requiere del empleo de

técnicas sofisticadas de biologia molecular.

Una pieza fundamental en la investigacion de la biologia mole-
cular VHC es la amplificacion genética mediante la técnica de
“polymerase chain reaction” (PCR), que’permite efectuar miles
de copias de una molécula especifica de ADN y multiplicar su
concentracién para hacerla detectable por procedimientos mas
convencionales. La extraccion del ARN de las muestras a estu-
diar y su transcripcién a ADN complementario es un paso previo e
imprescindible a la amplificacién mediante PCR. La aplicacién de
estas técnicas, esta proporcionando informacién sobre aspectos
muy importantes, tanto de la biologia del VHC como de las infec-

ciones ocasionadas por el mismo.

Weiner y cols.”, describieron por primera vez, la presencia de
secuencias de ARN-VHC en plasma y tejido hepatico de pacien-
tes con hepatitis crénica y de chimpancés con hepatitis NANB.
Estos autores utilizaron como cebadores (primers) de la PCR una
pareja de oligonucleétidos sintéticos deriv‘ados de dos clonas con-
tiguas del genoma del VHC que flanqueaban una zona de 586 bp.
El producto de la reaccion lo pusieron de manifiesto utilizando
una sonda radioactiva apropiada. Con esta técnica detectaron la
presencia de ARN-VHC en el higado de 7 de 9 pacientes con
hepatitis crénica y anti-c100-3 positivo, y en 2 de 6 enfermos con
anti-c100-3 negativo, asi como en la fase inicial de una hepatitis
postransfusional antes de que aparecieran los anticuerpos anti-
c100-3. En chimpancés infectados experimentaimente observaron
que el ARN-VHC aparecia antes que los anticuerpos anti-c100-3,

y también comprobaron que en el curso de la infeccién por VHC
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era posible detectar viremia sin que se produjera seroconversion.
Asimismo, estos autores demostraron la presencia de ARN-VHC
en un suero que tampoco contenia anticuerpos anti-c100-3, pero

que se habia mostrado capaz de transmitir la hepatitis C.

Posteriormente Farci y cols.’™, realizaron un estudio de segui-
miento de cinco pacientes con hepatitis postransfusional y cuatro
chimpancés experimentalmente infectados con suero de cuatro de
estos pacientes. Estos autores utilizaron una modificacién de la
técnica de PCR disenando primers mas apropiados dentro de re-
giones mas conservadas del genoma del VHC y pudieron compro-
bar que el intervalo medio entre la exposiciéon y la aparicién en el
suero de ARN-VHC, que indica la existencia de viremia, fue muy
corto en todos los pacientes y chimpancés estudiados en contras-
te con el intervalo prolongado hasta el ataque de hepatitis y ele-
vacién de las transaminasas y el intervalo aun mas prolongado
antes de la primera aparicion de anti-VHC. De este modo durante
el periodo de silencio serolégico, el ARN-VHC es el unico marca-
dor que permite el diagnéstico de infeccién y la identificacién de
pacientes potenciaimente infecciosos los cuales no serian detec-
tados por la determinaciéon de anticuerpos. La multiplicacién tem-
prana observada en todos los pacientes fue consistente con el
patron observado en los chimpancés experimentalmente infecta-
dos. En caso de que la infecciéon se resuelva, el ARN-VHC des-
aparece, aunque el anticuerpo anti-c100-3 permanezca detecta-
ble. Si la infeccién se cronifica el ARN-VHC se detecta de forma
intermitente a lo largo del curso de la infeccién sin guardar una

correlacion estricta con los niveles de transaminasas.

Estos datos indican que el ARN-VHC es un marcador crucial
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para establecer el diagnéstico temprano de infeccién primaria por
VHC y es capaz de discriminar entre infeccién pasada y activa en
pacientes con patrones persistentes o fluctuantes de anticuerpos.
Ademas testar el ARN-VHC tiene valior pronostico ya que el acla-
ramiento sostenido de este marcador se correlaciona con la reso-
lucion de la enfermedad, mientras que la deteccién persistente de

ARN-VHC predice progresiéon a formas cronicas de hepatitis.

En el campo de la hepatitis postransfusional, algunos estudios,
han puesto de manifiesto que existe una buena relacién entre la
presencia de ARN-VHC en la sangre transfundida y la aparicién
de hepatitis en el receptor, de tal modo que la sangre virémica
transmite la hepatitis C independientemente de que contenga o
no anticuerpos anti-VHC?778, La determinaciéon de ARN-VHC, si
fuera técnicamente factible, seria un buen método para el cribado
de donaciones puntuales aunque no para la seleccién de donan-
tes habituales, puesto que un portador crénico de VHC puede no
presentar viremia en un momento determinado, sin ser imposible

que pueda presentarla en algiin momento ulterior de su evolucién.

Actualmente la determinacion de ARN-VHC como método diag-
noéstico de la hepatitis C presenta numerosas dificultades, algu-
nas relacionadas con la propia complejidad de la técnica y otras
derivadas de la aparente variabilidad genética del VHC54%%, siendo
posible que algunos de los falsos negativos obtenidos por PCR
puedan evitarse con el empleo de cebadores derivados de zonas
mas conservadas del genoma del virus que las utilizadas hasta
ahora. En cualquier caso esta técnica fidedigna y sensible para
detectar secuencias del VHC en tejido y plasma resulta muy va-

liosa para obtener informaciéon, no solo para el diagnéstico de
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infecciones debidas al VHC sino para intentar esclarecer la pro-
bable existencia de otros agentes asociados a la hepatitis NANB
y para evaluar el grado de eficacia de los posibles tratamientos

antiviricos.
1.2.4. Implicaciones clinicas de la deteccién del VCH

La hepatitis C es un problema sanitario importante en todo el
mundo, no solo por su frecuencia, sino también por las graves
consecuencias clinicas que conlleva. Se estima que anualmente
en EEUU ocurren unas 170.000 infecciones por hepatitis NANB,
la mayoria de las cuales estan causadas por el virus de la hepati-
tis C. La tasa de incidencia observada es de aproximadamente
7.6 por 100.000 habitantes™. El 50% de todos los infectados, evo-
lucionan a la cronicidad y de entre estos, un elevado porcentaje
lo hacen a formas graves de enfermedad hepética crénica (hepa-
titis crénica activa o cirrosis)®®®'. En la poblacién general, la sero-
prevalencia del VHC no muestra marcadas diferencias geografi-
cas. En EEUU, Alemania y Francia®¥#® las cifras de anti-VHC en
donantes voluntarios de sangre son del 0.3 al 0.7%; mientras que
en el sur de Europa y Japon®® se mueven entre el 0.9 y 1.2%.
En Espana®'®’ |la prevalencia global de donantes repetidamente

reactivos para anti-VHC es de alrededor del 1%.

Se han detectado claramente anticuerpos frente al VHC, aun-
que con distinta intensidad, en numerosas enfermedades hepati-
cas. En la hepatopatia cronica criptogenética definida como aquella
enfermedad de higado sin factor etiolégico identificable, la aplica-
cién de técnicas para la deteccion de anti-VHC ha puesto de ma-

nifiesto la presencia de este agente en una proporcién elevada
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de casos. En nuestro pais, se ha encontrado anti-VHC hasta en
aproximadamente el 80% de pacientes con hepatitis crénica y ci-
rrosis de origen desconocido®, cifras que concuerdan con las ha-
lladas en otras areas geograficas® y que ponen de manifiesto la
importancia de la infeccién por VHC como causa de enfermedad
hepatica crénica en nuestro pais. También en pacientes con en-
fermedad de higado alcohdlica se ha observado una tasa extraor-
dinariamente elevada de anticuerpos frente al VHC®®. Se han
informado prevalencias que oscilan entre el 25-35% y la presen-
cia de anti-VHC se ha asociado con la severidad clinica de la
enfermedad de higado®', con una supervivencia mas corta, y la
presencia de caracteres distintivos de hepatitis crénica activa en

la biopsia de higado en estos pacientes.

Otro hecho destacable, es el importante papel que el VHC pa-
rece representar en la patogénesis del carcinoma hepatocelular
(CHC). La presencia de anticuerpos anti-VHC ha sido elevada en
las distintas series estudiadas. En Italia® y Espana® entre el 75%
y el 80% de los pacientes con CHC presentan reactividad para
anti-VHC, cifras similares se han detectado en pacientes japone-
ses% y algo mas bajas en Estados Unidos y en el sur de Africa®.
En la actualidad se ignora si el desarrollo del tumor es conse-
cuencia directa de la capacidad oncogénica del VHC o depende

de otros factores, como la propia existencia de cirrosis hepatica.

También en pacientes afectos de hepatitis crénica con antige-
no de superficie de la hepatitis B positivo (HBsAg+), se ha obser-
vado la presencia de anticuerpos frente al VHC en cifras que ron-
dan entre un 11% y 18.4% de los casos®%_ En estos enfermos la

prevalencia de anti-VHC es mas elevada en los pacientes con
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anti-HBe positivo, sin evidencias de replicacion del VHB (DNA-
VHB negativo), en los que la persistencia de la hipertransamina-
semia hace considerar por un lado la posibilidad de que el VHC
pueda ser un importante cofactor en el desarrollo de enfermedad
hepatica activa en pacientes con hepatitis crénica B sin replica-
cion viral y por otro lado la hipétesis de que el VHC pudiera ac-
tuar suprimiendo la replicacion del VHB de forma parecida a como

lo haria el virus de la hepatitis delta (VHD).

Diversos estudios han puesto de manifiesto la presencia de
anticuerpos anti-VHC en enfermedades clasicamente reconocidas
como de naturaleza autoinmune®4®9  Probablemente las dificul-
tades para establecer unos criterios estrictos que definan la he-
patitis crénica autoinmune, son causa de las diferentes tasas de
prevalencia de anti-VHC informadas. Aunque la interpretacién exac-
ta de la positividad de anticuerpos anti-VHC en las enfermedades
hepaticas autoinmunes (y viceversa) plantea dificuitades, existen
algunos datos que pueden disminuir las posibilidades de error en
el diagnéstico diferencial entre esta entidad y la hepatitis crénica

por virus C.

De un modo general, asociando los hallazgos derivados de di-
versos estudios®8588.97 parece que los pacientes con hepatitis cré-
nica C presentan una reactividad intensa para anti-VHC, suelen
tener antecedente de una posible inoculacién parenteral, los au-
toanticuerpos estan presentes a titulos bajos y suelen mostrar
una actividad de enfermedad hepéatica mas bien modesta. En con-
traste, los pacientes con hepatitis crénica autoinmune presentan
menor reactividad anti-VHC, los titulos de autoanticuerpos son

elevados, la enfermedad es mas activa, con transaminasas mas
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elevadas y suelen presentar una respuesta favorable al tratamiento
con corticoides. En estos casos, la presencia de anti-VHC podria
considerarse como un proceso de reactividad cruzada o como un
fendmeno inespecifico de reactividad, y raramente indicaria infec-
cién por el VHC. En el momento actual, la posibilidad de la apli-
cacioén de técnicas de PCR para la deteccién del RNA del VHC ha
supuesto una valiosa herramienta para la diferenciacion de estas
dos enfermedades, hecho que es de suma importancia no sélo
desde el punto de vista del ejercicio diagnéstico sino fundamen-
talmente por las dificuitades que comporta el tratamiento en la
practica de estos enfermos y que podria ser diametraimente opues-

to para cada una de las dos entidades.
1.2.5. Hepatitis C de transmision parenteral

La difusién del VHC por exposicién percutanea directa a san-
gre, esta bien documentada® %, las personas cominmente consi-
deradas con alto riesgo para adquirir el VHC incluyen receptores
de sangre y productos sanguineos, drogadictos intravenosos, per-
sonal sanitario con exposicién profesional a sangre y pacientes

hemodializados.

En el terreno de la hepatitis postransfusional la introduccién
de técnicas para Ia‘deteccién del VHC ha supuesto un notable
avance en lo que se refiere a la prevencion de la enfermedad.
Tras la implantacion del cribaje sistematico de donantes volunta-
rios para anti-VHC en los bancos de sangre, se ha obtenido una
drastica reduccion de la incidencia de hepatitis NANB postransfu-
sional, alrededor del 50% en EEUU® y del 70% en nuestro entor-

no®'. Pero a pesar de los resultados alcanzados, aln quedan va-
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rias cuestiones por aclarar asi, el screening para anti-VHC en
donantes detecta aproximadamente el 85% de portadores de anti-
cuerpos lo que disminuiria de forma importante la incidencia, pero
no eliminaria completamente el riesgo de hepatitis NANB postrans-
fusional. Este hecho plantea por un lado la necesidad de desarro-
llar mejores técnicas para la deteccién de anticuerpos frente al
VHC mediante la adicion de nuevos epitopos inmunogénicos, y
aln mas, la necesidad de contar con ensayos que permitan la
determinacion de antigenos para el virus, lo que es mas dificil de

lograr teniendo en cuenta la baja carga virica circulante del VHC.

