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RESUMEN

Se selecciond por reoforesis un grupo de 60 sueros
prrocedentes de donantes gque reaccionaron entre si. El sistema
serologico sirvidé para diagnosticar hepatitis NANB y fué
descrito como el “"sistema LSU-ICMRT". Dos de estos sueros
(19 vy 38) fueron analizados en forma parcial fisica vy
bioguimicamente, lo que permitid concluir que el suero 19 se
comporta como el anticuerpo del sistema y el 38 como el
antigeno. El anticuerpo posiblemente reconoce una estructura
de membrana y un componente soluble yva que es neutralizado
ror eritrocitos del grupo sanguineo A y reacciondé con dos

bandas de proteina (200 v 120 Kd) presentes en sueros

positivos por el antigeno vy en algunos negativos que
pertenecen al mismo grupo sanguineo. Posteriormente, se
intentd la produccion de anticuerpos monoclonales v

proliclonales, sin resultados satisfactorios.

Se analizaron un total de 3693 muestras procedentes de
racientes con hepatitis NANB, pacientes con de hepatitis pero
negativos por los marcadores de VHA, VHB vy CMV, casos de
hepatitis A, hepatitis B, muestras con marcadores de CMV,
hemofilicos, asi como personal, pacientes y sus familiares de
la Unidad de Hemodidlisis, personas de consulta antivenérea,

diabéticos, mujeres embarazadas y donantes.

Cada una de las muestras fue analizada por los
marcadores del sistema en estudio, por las técnicas de
Inmunoadherencia (IA), ELISA v reoforesis v por marcadores

directos e indirectos de hepatitis A, B, C y CMV.



La técnica de IA fue seleccionada como el método de
referencia. Con ella se demostrdé una prevalencia en los casos
de HNANB de 48.1%, vy en los casos de hepatitis negativos
por marcadores de VHA, VHB y CMV de 34.6%. Ninguna de las
otras hepatitis virales, ni los marcadores de CMV, ni otros
factores como la diabetes, el embarazo, la edad o el s=exo,
‘alteraron la prevalencia general del sistema que oscild entre
un 9% vy un 20%.

La distribucidén del antigeno y el anticuerpo del sistema
serolégico NANB-ICMRT en los grupos estudiados fue alterna,
1o cual indica que el anticuerpo no es neutralizante. En
mujeres embarazadas se demostrd la presencia de falsos
positivos probablemente debidos a complejos inmunes
circulantes . El grupo de los hemofilicos se vio muy afectado
por la hepatitis B (40.4%) y la hepatitis C (80%), datos que
concuerdan con estudios de otros paises; para el sistema
NANB-ICMRT, presentaron un predominio de antigeno gque se
puede atribuir, a la exposicidn constante de este grupo a la
sangre vy sus derivados y a su sistema inmune alterado.
Estos datos demuestran que el sistema seroldégico NANB-ICMRT
es un sistema asociado a casos de hepatitis esporddica y a
poblaciones expuestas a contacto parenteral, gue tiene
relacidén con un componente normal asociado al grupo sanguineo
A. Son necesarios mds estudios para saber si se trata de una
respuesta normal alterada o de un agente viral. Ademas la
prosible relacidén con el VHB estd en estudio por técnicas de
PCR y andlisis de secuencias del ADN aislado.
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INTRODUCCION

Desde el siglo V antes de Cristo, escritos de Hipberates
v del Talmud Babilonio describen cuadros de ictericia, signo
asoclado a la hepatitis (43). Esta enfermedad puede ser
causada por féarmacos, toxicos, alcohol, rroblemas
obstructivos, depdsitos de cobre, autoanticuerpos, obesidad,
pardsitos, bhacterias, virus, etc. (95).

Las epidemias por hepatitis virales han dejado secuelas
como enfermedades crdénicas en millones de personas en el
mundo. Hasta 1988 se conocian 3 agentes hepatotrépicos
clasicos: el virus de la hepatitis A (VHA), el virus de 1la

hepatitis B (VHB) v el virus de la hepatitis Delta (VHD) (43,

110). Existen ademas virus hepatotrépicos secundarios (cuyo
organo principal de atagque no es el higado), como el
citomegalovirus (CMV), Epstein Bar wvirus (EBV) y virus

ex6ticos como el de la fiebre amarilla, fiebre de Ebola,
fiebre de Marburg, etc. Si se excluyen todas las causadas por
virus o téxicos, queda un grupo de hepatitis que se ha
clasificado como hepatitis No A No B (HNANB) (43, 95).

Actualmente la HNANB se ha dividido en tres grupos: Una
parte causada por el virus de la hepatitis E (VHE)
descubierto por Balayan et al. en 1983 (13), otra pér el
virugs de la hepatitis C (VHC) descubierto por Choo et al. en
1988 (38) y otra gque atn permanece en estudio y que se
denomina HNANB.

Para 1la hepatitis A yv B existen métodos diagndsticos y



prosibilidad de inmunizacién pasiva y activa. Para el VHC, VHD
v VHE actualmente se cuenta sd6lo con métodos de diagndstico
(18, 17, 38, 76).

Por sus caracteristicas de transmisién estos agentes
Virales se clasifican en:

A- Virus entéricos, transmitidos principalmente via
fecal-oral como el VHA v el VHE gue no dejan secuelas
crénicas. En Costa Rica cerca del 80% de la poblacién adulta
rosee anticuerpos contra el VHA (200). Sobre el VHE que ha
causado grandgs epidemias en India, Africa y México no se
poseen datos. Sin embargo, debido a su cercania con México,
no se puede descartar su existencia en Centroamérica.

B—- Virus gque se transmiten principalmente por via parenteral,
sexual, vertical o comunitaria como el VHB, VHC, VHD, v el o
los wvirus de HNANB. En Costa Rica el VHB tiene una
prevalencia del 10% (200) v el VHD, cuya existencia depende
de casos agudos o crénicos del VHB por ensamblarse dentro del
HBsAg de este, rosee una prevalencia muy baja en
Centroamérica (110).

En los paises desarrollados, el VHC se ha asociado a las
hepatitis postransfunsionales desde un 20% a un 90% y con las
esporddicas de un b a un 40% ambas anteriormente clasificadas
como HNANB (B85, 80, 157). Queda un porcentaje variable segin
la ubicacidén geografica con etiologia desconocida.

Cientificos como Suh (178), Trepo (185), Prince (143),
Chori (138) v Beto (185), han tratado de caracterizar

sistemas antigeno—anticuerpo o un agente viral relacionado



con las HNANB. Sin embargo, no han obtenido
resultados convincentes vy actualmente una parte de estos
- casos se han asoclado con el VHC.

El Centro Internacional de Investigacidn v
Adiestramiento Médico (CIIAM), conocido por sus siglas en
inglés como ICMRT, ha trabajado con un sistema descubierto al
reaccionar entre s8i sueros de dos donantes gque se estaban
estudiando por HBsAg con bandas de precipitacién en placas de
reoforesis. Posteriormente, la reactividad de estos sueros se
asocié con cagos de HNANB v se seleccionaron los gque mejor
correlacidén dieron. Los sueros fueron numerados
consecutivamente y se denominé arbitrariamente a los sueros
pares como antigenos y a los sueros impares como anticuerpos
(198, 189). Este es el sistema que se ha denominado sistema
seroldégico NANB-ICMRT.

El presente trabajo consistié en la evaluacidn de la
prevalencia de la hepatitis NANB, mediante el sistema
seroldgico NANB-ICMRT en casos de HNANB, hepatitis B agudos v
crénicos, casos de Thepatitis A agudos, muestras con
marcadores de CMV, personal de la unidad de hemodidlisis,
pacientes de la misma v sus familiares, hemofilicos, prersonas
de consulta antivenérea, diabéticos, mujeres embarazadas y
donantes. También se hicieron estudios biogquimicos e
inmunolégicos para caracterizar dicho sistema y se compard
con el sistema desarrollado por Abbott para detectar anti-VHC

(38).



REVISION BIBLIOGRAFICA

Resetia Historica

Desde el siglo V antes de Cristo se describen cuadros de
ictericia en el Talmud Babllonio y en escritos de Hipbecrates,
la cual, era atribuida a la obstruccién de los ductos

biliares y se denominaba ictericia catarral (21, 43).

En 1885, en una vacunacién contra la viruela, se
produjeron cuadros de ictericia en la mayoria de los
vacunados en diferentes partes del mundo. En 1900 se

describidé de nuevo en pacientes con enfermedades venéreas,
artritis reumatoide, diabéticos, nifios inoculados con sueros
hiperinmunes contra sarampién y paperas, en receptores de
sangre o sus derivados y en militares wvacunados contra 1la
fiebre amarilla (21).

Hasta después de la segunda guerra mundial se pensdé en
etiologias virales ror los resultados obtenidos en
experimentos de transmisién a Voluntarioé humanos (21, 43).

En los afios 1940, se sugirié la existencia de al menos
dos tipos de hepatitis (21, 43, 47, b59): La hepatitis
infecciosa o hepatitis A con un periodo de incubacidén de 15 a
45 dias y de trasmisién fecal-oral, conocida también como,
hepatitis epidémica, hepatitis de periodo de incubacidn
corto, TJaunisse des camps" v "Soldaten Gelbsuscht"; vy 1la
hepatitis sérica o hepatitis B con un periodo de incubacidn
de 45 a 150 dias y de transmisidén parenteral ( sangre o sus

derivados ). Otros sindénimos para esta hepatitis fueron



hepatitis \por inéculo, hepatitis de largo periodo de
incubacién, hepatitis "hippy" y hepatitis "Tatto." En 1965,
Blumberg et al. (22), descubrieron un antigeno al que
denominaron antigeno Australia y en 1968 Prince et al. (141)
lo denominaron antigeno de superficie (HBsAg) y lo
relacionaron con la enfermedad. En 1973, Feinstone (80)
observd el virus de la hepatitis A (VHA) al microscopio
electrdénico, en las heces de un mono infectado con el agente
de transmisidén fecal-oral (21). Poco tiempo después, Provost
et al. (144) lograron replicar en cultivo de tejido una cepa
del VHA de un extracto de heces facilitada por el ICMRT de
un paciente de Costa Rica. En 1977, Rizzetto et al. (1585)
describieron el agente llamado delta o D, el cual existe
como una co—-infeccién a la hepatitis B, vya gque utiliza el
HBsAg como su cubierta.

A mediados de los aflos 70, se inicidé el tamizaje de
donantes de sangre para detectar HBsAg por distintas
metodologias. Sin embargo, la hepatitis postransfusional
(HPT) permanecia muy alta, y de todos los casos s6lo un
porcentaje pequefio era producido por el Epstein Bar virus
(EBV), el citomegalovirus (CMV), pocos por hepatitis B y rara
vez por hepatitis A (8, 1568). A partir de 1974, de todos los
casos de hepatitis un 85% a un 95% se clasificaron como ni A
ni B, de alli su nombre, hepatitis no A no B (HNANB) (137,
143, 1B6) y se acumularon las siguientes evidencias de la
existencia de otros agentes causantes de Hepatitis:

1- Maltiples ataques de hepatitis aguda, en una misma



persona, principalmente en hemofilicos, pacientes de
hemodidlisis, de transplante renal v drogadictos intravenosos
(DIV) (21, B9, 6b,67,1686). 2- Periodos de incubacidn de 45 a
b5 dias que son intermedios entre los de la hepatitis A y B
con casos de periodos de incubacién més cortos y otros més
largos (17, 116, 156). 3- El poseer anticuerpos contra el
HBsAg (Anti-HBs), no protege contra la HPT (21, 47, 65). 4-
El estudio de las HPT demostrd gue hay casos no relacionados
con el VHA, con el VHB, ni con otros 24 agentes (43). b-
Diferentes patrones de la enzima alaninoaminotransferasa
(ALT): monofdsico con retorno rédpido a la normalidad,
bifdsico y polifdsico con decaimiento progresivo (21, 47,
48, 116, 153).

En 1983, Balayvan et al. (13) aislaron un virus entérico
causante de hepatitis epidémica transmitida por el agua
conocido ahora como el virus de la hepatitis E (VHE) el cual
fue clonado en 1990 (152). En 1988 Choo, Kuo y colaboradores
(38, 104) describieron un nuevo agente causal de hepatitis
parenteral denominado virus de la hepatitis C (VHC).

Actualmente se cuenta con métodos de diagndstico para el
VHA, VHB, el agente D, VHE y VHC; ademés existen métodos de
vacunacién pasiva v activa contra el VHA y VHB. Las vacunas
contra el VHB son derivadas de prlasmas humanos o
recombinantes y la de VHA son de virus muertos o atenuados en

cultivo de fibroblastos (76, 166).



Epidemiologia de la HNANB.
Por su modo de transmisidn la HNANB se ha clasificado
en 3 tipos (116): Hepatitis epidémica, heépatitis asociada a

sangre o contacto percutdneo y hepatitis esporddica.

Hepatitis Epidémica NANB o Hepatitis E:

La hepatitis E es epidémica vy endémica en India,
Argelia, Burma, Somalia, Nepal, Pakistdn, Costa de Marfil vy
México. Es transmitida via fecal-oral, se presenta
principalmente en épocas lluviosas vy en regiones de malas
condiciones higiénicas, pobreza extrema, falta de
aléantarillado de aguas negras, etc.. Produce alta mortalidad
en mujeres en el tercer trimestre del embarazo (18, 21, 27,
47, 124, 140, 145, 1566, 168).