Mientras tanto, resuita cuestionable la necesidad de mantener
la vigencia de los marcadores indirectos, es decir la determina-
cién de hipertransaminasemia y/o anti-HBc, para la deteccién de
donantes potencialmente peligrosos. En paises como EEUU se
contindan utilizando los “surrogate markers” junto al cribaje para
anti-VHC, presumiblemente mas por razones éticas y legales que
estrictamente cientificas, sobre todo cuando la eficacia y rentabi-
lidad de esta estrategia combinada no ha sido probada de forma
contundente y prospectiva. Mayores dificultades existen en nues-
tro entorno, donde la prevalencia de anti-HBc alcanza e incluso
puede llegar a superar, en ocasiones, el 15%, lo que supondria
una perdida insoportable de donantes. Posiblemente una estrate-
gia mas coherente de actuacion en nuestra area podria ser la
exclusién de donantes hipertransaminasémicos y/o anti-VHC po-

sitivos.

Otras medidas de prevencion que han suscitado un enorme in-
terés han sido la donaciéon autéloga y diferida de sangre para

casos de cirugia programada y la inactivacion viral por medios
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fisicos y quimicos de derivados plasmaticos. Esta ultima medida
se ha considerado con especial atencion en los pacientes hemo-
filicos en los que la prevalencia global de anti-VHC es muy ele-
vada, con cifras que oscilan entre el 64%'® y el 82%'"'. Diversos
trabajos han demostrado que la frecuencia de infeccién por el
VHC es mucho menor en aquellos pacientes hemofilicos tratados
exclusivamente con productos sometidos a procedimientos viruci-
das'%?'% siendo actualmente controvertida la cuestiéon de si la
inactivacién viral de los productos a infundir es preferible al scree-
ning y la seleccién de los donantes mediante la determinacién de
anticuerpos anti-VHC. Posiblemente la soluciéon a este problema
esté ya al alcance de la mano, con la utilizacién universal de fac-
tor VIl recombinante cuya eficacia e inocuidad parecen ser exce-

lentes'%5,

También los pacientes sometidos a hemodialisis periédicas
muestran una prevalencia de anti-VHC elevada. Nuestro pais arroja
unas cifras proximas al 20%'%%'%, similares a las halladas en uni-
dades de dialisis de otras areas geograficas'”’. La prevalencia de
dichos anticuerpos parece relacionarse con antecedentes previos
de hepatitis NANB, historia de ADVP, evidencia serol6gica de in-
feccién pasada o en curso por VHB, antecedente de transfusio-
nes multiples y el tiempo de duracion del tratamiento con hemo-
dialisis 1951 En estos pacientes la reduccion de la incidencia de
hepatitis por VHC estard en funciéon por un lado de una mejor
seleccion de los donantes de sangre mediante el cribaje previo
para anti-VHC, y por otro en el tratamiento de la anemia asociada
a la insuficiencia renal créonica con eritropoyetina humana recom-

binante, minimizando asi, el riesgo de transmision transfusional.
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En los adictos a drogas por via intravenosa, las cifras de
anti-VHC oscilan entre el 48% y mas del 90% de los sujetos estu-
diados'®.11112_ | ag prevalencias mas aitas se observan en aque-
llos que presentan simultaneamente serologia positiva al VIH!1%-112
o en drogadictos con enfermedad hepatica crénica''®. Es frecuen-
te que la positividad de anticuerpos frente al VHC en estos pa-
cientes se sume a las evidencias serologicas de infecciéon por otros
virus de la hepatitis, por lo que la presencia de anti-VHC debe ser
valorada con prudencia, ya que la hiperglobulinemia que suelen
presentar los drogadictos afectos de hepatitis crénica evoluciona-
da y/o los infectados por VIH pueden causar reacciones positivas
falsas. La prevencién en este colectivo es particularmente dificil y
se basa fundamentalmente en medidas de educacién sanitaria y
en la facilitacion de material de inyeccién de un solo uso, pero
aan asi, los resultados no son muy alentadores y ello pese a las
reiteradas campafias acometidas para concienciar en relaciéon a
un problema de mayor severidad e impacto social como es el SIDA

en el momento actual.

Otro aspecto de particular importancia en la transmisién paren-
teral del VHC lo constituye la inoculacién accidental en el perso-
nal sanitario con material potencialmente contaminado. El riesgo
vinculado a este modo de exposiciéon profesional ha sido evalua-
do en diferentes estudios y cuantificado entre un 0%-10%9%'"411¢,
Las recomendaciones de profilaxis postexposicién en tales casos
son considerablemente imprecisas''’, pero la administracion de
inmunoglobulinas inespecificas podria ser de aiguna utilidad dada
la eficacia demostrada en pacientes sometidos a cirugia cardiaca
bajo circulacién extracorpérea en una época anterior a la incorpo-
racion de la deteccidon sisteméatica de anti-VHC en nuestros ban-

cos de sangre''®.
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En los dentistas parece existir un mayor riesgo ocupacional para
la infeccion por VHC''®. Esto probablemente sea debido a la ex-
posicién a sangre, sin embargo, el hallazgo por Wang y cols.'?
de RNA del VHC en saliva de pacientes con hepatitis postransfu-
sional y algunas evidencias de que la hepatitis por VHC puede
ser experimentalmente transmitida a primates tras inoculacién de
saliva con RNA del VHC'?!, asi como la observacién de la proba-
ble transmision del virus por mordedura humana'??, sugiere que la
exposicién a saliva y posiblemente a otros fluidos corporales, po-
drian contribuir al riesgo ocupacional. Sin embargo, a pesar de
que en algunos estudios las prevalencias para personal sanitario
parecen ser mas elevadas respecto a los donantes de sangre
empleados como grupo control, estas son mucho mas reducidas
que las aportadas para otros grupos en riesgo, lo que indica que
la infeccion por VHC no es comin en los trabajadores sanitarios.
En un estudio realizado por M. De Luca y cols.'® en el que utili-
zaban como grupo control a empleados de otro sector no sanita-
rio perteneciente a la misma area geogréafica, los anticuerpos frente
al VHC fueron tres veces mas frecuentes en estos Gltimos que en
el personal sanitario lo que indica, por un lado que los donantes
de sangre son una muestra altamente seleccionada y por lo tanto
puede no resultar adecuada para los estudios comparativos, y por
otro lado que el riesgo ocupacional para la adquisicién del VHC
no parece ser significativo y probablemente las cifras de preva-
lencia estén mas relacionadas con variables de tipo socioeconé-

mico.
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1.2.6. Hepatitis C Esporadica

Bajo esta denominacion se incluyen todos aquellos casos de
infeccién por el VHC en los que no puede recogerse un antece-
dente de transmision parenteral manifiesta. Aunque ios limites de
esta designacion no estan claramente definidos, en términos ge-
nerales puede afirmarse que casi un 50% de los casos pueden
ser catalogados de esta forma®®®. Esta circunstancia ha estimu-
lado la investigacion de vias alternativas para la infecciéon por
este agente, que van desde la transmision a través de inyeccio-
nes con material no desechable cuya practica era frecuente afos
atras, hasta otras formas destacadas de contagio como la disemi-
nacién materno-filial y la transmision horizontal intrafamiliar y

sexual.

La posibilidad de transmision perinatal de la hepatitis NANB
fue sugerida antes del descubrimiento del VHC en base a algunos
casos comunicados de evidencia bioquimica de hepatitis en una
pequefia proporcion de nifos nacidos de madres con hepatitis
NANB aguda? y crénica'®*. La evidencia de transmisién vertical
para algunos virus de conocida difusion parenterali como el VHB,
el VIH y el virus de la leucemia de células T humana (HTLV-1)'2
'?7, hacian pensar que iguaimente el VHC podria transmitirse de
forma perinatal desde las madres infectadas a sus hijos recién
nacidos. Pero a pesar de todos los esfuerzos realizados, los co-
nocimientos de que disponemos actualmente contindan siendo

objeto de un intenso debate.

La presencia de anticuerpos anti-c100-3 en recién nacidos de

madres seroreactivas en el momento del parto, hizo sospechar
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fuertemente la posibilidad de transmision materno-filial del VHC,
sin embargo, la mayor parte de los estudios de seguimiento vinie-
ron a indicar que los anticuerpos eran adquiridos por transferen-
cia pasiva desde la madre al nifio por lo que en la mayoria de los
casos estos se negativizaban y se hacian practicamente indetec-
tables a los seis meses del nacimiento'?'2°, Se observé, ademas,
que estos cambios serolégicos ocurrian sin que existieran eviden-
cias clinicas ni bioquimicas de enfermedad hepatica en los recién
nacidos, todo lo cual venia a sugerir que la transmisién mater-
nofilial no parecia jugar un cometido importante en la difusiéon del
VHC128-130_

Posteriormente, el desarrollo de técnicas especificas de PCR
para la deteccién de RNA del VHC, ha permitido el empleo de las
mismas en el estudio de la transmisién perinatal, pero si bien al-
gunos autores como Thaler y cols'3'. encuentran RNA-VHC en una
elevada proporciéon de recién nacidos de madres anti-c100-3 po-
sitivas, e incluso en nifios con negatividad para anticuerpos en el
momento del nacimiento y sugieren que la infeccién perinatal po-
dria iniciar en los infantes un proceso de enfermedad silente o un
estado de portador crénico del VHC, estudios méas recientes em-
pleando también técnicas de PCR no han mostrado evidencias de
transmision perinatal'313 y parecen inclinar definitivamente la
balanza hacia una significacion muy pobre de esta alternativa,

aunque los resultados atin no puedan considerarse concluyentes’,

Existe, ademas, otro aspecto que requiere una correcta valora-
cién, ya que la observaciéon de casos de transmision materno-
filial, particularmente a partir de madres infectadas por el VIH'3®,

a llevado a considerar que el estado de inmunodeficiencia adqui-
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rida podria permitir una mayor actividad replicativa del VHC en la
madre infectada, y por tanto mayor riesgo de contagio para el
recién nacido. Sin embargo también en este sentido los hallazgos
han resultado contradictorios y algunos estudios no han eviden-
ciado mayor transmisién del VHC desde las madres coinfectadas
por ambos virus'®®'3', Son por tanto necesarios nuevos trabajos
sobre muestras amplias, con seguimientos durante -mas largos
periodos de tiempo y empleando ensayos que puedan medir cuan-
titativamente el RNA del virus para establecer correctamente la
eficacia de la transmision vertical del VHC y su importancia como

entidad epidemiolégica.

La transmision intrafamiliar de la hepatitis NANB y el agrupa-
miento de casos en sujetos conviventes fue comunicada a media-
dos y finales de la decada de los setenta2%2?83¢ sugiriendo la pro-
bable existencia de mecanismos de difusién no bien identificados
en el ambito familiar. Diversos estudios han hallado prevalencias
de anticuerpos frente al VHC en los conviventes de pacientes con
hepatopatia crénica y anti-VHC positivo mas elevadas que las
observadas en los donantes de sangre de la misma area geogra-
fica. Kamitsuka y cols'¥’. hallaron una prevalencia de anti-VHC
del 9% en los contactos familiares de pacientes con hepatitis cré-
nica NANB, cifra muy similar a la publicada por Ideo y cols'®,
(8%),y Bellobuono y cols'®. (7.3%), resultados que parecian indi-
car la posibilidad de formas de contagio no bien definidas entre
los sujetos infectados y sus contactos domésticos. A pesar de
estos hallazgos, el problema de la transmisiéon a conviventes del
VHC continua siendo todavia motivo de discrepancia y algunos
investigadores no han detectado enfermedad hepatica ni datos

serolégicos indicativos de infecciéon entre los conviventes de los
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pacientes con hepatitis cronica C estudiados'*®'*'; por ejemplo,
no hubo evidencias de infeccion por VHC en ninguno de los 62
contactos de pacientes con hepatitis cronica NANB bien documen-

tada, estudiados por Everhart y cols'*.

Estos resultados discordantes plantean la necesidad de nue-
vos estudios epidemiolégicos en un intento de definir con mayor
precision la importancia que la difusién del VHC puede tener en
el entorno familiar, ya que su conocimiento mas exacto, permitiria

ofrecer un adecuado consejo epidemiolégico.

La transmision sexual de la hepatitis NANB, habia sido sos-
pechada a raiz de los resultados de diversos estudios epidemio-
l6gicos?°?® que ponian de manifiesto la presencia de hepatitis
NANB en pacientes sin antecedentes de exposicion parenteral, y
que referian con mayor frecuencia que los grupos controles una
historia previa de exposiciéon sexual. El descubrimiento del VHC y
la posibilidad de examinar su presencia mediante la determina-
cién de anticuerpos especificos ha permitido la realizacién de es-
tudios encaminados a demostrar la relevancia que esta via de
contagio puede suponer. Sin embargo, los hallazgos obtenidos
hasta la fecha han resultado contradictorios, de modo que, mien-
tras algunos autores han encontrado cifras de anticuerpos frente
al VHC en grupos sexualmente promiscuos de 5 a 15 veces supe-
riores (5%-16%) a las alcanzadas para las poblaciones control'!'14>
46 o cifras entre el 6% y el 14% en parejas sexuales de pacien-
tes anti-VHC positivos'#1471%0 gygiriendo una relativa eficacia de
la transmision sexual del VHC; otros autores como Esteban y

cols'®, y Everhardt y cols'®. no han hallado evidencias de trans-
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misién sexual ni en los grupos con promiscuidad sexual ni en las

parejas de pacientes anti-VHC positivo estudiados.

La discrepancia de los resuitados obtenidos en los diversos
estudios, ha llevado a considerar la probable existencia de facto-
res capaces de inducir estas divergencias, motivando distintos
patrones de transmision del VHC. Una de las explicaciones posi-
bles es que la mayoria de estos estudios se basan en la detec-
cién de anti-VHC por técnicas de EIA-1 que sbélo detectan anti-
cuerpos frente al antigeno no estructural ¢c100-3 y que resulta
menos sensible que otros ensayos serolégicos desarrollados con
posterioridad, y que detectan anticuerpos frente a regiones es-

tructurales y no estructurales del genoma del VHC.

Otra posible explicacion para las divergencias halladas podria
radicar en la variacion individual de la infectividad. En este senti-
do se ha especulado que la coinfeccién por el VIH podria incre-

mentar la difusién del VHC como consecuencia de un aumento
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Aunque la hepatitis NANB fue inicialmente descrita en asociacion
con las transfusiones sanguineas'®?®, este modo de transmisién
ocurre solo para una pequefa proporcién de los casos de enfer-
medad aguda y cronica observados en la comunidad®2, Datos
epidemiolégicos aportados por los CDC?, mostraban que en 1987,
solo el 5% de los pacientes referian antecedentes de transfusién
sanguinea, mientras que el 42% tenia una historia de adiccién a
drogas intravenosas, y existia un antecedente de exposicién pro-
fesional con frecuente contacto sanguineo o de hemodialisis para
menos del 5% de los episodios estudiados. De este modo, para
aproximadamente el 40% de los casos de hepatitis NANB, no po-
dia registrarse una via de exposicion parenteral manifiesta tras
una cuidadosa investigacion2%2+2# surgiendo de este modo el ter-
mino de hepatitis NANB esporadica como expresiéon de aquellos
casos sin un factor de riesgo conocido para la transmisiéon de la
enfermedad. Esto unido al reconocimiento de la gravedad a largo
plazo de la infeccién NANB, con una elevada tendencia a la cro-
nificacién y evolucion a formas histolégicas graves'®?, estimula-
ron la investigacién de vias alternativas de contagio como herra-
mienta fundamental para el establecimiento de las adecuadas
medidas profilacticas. En base a esto, se consideraron diversas
posibilidades de contagio, como la transmision vertical, maternofi-
lial?'2¢ y también se especulé sobre el empleo de inyecciones

con material no desechable® cuya practica era frecuente afos

atras.

Sin embargo, buena parte de los esfuerzos de investigacion
epidemiologica se centraron en la consideracion del papel que
podia jugar la transmisién horizontal, intrafamiliar y sexual, en la

diseminacion de la hepatitis NANB. Las mayores evidencias en
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torno a este modo de transmisiéon, fueron comunicadas a princi-
pios de esta década y derivan de estudios de casos y controles
que mostraban, como diferencias significativas vinculadas a un
mayor riesgo de infeccion, la existencia de un mayor numero de
parejas sexuales en los seis meses previos al comienzo de la
enfermedad y/o tener un miembro de la familia o pareja sexual,
con historia de hépatitis"‘s. Pero a pesar de estos haliazgos, defi-
nir el rol del contacto persona-persona en la transmisién de la
hepatitis NANB se veia dificultado por la ausencia de ensayos
serolégicos especificos para detectar la presencia del agente o

agentes etioloégicos implicados en esta patologia.

La reciente clonacién del genoma del VHC*, agente responsa-
ble de la mayoria de los casos de hepatitis NANB postransfusio-
nales y esporadicos*, y la disponibilidad de un ensayo serolégico
para investigar la presencia de anticuerpos frente a este virus®,
ha supuesto un paso crucial en el conocimiento de las hepatitis
viricas y ha hecho posible la realizacion de numerosos estudios
encaminados a valorar la importancia que la transmisién intrafa-
miliar y sexual puede representar como via alternativa de difusion

de este agente.

Diversos trabajos han establecido prevalencias de anti-VHC
entre el 7.3% y el 9% en contactos domésticos de pacientes con
hepatitis crénica NANB o anti-VHC positivos'37-'3, cifras mas ele-
vadas que las obtenidas para los grupos controles, y que han
sugerido la posibilidad de difusiéon del VHC a través de formas de
contagio no bien identificadas en el ambito familiar. igualmente
otros trabajos realizados en poblaciones con riesgo para las en-

fermedades de trasmision sexual, han mostrado prevalencias en
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los grupos con promiscuidad estudiados, entre 5 y 1511142146 ye-
ces mas altas que las halladas en los donantes de sangre y cifras
entre el 6% y el 14%'¥'%° para las parejas sexuales de pacientes
anti-VHC positivos, lo que parecia indicar una cierta eficacia de
la via sexual como forma de contagio del VHC. Sin embargo, a
pesar de estos hallazgos, el problema de la transmisién horizon-
tal continua siendo alin objeto de un intenso debate y algunos
investigadores no han detectado enfermedad hepatica ni datos
serolégicos indicativos de infeccion entre los conviventes de pa-
cientes con hepatitis crénica C'*®'*' o en los grupos con promis-

cuidad sexual estudiados'°,

Las razones de estas discrepancias son, probablemente, multi-
ples y tanto relacionadas con la seleccion de probandos y grupos
control como también dependientes de la tecnologia utilizada. En
efecto, la mayoria de estos estudios se basan en la deteccién de
anti-VHC por técnicas de EIA de primera generacién que sélo de-
tecta anticuerpos frente al antigeno no estructural ¢100-3 y que
resulta menos sensible que otros ensayos serolégicos desarrolla-
dos con posterioridad’72, y que determinan anticuerpos frente a
regiones estructurales y no estructurales del genoma del VHC.
Igualmente, salvo excepciones, tampoco se han utilizado técnicas
de confirmaciéon de segunda generacion, lo que puede contribuir
a incrementar las divergencias por la introduccién de positivida-

des inespecificas.

Adicionaimente, al ser el VHC un virus de RNA cuyo cuantum
circulante en los pacientes infectados es extraordinariamente bajo,
una variable adicional a considerar es la posible diferente capaci-

dad infectante de casos indices bajo especiales circunstancias
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que pudiesen incrementar la carga viral C. En este sentido se ha
especulado sobre el posible papel que podria jugar la coinfeccién
por el VIH en aumentar la eficacia de la transmisién del VHC a
través de la via sexual. Apoyarian esta hipétesis diversos estu-
dios como los realizados por Simmond y cols's2. o por Eyster y
cols's', Este ultimo encuentra que las parejas sexuales de hemo-
filicos anti-VHC positivos infectados por el VIH, tenian cuatro ve-
ces mas riesgo de adquirir la infeccion por el VHC. Es, por tanto,
posible que aquellas circunstancias que comporten inmunosupre-
sién como la coinfeccién por el VIH, puedan aumentar el nivel de

viremia y por lo tanto facilitar la capacidad de difusiéon del VHC.

Parece, pues, evidente que el capitulo del papel que el contac-
to persona-persona representa en la difusién del VHC no puede
considerarse definitivamente cerrado. La necesidad de nuevos
estudios epidemioldgicos y aportar informaciéon a las cuestiones
planteadas, estimularon la realizacion de esta Tesis Doctoral en
un esfuerzo por ampliar nuestros conocimientos tanto en relacién
a la penetracion del VHC en el entorno familiar y en‘poblaciones
con riesgo para las enfermedades sexualmente transmitidas, como
en cuanto a la valoracién de los posibles factores que pueden
intervenir modificando la eficacia de la difusion de este agente a

través de la via sexual.
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29

Evaluar la eficacia de la transmision horizontal intrafamiliar
no sexual del VHC mediante una investigacién de la preva-
lencia de anti-VHC en los contactos domésticos de casos in-
dices reactivos para anti-VHC (drogadictos parenterales y he-
mofilicos), en comparacién con la hallada en un grupo control

de donantes de sangre.

Evaluar la eficacia de la transmisién sexual del VHC median-

te una investigacion de la seroprevalencia de anti-VHC en:

a) Individuos con elevada promiscuidad sexual (varones homo-
sexuales, prostitutas y clientes de prostitutas) en comparacion

con un grupo control de donantes.

b) Parejas sexuales estables de casos indices reactivos para anti-

VHC en comparacién con un grupo control de donantes.

Investigando adicionalmente el papel de la coinfeccién VIH como

posible modulador de la infectocontagiosidad del VHC en la trans-

misiéon sexual a parejas estables.
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4.1. Estudio de la transmisidn intrafamiliar
no sexual del VHC

4.1.1. Diseno
Estudio prospectivo.

4.1.2. Probados

Se investig6 la presencia de anti-VHC en 177 muestras séricas
pertenecientes a otros tantos contactos familiares no relaciona-
dos sexualmente con 84 sujetos casos indices anti-VHC reactivos
que referian factores de riesgo para virasis de transmisién paren-
teral. Adicionalmente se analizaron 210 sueros de donantes vo-
luntarios de sangre que fueron empleados como grupo control. La
participacion en el estudio fue voiuntaria, y se les garantizd a los
participantes que el acceso a los resultados de los test aplicados,
asi como a la informacién acerca de su historia y datos de identi-

ficacion personal, estaria limitado a los investigadores.
4.1.2.1. Casos indices

Entre 1986 y 1990 se seleccionaron sueros de 84 sujetos ca-
sos indices que referian antecedentes de exposicién a sangre o
productos sanguineos y que habian resultado reactivos para anti-
VHC, 81 (96.4%) fueron drogadictos intravenosos y 3 (3.6%) he-
mofilicos. De los pacientes casos indices 11 (13.1%) fueron muje-
res. La edad media fue de 24.6 + 5.9 afios (rango 16-53) y el
tiempo medio de adquisicién del factor de riesgo fue de 3.3 + 2.4
afios (rango 0.25-10) (Tabla Il).
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4.1.2.2. Conviventes no relacionados sexualmente

Entre 1986 y 1990 se obtuvieron sueros de 177 contactos do-
mésticos no relacionados sexuaimente con el caso indice. Del to-
tal de conviventes, 94 (53.1) fueron mujeres. La edad media fue
de 25.2 + 21.1 anos (rango 0.5-77) y el tiempo medio de convi-
vencia con el caso indice desde que este adquirié el factor de
riesgo fue de 2.76 + 2.2 anos (rango 0.25-8) (Tabla ll). Todos los
conviventes negaron antecedentes de transfusién y/o consumo de
drogas intravenosas y solo se incluyeron aquellos hijos de ma-
dres casos indices que habian nacido después de que esta hu-
biese adquirido el factor de riesgo para las virasis de transmisién
parenteral. Los contactos domésticos fueron incluidos en el pre-
sente estudio, a demanda del clinico que visité al caso indice
respectivo, los cuales habian sido asistidos en las areas de Con-
sultas externas y/o hospitalizaciéon del Hospital Universitario Vir-

gen del Rocio.