Epidemiolégica y clinicamente se asemeja a una hepatitis
A, por 1lo que al principio se creyd que el agente era un
mutante del VHA. El periocdo de incubacidén promedioc es de 40
dias y afecta principalmente adultos jévenes (15-40 afios)
(27, 43, 122, 123, 140, 145, 166, 180). Sin embargo, en Nueva
Delhi, India, paclentes con hepatitis E vya poseian
anticuerpos Anti-VHA, asimismo chimpancés inmunes al VHA que
han sido inoculados c¢on heces de varios brotes se han
infectado, 1lo que indica que no hay inmunidad c¢ruzada ni
relacidn seroldgica. Particulas del virus se han aislado de
extractos de heces y probadas por hibridacidédn con sondas de
ADN copia (ADN¢) del VHA, del virus Qe la polio, v del virus

de la encefalomiocarditis, yv no se ha observado reaccidn.



Esto indica que el agente de la hepatitis E no es un
ricornavirus(145). Tampoco se ha observado reaccién cruzada
por inmunomicroscopia electrédnica (82).

El VHE puede ser transmitido a voluntarios sanos y a
primates como el Cynomolgus macague y Sanguinus mvstax. Las
particulas semejantes a virus o VLPs (siglas en inglés),
gon icosahédricas de 27 a 34 nm, con proyecciones en la
superficie. Son destruidas por el cloruro de ceslo (CsCl) vy
altas concentraciones de sal, tienen un coeficiente de
sedimentacién en sacarosa de 183 S, se degradan en 3 a b dias
a 4-8°C, se conservan en nitrégeno liquido y se excretan en
heces cuando se elevan las transaminasas. El1 VHE no se ha
cultivado "in vitro" a pesar de que Pillot et al. (140)
reportaron en 1984 su crecimiento en hepatocitos PLC/PRFS.
Es un calicivirus semejante al de los felinos (13, 27, 1b2,
186).

Se han desarrollado pruebas de ELISA para detectar el
VHE en heces (18, 140). Los anticuerpos tipo IgM son
detectados durante la fase aguda, sin embargo, los tipo IgG
de la fase oonvaleciente son de bajos titulos, 1lo que indica
gue no hay proteccién prolongada (27).

El VHE ha sido purificado de heces y bilis y luego de
construlr una biblioteca genética con ADNc en el fago gt10,
se selecclonaron 16 clonas exégenas, gue eran las qgue no
reaccionaban con el genoma de un ser humano ni de un
Cvnomolesus macaague (Cyno) no infectados, pero gque hibridaban

con un ARN de 7.6 kilodaltons (kd) de un Cyno infectado.



Pruebas posteriores permitieron seleccionar una clona
denominada ET 1.1 y el péptido que produce tiene secuencia de
consenso con ARN polimerasas ARN dependientes presentes en
virus ARN (+). Ademas, hibriddé con ADNc hecho a partir de ARN
del wvirus purificado de heces de humanos procedentes de 5
regiones distintas pero no con material genético de fagos vy
bacterias. El andlisis se hizo por medio de las técnicas de
PCR (polimerase chain reaction) y uwna modificacidén especial
denominada SISPA (Sequence—-independent single primer
amplification) (1B52).

En Costa Rica atn no se han reportado casos, pero se
pueden presentar en cualguier momento por la llegada de
inmigrantes o turistas provenientes principalmente de México,
donde su presencia ha sido demostrada. Se han dado casos de
hepatitis fulminante en franceses gue han vuelto a Francia

procedentes de Asia y Africa (115).

Hepatitis Percuténea y. Esporédica:

La hepatitis percutdnea, al iguwal que la hepatitis B, es
transmitida principalmente por sangre ¥ sus derivados a
politransfundidos (cuyo riesgo aumenta con el ntmero de
unidades recibidas vy la calidad del donante), DIV,
hemofilicos, pacientes de hemodidlisis, de transplantes, de
rlasmaferésis, etec. (21, 35, 47, 85, 89, 90, 95, 1186, 132,
133, 148). En Estados Unidos se reporta una incidencia de un
4-12% y representa en varios paises cerca de un 90% de las

hepatitis postransfusionales (21, 87, 89, 146).



La Thepatitis esporddica es adguirida en una comunidad, yva
sea por transmisién homo, bi o heterosexual, contactos
familiares, contacto nosocomial, trabajadores de salud vy
otras vias no bien identificadas, pero en menor proporcidén
gque la hepatitis B (1, 21, 47, 116, 180, 193). Hay poca
evidencia de transmisién por saliva, pero la posibilidad no
se descarta (1, 46, 77). Su severidad en paclientes mayores de
80 afios es confirmada por algunos autores (47, 1b9) y negada
por otros (70). Uno de los primeros reportes lo didé en Costa
Rica el grupo de Villarejos en el ICMRT (194, 1895).

Los cuadros clinicos v biogquimicos asociados con las
hepatitis percutdneas y esporddicas, agudas o crénicas,
tradicionalmente son diagnosticados por exclusidn, esto es,
serologia negativa de marcadores de hepat%tis A aguda (IgM
Anti-VHA), de hepatitis B aguda (IgM Anti-HBe) o croénica
(HBsAg, HBeAg, titulo de IgG Anti—HBo, Anti-HBe), de
infeccibén reciente o reactivada de CMV (IgM Anti-CMV, titulos
elevados de IgG Anti—-CMV en dos o mds muestras del paciente),
de infeccidébn por EBV (IgM Anti-EBV), ausencia de sustancias o
medicamentos téxicos (oxifenisatinas, metildopa, isoniazida,
etc.), ausencia de enfermedades obstructivas, enfermedades
autoinmunes, obesidad v depd6sitos de cobre o enfermedad de
Wilson. El1 papel del CMV se ha discutido mucho debido a gue
la técnica de fijacién de complemento empleada para su
diagnostico ha dado titulos muy bajos y no reproducibles,
ademds, sueros almacenados no pueden ser evaluados. En un

estudio de b7 paclentes con hepatitis postransfusional (HPT),
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50 con hepatitis no postransfusional, v B0 controles,
evaluados con la prueba de hemaglutinacion indirecta, el 21%,
4% v 0% respectivamente, tuvieron aumento de 4 +veces el
titulo. En este tipo de hepatitis el periodo de incubacién es
muy corto, no se produce cronicidad y su diagnostico es
importante en neonatos y en paclentes inmunosupresos por
causas naturales o inducidas (8, 43, 47). Otros factores
que son caﬁsales de cuadros de hepatitis pero gue no se
utilizan para el criterio de exclusion son virus menos
comunes como €l de la fiebre amarilla, de Marburg, de Lassa,

de Ebola, Coxsackie, Rift Valley, herpes simplex, rubeola,

varicela zoster, otros patdégenos como toxoplasma, brucella,
micobacterias, espiroguetas, rickettsias, hongos,
deficiencia de a1 antitripsina, hemocromatosis, porfirias,

tumores, congestién pasiva del higado por falla ventricular
derecha y shock séptico (21, 47, 67, 95, 153, 193).

La HNANB causaba hasta 1988, segin la region geografica,
del 65% al 95% de las HPT y del 15% al 25% de las hepatitis
esporadicas (43, 47, 67, 89). En Suecia se reportd de un 23%
a un 40% (205), en Estados Unidos de un 3% a un 20% (153), en
Kuwait un 9% (6), en Italia de un 11% a un 58% (68), en
Grecia un 13% (182) yv en otros paises como Costa Rica 0.3% en
donantes y 5 casos en San Ramén y Palmares (195, 186, 197),
Brasil con 20% de casos (101) y Espafia con 14% (16).

Casos de hepatitis B y NANB se han reportado en
racientes receptores de gamaglobulinas en Italia, Inglaterra,

Estados Unidos y Suiza, cuando éstas han sido fraccionadas
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ror el método de Cohn. §8in embargo, con gamaglobulinas
tratadas con pepsina no se trasmitié la enfermedad. Los
niveles de ALT no correlacionaron con la clinica presentada
en estos casos vy la transmisién se dio s6lo en unos
receptores debido a una distribucién desigual del agente en

cada vial y un factor de dilucidn limitante (106, 158, 210).

Caracteriticas Clinicas.

En 1la HNANB el cuadro agudo‘es més leve que el de la
hepatitis B. En wun estudio de 203 casos de hepatitis
fulminantes, un 36.9% correspondieron a HNANB y un 43.3% a
la B, de los primeros un 0 a un 13% se recuperan v en B 1lo
hacen de un 17% a un 33% (65, 99, 118, 183). El1 cuadro
clinico es semejante a otras hepatitis virales (159), v se
resume en el cuadro 1.

La edad, el peso, el sexo, la raza, la historia clinica
v la exposicién previa a sangre, no afectan la incidencia de
las HPT pero si el volumen vy el tipo de transfusién (16, 17,
65, 116, 175, 193). Actualmente, segin la zona geogrdfica, de
un 20% a un 90% de las HPT v de un 2% a un 40% de las
hepatitis esporéddicas catalogadas como NANB se incluyen en el
grupo de la hepatitis C (193). Estudios realizados en
diferentes grupos de riesgo en diferentes regipnes, muestran
una prevalencia muy variada como se aprecia en el cuadro 2.

El indice de riesgo para adquirir una HPT es calculado
ror la férmula empirica Vs+Ts en donde Vs=(V-V)/Vsd ¥

Is=(T-T)/Tsd, V= volumen de transfusién, V= volumen promedio
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CUADRO 1

13

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA HEPATITIS NANB PERCUTANEA O

ESPORADICA

Periodo de incubacidn

Signos .v sintomas

mas importantes astenia,

Aumento de ALT
vy bilirrubinas

2 a 26 semanas

Mayoria asintomAticos,

dolor abdominal,

fatiga, vémito y fiebre.

Leve a moderado

Ictericia Reportes de 1.3% a 25% de los casos.
Hepatitis crénica Reportes de 40% a 60%
HCA Reportes de 38% a 61%
HCP Reportes de 17% a 62%
Cirrosis Reportes de 1% a H56% (seglin edad vy

modo de transmision).

Carcinoma hepatocelular

Hasta un 20%

Referencias: 8, 21, 43, 47, 67, 78, 89, 95, 116, 137, 145,

153, 159, 178, 180, 2186.



CUADRO 2.
PREVALENCIA DE HEPATITIS NANB EN DIFERENTES GRUPOS DE RIESGO

Grupo Prevalencia Referencia
(%)

DIV 12 a bBO 47, 65, 205, 208

Hemodidlisis 5 a 25 47

Hemofilicos 30 a 70 216

Donantes 17 a 34 16

comerciales

Donantes 0O a6 i6

voluntarios

Transfundidos 3 a 93 47, 65, 8B

Cirugia de 17 a 40 17, 6b, 116, 148, 175, 123

corazdn

Personal de 6 a 20 65, 67

salud

Personal de Hasta 80 65, 67

salud con

accidentes

Esporadicos 10 a bBO 10, 47, 216

familiares

Contactos 11 10

Heterosexuales




de transfusidén, Vds= desviacién estandar del volumen, T=
tiempo de circulacidén extracorporal, T= tiempo promedioc, Tsd=
desviacién estandar del tiempo. Con esta férmula se puede
prredecir la incidencia de la hepatitis NANB (116, 130, 135).
Otra formula sugerida para calcular este riesgo denominada R
es: Rz 1-(1~C)N, en donde C=tasa de portadores y N=#¥ de
bolsas. El valor de R ha disminuido con el uso de donantes
voluntarios y un control adecuado de los mismos (116). La
transmisién vertical durante el tercer trimestre del embarazo

va se ha reportado en varios estudios (21, 31, 65, 867, 208).

Hallazgos Histopatolbgicos.

En la HNANB aguda se presenta el cuadro tipico de
cualgquier otra hepatitis, pero la mitad de los casos
rresentan cimulos eosinofilicos en el ci%oplasma, esteatosis
microvesicular, marcada actividad de células sinusocidales
(43%), respuesta inflamatoria portal, periportal v
prarengquimal menos intensa que en la hepatitis A o B, con
menos linfocitos, pero gran ntmero de cuerpos acidofilos v
rarticulas nucleares que son inversamente proporcicnales al
grado de inflamacién y degeneraciédn hepdtica. En hepatitis
B, los cuerpos acidéfilos v la infiltracién son uniformes, en
la hepatitis A el dafio periportal es més severo, con células
rlasmaticas v colestasis intralobular; hay hepatocitdlisis
mediada por los linfocitos, esto puede ser el origen de 1la
recurrencia episédica reflejada por la fluctuacidén de las

transaminasas. En la hepatitis E se observa colestasis
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celular y lobular, necrosis focal, embalonamiento de
hepatocitos, cambios degenerativos acidofilos v
microinflamatorios en el parénauima, con poco infiltrado en
tractos portales. En mujeres embarazadas se presenta
coagulacién intravascular diseminada o Fendmeno de Shwartzman
(27, 47, B0, 145, 193).

En la HNANB croénica se puede observar necrosis
hepatocelular lobular periférica moderada, infiltracién de
células mononucleares con grado variable de fibrosis e
hipertrofia portal. Generalmente, hay ausencia de
anticuerpos antinucleares y antimusculares, pero se observa
gran cantidad de complejos inmunes circulantes (47, 67). En
la HCP hay infiltrado inflamatoric mixto en el tracto
portal, vy necrosis moderada (867). Mattsson (116) reporta en
HPT de un 20% a un 49% de cirrosis y 50% de HCA. En DIV con
hepatitis o en casos esporddicos 1la mayoria han
desarrollado HCP y muy pocos cirrosis; en pacientes con
hepatitis por gamaglobulinas se presenta un alto grado de
cirrosis v en hemofilicos varia de un 13% a un 26%. En la HCA
exlisten necrosis pieceneal, necrosis de la placa limitante de
los hepatocitos alrededor del tracto portal v en mds del 54%
de los casos se presenta remisidn espontdnea bioguimica e
histolégica en 1 a 3 afios, en el resto de los casos se
produce fibrosis, necrosis, cirrosis e incluso muerte en un
reriodo de tiempo que oscila de 4 meses a 11 aflos. Ademds,
existen complicaciones raras como encefalopatias, ascitis,

vdrices esofdgicas, anemia apléstica, artritis, parpuras,
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ete. (21, 43, 47, 116).