Tabla ll. Caracteristicas demograficas de los ca-
sos indices y contactos domésticos no

sexuales

CARACTERISTICAS CASOS CONTACTOS
DEMOGRAFICAS INDICES DOMESTICOS
Namero 84 177
Edad media 24.6 + 5.9 25.2 + 211
Tiempo medio’de convivencia NP 2.76 £ 2.2
Tiempo medio’adquisicion riesgo 3.3 + 2.4 NP

N¢ mujeres (%) 11 (13.1) 94 (53.1)

* Expresado en anos.
NP= No procede.
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4.1.2.3. Grupo control

Como poblacién control se eligieron 210 muestras séricas, se-
leccionadas al azar, extraidas a otros tantos donantes voluntarios
de sangre, que habian acudido en primera donacién al banco de
sangre del Hospital Universitario Virgen del Rocio en 1989. Nin-
guno de ellos tenia historia previa de hepatitis ni pertenecia a

ningln grupo de riesgo para virasis de transmisién parenteral.
4.1.3. Métodos de evaluacion

A cada uno de los contactos domesticos incluidos en el estudio
se le realizé un formulario destinado a descartar conductas de
riesgo para virasis de transmision parenteral y a conocer datos
demograficos y datos relacionados con el uso compartido de en-

seres potencialmente contaminantes con el caso indice.
4.1.4. Métodos de laboratorio

Las muestras de sangre obtenidas fueron sometidas a centrifu-
gacion y el suero resultante de cada una de ellas se conservé
bajo congelacion a -20°C. Todas las determinaciones de laborato-

rio fueron llevadas a cabo en el Hospital Universitario Virgen del

Rocio.
4.1.4.1. Anticuerpos frente al VHC

Todos los sueros fueron testados para anti-VHC por una técni-

ca de EIA de primera generacion (HCV Antibody ELISA system,
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Ortho Diagnostics, Raritan, EE.UU.). Esta es una prueba inmuno-
sorbente cualitativa, relacionada con enzimas, para la deteccién
de anti-VHC en el suero y plasma sanguineo humano. Los anti-
cuerpos detectados son los formados frente el antigeno de la re-
gién no estructural ¢700-3 del VHC obtenido por una técnica re-

combinante.

El procedimiento del ensayo consiste en una prueba de tres
fases realizada en un pocillo recubierto de antigeno recombinan-
te del VHC. En la primera fase, se diluye en el pocillo la muestra
a estudiar y se incuba durante un tiempo determinado. Si hay
anti-VHC en la muestra, se formaran complejos antigeno-anticuer-
po en la superficie del pocillo. Las proteinas no fijadas del suero
seran eliminadas en el procedimiento de lavado. En la segunda
fase, se anade un conjugado de anticuerpo monoclonal murino,
que se fija especificamente a la porcion anti-VHC de la IgG de los
complejos formados. Se procede de nuevo al lavado para eliminar
los no unidos. En la tercera fase, se agrega un sistema de detec-
cién enzimatico consistente en O-fenilalanina y peréxido de hidré-
geno. En presencia de conjugado fijado, la O-fenilalanina se oxi-
da dando un producto final coloreado. Se afade acido sulfarico
para detener la reaccién. La intensidad del color esta en funcion
de la concentraciéon de anti-VHC presente en la muestra, la cual

se mide con un lector.

Se consideraron negativas las muestras con valores de absor-
vancia inferiores al Valor de Corte, y positivas aquellas que pre-
sentaron por duplicado valores de absorvancia superiores o igua-
les al Valor de Corte. No hubo posibilidad de aplicar otro tipo de

ensayos para la deteccién de anti-VHC en las poblaciones descri-
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tas, por agotar la mayoria de las muestras séricas pertenecientes

tanto a los casos indices como a los contactos domésticos.
4.1.5. Analisis estadistico

Los test estadisticos empieados fueron: la prueba exacta de
Fisher para establecer las comparaciones en tablas 2x2, y el test
de Chi cuadrado para tablas de mayores dimensiohes. Los valo-
res de P menores de 0.05 se consideraron indicativos de signifi-

cacion estadistica.

4.2. Estudio de la transmision sexual del
VHC

4.2.1. Diseno
Estudio prospectivo.
4.2.2. Probandos
4.2.2.1. Sujetos sexualmente promiscuos

Se estudiaron a un total de 566 pacientes con riesgo para las
enfermedades de transmision sexual, incluyendo 310 prostitutas,
88 clientes de prostitutas y 168 varones homosexuales. Adicio-
nalmente, fueron analizados 400 donantes voluntarios de sangre
como grupo control. La participacion en el estudio fue voluntaria,

y se les garantizé a los participantes que el acceso a los resulta-
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dos de los test aplicados, asi como a la informacién acerca de su
historia y datos de identificacion personal, estaria limitado a los

investigadores.
4.2.2.1.1. Prostitutas

Se analizaron 310 sueros pertenecientes a prostitutas residen-
tes en Andalucia. Las muestras fueron obtenidas entre 1985 y
1990 en el mismo lugar donde ejercian la prostitucién, (burdel o
club de alterne) a la vez que se recogian datos demogréaficos y
datos relacionados con sﬁ actividad sexual. Solo se incluyeron en
este trabajo aquelilas prostitutas que negaron historia previa de
transfusion o de adiccién a drogas por via parenteral. La edad
media fue 29.2 + 6.9 afios (rango 18-62), el tiempo medio de pros-
tituciéon fue 5.2 = 5.1 afos (rango 1-36) y el numero medio de
parejas sexuales al mes fue de 61.7 + 68.7 (rango 1-515) (Tabla
nt).

4.2.2.1.2. Clientes de prostitutas

Entre 1986 y 1990 se obtuvieron sueros de 88 varones hetero-
sexuales promiscuos que referian contacto sexual frecuente con
prostitutas y que habian acudido a clinicas para enfermedades de
transmision sexual andaluzas. Se establecieron como criterios pre-
vios a su entrada en el estudio, haber mantenido contacto sexual
con al menos cinco prostitutas distintas en el ultimo afo, y care-
cer de antecedentes de homosexualidad, transfusion sanguinea y
drogadiccién intravenosa. La edad media fue 30.4 + 8.9 afios (ran-

go 18-59), el tiempo medio de practicas sexuales promiscuas fue
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de 11.1 + 7.8 afos (rango 2-30), y el numero medio de experien-
cias sexuales con prostitutas por afio fue de 22.3 + 29.6 (rango
5-108) (Tabla IlI).

4.2.2.1.3. Varones homosexuales

Se analizaron 168 sueros de varones homosexuales que fue-
ron obtenidos entre 1984 y 1990 en las areas de consultas exter-
nas y/o hospitalizacién del Hospital Universitario Virgen del Rocio
de Sevilla. Todos los varones homosexuales negaron transfusio-
nes previas o drogadiccién intravenosa. La edad media fue 29.6 +
8.1 afos (rango 16-69) y el tiempo medio de practicas homosexua-
les fue de 11.5 + 5.6 afos (rango 1-53). El nimero medio de
parejas sexuales por afio fue 49.7 = 42.4 (rango 1-1000) (Tabla
).

4.2.2.2. Grupo control

Como grupo control, se seleccionaron aleatoriamente 400 sue-
ros de donantes voluntarios de sangre, que habian acudido en
primera donacién al banco de sangre del Hospital Universitario
Virgen del Rocio en 1986. Ninguno de ellos tenia historia previa
de hepatitis ni reconocia adscripcion a ningin grupo de riesgo

para virasis de transmision parenteral.
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Tabla Ill. Caracteristicas epidemioldgicas de los
grupos sexualmente promiscuos y pare-
jas sexuales estables

Caracreristicas Clientes de Varones
Demograficas Prostitutas prostitutas homosexuales
Nimero 310 88 168
Edad media 29.2 + 6.9 30.4 + 8.9 29.6 + 8.1
Tiempo medio

de promiscuidad 5.2 £ 5.1 11.1 £ 7.8 11.56 £ 5.6
N2 medio

contactos/Tiempo 61.7 + 68.7 22.3 + 29.6 49.7 = 42.4

I+

Tiempo expresado en anos.
‘Tiempo expresado en meses.

4.2.2.3. Sujetos no sexualmente promiscuos

4.2.2.3.1. Parejas heterosexuales estables

Entre 1986 y 1991 se recolectaron muestras séricas pertene-
cientes a un total 423 parejas sexuales estables de casos indices
reactivos para anti-VHC los cuales habfan sido atendidos en tres
centros espafioles (170 en Sevilla, 143 en Oviedo y 106 en San
Sebastian). Del total de casos indices, 142 fueron adictos a dro-
gas por via parenteral (ADVP) y 281 fueron pacientes con hepati-
tis crénica C postransfusional o esporadica (Fig. 3). Trescientas
trece (74%) parejas heterosexuales estables fueron mujeres, la

edad media fue 39 +15 afios (rango 17-74) con dos extremos de
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mayor concentracién entre los 25-35 afios y en mayores de 55
afios. El tiempo medio de convivencia con el caso indice fue de
15 +12 afos (rango 1-50), concentrandose mayoritariamente en
menos de 5 y mas de 20 afios (Fig. 4). Todas las parejas sexua-
les estables negaron antecedentes de transfusion sanguinea, dro-
gadiccion por via intravenosa y/o contacto sexual con otras pare-

jas distintas al caso indice.

Figura 3. Parejas sexuales estables: procedencia
geogréafica y caracterizacion del caso in-
dice

N=423

Sevilla ADVP
170 40%

Oviedo San Sebastian
‘ 281 66%
Procedencia Caracterizacion
geografica del Caso Indice
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Figura 4. Parejas sexuales: edad y tiempo de con-
vivencia

39 15(17-74) 15 12(1 - 50)

< 25 <5
25-35 121 5-10
35-45 10 - 15
45 - 55 15 - 20
> 55 148 > 20

HAeoap L ConVIVENCIA

4.2.2.4. Grupo control

Se seleccionaron al azar 2886 sueros de donantes voluntarios
de sangre, que habian acudido en primera donacién al banco de
sangre de cada uno de los centros entre 1986 y 1991 (926 de
Sevilla, 1505 de Oviedo y 455 de San Sebastian). Ninguno de
ellos tenia historia previa de hepatitis ni pertenecia a ningun gru-

po de riesgo para virasis de transmisién parenteral.

A
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4.2.3. Métodos de evaluacion

A cada uno de los sujetos sexualmente promiscuos y parejas
sexuales estables incluidos en el estudio se les realizé un formu-
lario destinado a descartar conductas de riesgo para virasis de
transmisién parenteral y a conocer datos demogréaficos y datos

relacionados con su actividad sexual.

4.2.4. Métodos de laboratorio

Las muestras de sangre obtenidas fueron sometidas a centrifu-
gacién y el suero resuitante de cada una de ellas se conservé
bajo congelacién a -20°C. Las determinaciones de laboratorio fue-
ron llevadas en cada uno de los Hospitales participantes en el

estudio.

4.2.4.1. Anticuerpos frente al VHC

Todas las muestras fueron testadas para anti-VHC por un EIA-2
(Ortho HCV ELISA Test System 22 Generacién, USA) que incor-
pora el antigeno ¢33c (expresado como un polipéptido con el C100,
denominado ¢c200), y el antigeno c22-3 para la deteccién de anti-
cuerpos en suero o plasma frente a las proteinas expresadas por
regiones no estructurales y estructurales respectivamente del ge-
noma del VHC.

El procedimiento del ensayo se desarrolla en tres etapas, y se
lleva a cabo en un micropocillo recubierto de una mezcla de anti-

genos recombinantes del VHC. En la primera etapa, se diluye en
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el pocillo la muestra a estudiar y se incuba durante un tiempo
determinado. Si existen anticuerpos anti-VHC, se formaran com-
plejos antigeno-anticuerpo en la superficie del micropozo y las
proteinas no fijadas del suero seran eliminadas en el procedi-
miento de lavado. En la segunda fase, se afiade un conjugado de
anticuerpo monoclonal murino, que se fija especificamente a la
porcién IgG anti-VHC de los complejos antigeno-anticuerpo for-
mados. Se procede de nuevo al lavado para eliminar los no uni-
dos. En la tercera fase, se agrega un sistema de deteccién enzi-
matico consistente en O-fenilalanina y peréxido de hidrégeno. En
presencia del conjugado fijado, la O-fenilalanina se oxida dando
un producto final coloreado. Se afade entonces acido sulfdrico
para frenar la reacciéon. La intensidad del color esta en funcién de
la concentracion de anti-VHC presente en la muestra, la cual se

mide con un lector.

Se consideraron negativas las muestras con valores de absor-
vancia inferiores al Valor de Corte, y positivas aquellas que pre-
sentaron por duplicado valores de absorvancia superiores o igua-

les al Valor de Corte.

Los sueros repetidamente reactivos para anti-VHC por EIA-2,
fueron testados por 4-RIBA (Chiron RIBA HCV Test System 22
Generacion, USA), una prueba que detecta cualitativamente, anti-
cuerpos contra antigenos codificados del VHC en suero o plasma
humanos. El test reline cuatro antigenos recombinantes que son
los 5-1-1, ¢100-3, ¢33c, c22-3 y la superoxido dismutasa (SOD),
los cuales se inmovilizan como bandas individuales en tiras de
nitrocelulosa. Durante la incubacion con especimenes de suero y

plasma o los controles adecuados, los anticuerpos frente al VHC,
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si estan presentes, reaccionaran con las bandas de antigeno co-
rrespondientes. Después de retirar los anticuerpos no especificos
por lavado y aspiracién, las tiras reaccionan con conjugado de
IgG de cabra anti-humana con peroxidasa de rabano. Tras incu-
bacién, decantaciéon y lavado, para eliminar el exceso de conjuga-
do, se utiliza una solucién que contiene perdxido de oxigeno y 4-
cloro-1-naftol. Se forman modelos de bandas en cada tira; las
intensidades del coloreado de las bandas, de azul a negro, son '
proporcionales a la cantidad de anticuerpo conjugado ligado a cada
uno de los antigenos recombinantes en las tiras. La reactividad
de los especimenes hacia cada antigeno se determina comparan-
do visualmente la intensidad de la banda del antigeno individual
con las bandas de control interno de IgG, incluidas en cada tira.
Para nuestro analisis, las muestras 4-RIBA indeterminadas fueron

consideradas negativas.
4.2.4.2. Anticuerpos frente al VIH-1

Los anticuerpos frente al VIH-1 fueron testados en las parejas
heterosexuales estables y casos indices por una técnica de EIA
comercial (Recombinant HIV-1 EIA, Abbott Labs, Chicago, EE.UU.).
Esta técnica detecta los anticuerpos globales de la clase IgG diri-
gidos directamente contra los dos grupos principales de proteinas
del VIH-1: las de la envoltura y las del nucleo viral. El gen env o
gen de la envoltura, aporta el cédigo de sintesis de una glicopro-
teina precursora de 160 Kilodaltons (Kd) que es procesada para
producir dos nuevas glicoproteinas de 120 y 41 Kd. El gen gag o
gen del niacleo codifica una proteina precursora de aproximada-
mente 55Kd, que es procesada ulteriormente para dar origen a

tres proteinas de 24, 17 y 15 Kd respectivamente.

m /4



Transmision Horizontal del Virus de la Hepatitis C

Este sistema utiliza esferas recubiertas con antigenos del nu-
cleo y de la envoltura del VIH-1 obtenidos mediante técnicas de
DNA recombinante, lo que aumenta la especificidad de esta técni-
ca en relacién con otros procedimientos de EIA'. Las esferas
son incubadas con el suero o plasma humano a estudiar, y con
los controles apropiados. Si existen en el suero problema anti-
cuerpos frente al nicleo o la envoitura del VIH-1, se unen a los
antigenos de la fase sélida. Luego se incuba el complejo antige-
no-anticuerpo de la esfera con Ac de cabra anti-ilgG humana con-
jugado con peroxidasa de rabano picante. Los materiales no uni-
dos se eliminan mediante lavado de las esferas y se agrega una
solucién de O-fenilalanina que contiene perdéxido de hidrégeno.
La reaccién de la O-fenilalanina y peréoxido de hidrégeno con la
peroxidasa de rabano picante produce un color amarillo-anaranja-
do, cuya intensidad es directamente proporcional a la cantidad de
anti-VIH-1 presente en la muestra. La reaccion enzimatica se sus-
pende anadiendo acido sulfidrico 1 N y se mide la intensidad del
color formado con un espectrofotoémetro ajustado a 492 nm. La
presencia o ausencia del anti-VIH-1 se determina comparando la
absorcién de la muestra con un valor limite calculado; absorcio-
nes iguaies o mayores a éste se consideran positivas. Fueron con-
siderados positivos aquellos sueros en los que se observé reacti-

vidad en dos determinaciones distintas.

Todos los sueros que resultaron positivos por EIA fueron con-
firmados mediante una técnica de western-blot (New Lav Blot |,
Institute Pasteur, Paris, Francia). Esta técnica es un inmunoblot
consistente en un lisado de células infectadas por el VIH-1 en un
cultivo celulér continuo y parciaimente purificado por diferentes

centrifugaciones después del lisado celular y separado en protei-
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nas virales segun sus diferentes pesos moleculares. Estas protei-
nas virales son posteriormente transferidas electroforéticamente
a un papel de nitrocelulosa. Si existen anti-VIH-1 éstos podran
reconocer las proteinas virales de forma analoga a un ElA indi-
recto. Después de lavar y retirar los Ac no unidos a las tiras, se
afiade fosfatasa alcalina unida a un Ac frente a inmunoglobulina
humana tipo IgG y se somete a incubacién. Posteriormente se
afiade una solucion que contenga una enzima capaz de generar
color al reaccionar con los componentes del inmunocomplejo for-
mado. El western-blot convencional generalmente detecta la pre-
sencia de Ac frente a las proteinas expresadas en los genes ma-
yores env, gag y pol que codifican las proteinas de la envoltura,

nicleo y enzima retrotranscriptasa, respectivamente.

Un suero fue considerado positivo por esta técnica cuando se
encontré reactividad de cualquier intensidad al menos frente a
una proteina codificada por cada uno de los genes mayores, y
negativo en caso de ausencia de bandas. Para la finalidad de
este estudio los resultados indeterminados fueron considerados

negativos.
4.2.5. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se realizé la prueba exacta de Fis-
her en tablas 2x2. En tablas de mayores dimensiones se aplicé el
test de Chi cuadrado y Residuos Ajustados de Haberman. Los
valores de P menores de 0.05 se consideraron indicativos de sig-

nificacion estadistica.
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5.1. Transmision intrafamiliar no sexual del
VHC

De los 177 contactos familiares no relacionados sexualmente con

los casos indices, 10 (5.6%) fueron anti-VHC reactivos, mientras

que sbélo un donante voluntario de sangre presenté positividad

para este anticuerpo, lo que representa una prevalencia del 0.5%

en nuestra poblacién control (Tabla IV). Estas diferencias alcan-

zaron significacion estadistica (p=0.002 por la prueba exacta de

Fisher).

Tabla IV. Prevalencia de anti-c100-3 en los casos
indices, contactos familiares no sexua-
les y donantes de sangre

N® N® %

GRUPOS TESTADOS “ANTI-VHC+ “ANTI-VHC +

Contactos ‘

domésticos 177 10 5.6°

Donantes

voluntarios 210 1 0.5

" P=0.002 por la prueba exacta de Fisher.
” Tecnica utilizada: EIA-1
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La frecuencia con la que los contactos familiares compartian
enseres de uso personal potencialmente contaminantes con el caso
indice fue elevada: peine (71.2%), manicura (56.5%), cuchillas
(36.7%), y cepillo de dientes (9.6%) (Tabla V). Sin embargo, nin-
guno de los parametros epidemiolégicos analizados como la edad
y sexo de los contactos familiares, tiempo de convivencia y tipo _
de relacién con el caso indice, se comportaron de forma distinta
en familiares reactivos o no para anti-VHC, cuando ellos fueron

individualmente analizados. (Figs. 5, 6, 7).

TablaV. Enseres potencialmente contaminantes
que los contactos domésticos no sexua-
les compartian con los casos indices

CONTACTOS
ENSERES POTENCIALMENTE DOMESTICOS
CONTAMINANTES | N® (%)
Peine | | 126 (71.2)
Manicura 100 (56.5)
Cuchillas 65 (36.7)
Cepillo de dientes 17 (9.6)
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Figura 5. Contactos domésticos no sexuales:
parametros epidemiolégicos y
reactividad para anti-VHC

Edad med.

Edad S.D 219

Tiempo med.

Tiempo S.D.

% Mujeres

Brositvo (n=10) MNegatvo p=167) |

Tiempo expresado en afios.
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anura 6. Tipo de parentesco de los contactos
domésticos no sexuales con el caso y
reactividad para anti-VHC

N=1T7

MADRE

HIJO/A

PADRE

HERMANO/A

OTROS

B Positivo (n=10) [l Negativo (n=167)




Transmisién Horizontal del Virus de la Hepatitis C

Figura 7. Enseres potencialmente contaminantes
compartidos y reactividad para anti-VHC

17

PEINE 71%

MANICURA

CUCHILLAS

CEPILLO DIENTES

. Positivo (n=10) | Negativo (n=167)
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5.2. Transmision sexual del VHC

5.2.1. Prevalencia de anti-VHC en los grupos
sexualmente promiscuos y grupo control

De los 566 sujetos sexualmente promiscuos estudiados, 33
(5.8%) fueron reactivos para anti-VHC por ElA-2 y confirmados
por 4-RIBA incluyendo 20 sueros de 310 prostitutas (6.4%), 6 de
88 clientes de prostitutas (6.8%) y 7 de 168 varones homosexua-
les (4.2%). Por el contrario, solo 5 de los 400 donantes volunta-
rios de sangre (1.2%) fueron positivos para anti-VHC por EIA-2 y
4-RIBA. Las diferencias de prevalencias entre los distintos grupos
sexualmente promiscuos estudiados y los donantes voluntarios
fueron estadisticamente significativas (p=0.002) y analizando los
residuos ajustados de Haberman, obtuvimos que estas diferen-
cias eran motivadas por el grupo control de donantes de sangre
(Tabla VI). No obstante, tanto los sujetos sexualmente promis-
cuos con positividad para anti-VHC como los no reactivos, se com-
portaron de forma homogénea en relacién a los distintos parame-
tros epfdemiolégicos analizados como la edad, tiempo de préacti-

cas sexuales promiscuas y nimero de parejas sexuales por afio.
(Figs. 8,9,10).
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Tabla VI. Prevalencia de anticuerpos frente al
VHC en grupos sexualmente
promiscuos y donantes voluntarios de

sangre

N2 ANTI-VHC % ANTI-VHC
GRUPOS Ne TESTADOS POSITIVO™ POSITIVO™
Prostitutas 310 20 6,4
Heterosexuales
promiscuos 88 6 6,8
Homosexuales 168 7 4,2
Donantes de sangre 400 5 1.2

Chi cuadrado = 14.786
* p=0.002
** Positivos por EIA-2 y 4-RIBA.
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Figura 8. Parametros epidemiolégicos en prostitu-
tas y reactividad para anti-VHC

Edad min.
Edad méax.
Edad med.

Edad 8.D.
Tiempo min.

Tiempo max.
Tiempo med.
Tiempo S.D.
Parejas min.*
Parejas méax.*
Parejas med.*

Parejas S.D.*

Tiempo en/por afios
* Parejas/mes
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Figura 9. Parametros epidemiolégicos en clientes

de prostitutas y reactividad para anti-
VHC

Edad min.
Edad max.
Edad med.

Edad S.D.
Tiempo min.

Tiempo méax.

Tiempo med.
Tiempo S.D.
Parejas min.
Parejas max.
Parejas med.
Parejas S.D.

Positivo (n=17) H Negativo (n=282)

Tiempo en/por afios




Transmisién Horizontal del Virus de la Hepatitis C

Figura 10. Parametros epidemiolégicos en varones
homosexuales y reactividad para anti-
VHC

N=168

Edad min.
Edad max.
Edad med.

Edad S.D.
Tiempo min.

Tiempo méax.
Tiempo med.
Tiempo S.D.

Parejas min.

Parejas max.*
Parejas med.

Parejas S.D.

Positivo (n=17) I Negativo (n=282)

Tiempo en/por afios
* Dividido 100
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5.2.2. Prevalencia de anti-VHC en las parejas
heterosexuales estables de casos indices
reactivos para anti-VHC y grupo control

Treinta (7.1%) de las 423 parejas heterosexuales de casos in-
dices anti-VHC positivos, fueron reactivas para anti-VHC por las
dos técnicas (EIA-2 y 4-RIBA), mientras que solo 34 de los 2886
(1.2%) fueron confirmados como reactivos para anti-VHC utilizan-
do los mismos criterios. Las diferencias de las prevalencias entre
las parejas sexuales estables y los donantes voluntarios de san-

gre alcanzaron significacion estadistica (p<0.001) (Tabla Vil).