El digné6stico histopatoldgico es controversial. En un
estudio, Bianchi et al, consultaron varios patdélogos y cada
muestra fue reinterpretada un afio después. S6lo el 68% de los
casos se clasificaron de la misma manera, con un 70% de
consenso entre los médicos. Entre las posibles causas de
controversia se citan: infeccilones dobles, histologia

discreta y cambios no especificos (20).

Marcadores Indirectos.

Hasta 1989 no se contaba con ninguna prueba para
identificar la HNANB. Se utilizaban marcadores indirectos
como lo son: valores aumentados de ALT, presencia de
Anti-HBc, wvalores sumentados de péptido aminoterminal del
procolégeno tipo III (pIIINP), de hyaluronan, presencia de
Anti-HBs (47, 78), Anti-albtimina humana polimerizada después
de descartar VHA y VHB (21), guanasa sérica (116), niveles de
antigeno carcinoembriénico (CEA), 4&cidos biliares (47),
coliglisina sérica (78) y heopterina en orina (150).

El Anti-HBc y la ALT se utilizan como marcadores de
infectividad para la HNANB wva gque las circunstancias
epldemiolégicas v clinicas de ambos tipos de hepatitis son
semejantes. 8Sin embargo, Gonzdlez gt al. en 1990 (69)
compararon un grupo de personas que habian recibido sangre
con la prueba negativa con otro en donde la prueba no se
habia hecho y un 27.8% recibieron al menos una unidad

Anti-HBc positiva y un 5.3% al menos una unidad con ALT
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aumentada. La incidencia de hepatitis aguda fue de 9.3% y 10%
respectivamente, sin diferencia significativa. Hanson et al.
(73) en su trabajo en 1986 indican la importancia de la
determinacion del Anti-HBc pero seflalan aue al menos un 50%
de los positivos no van a transmitir HNANB. La importancia de
cada uno de estos marcadores se presenta en el cuadro 3.

La guanasa humana (Guanina deaminasa EC3.5.4.3) es una
enzima que estd presente en higado, cerebro y rifidn. Es
considerada como un indicador més especifico de datio
hepatocelular aque 1la ALT (88). El1 pIIINP se genera en la
sintesis de tejido conectivo como respuesta a procesos

fibréticos vy es capturado y degradado por las células

endoteliales hepdticas. Su aumento en suerc se debe a
diferentes procesos hepdticos, fibrosis rulmonar,
mielofibrosis, artritis reumatoide, etc. Se ha demostrado

también su aumento en hepatitis A v B agudas, en HCA y en el
avance de HNANB en hemofilicos (118, 120). El hyaluronan es
un polisacdrido sintetizado por la mayoria de las células, se
libera al espacio extracelular v pasa a la sangre por la
circulacioén 1linfatica. Es degrado por las células hepdticas,
aumenta en cirrosis alcohdélica, cirrosis Dbiliar primaria,
hepatitis aguda viral, artritis, mesoteliomas y septicemias y

normaliza rapidamente (118).

Evidencia de dos o ma&s Virus.
a— Agentes Asociados.

Varios agentes se han asociado con cuadros de HNANB,
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CUADRO 3.

IMPORTANCIA DE LOS MARCADORES INDIRECTOS PARA PREVENIR

HEPATITIS POSTRANSFUSIONAL NANB.

Marcador Importancia Referencia
relativa

ALT % ++ 7, 21, 47, 116, 153
Anti-HBc ++ 7, 21, 47, 99, 116, 153, 187
ALT v Anti-HBc +++ 7, 21, 47, 99, 116, 153, 187
Anti-HBs + 47, 78
Anti-AlbGmina Humana ++ 21
Polimerizada

CEA + 47
Acidos Biliares + 47
Coliglicina Sérica ++ 78
Heopterina en orina ++ 150
Guanina deaminasa +++ 85, 1186
Procoldgeno tipo III _+ 117
Peptido aminoterminal

Hyaluronam _+ 117

¥ = >2.5 veces promedio normal
_+ = muy poca
+ = poca

++ = bastante
+++ = mucha
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entre ellos el VHB. Toda la informacién acerca de la
reaccidén cruzada del NANB con el VHB, hizo pensar gque al
menos uno de los agentes causales de HNANB estaba relacionado
a éste y presentaban mimetismo clinico, bioquimico v
epidemiolégico. Con el HBsAg no se ha reportado reaccldn
cruzada excepto si se utiliza Anti-HBs monoclonal (87, 74,
99, 185). Un resumen de los posibles agentes con gque pueda

tener relacidn la HNANB se muestra en el cuadro 4.

b—- Purificaciém de Probables Antigenos y Desarrollo de
Pruebas Serolégicas.

Las técnicas debinmunodifusién v contraelectroforesis
(detectan 1 ug/ml) se han utilizado para tratar de
caracterizar sistemas asociados al NANB. Chircu et al. en
1880 (387) +trabajaron con una inmunodifusién vy por los
resultados obtenidos plantearon dos hipdétesis: muy poca
sensibilidad en 1la prueba o la presencia de al menos dos
sistemas con antigeno temprano y anticuerpos de corta
duracidn. En un sistema de Outcherlony, en donde los
antigenos eran sueros de casos agudos y los anticuerpos
sueros de casos convalescilentes, se purificd por gradiente de
sacaroga el antigeno que mejor respondid v con éste se
evaluaron pdneles internacionales. Un bb% de las hepatitis
A y un 29% de las hepatitis B dieron antigeno
positivo, no se formaron lineas de precipitacién en presencia
de EDTA, sueros negativos dieron positivos al ser calentados

a 56°C por 20 min v un suero positivo dejd de serlo. Por lo
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CUADRO 4.

AGENTES ASOCIADOS A CUADROS DE HNANB

Agente Relacidn Importancia Referencia

relativa

VHB Particulas semejantes +++ T4, 75, 143,
ADN Pol., homologia 156, 185, 201
parcial del ADN,
Reaccién cruzada con +++ 65, 201
HBeAg v HBcAg

Retrovirus Actividad de ++ 99, 106
TR.
Ninguna actividad - 28, 87

Spumavirus Aislados de casos - 210

Togavirus 60 a 70 nm con +++ 56, 75, 112
envoltura yv proyvecciones ,

Enterovirus

Adenovirus Aislados de

Mixovirus casos, pero - 47

Parvovirus sin relaciodn

Micoplasmas

- = ninguna
++ = bastante
+++ = mucha
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tanto, se llegd a la conclusidn de que no se trataba de un
sistema especifico, aquizds por la presencia de complejos
inmunes gque ocultaban el verdadero sistema (79, 178, 177).
Deinstag (48) describidé un método de inmunodifusiébn con
sueros agudos y convalescientes de casos de HNANB y observd
prarticulas de 30, 40 y 80 nm con una migracidn semejante a
las globulinas, un peso molecular de 100 a 300 Kd y una
densidad de 1.38 g/ml.

Del suero de un hemofilico con hepatitis en fase aguda
Duermeyer (52, 53) aisld un antigeno denominado Ds por
gradiente de CsCl (1.32 g/ml), con un peso molecular de 900
kd, estable 1 hora a 58°C a pH=3, altas concentraciones de
CsCl o Nal yv 20% de éter, pero se destruye a 98°C, pH=2Z2, con
cloroformo, cloro a 1 p.p.m. v formalina 1:4000 a 37°C por 72
horas. En una prueba de ELISA encontrd 85% de antigeno en
pracientes con PTH NANB, 9% en hemofilicos, 41% en
prostitutas, 0.8% en donantes y no hubo reaccidn cruzada con
otras hepétitis. Seto (185) describid una glicoproteina de 77
Kd aislada de un paciente con HNANB en un gel SDS-PAGE al 9%
v disefido un radioinmunoensayo (RIA) con el que detectd un 5H9%
de positivos en casos esporddicos y obtuvo una reaccidn
cruzada con una glicoproteina del HIV-1 a la que llamdé gp-74.
Schaff(182) aisldé una glicoproteina semejante con técnicas
histoquimicas e hibridaciones gque dieron muy buena
correlacidon. Burk (32) compard el método de peroxidasa
antiperoxidasa (PAP) con el sistema avidina-biotina (ABC)

que utiliza el suero de un donante positivo por anticuerpo;
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el ABC resultd 50 veces mds sensible gque el PAP. Vitvitski
(201) desarrolld una técnica de inmunofluorescencia en tejido
Vv encontréd una reaccion cruzada con el HBeAg v el HBcAg.
Cbservd particulas de 20 a 25 nm vy actividad de ADN
rolimerasa. Sin embargo, obtuvo muchas reacciones
inespecifioag en sueros controles y bajos resultados en
paneles ciegos, lo que implica posiblemente una prueba basada
en complejos inmunes circulantes, wuna respuesta de una
proteina hepdtica normal, autoanticuerpos o factor reumatoide
(48). Spertini (173) precipitd el antigeno del sistema con
PEG 6000, pH= 4.6 y realizé6 una dobleinmunodifusidén en donde
obtuvo resultados semejantes a los de Vitvitski. Zhuang (215)
realizéd también pruebas de Outcherlony con sueros de
pacientes, trabajé con tinciones para proteinas,
carbohidratos vy lipidos, encontrdé un antigeno en gradiente de
sacarosa (4 S) v de densidad 1.175 g/ml en CsCl, resistente
a 60°C por 1 h. En SDS-PAGE observd 3 bandas de 47, 55 y 64.5
kd vy material amorfo a microscopia electrénica (ME). Por
todas estas caracteristicas concluyd que probablepente se
trataba de una lipoproteina asociada a todo proceso de dafio
hepdtico e ictericia. Ohori (138) aislé un antigeno de orina
v el anticuerpo respectivo de suero. El antigeno aislado es
una proteina de 250 kd en su forma nativa, con un coeficiente
de sedimentacion de 11.0 S, una densidad en CsCl de 1.215
g/ml, se observd una particula de 1lnm por ME y una banda de
38 kd en SDS-PAGE. Esta informacidén hace pensar en una

lipoproteina de un togavirus. Cada uno de los sueros
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estudiados fue analizado contra cada uno de los antigenos vy
se encontraron dos anticuerpos distintos, uno de ellos
correspondié al suero A y se denomind S0 al sistema, v el
otro correspondidé al suero M o sistema MI. El sistema SO0
dio resultados mds especificos que el MI.

Se ha comprobado que linfocitos de humanos y chimpancés
transfectados con el EBV, producen anticuerpos que marcados
con fluoresceina o peroxidasa, dan una buena correlacidn en
algunos casos (187) yv en otros reaccionan con tejidos de
alcohdélicos, infectados sbélo con VHB o con el agente D (67,
108, 112). Akatsuka (4) detectd por hemaglutinacidn pasiva un
antigeno de un paciente con HNANB al que denomind ANBL20.
BEste es un polipéptido de 45 Kd reconocido por anticuerpos
policlonales en su forma nativa. De wun hibridoma entre
células somdticas de bazo con mieloma NS-1 este autor aislé
el anticuerpo monoclonal respectivo de liquido ascitico de
ratones Balb/c v desarrolld un RIA para la detencidn de
antigeno, v por blogqueo del anticuerpo lo detectd en las
mismas placas. Este RIA resultd 60 veces més sensible que la
hemaglutinaciétn pasiva. Una vez probado el sistema en casos
de HNANB, hepatitis A, hepatitis B y en otras hepatopatids,
demostrdo que el ANB520 se encontraba en altas concentraciones
en higado con variaciones de individuo a individuo y en bajas
concentraciones en higado fetal, bazo, pulmén, rinén,
péncreas, intestinos, etc. ¥y por lo tanto era una proteina de
origen celular que aumentaba en los casos de HNANEB antes de

la elevacién de ALT sin ninguna relacidén con su estadio.
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Esto se puede deber a un aumento real en la concentracidn
del mismo, un aumento en la formacidn de los polimeros, o a
una modifioacién durante la replicacion viral que la hace més
inmunogénica. (3 v 4).

En otro estudio, Imwo et al., purificaron un antigeno por
gradiente de CsCl (1.225-1.325 g/ml) yv el anticuerpo por
columna de DEAE-H2. Este se marcé por el método de la
cloramina T para producir un RIA y se obtuvo de 2.3% a 4%
de positividad de antigeno en los grupos control y un alto
porcentaje en grupos de alto riesgo como DIV, homosexuales,
prostitutas, pacientes de hemodidlisis, hepatitis esporddica,
etc. (112). Shirashi (188) purificdé un antigeno de 1.27 &
1.32 g/ml en CsCl (rango de las IgMs) con un coeficiente de
sedimentacidén de 58 8, eluye a pH= 5.0-5.6 en columnas de
P.I.. Es adsorbido por agregados de IgG e 1inestable en
mercaptoetanol al igual gue un factor reumatoide aberrante
{(prueba negativa)l. También purificé el anticuerpo v
desarrolld un RIA pero presentd falsos positivos. El antigeno
se detectd en sueros humanos y de chimpancés con hepatitis
aguda y cronica.

En wun estudio de mds de 55000 donantes, Villarejos et
al. (198, 199) describieron el sistema NANB-ICMRT. Cada
donante fue probado en una placa de reoforésis con Anti-HBs
en el centro y no reaccionaron contra éste sino que formaron
una linea de precipitacidén entre dos sueros adyacentes en méas
de 30 oportunidades. Se realizaron pruebas de identidad entre

ellos y se escogieron 6, se denominé arbitrariamente
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anticuerpos a los pares y antigenos a los impares. ELl resto
del estudio se realizd con los sueros #2 v #5. Casos de
hepatitis en &reas rurales de Costa Rica, sus contactos
familiares, casos de hepatitis A y B, v de otras enfermedades
hepaticas o de otra naturaleza fueron analizados por
reoforesis, contrainmunoelectroforesis, inmunoadherencia (IA)
vy ELISA. El marcador fue localizado en todos 1los casos
crbénicos vy en 70% de los agudos, con una seroconversién de
mas del 40% en personas menores de 15 afios, 1lo gue 1indicd
contacto temprano, 27% en familiares, 4% en casos de
hepatitis A y B y 0.3% en donantes. El antigeno es estable
1h a 40°C, pH= 4 v pH= 10 a 37°C por 12 h, tiene una densidad
en CsCl de 1.27 g/ml, se inhibe con Anti-IgG, se une
parcialmente a proteina A, pesa 500kd y no es detectado por
ELISA en mercaptoetancl. Todo esto sugiere que es una mezcla
de lipoproteina, lipidos y complejos inmunes.