Tabla VII. Prevalencia de anticuerpos frente al
| VHC en parejas sexuales estables y
donantes voluntarios de sangre

N¢ ANTI-VHC % ANTI-VHC
GRUPOS N¢ TESTADOS POSITIVO’ POSITIVO’
Parejas sexuales
estables 423 30 7.17
Donantes
de sangre 2886 34 1.2

* Positivos por EIA-2 y 4-RIBA.
**p<0.001 por la prueba exacta de Fisher.
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5.3. Prevalencia de anti-VHC en parejas
heterosexuales estables de casos in-
dices coinfectados o no por VIH

Ciento veintiuno (120 ADVP y un hemofilico) de los 423 casos
indices anti-VHC reactivos, estaban también coinfectados por el
VIH. La prevalencia de anti-VHC por EIA-2 y confirmada por 4-
RIBA en las parejas heterosexuales estables fue al menos un 50%
mas alta cuando el caso indice estuvo coinfectado por el VIH (9.1%
frente a 6.3%; p=0.2) (Tabla VIil).

Tabla VIIi. Prevalencia de anti-VHC en parejas
heterosexuales estables de casos indi-
ces coinfectados o no por VIH

CASOS INDICES VHC +/VIH + (n=121) | VHC +/VIH - (n=302)

PAREJAS

SEXUALES VHC + VHC - VHC + VHC -
No (%) 11 (9.1 110 (90.9)| 19 (6.3)" 283 (93.7)
Edad media ‘
(rango) 26 (20-36) 26 (17-55)| 51 (24-74) 45 (17-74)

Exposicién sexual
media (rango) 5 (2-8) 5 (1-18) 25 (4-45) 19 (1-50)

" p=0.2 por la prueba exacta de Fisher
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Sin embargo, observamos diferencias de edad y tiempo medio
de convivencia entre las parejas de casos indices coinfectados y
no coinfectados (Tabla VIil), lo que sugeria que estabamos anali-
zando dos poblaciones muy distintas no sé6lo en cuanto a edad y
tiempo de convivencia sino probablemente también en cuanto a
nivel socioeconémico, como son las parejas sexuales de casos
indices ADVP y las parejas de casos indices con hepatitis crénica
C postransfusional o esporadica (NO ADVP) (Fig. 11).

Figura 11. Edad y tiempo de convivencia en pare-
jas sexuales segun grupo de riesgo del
caso indice

M Tiempo Convivencia Bl Edad
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Por esta razén, analizamos separadamente al grupo mas ho-
mogéneo epidemiolégicamente de las parejas sexuales estables
de individuos ADVP, con una edad y tiempo de convivencia simi-
lar y problablemente también con un estatus socioeconémico se-
mejante. Ciento veinte de los 142 casos indices ADVP estuvieron
coinfectados por el VIH y la prevalencia de anti-VHC en sus res-
pectivas parejas fue de 9.2% en comparacién con el 0% hallado
en las parejas sexuales de casos indices ADVP sélo reactivos
para anti-VHC (Tabla IX).

Por ultimo, sefalar que el 24.2% de las parejas heterosexuales
de casos indices ADVP coinfectados por el VIH y VHC, fueron
anti-VIH positivas comparadas con el 9.2% de reactividad para
anti-VHC. En contraste, ninguna de las 22 parejas sexuales de
casos indices ADVP anti-VIH negativos fue reactiva para anti-VHC
o anti-VIH. (Tabla IX).

Tabla IX. Anti-VHC en parejas sexuales estables
de ADVP infectados por VHC y
coinfectados o no por VIH

CASOS (NDICES VHC+/VIH+ VHC+/VIH-
PAREJAS SEXUALES n® 120 22
Anti-VHC + 11 (9.2%)" 0 (0%)"
Anti-VIH + 29 (24.2%) 0 (0%)
Edad media (rango) | 25 (17-58) 23 (17-35)
Exposicién sexual media (rango) 4.7 (1-18) 3.5 (1-9)

" p=0.1 por la prueba exacta de Fisher
Tiempo expresado en afos.
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5.4. Concordancia de la reactividad para
anti-VHC por EIA-2 y 4-RIBA en colec-
tivos sexualmente promiscuos y do-
nantes de sangre

Las muestras reactivas para EIA-2 en prostitutas, clientes de
prostitutas y donantes de sangre fueron concordantes con la téc-
nica 4-RIBA en un 71.4%, 75.0% y 83.3% de los casos respecti-
vamente, mientras que este porcentaje descendié a un 38.8% en
los varones homosexuales. Estas diferencias alcanzaron signifi-
cacion estadistica (p=0,04) y el analisis de los residuos ajustados
de Haberman mostré que dichas diferencias eran motivadas por

el grupo de varones homosexuales (Tabla X).

Tabla X. Concordancia de la reactividad para
anti-VHC por EIA-2 y 4-RIBA en colecti-
vos sexualmente promiscuos

GRUPOS EIA-2 4-RIBA  PORCENTAJE
EXPUESTOS Ne POSITIVO POSITIVO™ CONCORDANCIA
Prostitutas 310 26 20 71.4%
Clientes de

prostitutas 88 8 6 75.0%
Homosexuales 168 18 7 38.8'%
Donantes 400 6 5 83.3%

Total 966 58 38 65.5%

Chi cuadrado= 8.308;

*p=0.04

** Para el propésito de nuestro analisis, las muestras 4-RIBA indetermi-
nadas se consideraron negativas.
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Aunque la transmisién del VHC por exposicién percutanea direc-
ta a sangre es un hecho bien documentado, en modo alguno per-
mite explicar la epidemiologia mundial de esta enfermedad ya que
en aproximadamente la mitad de los casos de hepatitis NANB ob-
servados en la comunidad, no puede recogerse ningin antece-
dente de exposicion parenteral tras una cuidadosa investiga-
cién®9%_ Una proporcién de estos casos podria representar expo-
sicién percutanea no recogida en la historia clinica, bien porque el
paciente niegue antecedentes previos de adiccién a drogas intra-
venosas o0 porque ignore otras formas mas sutiles de exposicién
percutanea. Sin embargo, esto no seria suficiente para explicar el
gran porcentaje de episodios sin via reconocida de exposicién al
virus; por lo que deben existir rutas inaparentes de transmisién

del VHC que permanecen alin pobremente definidas.

En este sentido se ha especulado sobre diversas posibilidades
de contagio, incluyendo la transmisién perinatal'®-'3; no obstan-
te, una de las rutas alternativas que se han considerado con ma-
yor interés y expectacién en la propagacion del VHC ha sido la
via de transmision horizontal, tanto a través de las relaciones
sexuales como de otros tipos de contacto persona-persona posi-

bles en el ambito familiar.

Las mayores evidencias epidemiolégicas a favor de la transmi-
sién intrafamiliar y sexual de la hepatitis NANB fueron comunica-
das a principios de esta década antes del descubrimiento del VHC
y derivan de estudios de casos y controles, en los que el anélisis
multivariante de datos epidemiolégicos en pacientes con hepatitis
aguda NANB, respecto a los controles, mostraban como unica di-

ferencia significativa el nimero de parejas sexuales en los seis
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meses anteriores y tener un miembro de la familia o pareja sexual
con historia de hepatitis?®. La reciente clonacién del genoma del
VHC*, agente responsable de la mayoria de los casos de hepati-
tis NANB postransfusionales y esporadicos*, y la disponibilidad
de un ensayo seroldgico para investigar la presencia de anticuer-
pos frente a este virus*®, ha supuesto un paso crucial en el cono-
cimiento de las hepatitis viricas y ha hecho posible la realizaciéon
de numerosos estudios encaminados a valorar la importancia que
la transmisién intrafamiliar y sexual puede representar como via
alternativa de difusion del VHC.

Observaciones preliminares han establecido prevalencias de
anticuerpos frente al VHC en los familiares de pacientes con he-
patopatia crénica y anti-VHC positivo mas elevadas que las ob-
servadas en los donantes de sangre de la misma area geografica.
Kamitsuka y cols., en Jap6n'¥ hallaron una prevalencia de anti-
VHC del 9% en los conviventes de pacientes con hepatitis crénica
NANB, cifra muy similar a la publicada por ldeo y cols (8%) en
ltalia'3®, resultados posteriormente confirmados por otros auto-
res'3.147155-188 y que parecian indicar la posibilidad de formas de
contagio no bien identificadas entre los sujetos infectados y sus
contactos familiares. Pese a ello, los trabajos publicados hasta la
fecha resultaban a veces contradictorios, de tal manera que no
en todos se ha podido demostrar la existencia de un mayor riesgo

de infeccién en los contactos domésticos de pacientes con hepa-

titis cronica C analizadog40.141-159.160

En nuestro estudio, evaluamos la posibilidad de transmisién in-
tratamiliar del VHC, analizando la presencia de anti-VHC en 177

contactos domésticos no relacionados sexualmente con casos in-
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dices que presentaban un elevado riesgo para virasis de transmi-
sién parenteral (drogadictos parenterales y hemofilicos) y con reac-
tividad conocida para anti-VHC. Diez (5.6%) de los 177 conviven-
tes testados presentaron anticuerpos frente al VHC, mientras que
sbélo uno (0.5%) de los 210 donantes voluntarios de sangre em-
pleados como grupo control para este estudio resulté anti-VHC
reactivo. Todos los conviventes negaron antecedentes de transfu-
sién o adiccién a drogas parenterales y se excluyeron los hijos de
madres casos indices que hubiesen nacido antes de que esta
presentara el factor de riesgo, para eliminar la posibilidad de trans-
misién perinatal del VHC.

Las diferencias de prevalencia de anti-VHC entre los contactos
domésticos y el grupo control fueron estadisticamente significati-
vas (p=0.002) y sugieren la posibilidad de formas de contagio en
el entorno familiar no bien definidas hasta el momento. Es impor-
tante que entre nuestros conviventes y los casos indices el uso
compartido de enseres capaces de producir inoculaciones inapa-
rentes o encubiertas (peine, manicura, tijeras, cepillo de dientes)
fue elevado. Esta circunstancia, sin embargo, fue similar entre los
familiares infectados o no infectados, por lo que resulta dificil pos-
tular mecanismos de transmisién en este grupo, pudiéndose in-
cluso interpretar este hecho como una caracteristica propia de la
poblacién estudiada y un reflejo del bajo nivel socioeconémico de
estas familias. Adicionalmente, no observamos un comportamien-
to distinto en relacién con la edad, sexo, duracién del contacto o
tipo de parentesco con el caso indice entre los conviventes reac-

tivos y los no reactivos para anti-VHC.
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Estos resultados sugieren la posibilidad de transmisién intrafa-
miliar del VHC, pero también, una eficacia muy escasa para dicha
via. Es mas, debiéramos ser cautelosos a la hora de interpretar
los resultados obtenidos por diversas razones. Por un lado, las
cifras de prevalencia halladas en los contactos domésticos no son
lo suficientemente elevadas como para poder afirmar con seguri-
dad que la transmisién horizontal no sexual del VHC sea una via
trascendente de difusién para este virus. Por otro lado, las com-
paraciones se establecen con donantes voluntarios de sangre,
poblacién que aunque en la mayoria de los estudios es empleada
como grupo control y considerada representativa de la poblacién
general, en realidad constituye una muestra altamente seleccio-
nada no sélo desde el punto de vista de su motivacién inicial para
donar sangre, sino por el propio proceso previo a la donacién
dirigido a descartar conductas de riesgo y antecedentes de hepa-
titis, y todo ello sin contar con muy probables diferencias de tipo
socioeconémico y cultural. Un grupo control ideal seria aquel se-
~ leccionado aleatoriamente en relacién a la edad y sexo y pertene-
cientes a la misma area geografica, pero esto plantea grandes
dificultades. En Gltimo lugar hemos de seialar que para el estu-
dio de la transmision horizontal intrafamiliar, solo pudimos aplicar
el test de EIA-1, técnica hoy superada, pero la linica disponible a

la fecha en que esta parte del estudio fue ejecutada.

Por tanto, teniendo en cuenta esta consideraciones, podemos
decir, que si bien nuestros resultados sugieren que es posible la
transmisién intrafamiliar no sexual del VHC, esta posibilidad esta-
ria comprendida dentro de unos limites de baja eficacia y una
posible explicacién para ello, puede radicar en las reducidas ta-

sas de virus circulante que habitualmente presentan los indivi-

m 97



Transmisién Horizontal del Virus de la Hepatitis C

duos infectados, circunstancia que dificultaria la capacidad de di-
fusién del virus en el seno de la familia haciendo que este modo

de transmisién no llegue a adquirir una gran relevancia.