Se han probado desde las metodologias més sencillas

como el Outcherlony, IA, ELISA y RIA, hasta las més
complejas como el Western Blot, 1la ME, las hibridaciones,
produccién de anticuerpos monoclonales y clonaje, 1lo que ha

dadeo como resultado una amplia gama de resultados acordes o
no con 1la hepatitis en estudio, vya que dependen de la
sensibilidad, reproducibilidad y especificidad encontrados,
parametros que se ven afectados por autoanticuerpos contra
avtoantigenos o exoantigenos (de bacterias y alimentos). Las
particulas semejantes a virus que oscilan entre los 11 y 140

nm observadas en suero o tejido hepdtico podrian
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representar fragmentos subcelulares, organelas normales,
particulas, lipoproteinas vy otros virus adventicios, sin
descartar la posible relacidn con el virus de la hepagtitis B,
retrovirus y otrog (17, 21, 62, 65, 142).

Algunos autores han asociado las reacciones en casos de
HPT NANB con isohemaglutininas del sistema ABO, vy ¢con un
antigeno citoplasmdtico de los eritrocitos llamado CDAl, o

con el antigeno T de la membrana de los mismos (142).

c— Caracteristicas Biolégicas y Bioquimicas de Posibles
Agentes Asociados a la HNANB.

Existen al menos dos agentes asociados a la HNANB, o un
agente que produce dos efectos distintos. Uno de ellos es
sensible a B0°C por 10 h, al cloroformo y a la formalina lo
que sugiere una composicidén lipidica y un acido nucleico de
banda simple. Es menor de 80 nm, produce estructuras
tubulares en las cisternas del reticulo endopldasmico y en
el aparato de Golgi, gque son fusiones intracitoplasmé&ticas de
membranas circulares de 100 a 350 nm. Se puede purificar de
rlasms e higado con métodos para recuperar virus ARN pequefios
Vv Dposee una densidad de 1.14 g/ml. Este agente se ha
denominado cepa H v se aisla principalmente del factor VIII.
El otro agente es resistente al cloroformo, es mayor de 30 nm
v es intranuolear; genera irregularidades en la membrana
nuclear, condensacidén de la cromatina y forma vesiculas vy
vacuolas. Se le ha denominado cepa F vy se aisla

principalmente del factor IX (9, 14, 15, 21, 48, 67, 88, 88,



1ie, 137, 142, 156, 178, 180). Las estructuras tubulares en
el reticulo endoplédsmico se han observado en células de
rulmén de diferenciacién temprana, en células del endotelio
vascular de rindn y piel, en linfocitos de pacientes con

lupus eritematoso diseminado o SIDA, esclerosis sistémica,

histiocitoma fibroso, atresia biliar, carcinoma,
escleroderma., en polimiocitis, infeccidén por el agente D,
infecciones por virus ADN o ARN, +tumores malignos, leucemia

de células T de adultos, etc., por lo gue parece ser una
respuesta metabdlica comin a ciertos tipos de dafios de
tejido, o ser arreglos cristalinos en el citoplasma de
células endoteliales de sinosoides, etc. (21, 48, 204).

Se han observado agrupaciones densas en el citoplasma,
agrupaciones intermedias con tGbulos que son las més tipicas
Vv agrupaciones débiles en la periferia del nlcleo. Esto
genera dos hipdtesis: 1- Son particulqs no relacionadas al
NANB que se producen en muchas células por estimulos
variados, entre ellos 1los virales o 2- Son particulas
relacionadas al NANB, al VHB v a otros virus que se
encuentran en mayor frecuencia de lo esperado (45). Busachi
(33) sugiere que los agregados densos y débiles son
artificios y no diferentes tipos de agregados mientras que

los intermedios si son especificos para el NANB.

d—-Estudios en Marmosetas, Monos y Voluntarios Humanos.
Se han 1llevado a cabo estudios de infectividad de todos

los posibles agentes causales de HNANB, en marmosetas
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(Sanguinus mvstax vy S. labiatus)., chimpancés (Pan
troglodvtes), macacos (Macacus cwvnomolsus), monos verdes
(Cercopithecus aethiops) vy voluntarios humanos y sSe ha

demostrado que son transmisibles aGn con niveles de
transaminasas normales, ademds generan cronicidad y estados
de rortadores. Estos agentes producen reinfecciodn en
chimpancés seroconvalescientes de 6 meses a un afio después de
infectados 1lo que indica un corto periodo de duracidn de
anticuerpos. La c¢linica e histologia es semejante en
chimpancés y humanos, aungue predomina la HCP en los primeros
(2, 25, 43, 47, 48, 61, 116, 140, 142, 178). No se ha
observado relacién entre la severidad de la enfermedad, el
volumen de inéculo, el estadio del cual procede el mismc o la
via de infeccion (48, 179). En marmosetas, chimpancés (72% de
susceptibilidad) y humanos se han observado 1las lesiones
tubulares citoplasmaticas y particulas nucleares. En
marmosetas el porcentaje de infectividad es menor v el
periodo de incubacidén es mds largo aque en chimpancés vy
humanos (48, 142, 179, 204). Infececidén con un suero de un
raciente HNANB proteje de reinfeccidn consigo mismo, pero no
con otro de otra fuente (213). En otros estudios, indculos
distintos han generado un cuadro clinico diferente pero un
mismo periodo de incubacidtn y las mismas estructuras, 1lo gque
sugliere un Unico agente (43, 204). Infecciones en marmosetas
conn el factor VIII (Cepa H) v en chimpancés con el factor IX
(Cepa F) dieron hibridaciones inespecificas con ADN del VHB

(64).
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Se reporta un fendmeno de interferencia wviral entre
estos agentes y los virus de hepatitis A v B, en algunos
estudios (107, 1186), pero no en otros (179). Chimpancés
infectados con el VHB no desarrollaron infeccién al ser
inoculados con sueros de casos de NANB y wviceversa (30).
Chimpancés que presentan inmunidad para el VHA desarrollan
infeccién por NANB pero, chimpancés infectados por NANB
desarrollan poca o ninguna patologia al infectarse con el VHA
(28).

La transmisién vertical en chimpancés se da en muy bajo
rorcentaje al igual gque en humanos, debido a la baja
replicacién viral en el hospedero. La mavoria de los recién

nacidos infectados son subclinicos (31, 179).

Caracteristicas Inmunolégicas y Genéticas.

El mecanismo de daflo gque se da en las HNANB ha sido
causa de grandes controversias, para algunos el efecto
citopdtico difecto es el mds importante, para otros, es la
actividad viral v para otros es el mecanismo inmunoldgico
sumado al efecto viral.

En casos de HNANB parenteral, se presentan los
siguientes cambios inmunolégicos: algunos pacientes elevan
sus niveles de IL-1 y INF pero otros se mantienen normsales
(36). Los mniveles de IgM e IgG se mantienen normales o
aumentan las IgGs, es raro encontrar autoanticuerpos, se
rroduce factor inhibidor de rosetas, células NK normales,

aumento de células de Chang, relacién Ts/Th baja (47).
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Spengler (173) considera que en el dafiloc hepatocelular
es importante el infiltrado de células linfoides en el tejido
hepdtico. La mayoria de estas células linfoides son células
T con predominioc de supresoras y citotdHxicas. Las células de
Kupfer estén normales, las células NK o "natural killer” no
son importantes y no hay evidencia de citotoxicidad mediada
ror anticuerpos (ADCC), como en una hepatitis autoinmune, una
colangitis esclerosante primaria o algunas cirrosis biliares.
Dienes (51) afirma que la respuesta T dependiente flanqueada
ror la actividad de las células NK v el mecanismo ADCC es muy
importante y Serrano (164) considera que lo mds importante es
el efecto viral.

Se conoce aque las células T citotdxicas y en menor
prroporcion las NK, degradan el ADN en fragmentos de 200 pb.
8i se analiza el ADN circulante que se genera en cuadros de
hepatitis A y B, por hibridacién con la secuencia humana
Alu-1 (secuencia de repeticidn) vy con parte del genoma del
VHB, se puede observar un patrdén de escalera que indica lisis
de membranas, actividad de nucleasas internas y cortes al
azar del ADN que genera los fragmentos de 200 pb. En casos de
NANB 1lo gque se produce es una mancha continua debida al
ataque de anticuerpos y del complemento o de células

citotdoxicas en un periodo corto de dafio (23).

Tratamiento
Tradicionalmente se aconsejaba reposo, mantener una

dieta de 2000 calorias diarias, evitar el consumo de alcohol
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¥ no utilizar corticoesteroides, excepto en HCA severa junto
con azatioprina (21). Tanto para la hepatitis B como para la
HNANB se han utilizado distintos tipos de drogas,
gamaglobulinas, linfogquinas vy monoguinas. Algunos de los
resultados obtenidos se muestran en el cuadro 5.

Estudios "in vitro" han demostrado que el INF no inhibe

la replicacidn del VHB, ni afecta el comportamiento en casos

de HNANB o personas normales (125). También se han ensayado
agentes blogueadores del calcio, andlogos de la
prostaciclina, inhibidores de 1la tromboxanosintetasa,

antagonistas del factor activador de plaquetas (K-NAAP), etc.

(183).

Hepatitis C

En uno de loé intentos por encontrar el agente causal de
la HNANB se aisld ARN de hepatocitos infectados ¥y se cred una
biblioteca genética de ADNc en el fagoN-gtl0 v se determind
la secuencia diferencial con ADNc de higados normales e
infectados. 8Sin embargo, 86lo se encontrd material genético
del hospedero (108). Posteriormente Choo (38), extrajo el ADN
v el ARN de un chimpancé infectado, e hizo la biblioteca
genética en el fago N-gtll. Los experimentos de hibridacion
con material genético de humano y chimpancé normales e
infectados, permitieron seleccionar wuna clona grande vy
especifica para NANB (clona 81), de la cual se derivdo la
clona 5-1-1. La sefial se perdid al tratar con ribonucleasas,

rero no con desoxiribonucleasas v 86la una de las bandas de.
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CUADRO 5.
TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN CASOS DE HNANB

Tratamiento Resultado Referencia
Alfa-INF*x a largo plazo +++1 163, 206
Alfa-INFx + OK 432" +++1 136
Beta—-INF**% a largo plazo +++1 11, 134
Ciclosporina A +++1 183
Ciclosporina A+ En estudio 183
prolactina

Acyclovir - 137

* = Bastudios "In Vitro" demostraron que el INF no inhibe la
replicacién del VHD ni afecta el comportamiento de los
casos de HNANB (125)

X% = Se cree que a corto plazo v bajas désis podria ser una

buena terdpia postransfusional. (11, 134)
= Inmunopotenciador Streptococcus chugai.



la clona hibridé, lo gue indicéd que era un ARN de simple
banda. Esta clona codifica por un péptido inmunorreactivo
generado en 1 s6lo encuadre de lectura abilerta (ORF), tiene
un peso de 55 kd y se expresd tanto en Escherichia coli como
en levaduras, unido al gen de la enzima humana superdéxido
dismutasa (S0D). Con este péptido se hicieron inmunoblots de
sueros normales, agudos y crdnicos de humanos y chimpancés,
con resultados excelentes. Se comprobdé que el agente es un
togavirus con envoltura lipidica (soluble en solventes
orgdnicos), con un tamafio menor a los 80 nm. Actualmente se
le conoce como el VHC de la compafiia “Chiron" (38). El
péptido generado en levaduras se denominé C 100-3, es de 363
aminodcidos (aproximadamente 4% dél virus). Pruebas con este
réptido demostraron que la hepatitis C es la principal causa
de hepatitis comunitaria y de hepatitis crénicas en Italia vy
Japén (104, 216). Actualmente, existen pruebas de ELISA para
detectar anticuerpos contra el VHC producidas por Abbott vy
Ortho. Muchos estudios han demostrado la prevalencia de este
agente en distintas poblaciones. En un estudio realizado en
nifics, 2 de 5 casos de HNANB aguda vy 2 de 5 casos crénicos,
fueron positivos (24). En 14 de 40 casos de cirrosis
alcohélica la prueba dié positiva lo gque puede ser la causa
de su cronicidad (29). Los grupos de riesgo son los mismos
gue para la HNANB (72).

Los Anti-VHC se detectan usualmente después de 8 meses
de la infeccién en el 86%"de los politransfundidos, 70% de

los DIV, 62% de los pacientes con hepatitis crénica o
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cirrosis, 64-76% de los hemofilicos, 44% en HCA autoimune
pero de bajo titulo, 38% de hepatitis alcohélica,
criptogénica o cirrosis biliar primaria, 10-22% de pacientes
de hemodidlisis, 8% de homosexuales, 6% de compaifieras de DIV
y 0.6-1.2% de donantes sanos. Estos anticuerpos desaparecen
con el tiempo (55, 92, 111, 118, 131, 160, 189, 190, 214).

Makris y Morgan (114, 128) demostraron un aumento
significativo en la prevalencia de HNANB en los hemofilicos
infectados con el VIH con respecto a los negativos, en los
que reciben factores calentados contra 1los que los
recibieron sin calentar, en los portadores de hepatitis B con
respecto a los negativos y en los de transaminasas elevadas o
Anti-HBc positivo contra los de valores normales y AntiHBc
negativo, aunque en otros estudios el valor de ALT no parecid
ser tan importante (41). La determinacidén de los niveles de
ALT y el Anti-HBc se excluye de un 30 a un 40% de los
donantes Anti-VHC positivos (92, 93).

Los Anti-VHC también se han reportado en casos de HNANB
después de cirugia abierta de corazén (161, 190), en casos de
enfermedad criptogénica cronica  (161), en leucémicos
rolitransfundidos aungque en un bajo porcentaje por la
inmunosupresion (128), en un 90% de pacientes con transplante
de higado (72, 170), en enfermos mentales (127) y en 7b% de
las hepatitis crénicas esporddicas con un namero més
constante de cronicos gque en la HPT (80). En varios estudios
de ©pacientes con cirrosis y carcinoma hepatocelular se ha

demostrado que el VHC es un factor de riesgo (44, 89, 160,
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191). La transmisién sexual y la vertical no parecen ser muy
importantes (66, 77, 149, 208), pero si la transmisidén
intrafamiliar (986). En Alemania, se realizd otro trabajo de

clonaje de ARN y ADN extraido de higado infectado, con
rrevalencia parecida de Anti-VHC en hemofilicos,
hemodialisados, DIV, HPT, etc. y también con \anticuerpos
tardios (157).

La superinfeccién con el VHC parece Jjugar un papel
importante en los portadores crénicos de hepatitis B que son
Anti-HBe positivos (58, 1680) ya que se intensifica el
desarrollo de una enfermedad fatal (129), el VIH favorece la
infeccidén con el VHC v éste a su vez acelera el cuadro de
SIDA en una relacidn de sinergismo (66).

A la prueba de ELISA utilizada para detectar el Anti-VHC
se le han atribuido falsos positivos por calor, congelamiento
v descongelamiento (49, 127). En hemofilicos se ha reportado
hasta un 82% de positividad, con falsos positivos debidos a
la alta concentracién de complejos inmunes circulantes (40,
118). Al evaluar estas muestras por la técnica de RIBA
(Recombinant Immuno Blot Assay), que es mds esgpecifica,
confirman en wun 92%, oprincipalmente las que dan lecturas
altas (40, 171). Otra probable fuente de falsos positivos son
los anticuerpos contra la S0D (84), presencia de factor
reumatolde sin importar el titulo (184) vy autoanticuerrpos,
anti-idiotipos o anticuerpos de reaccidn cruzada con otros
pratégenos, ademds de los sueros denominados pegajosos (b4,

118).
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Para resolver esta situacidén, se monté el ELISA con
lavados en urea 8 M, que hizo desaparecer los anticuerpos de
baja afinidad o de reaccidén débil; sin embargo, estos son
caracteristicos de muestras de periodo agudo v quizds sean de
importancia para diagndéstico temprano (71, 212). Este
problema aunado a 4gque la prueba no discrimina si 1los
anticuerpos son protectores en una enfermedad fatal a largo
prlazo, ha generado discusiones éticas a cerca de si se debe o
no realizar la prueba en poblaciones sanas como donantes o
mujeres embarazadas, 0 si se les debe comunicar el resultado
(83).

Cristiano y Weiner establecieron una relacidén entre 1la
presencia del VHC en higado, mediante PCR y los anticuerpos
circulantes mediante RIA (equivalente al ELISA Ortho).
Algunos casos fueron positivos s6lo por PCR y otros s6lo por
RIA, de manera que los primeros eran de muestras tempranas y
las segundas tardias con respecto a la infeccidén (42, 207).

Dussaix (54) considera gque en pacientes con enfermedades
avtoinmunes, los resultados se deben interpretar con mucho
cuildado porgue no se puede determinar si el VHC es la causa
de 1la enfermedad o sb6lo es wun factor asociado, si 1la
infeccidn es actual o es una reinfeccibén, o0 s8i Ppor una
activacidén policlonal defectiva, se generan anticuerpos de
reaccién cruzada contra el VHC. La purificacién de factores
de coagulacidén a través de anticuerpos monoclonales, no es
suficiente para impedir la transmisidén del VHC (19).

La deteccidn de ARN en suero de pacientes con HNANB, es
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dificil debido a su baja concentracién; sin embargo, por PCR,
reamplificacién del mismo (PCR-PCR”) y produciébn de clonas
especificas, se han podido detectar vy comparar con la
secuencia de "Chiron". vy se ha demostrado gran diversidad en
los aislamientos (11). Kubo (103) encontré un 79.8% de
homologia entre nucledétidos vy 92% entre aminodcidos en sus
aislados con la secuencia de "Chiron'.

Otra técnica empleada ha sido la quimioluminiscencia,
que utiliza el antigeno marcado con sales de acridina, para
detectar el anticuerpo del paciente, o marcar el antigeno
con biotina y luego una anti-biotina marcada con la sal de
acridina; los resultados son semejantes al ELISA (81). La
inmunofluorescencia también ha sido utilizada para detectar
el antigeno en el higado de chimpancés infectados (102).

Cultivos de hepatocitos de primates suplementados con
factores de crecimiento v hormonas, han permitido cultivar y
replicar el VHB , el agente D v el VHC lo que se verifica por
ME al distinguir particulas semejantes a virus de un didmetro
de 39 a 46 nm, con una envoltura y una cubierta interna de 37
nm, lo que demuestra que si se puede cultivar (91).

En cuanto a tratamientos, se han ensayado los mismos que
para la HNANB. El «a, B yv gama interferdén han dado buenos
resultados (b, 34, ‘181). Reizu-boj (1B54) observé dque el
interferén induce la modulacidén positiva del subgrupo de
células llamadas células gamma—delta cuyc numero aumenta eéen
la hepatitis crénica con necrosis celular activa. Simon (169)

habla también de un efecto beneficioso al administrar
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Anti-VHC en forma pasiva a un paciente. El acyclovir oral no
parece otorgar ningin beneficio (182), ni tampoco los
esteroides (113).

Por lo tanto, se puede resumir gue la hepatitis es

causada por més de b agentes virales (cuadro 8).
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CUADRO 6
DIFERENTES TIPOS DE HEPATITIS VIRALES
Hepatitis Agentes Patologia Aislamiento Diagnéstico Tratamiento
A VHA ALT alta Cultivo. IgM Anti-VHA Ninguno
no croni- Purificado Hay wvacuna
cidad de heces
B VHB ALT alta Purificado IgM Anti-HBc Alfa y Beta
10% de de suero. HBsAg interferdn
cronicidad Clonaje. Anti-HBs Hay wvacuna
Modelos Anti-HBe
animales HBeAg
C VHC ALT leve o Segmento IgM Anti- Alfa y Beta
moderada de ARN VHC interferdn
50% de aislado No hay wvacuna
cronicidad de higado
D VHD Depende de Encapsidado IgM Anti- Ninguno
infeccién en HBsAg VHD No hay wvacuna
por VHB
E VHE ALT alta Purificado IgM Anti- Ninguno
no croni- de bilis. VHE No hay wvacuna
cidad Clonado
alta mor-
talidad en
embarazadas
NANB Virus ALT leve o No Por Alfa y Beta
semeja moderada exclusion interferdn
al VHB 5B50% de cro-

Otros

nicidad



MATERIALES y METODOS

I- Sistema seroldgico NANB-ICMRT:

Se tomaron 30 sueros (20 con numeracidn rar y 10 impar)
rertenecientes al siStema‘serolégioo NANB-ICMRT descrito por
Villarejos et al. (198, 199).*Lg§ sueros 19 y 36 fueron los
gque reacclonaron contra todos los OEFDSmsueros del grupo con
buena reproducibilidad, por lo gue se escogieron como los
representantes del sistema en estudio para todos los andlisis
posteriores. El suero 19 corresponde a un donador sano de 18
afios de edad con todos los marcadores conocidos de hepatitis
negativos vy valores de ALT normales por un periodo de mds de
5 afios. El suero 36 corresponde a un contacto no familiar ni
sexual del donante 19, masculino de 35 afilos, sin hogar, que
era albergado por la familia del 19. Se utilizaron 3 técnicas

serolégicas diferentes para el estudio del sistema:

1- Reoforesis.

Se siguid el método descrito por Villarejos (198), que
consiste en: preparar placas de agarosa 0.8% en tris EDTA 0.1
M pH=7.6 (TE), colocar H50ul del suero 18 o 36 en el ©pozo
central vy 50ul de muestra en los 6 pozos de alrededor.
Incubar en camara htmeda a temperatura ambiente (TA) por 48 h

v analizar las bandas de precipitacidn que se forman.

2— Inmunocadherencia.

Se titularon suero de cuilo para complemento,
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eritrocitos del grupo sanguineo 0 que no presentaran
reacciones débiles o inespecificas, el suero 19 yv el 38, para
obtener las diluciones 6ptimas para el buen funcionamiento de
la prueba. Los 3 sueros se diluyeron 1:100 y los eritrocitos
a la dilucidén cuya hemdlisis correspondiera a una lectura de
1.2 de densidad 6ptica a 540 nm. A cada muestra se le agregd
B-mercaptoetanol a una concentracién final del 1% y se incubd
15 min a TA, luego se diluyeron 1:10 en tampdén barbital 0.19
M, gelatina 0.12%, pH=7.4 (TBG). Se colocaron 25ul de TBG en
cada uno de los pozos de una placa de fondo en U
(Linbro/Titertek, 76-311-05, Flow Laboratories). Se agregaron
2bnl de cada muestra diluida en el primer pozo de cada hilera
v 8e hicieron diluciones seriadas dobles. A cada pozo se le
agrego 2b5pl del suero 19 o 36 diluido 1:100 en TBG, se
incubé 45 min a 58°C y 1 h a 37°C. Se agregaron 25ul del
complemento diluido en TBG y se incubd 40 min a 37°C. Se
afiadieron 25ui de ditiotreitol (DTT) 0.2 M en TBG y 25nl de
los eritrocitos diluidos en el mismo tampdn. Se agits e

incubd al menos 1 h a TA v se observd aglutinaciodn.

3— ELISA.

Se tomaron 7ml de los sueros 3, 5, 7, 19, 386, 38 vy
sueros negativos por el sistema y se pasaron por una columna
de Sephacryl-300 con tampdén tris 0.01M, NaCl O0.5M, pH=7.4
(T-Na) (Pharmacia 1978). Se recogieron fracciones de 1 ml vy
cada una fue evaluada por IA, luego se hizo un "pool" con las

fracciones positivas del suero 38 y se diluydé 1:20 en tampdn
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de recubrimiento (TR), 3 partes de NazCOs 0.1 M v 7 partes de
NaHCOz 0.1 M a pH=9.6, esto se usd para recubrir tiras de 8
rozos (Nunc 4~-69648, Microwell Module F8), con 100pl en cada
uno. Estas fracciones se concentraron de 5 a 10 wveces en
conos Centriflo (Amicon CFBOA) v las proteinas se conjugaron
con fosfatasa alcalina por el método del glutaraldehido (83).
Se diluyeron las muestras 1:2 en PBS 4% de albimina bovina,
0.05% Tween (PAT) v se colocaron 100ul de cada una en los
Pozos que se incubaron 1% h a 40°C. Se lavaron 3 veces con
PBS Tween-20 0.5%. A cada pozo se le agregd el conjugado a
una dilueidén de 1:300 en PAT vy se incubd de la misma manera.
Se agregd el p—nitrofenilfosfato v se leydo 1 h después a 405
nnm en el lector de ELISA. Se consideraron positivas todas
agquellas muestras con valores mayores a 2.5 veces el valor

del control negativo.

II- Caracterizacidén del Sistema.
1- Anticuerpos policlonales.

S5e inyectaron 6 conejos via intramuscular con un
macerado de 20 bandas de precipitacidn por reoforesis del
sistema NANB-ICMRT, con adyvuvante completo de Freund. Se did
un refuerzo a los 15 dias con adyvuvante incompleto.

2— Anticuerpos monoclonales.

Se inmunizaron 4 ratones Balb/c con el mismo macerado ¥
se procedid a la formacidn de un hibridoma segin el método
descrito por Kdeler y Milstein en 1975 (100). La presencia de

anticuerpos producidos por cada una de las clonas obtenidas
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fue evaluada por ELISA. Este proceso fue repetido en dos

oportunidades més.

3— Tratamientos Bioquimicos:

Los sueros 19 y 36 fueron sometidos a los siguientes
procesos: Purificacién por columnas de proteina A, Sepharosa
6B-CL. vy Sepharosa azul (138), precipitacién con sulfato de
amonio al 30% y 3b%, temperaturas de 58°C por 1 h, 80°C por 1
h v ebullicién 5 min, resistencia a pH=2, 5, 9 ¥ \18,
tratamiento con proteasa (P-4130 Sigma) ,  tripsina(T-8253,
Sigma), gquimotripsina (C-3142, Sigma) v neuvraminidasa
(N-2876 Sigma) todas a 1.0 mg/ml 1 h a 37°C., +tratamiento
con mercaptoetancl al 1%, 2% vy B% y de é6xido-reduccidn con
cloramina T ¥ metabisulfito de sodio a 1 mg/ml, adsorcidén con
eritrocitos del grupo sanguineo A, B y 0. Cada proceso fue
evaluado por ELISA e IA después de terminado el tratamiento.
4— Cromatoenfoque en columna.

El punto isoeléctrico de ambos reactivos fue calculado
al pasar las fracclones obtenidas en la columna de
Sephacryl-300 por una columna de cromatoenfogue de Pharmacia
seglin el método descrito por dicha casa en 1982 (139).
Ademés, se corrieron geles de agarosa para runto
isoeléctrico, con transferencia a nitrocelulosa por el método
automdtico de Pharmacia o Phast System.