Pero otro de los aspectos de la transmision horizontal del VHC
que mas han interesado en los adultos, y que nosotros hemos
abordado en esta tesis doctoral, ha sido el papel que las relacio-
nes sexuales pueden desempenar en la diseminacién de este agen-
te. De hecho, numerosos trabajos han ido encaminados a valorar
y definir la eficacia de la difusién a través de esta via, habiéndo-
se comunicado una prevalencia de anti-VHC en heterosexuales
promiscuos (prostitutas o personas que acuden a clinicas para
ETS) que oscila entre cinco y diez veces superior que la hallada
en los donantes de sangre'4214+-146.161.1682 Adicionalmente los anti-
cuerpos anti-VHC estan presentes en el 4%-15% de los varones

homosexuales estudiados 111:143.144,146,161-163

No obstante, la mayoria de estos trabajos se basan en la de-
teccion de anticuerpos frente al VHC por técnicas de EIA-1 y sin
la aplicacién de ensayos confirmatorios para validar los resulta-
dos. En nuestro estudio, examinamos primero, diversas poblacio-
nes con alto riesgo para las enfermedades de transmisién sexual:
prostitutas, varones no adictos que referian contacto sexual fre-
cuente con prostitutas y varones homosexuales. Todos los suje-
tos incluidos en el estudio negaron antecedentes de adiccién a
drogas parenterales o transfusion sanguinea. La prevalencia de
anticuerpos para el VHC realizado por EIA-2 y confirmado por 4-
RIBA fue del 6.4% en prostitutas, 6.8% en varones heterosexua-
les promiscuos y del 4.2% en varones homosexuales. Estas cifras

fueron significativamente diferentes al 1.2% de anti-VHC encon-
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trado en el grupo control de donantes de sangre utilizado para

este estudio.

Estos resultados ofrecen prevalencias de anti-VHC de 4 a 6
veces mas altas en los grupos con promiscuidad sexual que en el
grupo control, pero sin llegar a ser lo suficientemente elevadas
como para indicar de modo concluyente que la transmisién sexual
sea una via eficaz de difusién del VHC. En primer lugar las pre-
valencias de anti-VHC en los grupos promiscuos son inferiores a
las halladas para otros virus de conocida transmisién por via sexual
como el VHB y el VIH'®.14318_En segundo lugar las comparacio-
nes se establecen con donantes voluntarios de sangre, que como
ya hemos comentado anteriormente, resuita una muestra cierta-
mente seleccionada. En un estudio realizado recientemente por
los CDC el nivel socioeconémico se asociaba con una importante
proporcién de casos de hepatitis C®. Garcia Bengoechea y cols'®.
en nuestro pais, han hallado en sujetos que acudian al servicio
de urgencias de traumatologia, o al hospital para analisis preope-
ratorio, unas cifras de anti-VHC del 1.7% excluyendo a los que
tenian tatuajes o eran ADVP, y del 2,85% en la serie global. Es
por tanto muy probable que la prevalencia en la poblacién gene-
ral sea mas alta que en donantes voluntarios y se distancie me-
nos de las tasas de anti-VHC halladas en los grupos con promis-
cuidad sexual. Las prevalencias altas de anticuerpos frente a otros
virus como el VHB y el VIH entre poblaciones promiscuas, hace
que la seleccion de controles no sea tan crucial como para el
estudio de la infeccién por el VHC, cuyo menor predominio en
estas poblaciones obliga a que la eleccién de controles tenga una

importancia extraordinaria.
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En nuestro estudio, tanto los sujetos sexualmente promiscuos
con positividad para anti-VHC como los no reactivos resultaron
muy similares en relacién a los distintos parametros epidemiologi-
cos analizados como la edad, tiempo de practicas sexuales pro-
miscuas y nimero de parejas sexuales por afio por lo que no
pudo establecerse relacion entre tasa de infeccion y grado de pro-
miscuidad sexual. El bajo nimero de sujetos anti-VHC positivos
hallado en nuestras poblaciones puede haber limitado el poten-
cial del estudio en este aspecto, siendo probablemente necesario
ampliar las muestras de cada colectivo para alcanzar diferencias
significativas en relacién a parametros relacionados con la con-

ducta sexual como ya han objetivado algunos autores!6s-1¢7,

Por otro lado hemos de tener en consideraciéon que no todos
los investigadores han hallado evidencias de transmisién sexual
del VHC en las poblaciones estudiadas. Algunos autores como
Esteban y cols. comprobaron una baja prevalencia de anticuerpos
contra el VHC en varones homosexuales y en las parejas de pa-
cientes drogadictos con anti-VHC positivo, por lo que sugirieron
que la transmisién sexual no parecia jugar un papel importante
en la difusion de la hepatitis C'®. Una conclusién semejante fue
la obtenida por Everhardt y cols.'*°, que no hallaron evidencias
clinicas ni seroldégicas de infeccion por el VHC en las parejas
sexuales estables de 'pacientes con hepatitis créonica anti-VHC

positivo.

La discrepancia de los resultados obtenidos hasta el momento
en torno a la transmisién sexual del VHC ha llevado a considerar
la probable existencia de factores capaces de inducir estas diver-

gencias. Una de las explicaciones posibles, podria radicar en la
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variacién individual de la infectividad y por tanto de la capacidad
para transmitir el VHC. En este sentido se ha especulado sobre la
influencia que la coinfeccién por el VIH podria ejercer en la difu-

sion del VHC a través de la via sexual.

En nuestro estudio examinamos a una amplia muestra de pare-
jas heterosexuales estables de casos indices reactivos para anti-
VHC. En total fueron analizadas 423 parejas heterosexuales esta-
bles procedentes de tres hospitales Espafioles (Oviedo, San Se-
bastian y Sevilla) y la prevalencia de anti-VHC fue ahora compa-
rada con la obtenida en 2886 donantes de sangre seleccionados
aleatoriamente en las mismas areas geograficas. Las parejas he-
terosexuales estables mostraron una prevalencia de anti-VHC que
fue al menos seis veces mas alta que la obtenida para el grupo
control de donantes (7.1% frente a 1.2%; p<0.001). Estos hallaz-
gos concuerdan con los obtenidos por otros autores'’'3, y sugie-
ren la posibilidad de transmisién del VHC a través de las relacio-
nes sexuales aunque con las reservas ya indicadas en parrafos

anteriores.

Adicionalmente, analizamos el posible rol de la coinfeccién por
el VIH en la difusién del VHC y obtuvimos unos resultados de
considerable interés. Ciento veintiuno de los 423 casos Indices
estaban coinfectados por el VIH y la presencia. de anti-VHC en
sus parejas fue mas alta que en la parejas de los casos Indices
solo reactivos para anti-VHC (9,1% frente a 6.3%; p=0.2). Este
hallazgo se objetivé con mayor relevancia cuando se analizaron
exclusivamente a las parejas sexuales de drogadictos intraveno-
sos, colectivo mas homogeneo epidemiologicamente en cuanto a

edad, tiempo de convivencia y probablemente en estatus so-
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cioecondémico, y en el que por otra parte, se concentraban la prac-
tica totalidad de los casos indices coinfectados. En este grupo, la
prevalencia de anti-V’HC fue de 9.2% en las parejas de individuos
con infeccién coexistente por VIH frente al 0% en las parejas de
individuos solo reactivos para anti-VHC. Hubo por lo tanto mas
riesgo de adquirir la infeccién por VHC en presencia de coinfec-
cién VIH pero el hecho de que la poblacion quedara ahora muy
reducida pudo motivar que la fuerte tendencia hallada no llegara
a alcanzar significacién estadistica (p=0.1). Una observacién adi-
cional fue que la prevalencia de anticuerpos frente al VIH llegé a
ser del 24.2% en estas parejas.

Nuestros datos concuerdan con los hallazgos obtenidos en el
trabajo de Eyster y cols.'® en el que las parejas sexuales de he-
mofilicos anti-VHC positivos coinfectados por VIH, mostraron ma-
yor riesgo de adquirir el VHC, sugiriendo asi, que la presencia del
VIH podria facilitar la transmisién sexual del VHC. Una probable
explicacién para este hecho podria ser, que la deficiencia inmune
asociada con la infeccién VIH permitiria una mayor replicacién del
VHC y con ello una mayor carga viral, facilitando asi, la transmi-
sién sexual de este agente. Apoyarfa esta hipétesis, el estudio
realizado por Simmond y cols.'*2 empleando técnicas de PCR, en
el que detectan con mayor frecuencia RNA del VHC e‘nr sujetos
coinfectados por VIH y VHC en comparacion con aquellos que
s6lo eran reactivos para anti-VHC y también los resultados de
estudios preliminares utilizando métodos de analisis cuantitativo
del VHC's3,

Una clara observacién que se desprende tanto de este estudio

como del de Eyster y cols.'s?, es que el VIH difunde mas facilmen-
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te a través de la via sexual que el VHC. Nosotros hallamos que el
24.2% de las parejas de casos indices coinfectados fueron anti-
VIH positivas comparado con el 9.2% de reactividad para anti-
VHC. En el estudio de Eyster y cols's2. donde los casos indice
eran hemofilicos, las prevalencias de anticuerpos fueron de un
13% frente a un 3% para el VIH y VHC respectivamente. Esta
baja transmisién del VHC probablemente refleja el hecho de que
la mayoria de portadores del virus, poseen un titulo de particulas
virales circulantes extraordinariamente bajo, como ya previamen-
te fue demostrado en transmisiéon experimental a chimpancés',
Por tanto aquellos factores capaces de incrementar el grado de
viremia como la coinfeccion por VIH podrian incrementar la capa-
cidad infectante de virus, facilitando la transmisién a través de

las relaciones sexuales del VHC.

Finalmente es preciso comentar el elevado porcentaje de reac-
tividad inespecifica para anti-VHC hallada en nuestros varones
homosexuales en comparacion con la objetivada en otros colecti-
vos sexualmente promiscuos y en donantes de sangre, utilizando
en todos los casos EIA-2 como técnica de cribaje y 4-RIBA como
procedimiento de confirmacién. Esta discrepancia ha sido escasa-
mente destacada en la literatura'®-'"' pese a su no desdefable
interés clinico y epidemiolégico y nos llamé poderosamente la aten-
cion. Por ello y fuera ya de la metodologfa general propuesta ini-
cialmente para esta Tesis Doctoral, decidimos verificar este punto
mediante la aplicacién de técnicas de PCR para el RNA del VHC
en las muestras séricas de los varones homosexuales que resul-
taron reactivos para este agente por EIA-2. La superposicién de
los resultados obtenidos mediante 4-RIBA y PCR fue superior al

85%, lo que nos permitié confirmar la elevada tasa de falsa reac-
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tividad anti-VHC hallada en este colectivo mediante EIA-2 comer-
cial. La razon de este peculiar comportamiento, que en la actuali-
dad estamos comenzando a estudiar con mayor profundidad! no
es bien conocida. S6lo podemos adelantar hasta la fecha que, en
nuestra experiencia, esta falsa reactividad no se relaciona de for-
ma estadisticamente significativa con la positividad o negatividad
para VIH de los varones homosexuales, asi como con la presen-
cia o ausencia de hipergammaglobulinemia. Sin embargo, falsas
reacciones positivas para diferentes analisis serol6égicos y diver-
sos trastornos inmunolégicos han sido descritos entre grupos de
riesgo para enfermedades de transmision parenteral/sexual, asf
como en colectivos sometidos a repetidos estimulos antigénicos'’
175 por lo que resulta razonable especular con la posible existen-
cia de disturbios inmunolégicos subyacentes y aun no bien cono-
cidos en este colectivos que pudieran ser responsables de la alta

tasa de falsa reactividad para anti-VHC aqui objetivada.

En definitiva y en un intento de integrar todas las observacio-
nes expuestas podriamos concluir que si bien nuestros resultados
parecen indicar que es posible la transmisién horizontal del VHC,
en el entorno familiar, este mecanismo resulta poco eficaz como
forma de contagio y aunque no hallamos observado que el uso
comin de determinados objetos potencialmente contaminables con
sangre (cepillo de dientes, maquinilla de afeitar, manicura, peine)
sea un factor de riesgo de transmision del VHC, parece aconseja-
ble que se lleve a cabo una utilizacion personal e intransferible
de los mismos entre los contactos domésticos y las personas in-
fectadas. Otra conclusién que se desprende de nuestro estudio
es que si bien es posible la transmisién del VHC a través del

contacto sexual, esta via parece escasamente relevante desde el
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punto de vista epidemiolégico, circunstancia que debe ser expre-
samente advertida a los interesados para su libre adopcién o no
de métodos de barrera. La eficacia de la transmisién sexual del
VHC en presencia de coinfeccion VIH del caso indice, sin embar-
go, parece incrementarse de forma notable, presumiblemente en
base a la mayor replicaciéon y carga viral C de estos individuos, lo
que determinarfa una mayor potencia infectante de cualquier in6-
culo potencial. Por ualtimo, creemos que son necesarios nuevos
estudios empleando ensayos confirmatorios para disminuir en lo
posible los problemas de inespecificidad y definir mas precisa-
mente la verdadera tasa de infeccién por VHC en los grupos con
riesgo para la transmision sexual y especialmente para el conflic-
tivo colectivo de varones homosexuales en el que la aplicacién de
técnicas de alta especificidad podria arrojar cifras de infeccién
mas bajas a las descritas en los trabajos realizados hasta la fe-

cha.