5- Western Blot.
Se corrieron geles de acrilamida al 8% y 12% para

SDS-PAGE segin Laemmli (105), con transferencia a
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nitrocelulosa (147). En cada corrida se montaron los sueros
19 yv 38, asi como otros sueros del sistema, Sueros negativos
Vv positivos conocidos y de los distintos grupos sanguineos.
Cada papel de nitrocelulosa fue incubado con el suero 19 o el
36 diluido 1:50 en PBS 2% de caseina 0.01% Tween (PCT) 18
hrs a TA. Luego el papel se lavo 3 wveces vy se agregd
Anti-IgG vy Anti-IgM humanas marcadas con biotina diluidas
1:5000 en PCT (B-1140 y B-1265 Sigma) v se incubd 1% h a TA,
se lavd 3 veces. A cada papel se agregd extra—avidina marcada
con fosfatasa alcalina diluida 1:4000 en el mismo tampdn
(E-2636 8Sigma) vy se reveld con sustratos precipitables
“p-nitro blue tetrazolium" (NBT) (Bio-Rad 170-6bH32) v

"S-bromo 4-cloro indolil fosfato" (BCIP) (Bio-Rad 170-8539).

ITI- Andlisis del Sistema en Diferentes Poblaciones:
1- Muestras.
Se analizaron 3663 muestras de los siguientes grupos:

2 casos seriados de hepatitis agudas y croéonicas clasificadas

joy}

como HNANB. Estos casos pertenecen a un estudio de hepatitis
realizado en San Ramén y Palmares (199). En este estudio se
utilizé la siguiente definicidén de HNANB: casos de hepatitis
aguda con elevacidén de ALT, AST o ambas, negativos por IgM
Anti-VHA, por los marcadores de hepatitis B aguda o crdénica y
de CMV ya mencionados y de BEBV; 28 casos con diagnéstico de
hepatitis de diferentes hospitales con marcadores de VHA, VHB
v CMV negativos; 156 muestras de casos de hepatitis A agudos,

seleccionados por serologia al presentar IgM Anti-VHA
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rositiva; 206 muestras de casos de hepatitis B agudos vy
crénicos (Caso Agudo: IgM Anti-HBe positiva con o sin otros
marcadores. Caso Crodénico: IgM Anti-HBe negativa, HBsAg
positivo, IgG Anti-HBc positiva con o sin HBeAg o Anti-HBe);
71 muestras con IgM Anti-CMV positiva o con titulo de IgG
Anti-CMV >12800 por ELISA; 136 muestras de hemofilicos del
banco de sueros del ICMRT; 86 muestras de 38 pacientes de
hemodidlisis del Hospital México, recolectadas durante un
brote de hepatitis B; 21 miempros del personal de la unidad
de hemodidlisis y 27 familiares de los pacientes; 300
muestras de personas que asisten a la consulta antivenérea
del Ministerio de Salud (personas de comportamiento sexual
promiscuo), con titulos de VDRL entre 2 y 64 diluciones; 60
muestras de pacientes diabéticos del Hospital Calderdn
Guardia; 300 muestras de mujeres embarazadas que acudieron a
consulta bprenatal en 7 hospitales del pais (Escalante
Pradilla, Valverde Vega, San Juan de Dios, Liberia, Tony
Facio, Monsefior Sanabria y San Carlos); 710 muestras de
donantes voluntarios sanos de Costa Rica (310 de San Isidro
del General y 400 de San Carlos); 1000 muestras de donantes
voluntarios sanos de Tegucigalpa y Honduras y 560 muestras de
donantes voluntarios sanos de El Salvador.
2— Marcadores del sistema NANB-ICMRT.

Cada una de las muestras fue analizada por las
metodol;gias de reoforesis, ELISA e IA ya descritas para la

caracterizacidon del sistema. La IA se eligié como la técnica

de referencia.
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3— Marcadores de Hepatitis A, B y CMV.

La determinacion de ALT se llevd a cabo por el método
colorimétrico (87) en todos los casos y en el resto de las
muestras por el método de LUV de Abbott en los laboratorios
de procedencisa.

Todas las muestras fueron evaluadas por HBsAg y Anti-HBs
por un RIA producido en el ICMRT segin el método descrito
ror Walsh en 1970 (202). Todos los casos y aquellas muestras
HBsAg positivas se evaluaron por IgM Anti-HBc, HBeAg,
Anti-HBe v por RIA producidos en el ICMRT segin metodologias
va descritas (39, 48). Todos los casos fueron analizados por
la técnica de IA descrita por Tsuda en 1975 (188) para
determinar titulos de IgG Anti-HBc vy para determinar la IgM
Anti-VHA se utilizdé un RIA descrito por Decker en 1981 (46) y
producido en el ICMRT. La IgM Anti-CMV se analizdé por un RIA
desarrollado recientemente en el ICMRT de la siguiente forma:
se cubrieron tiras de 12 pozos de poliestireno (Immulon 2,
011-010-8302 Dynathec) con 100ul de Anti-IgM humana
desarrollada en conejo a 10 mg/ml (Accurate A091l) y diluida
1:10000 en TR; se agregaron 100ul de cada ﬁuestra diluida
1:100 en PBS, 10% de suero fetal bovino y 0.5% de Tween-20
(PST). Se incubd 1% h a 40°C, se lavd 3 veces con PBS Tween
0.b% v se agregaron 100ul de CMV comercial (AD188 Advanced
Biotechnologies), marcado con 25T por el método de 1la
cloramina T (83). $Se incubd 1% h a 40°C , se lavé vy se
analizdé en un contador gamma (ANSR de Abbott). La técnica de

ELISA para detectar las IgGs se desarrolld de la siguiente



manera: Placas de poliestireno (Immulon M128A, Dynathec), se
cubrieron con 100ul de CMV comercial diluido 1:2000 en TR. Se
agregaron 100pl de cada muestra en diluciones seriadas desde
1:800 hasta 1:25600 en PST, se incubaron 1% h a 40°C v se
lavaron 3 veces. Luego se agregaron 100ul de Anti-IgG humana
desarrollada en conejo (Accurate, AQ0S0), marcada con
fosfatasa alcalina por el método de glutaraldehido (94) v
diluida 1:500 en PST. Se incubdé 1% h a 37°C, se lavo y se
agregd el sustrato (p-nitrofenilfosfato), se incubé 1 h =a
37°C y se leyd en un lector de ELISA a 405 nm (Reader 510
Organon Teknika).

4— Determinacién de Anti-VHC.

La prueba de anti-VHC se llevd a cabo por el método de
ELISA comercial de Abbott en las instalaciones de la compaﬁ&a
en Estados Unidos. Se colocaron 200 pl de la muestra diluida
1:40 en una placa, se le agregd una perla cubierta con el
antigeno. Se incubdé 1 h a 40°C, se lavé y se agregdé el
conjugado Anti~humano peroxidasa, se volvid a incubar 1 h a
40°C, se lavd y se agregd el sustrato respectivo. 8Se incubd

30 min a TA y se leyé la absorvancia a 490 nm.

5— Estudios Preliminares con PCR.

Se estandariz6 una técnica de PCR en el Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Louisiana, en donde se
utilizan "primers" o imprimadores que corresponden a una

regién del HBsAg v a una del HBcAg.
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RESULTADOS
Los sueros pares del sistema utilizado en este estudio
fueron positivos por IA y por reoforesis, mientras que 1los
sueros impares fueron positivos por las tres metodologias. El
suero 19 vy el 36 presentaron los mayores titulos por IA

13512, 1:1024, respectivamente).

I- Caracterizacidén del sistema.

Uno de 1los primeros pasos realizados para tratar de
establecer 1la naturaleza del sistema en estudio; fue 1la
produccidn de anticuerpos poli v monoclonales. Sin embargo,
en cada wna de las oportunidades, se obtuvieron muchas
reaccilones inespécificas que no permitieron aislar un
antilcuerpo apropiado.

En la purificacidén de los sueros por la columna de
Sephacryl-300, el 36 y el 38 presentaron una seccidn tnica de
fracciones positivas por las técnicas de ELISA e IA, mientras
que el 3, el 7 y el 19 presentaron 3 zonas, una inicial
positiva s6lo por ELISA, una intermedia positiva por ambas y
una final positiva por IA (Fig. 1). Sueros negativos fueron
prurificados de la misma forma y sb6lo mostraron reaccidn débil
al ELISA en 3 o 4 fracciones intermedias.

La purificacidén por columna de Sepharosa 6B, produjo una
seccidn Unica de reactividad para ambos sueros del sistema,
en las fracciones del 17 al 25 para el suero 36 y de la 18 a

la 28 para el 19. En la columna de Sepharosa azul, la
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Fig. 1. Reaccidn por ELISA (=) v por IA () de las fracciones
de cada uno de los sueros purificados por columna

de Sephacryl-300.
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actividad de ambos sueros se mantuvo en el pico I. Al
pasarlos por columna de proteina A, la actividad del suero 36
fue detectada Gnicamente en el pico I y la del 19 como una
reaccidén débil en el pico II.
| Al tratar los sueros con sulfato de amonio al 30%, ambos
precipitaron parcialmente, el 18 reacciond tanto en el
sobrenadante como en el precipitado y el 36 sb6lo en el
sobrenadante. Con sulfato de amonio al 85% la precipitacidn
fue completa y ambos sueros reaccionaron tanto en el
sobrenadante como en el precipitado.

La reaccidn del suerc 19 por ELISA e IA fue destruida al
gsometerlo a ebullicidén por 5 min, pero el suero 36 no sufrid
dafic. Al someterlozs a 56°C por lh, ninguno de los sueros

s -

=2rdid su actividad; almacenados a -20°C o temperaturas

(o)

menores se mantienen estables, pero en refrigeracidn el suero
13 disminuye su actividad después de 3 semanas.

Al ser sometidos a un pH extremo como pH=2 o pH=13, el
suero 36 no perdid su actividad sino gque disminuydé su titulo
por TIA a pH=13; por el contrario, el suero 19 si se destruyod.
A pH=5 y pH=9 el suero 36 se conservé y el 19 disminuydé 1 o 2
titulos por IA.

El "tratamiento con 2 proteasas, la tripsina vy 1la
gquimotripsina, destruyd la actividad de ambos sueros. La
neuraminidasa no le produjo dafio al suero 36 pero bajdé en 2
titulos la IA del 19.

El mercaptoetanol fue inocuo para ambos sueros a

concentraciones =<2% pero a mayor concentracidn se destruyd la
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actividad de ambos. El proceso de 6xido-reduccidn gque se

52

genera con cloramina T y metabisulfito de sodio para la.

marcacién con 1251, produjo un leve cambio en el suero 36
rorque disminuyd en 2 titulos por IA.

Tanto el suero 19 como el 38 se conservaron intactos al
ser adsorbidos con eritrocitos lavados O y B (dos persoﬁas
distintas por grupo). Sin embargo, al repetir el proceso con
eritrocitos A, el suero 19 fue neutralizado. Debido a esto se
estudio la relacidn del sistepa con los grupos sanguineos en
las poblaciones de estudio. En donantes de CR y El Salvador
la distribucidén fue de 57.0% y B83.7% de grupo 0, 30.3% vy
22.9% de grupo A, 11.3% v 12.0% de grupo By 1.4% del AB en
ambos. Al asociar esto con la IA para NANB se obtuvo que un
94% de los sueros gue son positivos por antigeno son del
grupo A y que un 100% de los positivos por anticuerpo son del
grupo O {(Cuadro 7). En Honduras, se obtuvieron los grupos
unicamente de los sueros positivos por alguno de . los
marcadores estudiados y todos los sueros positivos por

antigeno fueron de tipo A y los positivos por anticuerpo son

de +tipo O, 1lo gue coincide con los otros 2 paises. En los
hemofilicos, sucedi6 lo mismo para los positivos por
anticuerpo, pero los antigenos se distribuyeron en una forma

mas homogéneas, con 48% de grupo A, 36% de grupo O y 16% de
grupo B (Cuadro 7).

El punto isoceléctrico (PI) de ambos sueros fue
determinado en las fracciones purificadas por columna de

Sephacryl-300, el suero 19 presentd 2 zonas de actividad a



CUADRO 7
RELACION ENTRE EL GRUPO SANGUINEO Y EL SISTEMA SEROLOGICO
NANB-ICMRT EN COSTA RICA Y EL SALVADOR

Poblacion Marcador Grupo Sanguineo
de donantes N del Sistema

(IA) 0 A B AB
Donantes 710 Antigeno 1 31 1 0
Costa Rica ' Anticuerpo 63 0 0 0
Hemofilicos 118 Antigeno 9 12 4 0
Costa Rica Anticuerpo 7 0 0 0
El B73 Antigeno 1 24 0 1
Salvador Anticuerpo 43 0 0 0

Total 13589




pH=4.5 y a pH=7.0 y el 36 presentdé su PI a pH= 2.3
(1.3-2.8). En geles de acrilamida con anfolitos en el rango
de 4.0 a 6.5 v en el de 5.0 a B.0, no se reveld ninguna banda
especifica por tincién o por revelado inmunoldgico con los
reactivos del sistema.

En los Western Blots en que se corrié el suero 19 ¥y
fueron revelados con el suero 38, se visualizaron bandas de
100, 66, 45, 40, 32 v 21 kd y en aquellos en los que se
corrio el 368 y se revelaron con el 19, se observaron bandas
de 200, 120, 97, 66, 50 y 42 kd. Las bandas de 200 y 120 kd
aparecieron también en algunas oportunidades cuando se
corrieron sueros del grupo sanguineo A negativos por el

sistema v que eran revelados con el suero 19 (Fig. 2).

IT- Analisis del sistema en diferentes poblaciones.
1- Marcadores de Hepatitis A, B y CMV.