Considerando la importancia epidemiolégica del VHC en la apa-
ricion de enfermedad hepatica crénica y su posible responsabili-
dad en el desarrolio de carcinoma hepatocelular, asi como la alta
proporcién de casos en los que se desconoce el modo de adquisi-
cién de la enfermedad, definir la magnitud del rol que el contagio
a través de las relaciones sexuales u otros tipos de contacto per-
sona-persona representa el la transmision del VHC posee una
extraordinaria aplicabilidad y utilidad practica en el area sanitaria,
puesto que permitira el adecuado consejo epidemiolégico y reco-
mendar normas de profilaxis primaria como método fundamental
de prevencion y promocion de la salud, hasta disponer de una

vacuna eficaz y segura frente al VHC.
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e,

29.

La transmisién horizontal intrafamiliar no sexual del VHC pa-
rece posible aunque escasamente relevante, sobre todo si se
considera que la poblacion general de nuestra area podria
soportar una tasa de infeccion superior a la hallada en do-
nantes de sangre, poblacién utilizada como control en este

estudio.

Aunque hemos evidenciado una mayor prevalencia de anti-
VHC en los grupos sexuaimente promiscuos y en las parejas
monégamas de casos indices reactivos para VHC, la escasa
diferencia observada en las prevalencias en convivientes re-
lacionados y no relacionados sexualmente, sugiere que la
transmision sexual de este virus aunque posible no es muy
eficaz, sobre todo si se la compara con la mostrada por otros

virus de conocida transmision sexual como es el VIH.

Esta eficacia tiende a incrementarse de forma notable en pre-
sencia de coinfeccién por el VIH en el caso indice. Ello sugie-
re que la coinfeccién VIH facilita la transmision del VHC a

través de la via sexual.

El alto nivel de reactividad inespecifica para el test de cribaje
EIA-2 observadas en el colectivo de varones homosexuales,
indica la necesidad de emplear imperativamente ensayos con-
firmatorios en este colectivo y sugiere que las verdaderas ta-
sas de infeccion por VHC en los varones homosexuales po-

drian ser mas bajas a la descritas hasta el momento.
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Durante décadas la identificacién del agente causal de la hepati-
tis NANB se resistio a los esfuerzos de un amplio nimero de in-
vestigadores en todo el mundo. Finalmente, en 1989 cientificos
de la Chiron Corporation en colaboracién con el equipo del Dr.
Bradiey de los CDC*, lograron clonar al agente responsable de la
mayoria de los casos de hepatitis NANB postransfusionales y es-

poradicos*, agente que fue denominado virus de la hepatitis C.

Aunque la transmision del VHC por exposicién parenteral es un
hecho bien documentado, sélo permite explicar aproximadamente
la mitad de los casos de hepatitis NANB observados en la comu-
nidad®-*8, Por ello, se ha especulado sobre la existencia de otras
posibles rutas alternativas para la difusion del VHC. Entre ellas,
la transmisién horizontal tanto a través de las relaciones sexuales
como de otros tipos de contacto persona-persona posibles en el
ambito familiar, ha sido considerada una candidata a investigar

de forma inexcusable.

Las mayores evidencias epidemiolégicas a favor de este tipo
de transmision fueron comunicadas a principios de esta década,
antes del descubrimiento del VHC, y derivan de estudios de ca-
sos y controles, en los que los analisis multivariante de los datos
epidemiolégicos de pacientes con hepatitis aguda NANB, mostra-
ban respecto a los controles, como diferencias significativas vin-
culadas a un mayor riesgo de infeccion, la existencia de un mayor
nimero de parejas sexuales en los seis meses previos al comien-
zo de la enfermedad y/o tener un miembro de la familia relaciona-
do o no sexualmente, con historia de hepatitis®. La disponibilidad
de ensayos serolégicos para investigar la presencia de anticuer-

pos frente a este agente, ha supuesto un paso crucial en el cono-
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cimiento de las hepatitis viricas y ha hecho posible la realizacién
de numerosos estudios encaminados a valorar la importancia que
la transmision horizontal puede representar como via alternativa
de difusién del VHC. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta
la fecha resultan contradictorios y mientras algunos autores han
sugerido la posibilidad de trasmision intrafamiliar o sexual del
VHC137-139.1421450 " otros no han detectado enfermedad hepatica ni
datos serolégicos indicativos de infeccién ni entre los conviventes
de pacientes con hepatitis cronica C'*'#', ni en los grupos de

promiscuos sexuales analizados'®.

Las razones de estas discrepancias son, probablemente, multi-
ples y tanto relacionadas con la seleccion de probandos y contro-
les como dependientes de la tecnologia utilizada en la investiga-
cién. Adicionalmente, y dado que el cuantum de VHC circulante
en los sujetos cronicamente infectados parece ser extraordinaria-
mente bajo, se ha sugerido que factores capaces de incrementar
la viremia podrian incrementar la eficacia de la transmision de
este agente. Esto podria ocurrir en los casos de coinfeccién del
caso indice por VIH y VHC. Ello podria justificar, al menos en
parte, las diferencias observadas en distintos estudios, en fun-
cién de que la poblacién analizada incluyera o no sujetos con o

sin coinfeccion por el ViH.

Nosotros hemos abordado esta Tesis Doctoral con los objeti-
vos de 12) Evaluar la transmision horizontal no sexual del VHC
mediante un estudio de seroprevalencia de anti-VHC realizado en
contactos domésticos de casos indices reactivos para anti-VHC.
29) Analizar la eficacia de la transmisiéon sexual del VHC median-

te estudio de seroprevalencia de anti-VHC en individuos con ele-
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vada promiscuidad sexual (varones homosexuales, prostitutas y
clientes de prostitutas) y en parejas sexuales estables de casos
indices reactivos para anti-VHC. Como controles utilizamos do-
nantes altruistas de sangre en primera donacién. Adicionalmente,
investigamos el papel de la coinfecciéon VIH como posible modu-
lador de la infectocontagiosidad del VHC en la transmisién sexual

a las parejas sexuales estables.

Para el estudio de la transmisién intrafamiliar no sexual del
VHC analizamos la presencia de anti-VHC en 177 contactos do-
mésticos no relacionados sexualmente con casos indices reacti-
vos para anti-VHC. Diez (5.6%) de los 177 conviventes testados
presentaron anticuerpos frente al VHC, mientras que sélo uno
(0.5%) de los 210 donantes voluntarios de sangre empleados como
grupo control resulté anti-VHC positivo. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p=0.002). Aunque entre nuestros
conviventes y los casos fndices hubo un elevado uso compartido
de enseres capaces de producir inoculaciones inaparentes o en-
cubiertas (peine, manicura, tijeras, cepillo de dientes), este no
fue distinto entre los infectados y no infectados, por lo que resul-
ta dificil postular mecanismos de transmision parenteral obulta
vehiculada por enseres de este tipo. Tampoco observamos un
comportamiento distinto en relacién con la edad, sexo, duracién
del contacto o tipo de parentesco con el caso indice entre los

conviventes reactivos y los no reactivos para anti-VHC.

Para evaluar la transmision sexual del VHC examinamos a dis-
tintos grupos sexualmente promiscuos: 310 prostitutas, 88 varo-
nes no adictos que referian contacto sexual frecuente con prosti-

tutas y 168 varones homosexuales. Todos negaron antecedentes
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de adiccion a drogas parenterales o transfusién sanguinea. La
prevalencia de anticuerpos anti-VHC realizado por EIA-2 y confir-
mado por 4-RIBA fue del 6.4% en prostitutas, 6.8% en varones
heterosexuales promiscuos y del 4.2% en varones homosexuales.
Estas cifras fueron significativamente diferentes a las obtenidas
en un grupo control de donantes de sangre (p=0.002). Tanto los
sujetos sexualmente promiscuos con positividad para anti-VHC
como los no reactivos resultaron muy similares en relacién a los
distintos parametros epidemiolégicos analizados como la edad,
tiempo de practicas sexuales promiscuas y niimero de parejas
sexuales por afo por lo que no pudo establecerse relacién entre
tasa de infecciéon y grado de promiscuidad sexual. Es probable
que para poner de manifiesto este aspecto se necesiten grupos
poblacionales mucho mas amplios de los aquf utilizados, dada la
escasa prevalencia de anti-VHC objetivada y las numerosas va-

riables que pueden estar implicadas en esta forma de transmi-

sién.

Adicionalmente examinamos a una amplia muestra de parejas
sexuales estables de casos Indices anti-VHC reactivos. En total
fueron analizadas 423 parejas procedentes de tres hospitales es-
pafoles (Oviedo, San Sebastian y Sevilla). En ellas la prevalen-
cia de infeccién por el VHC fue al menos seis veces mas alta que
la obtenida para el grupo control de donantes (7.1% frente a 1.2%;
p<0.001). Al investigar el rol que la coinfeccién por VIH en el
caso indice podria jugar en la transmisién del VHC, encontramos
que las parejas sexuales de casos indices coinfectados presenta-
ron una prevalencia de anti-VHC mas elevada que las parejas
sexuales de casos indices solo reactivos para anti-VHC (9,1% fren-

te a 6.3%). Este hallazgo se objetivé con mayor relevancia (9.2%
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versus 0%) cuando se analizé exclusivamente al colectivo mas
homogéneo en cuanto a edad, tiempo de convivencia y probable-
mente en nivel socioecondémico, de las parejas sexuales estables
de individuos ADVP, colectivo en el que, por otra parte, se con-
centraba la pratica totalidad de los casos Indices coinfectados
por el VIH. Una observacién adicional que deparé el estudio fue
el hallazgo de una tasa de prevalencia de anticuerpos frente al

VIH del 24.2% en estas mismas parejas.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Eyster y
cols.'®, y sugieren que la presencia del VIH podria facilitar la
transmisiéon sexual del VHC. Una probable explicacién para este
hecho podria ser, que la deficiencia inmune asociada con la in-
fecciéon VIH permitirfa la replicacién del virus y el resultante ma-
yor nivel sérico de particulas virales favorecerfa la transmisiéon
sexual de este agente. Apoyaria esta hipétesis, el trabajo realiza-
‘do por Simmondy cols'®? utilizando técnicas de PCR, y los resulta-
dos preliminares de estudios que emplean métodos de analisis
cuantitativo del VHC%3,

Finalmente, como hallazgo colateral en este estudio, observa-
mos una alta tasa de discordancia enire ElIA-2 y 4-RIBA en el
grupo de varones homosexuales no observada en otros grupos
de promiscuos sexuales ni en donantes de sangre. La realizacién
de PCR para RNA del VHC mostré que esta discrepancia obede-
cia a reacciones inespecificas del EIA-2, por lo que las verdade-
ras tasas de infeccién podrian ser mas bajas que las comunica-
das hasta el momento. En base a ello, parece inexcusable la ne-
cesidad de emplear técnicas confirmatorias para anti-VHC en este

colectivo.
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En sintesis, nuestros resuitados sugieren la posibilidad de trans-
misién horizontal intrafamiliar no sexual del VHC, aunque com-
prendida dentro de unos limites de escasa relevancia, sobre todo
si se considera que la poblacién general podria sufrir unas tasas
de infeccidén superiores a la objetivada en nuestra poblacién con-
trol de donantes®'®, Por otro lado aunque hemos evidenciado
una mayor prevalencia de anti-VHC en los grupos sexualmente
promiscuos y en las parejas sexuales monégamas de casos indi-
ces reactivos para VHC que en los donantes de sangre, la escasa
cuantia de estas tasas en relacién con la mostrada por otras vira-
sis de transmision sexual'#0.143.150183 y |3 @scasa diferencia obser-
vada con la hallada en convivientes no relacionados sexualmente
sugieren que si bien la infeccién por el VHC puede transmitirse
por via sexual, este mecanismo resulta poco eficaz. Esta eficacia,
no obstante, parece incrementarse de forma notable en presencia
de coinfeccién por el VIH en el caso indice. Por ultimo, el alto
nivel de reactividad inespecifica para el test de cribaje EIA-2 ob-
servado en el colectivo de varones homosexuales, indica la nece-
sidad de emplear imperativamente ensayos confirmatorios en este
colectivo y sugiere que las verdaderas tasas de infeccién por VHC
en los varones homosexuales podrian ser mas bajas a la descri-

tas hasta el momento.
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