La prevalencia de hepatitis B (HBsAg+Anti-HBs), en 1las
poblaciones estudiadas oscild entre el 3.1% en los donantes
de Honduras y el 76.3% en pacientes de la unidad de
hemodidlisis (Cuadro 8). San Isidro del General, CR, fue
escogido para el estudio debido a su va conocida alta
prevalencia de hepatitis B, dato que fue confirmado al
encontrarse un 34.6%. Todas las muestras HBsAg positivas
fueron positivas por Anti-HBe. En todos los sueros la IgM
Anti-VHA fue negativa excepto en los 156 casos de Hepatitis
A, v todos los casos%fueron negativos por IgM Anti-CMV, con

titulos de IgG <1:3200 excepto en las muestras seleccionadas
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Fig. 2. Gel de SDS-PAGE al 8%. 1-Suero de un donante positivo
por el antigeno del sistema revelado con dos sueros positivos
por anticuerpo (a,b) y dos sueros negativos (c,d). 2-Suero de
un donante negativo por el antigeno del sistema pero del
grupo sanguineo A, revelado con dos anticuerpos positivos
(e, f) v dos negativos (g,h). 3-Suero 36 revelado con 2
anticuerpos positivos (i,k) v dos negativos (j,1).
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CUADRO 8

PREVALENCIA DE HEPATITIS B EN POBLACIONES ESTUDIADAS

Poblacidn N HBsAg Anti-HBs Prevalencia
RIA RIA (%)

Diabéticos 60 1 2 5.0

Mujeres

Embarazadas 300 3 34 12.3

Donantes

San Isidro 310 6 29 43.6

Donantes

San Carlos 400 3 49 13.0

Donantes

Tegucigalpa 1000 2 29 3.1

Donantes

E1l Salvador 578 3 40 7.4

Consulta

Antivénerea 300 2 23 8.4

Pacientes

Hemofilicos 136 1 B4 40 .4

Pacientes

Hemodidlisis 38 18 11 76.3
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pror IgM Anti-CMV, y titulos = 1:12800.

La mayvoria de las muestras de donantes evaluadas por
sus niveles de ALT, presentaron valores menores a dos veces
el promedio de cada grupo, tanto en CR como en Honduras y El
Salvador. El comportamiento en los valores altos, esto es, =
2.0 veces el wvalor promedioc, es semejante en las 3
poblaciones, con un leve aumento en el rango de 3.0 a 5.0
veces el valor promedio. Sin embargo, se observan porcentajes
2 @ 3 veces més bajos en CR, debido a que las determinaciones
se realizaron semanalmente (Fig. 3).

En el estudio de casos de hepatitis, los 95 casos de
hepatitis A aguda evaluados, presentaron niveles de ALT
elevados, con un 65.3% con valores superiores a 250 UI/1l. En
hepatitis B, 57 de los casos seroconvalecientes y 25 crdénicos
rresentaron niveles de ALT menores a 50 UI/1 vy en 102 de los
casos agudos un 10% tuvo valores menores de 50 UI/1l, pero se
catalogaron comeo hepatitis agudas por presentar IgM Anti-HBe
positiva y 74.4% con valores superiores a 250 UI/1. De los
casos clasificados como HNANB agudos v 8 crbénicos, 27.4%
presentaron valores < 50 UI/l, pero con valores altos de AST,

con un predominio entre B0 y 250 UI/L (Fig. 4).

2— Inmunoadherencia.

En las poblaciones de donantes con valores de ALT
menores a 2.5 veces el promedioco de la poblaciédn, la
prevalencia del sistema por IA oscild entre €l-9.6% y el 14X%.

En las subpoblaciones de ALT =2.5 veces el valor promedio,
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consideradas de importancia para la HNANB, la prevalencia del
sistema no presentd cambios apreciables (Cuadro 9).

El andlisis de la influencia del Anti-HBs o de la
importancia del mismo como marcador indirecto para el
sistema, no mostrd ninguna relacién en las poblaciones de
donantes excepto en Honduras donde el anticuerpo del sistema
aumentd cerca de 5 veces en las muestras Anti-HBs positivas
(Cuadro 10). Las mujeres embarazadas positivas por HBsAg y 31
de 34 positivas por Anti-HBs fueron negativas por IA del
sigstema seroldgico NANB-ICMRT. Del total estudiadas, 3.0%
presentaron antigeno v 11.0% anticuerpo para una
prevalencia del 14%. FEn los diabéticos, el antigeno se
detectd en un 11.7%, de los cuales sdlo uno tenia Anti-HBs y
el anticuerpo en un 8.3% lo que correspondié a 20% de
prevalencia. De la poblacidén del Ministerio de Salud (VDRL
+), B.3% presentaron antigeno y 14.7% anticuerro, para una
prevalencia del 23%. Los 2 HBsAg de esta poblacién fueron
negativos por el sistema y 1 de 23 Anti-HBs fue positivo por
el antigeno del sistema v 4 por el anticuerpo. En pacientes
de hemodidlisis, 76.3% fueron positivos por marcadores para
hepatitis B por ser muestras obtenidas durante un brote de
hepatitis B. Para el sistema en estudio, la presencia de
anticuerpo fue de un 29.0% v de antigeno, gque se evalud sélo
en 14 muestras, fue de 21.4% (Cuadro 11). En 21 miembros
del personal de la unidad de hemodidlisis y 27 familiares de
los pacientes, a6lo 1 de cada grupo presenté HBsAg v 4 de

cada uno Anti-HBs, 9 (43%) miembros del personal y 1 de los
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CUADRO S
DISTRIBUCION DE LOS MARCADORES DEL SISTEMA SEROLOGICO
NANB-ICMRT EN DONANTES SEGUN LOS NIVELES DE ALT*

Poblacidn Marcadores del Sistema Prevalencia
N (%)
% Antigeno % Anticuerpo
San 302" 6.0 6.0 12.0
Isidro 8» 12.5 - 12.5
San 370" 3.2 10.8 14.0
Carlos 30« 3.3 10.0 13.3
Honduras 914~ 2.7 6.9 9.6
86x 5.8 3.5 8.3
El 524" 5.0 7.8 12.8
Salvador 44 = - 4.5 4.5
Total _ 2278

= E1 valor promedio de ALT UI/1 fue de 23.86 para San Isidro,
27.0 para San Carlos, 22.3 para Honduras y 32.0 para El
Salvador.

"= Muestras de suero con ALT <2.5 veces el valor promedio.

= Muestras de suero con ALT 22.5 veces el valor promedio.
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CUADRO 10
DISTRIBUCION DE LOS MARCADORES DEL SISTEMA SEROLOGICO
NANB-ICMRT EN DONANTES SEGUN PRESENCIA O AUSENCIA DE ANTI-HBs

Poblacidn Marcadores del Sistema Prevalencia
N (%)
% Antigeno % Anticuerpo
San 129k 6.2 3.1 9.3
Isidro 181° 6.1 7.7 13.8
San 76k 2.6 11.8 14.5
Carlos 324" 3.4 10.5 13.9
Honduras 30% 3.3 16.7 20.0
870" 6.3 3.0 8.3
El 40% 5.0 7.5 12.56
Salvador 538" 4.5 7.4 11.9
Total 2278

sk

~

Muestras de suero positivas por Anti-HBs.
Muestras de suero negativas por Anti-HBs.
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CUADRO 11
RELACION ENTRE LOS MARCADORES VIRALES DE HEPATITIS B Y NANB
EN DIFERENTES GRUPOS

Poblacién Marcador del Anti-HBs HBsAg VHB Total
Sistema Positivo Positivo Negativo (%)
Hemo__ Antigeno 1/11 1/18 1/9 25.0
didlisis Anticuerpo 4/11 2/18 5/9 28.9
Hemo__ Antigeno 17/564 Oo/1 13/81 22.0
filicos Anticuerpo 2/54 o/1 6/81 5.9
Casos de Antigeno 15/131 1/35 0/29 7.7
Hepatitis B Anticuerpo 6/131 1/35 1/29 3.8




familiares presentaron anticuerpos y no sSe evaluaron por
antigeno. En los hemofilicos, el portador de hepatitis B y
70.4% de los Anti-HBs, fueron negativos por IA, la
prevalencia fue de 28-0%, con 22.1% de antigeno yv 5.9% de
anticuerpo (Cuadro 11).

5i se analizan ahora los diferentes tipos de hepatitis,
en casos por VHA se presentd un 5.8% antigeno vs un 4.5% de
anticuerpo. En muestras con marcadores de CMV fue de 9.89% y
7.04, y en casos de VHB (Cuadro 11) fue de 7.8% y 3.8%,
respectivamente. No hubo ningln aumento apreciable de la
prevalencia del sistema con relacién a los grupos de donantes
ni con la presencia de Anti-HBs. En casos de hepatitis B,
ninguno de los 12 sueros positivos sbé6lo por IgM Anti-HBc o
por Anti-HBe reaccionaron contra los marcadores del sistema.
En las muestras con titulo de IgG Anti-CMV 212800 se
prresentaron mé&s anticuerpos positivos del sistema, mientras
que en muestras con titulos 225600 se detectaron mas
antigenos, pero los ntmeros fueron muy pequefios para evaluar
si fue un efecto real (Cuadro 12). En los casos con
marcadores de hepati£is A, B y CMV negativos, el sistema
presentd una prevalencia de 34.6% (Fig. D). De los casos
catalogados como HNANB, 44 fueron agudos y 8 crdnicos. En los
agudos la prevalencia general fue de 48.1% (Fig. 5B), o sea
mas alto gue lo observado en los otros grupos analizados.

Con respecto a la distribucidn por sexo del sistema, en
los casos de hepatitis B se comportd como se esperaba en este

tipo de hepatitis con prevalencia en hombres. Sin embargo, en
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CUADRO 12
DISTRIBUCION DE LOS MARCADORES DEL SISTEMA NANB-ICMRT SEGUN
MARCADORES DE CMV EN 71 MUESTRAGS*

Marcador Anti-IgM Anti-IgG Anti-IgG
por IA RIA 12800 EIA =>25600 EIA
Antigeno del

sistema 1/21 1/18 /32
Anticuerpo

del sistema 0/21 3/18 2/32

¥ = Muestras de pacientes con adenopatias, TORCH o Hepatitis.
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Fig. 5. Distribucién de los marcadores del Sistema

Serolégico NANB-ICMRT en casos de hepatitis negativa por VHA,
VHB y CMV (=) y casos agudos de HNANB (/). Algunos casos de
HNANE tuvieron gque ser excluidos por no contar con el

andlisis del antigeno.



casos de hepatitis A no hubo una distribucidn pareja, sino
gue predominaron las mujeres con marcadores positivos. En los
casos de HNANB, 47.1% de mujeres y b5.86% de hombres fueron
rositivos por el sistema.

La distribucibén del sistema por grupo etario, también
reflejé el comportamiento de este factor en 1los casos de
hepatitis A o0 B. En los casos de HNANB, hubo una distribucidn
muy homogénea en todas las edades, con un 72% de positivos
entre los 10 yv los 40 afios. En la distribucidén por tipo de
hemofilia, se destaca una prevalencia de antigeno en los

hemofilicos B (Fig. 8).

3—- ELISA

Cada wuno de los grupos fue evaluado por la técnica de
ELISA para detectar anticuerpos. La prevalencia osclild entre
11.68% yv B84.6%, lo cual fue mucho méds alto gue lo obtenido por
IA (Figs. 7 v 8). En 1las poblaciones de donantes vy
diabéticos, la reaccidn positiva por ELISA se mantuvo cerca
del 15% excepto en Honduras donde se duplicd (Fig. 7). En las
otras poblaciones se dio un aumento paulatino hasta
presentarse una marcada positividad en embarazadas, en la
roblacién del Ministerio de Salud v en 1los hemodializados
(Fig. 7). En los casos de las distintas hepatitis, la
positividad fue cercana al 30% con un aumento apreciable en
los 2 grupos de HNANB (Fig. 8). En los 26 casos de muestras
negativas por VHA, VHB yv CMV ésta positividad fue la mayor

debido a que fueron seleccionados preferiblemente con este
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Fig. 6. Distribucién del antigeno (=) y del anticuerpo ( \\\)

del Sistema Serolégico NANB-ICMRT por tipo de Hemofilia.
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Fig. 7. Comparacién de la deteccidtn del anticuerpo del
Sistema Seroldgico NANB-ICMRT por ELISA (=) e IA (\W\) en
donantes de Costa Rica (CR), Honduras (Hon), E1 Salvador
(S8al), diabéticos (Diab), embarazadas (Emb), hemofilicos
(Hemof), roblacion del Ministerio de Salud (MS) v
hemodializados (Hemod).
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Fig. 8. Comparacién de la deteccién del anticuerpo del

Sistema Seroldgico NANB-ICMRT por ELIGSA (=) e IA (\\) en casos
de hepatitis A (HA), hepatitis B (HB), muestras con
marcadores de citomegalovirus (CMV), casos negativos por VHA,
VHB y CMV (NA,NB,NCMV) v en casos agudos de NANB (HNANB).



marcador positivo. Se intentd disefilar un ELISA de competencia
para la deteccibtn del antigeno; sin embargo, en 3
oportunidades con 3 modificaciones distintas no fue ©posible
obtener resultados satisfactorios. La técnica de reoforesis
416 resultados muy similares al ELISA en la deteccidén de

anticuerpos ¥y un resultado de pocos positivos por antigeno

con respecto a la immunoadherencia (1 de cada 4).

4— Determinacién de Anti-VHC.

La técnica de ELISA para la deteccién de anticuerpos
Anti-VHC reveld una prevalencia que o0scild entre de 0.3% vy
60.0% (Cuadro 13). De los 15 sueros positivos en donantes vy
mujeres embarazadas, 3 son anticuerpos del sistema positivo y
de 100 sueros positivos en los pacientes de consulta
antivenérea, hemofilicos ¥y casos de HNANB, 18 presentaron

antigeno y 1 anticuerpo.

5— Analisis Preliminares por PCR.

Se estudiaron 127 muestras de Honduras que presentaron
positivo algin factor evaluado v 44 muestras de casos agudos
de HNANB de CR, por PCR utilizando imprimadores de una regién
del HBsAg y HBcAg. De cada grupo, 29 fueron positivas, lo que

répresenta cerca del 70% de los 44 casos (Cuadro 14)
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CUADRO 13
PREVALENCIA DE ANTI-VHC EN LAS DISTINTAS POBLACIONES DE
ESTUDIO

Poblacidén Anti-VHC
Donantes

San Carlos 2/600
Donantes

Honduras 571000
Donantes

El Salvador T/578
Mujeres

Embarazadas 17250
Consulta

Antivenérea 22/124
Consulta

Antivenérea 2 3/1560
Prostitutas 3/150
Hemofilicos 75/125
Casos

HNANB 3/52




CUADRO 14
REACCION AL PCR PARA HBsAg Y/0O HBcAg EN 127 DONANTES
DE HONDURAS Y 44 CASOS AGUDOS DE HNANB

Marcador Donantes Casos
) (+)/N (+)/N

Antigeno 7/29 1/29

Anticuerpo 6/29 7/29

Anti-HBs+

Anti-HBe 8/29 7/29

ALT

>50 UI/1 14/29 15/29



DISCUSION

Despuéas del andlisis realizado con los 2 sueros del
sistema seroldégico NANB-ICMRT, se puede concluir gque el suero
19 tiene componentes de naturaleza protéica con cierto grado
de glicosilacién, los cuales son purificados en el pico II de
una columma de proteina A v son muy heterogéneos tanto en
reso molecular como en PI. Todo esto concuerda con las
caracteristicas atribuidas a las inmunoglobulinas, por lo que
se considera gue en este suero se encuentra el anticuerpo del
sigtema. Por otra parte, el suero 368 presenta componentes
protéicos de alto peso molecular en una regidn tnica
semejante a otros sistemas estudiados (48, 52,53), su
resistencia a condiciones extremas de pH y temperatura
concuerda con las condiciones descritas en otros posibles
agentes virales como el denominado cepa ¥ (9, 14, 88, 137)
aungue también se han observado posibles agentes léabiles como
la cepa H (9, 14, 137, 147, 178) yv el antigeno Ds (52, b3,
166, 215). Su PI es bastante 4cido y no estd asociado con la
albumina, por lo que se concluye gque es el antigeno del
sistema. Este enfogue es lo opuesto a lo gque propusieron
Villarejos et al. en 1983 (198).

Se evalto la influencia del grupo sanguineo sobre el
sistema en estudio debido a la asociacidén con antigenos
eritrocitarios descrita para otros sistemas (142). Se
encontré una relacidén importante por lo que se planted la

hipdtesis de si el sistema estd relacionado con anticuerpos
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contra antigenos del grupo ABO o s8i1 se trata de una reaccidn
cruzada con un antigeno soluble del mismo. De ser un
reconocimiento de grupo, el anticuerpo del sistema
reconoceria al antigeno en la mayoria de las personas grupo
A. Sin embargo, sd6lo se obtuvo cerca de un 18%. Lo mismo
sucedid con el anticuerpo y su predominio en el grupro O donde
la positividad fue cercana al 19%. Queda entonces abierta la
rosibilidad de gue se trate de una reaccidn cruzada entre una
proteina normal v el antigeno del sistema. La predominancia
del antigeno en los sueros grupo A, s8e explicaria por esta
reaccion cruzada que hace que el sistema inmune reconozca al
antigeno como algo propio y por lo tanto no produzca los
anticuerpos respectivos, pero en las personas grupo O v B los
anticuerpos si se forman. La no deteccidén de anticuerpos en
rersonas grupo B en este estudio, se puede atribuir a la baja
prevalencia deveste grupo en la poblacién de Centroamérica.
En los hemofilicos la distribucidédn del antigeno del sistema
81 fue mas homogénea por factores gue pueden atribuirse al
alto grado de exposicién de este grupo a componentes
sanguineos vy a un sistema inmune gue ya se encuentra
alterado.

En los Western Blots se encontraron 2 bandas
posiblemente asociadas al sistema, pero nuevamente dieron
reaccidén cruzada con el grupo sanguineo A, lo gue refuerza la
hipétesis de una relacién entre una proteina del sistema con
un componente del grupo sanguineo. La asoclacidn de proteinas

virales con proteinas normales humanas ya se ha establecido

75



en otras oﬁortunidades (B7). Ademds se debe considerar el
hecho de que la infeccidén puede alterar o producir en mayor
cantidad una proteina normal y gque ésta sea la que se detecta
en la infeccidén, tal y como se ha descrito recientemente para
casos de HNANB (121).

Es impbrtante hacer notar gue las personas que
asistieron a la consulta antivenérea tuvieron una prevalencia
de VHB esperada para una poblacién de donantes (200) y no
alta como se da en grupos de comportamiento sexual promiscuo
(21, 47, 95, 166). En los pacientes de hemodidlisis Ila
prrevalencia fue mayor de la esperada (47, 89, 166), debido a
que se tomaron las muestras durante un brote de hepatitis B
en la unidad.

El nivel de ALT en las poblaciones de donantes predomind
a niveles menores a dos veces el promedio normal. A pesar de
gque los valores mayores o iguales a 2.5 veces el promedio de
ALT en una poblacidn se han asociado a la hepatitis C (47,
153), en este estudio pocos casos se presentaron en este
nivel. En 1la mayoria de los casos de hepatitis A y B los
niveles de ALT fueron altos, mientras que en la hepatitis
NANB se concentraron en valores intermedios, lo cual
concuerda con las caracteristicas atribuidas a estos tipos de
hepatitis (166, 200). Estos niveles aumentados de ALT no
fueron wun factor determinante para 1la deteccién de los
marcadores seroldégicos del sistema NANB-ICMRT.

Otra prueba utilizada como marcador indirecto para

prevenir la HPT NANB es el Anti-HBs (47, 48): sin embargo,
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la presencia o ausencia de Anti-HBs en los donantes
estudiados no fue un factor influyente en el comportamiento
de los marcadores del sistema, pues la reaccidén no disminuyd
ni aumentd si el Anti-HBs estuvo presente. Una excepciédn
fueron los Anti-HBs positivos de Honduras en donde el
anticuerpo aumenté méds de b veces (Cuadro 10), pero esto
podria deberse a un fenbémeno al azar, ya que de existir algun
tipo de asociacidén deberia observarse en el resto de las
poblaciones. Por lo tanto, ni los niveles de ALT ni el
Anti-HBs estén asociados como marcadores indirectos de casos
de hepatitis gue se relacionen con el sistema en estudio va
sea agudo o croénico.

La prevalencia del sistema tampoco se vio afectada por
estados alterados del organismo como el embarazo ¥y la
diabetes, aunque si se presentd un leve aumento en este
Gltimo grupo, en las personas de consulta antivenérea y en
los hemofilicos que es un grupo de alto riesgo para las
hepatitis virales (14, 55, 111, 114,120).

Este aumento de la prevalencia dél sistema serolégico
NANB~ICMRT en poblaciones afectadas también por la hepatitis
B, hace pensar en un factor de transmisién comin via
parenteral ya demostrado en hepatitis B y C (8, 16, 21, 47,
55, 68, 80,95, 132, 166, 214). Como la prevalencia en el
grupo de consulta antivenérea del Ministerio de Salud casi no
aumentd, parece que la transmisidn sexual no es un factor
importante lo cual concuerda con lo encontrado respecto a la

transmisién del VHC (10, 66, 77, 149, 209).
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El anticuerpo predominé en los grupos de donantes,
mujeres embarazadas, personas de consulta antivenérea, en
pacientes de hemodidlisis yv en los dos grupos de casos de
NANB, mientras que en los diabéticos, hemofilicos y los otros
grupos de hepatitis predomindé el antigeno. Esto sugiere que
el anticuerpo del sistema no es neutralizante ya que esta
rresente en sanos y enfermos. 8Sin embargo, en mujeres
embarazadas el predominio de anticuerpos fue 4 veces mayor
que de antigeno y se presentd la situacidén inversa en el
grupo de los hemofilicos. Esto se puede explicar por un
reconocimiento especifico del antigeno sumado a los falsos
positivos por los complejos inmunes circulantes presentes en
las mujeres embarazadas. Por otra parte, los hemofilicos,
debido a su constante exposicidén a derivados sanguineos
tienen una predominancia de antigeno circulante el cual es
reconocido por el anticuerpo del sistema. Este predominio,
muestra una vez mds la gran susceptibllidad de este grupo a
todas las infecciones transmitidas por la sangre y 8Sus
derivados (14, 111, 114, 128). Cabe sefialar ademas, que el
antigeno se duplicd en los casos de hemofilia B (Fig. 6),
grupo que a recibido gran cantidad de productos comerciales a
diferencia de 1las otras hemofilias en donde los pacientes
requleren menos tratamiento v generalmente reciben
crioprecipitados nacionales.

En los pacientes de hemodidlisis se presentdé mas del

doble de la prevalencia para ambos sueros del sistema o sea.

cuatro veces mayor con respecto a la poblacién de donantes,
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situaciébn que es de esperar en una poblacidén de riesgo como
ésta (21, 65, 67).

De acuerdo al comportamiento del sistema ante otros
tipos de hepatitis virales como la hepatitis A, la hepatitis
B v el CMV se demostrd que no estd asociado a ninguna de
ellas pues en todas se obtuvo una prevalencia semejante al
grupo de donantes. El estadio agudo o crénico en la hepatitis
B tampoco afectd a este sistema. Sin embargo, en las muestras
con titulo de IgG Anti-CMV de 12800, el anticuerpo fue 3
veces mayor gque el antigeno yv lo inverso para los titulos
225600, esto probablemente se deba a un fendémeno numérico por
el bajo numero de muestras y no a un efecto real como el
estudiado para la hepatitis C (8).

A pesar de que en los 52 casos esporddicos catalogados
como HNANB, se presentdé un 48.1% de prevalencia del sistema
que no se modificd por la presencia o ausencia de Anti-HBs ni
por los valores de ALT, esta prevalencia es de 2 a 4 veces
mas alta que en todos los demés grupos estudiados. En los
casos referidos al ICMRT v seleccionados por no reaccionar al
VHA, VHB o CMV, 1la prevalencia del sistema fue 2 a 3 veces
mayor gue €l de las poblaciones control. Se establecé asi una
relacidén con el marcador en estudio y los casos clasificados
como HNANB.

La distribucién del sistema parece no ser influenciada
por el sexo aungue en los casos de hepatitis A hubo un leve
predominio en mujeres y en los casos de hepatitis B y NANB se

presentd un leve predominio en hombres.
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Otro factor analizado fue la edad, que en todos los
casos estuvo relacionada con el tipo de hepatitis principal
(A o B), pero en los casos catalogados como HNANB la
distribucidén fue homogénea. Parece entonces gque no se puede
definir wuna poblacién determinada més susceptible como
tampoco se ha podido demostrar en otros estudios de HNANB
(16, 17, 65, 116, 175, 193).

La prueba de ELISA dié mayor cantidad de reacciones
que las otras pruebas en todos los grupos estudiados pero en
el de las mujeres embarazasdas, en las personas de consulta
antivenérea y en los pacientes de hemodidlisis fue mucho
mayor. Esto sugiere wuna posible asociacion de falsos
rositivos por la técnica de ELISA, debida a la presencia de
complejos inmunes aumentados en estos tipos de poblaciones.
Reacciones falsas por 1la técnica de ELIGA, han sido
reportadas en la hepatitis C y en otros sistemas en estudio
relacionados a casos de HNANB, por la presencia de complejos
inmunes circulantes (40, 118), factor reumatoide (184),
congelacién y descongelacién de muestras (49, 127) v
autoanticuerpos que presentan reaccidén cruzada (b4, 118 (79,
176, 177).

El Anti-VHC no +tuvo una prevalencia importante en
ninguno de los grupos bajo estudio excepto en el de los
hemofilicos en donde alcanzd a un 60%, valor semejante al
reportado en otros estudios (114, 126, 131). En el grupo de
personas de consulta antivenérea llegd a un 17.7% a pesar de

que en este grupo la prevalencia de hepatitis B y Anti-VIH

80



fue muy baja, segin datos del ICMRT. Debido a esto, otro
grupo con las mismas caracteristicas y un grupo de
prostitutas fueron evaluados recientemente con el fin de
verificar si este ©porcentaje era real. Se obtuvo una
rrevalencia Unicamente de un 2%, lo que sugiere un alto
porcentaje de falsos positivos en el grupe anterior por
razones que aln se desconocen (Cuadro 13). No hubo ninguna
relacibn entre la presencia del Anti-VHC y el sistema
seroldégico NANB-ICMRT.

Para el estudio de las HNANB, es preciso descartar
primero aquellos casos de hepatitis B gque no expresan
marcadores seroldégicos pero tienen el genoma viral integrado
(cirrosis, hepatomas y leucemias con duimioterapia), ¥y tratar
de encontrar particulas, ADN o antigenos de reaccidn cruzada
en todos los casos que se traten de relacionar con el VHB
(143, 185, 186). No se debe olvidar 1la existencia de
mutaciones en el VHB por integracién incorrecta, rearreglo de
genes o metilaciém de los mismos; gque ocasionan la no
expresion de los marcadores serolégicos, ademds,
concentraciones menores a 10 particulas por mililitro no son
detectables. Es también posible contar con casos de
hepatitis B que pierden sus marcadores seroldégicos con el
tiempo o que hallan sido suprimidos por infeccién con NANB.
Debe recordarse también, las reacciones falsas positivas o
negativas por fendémenos de inmunosupresion (48). Por 1o
anteriomente citado y al igual que en algunos estudios

realizados para caracterizar la hepatitis C (12, 42), se
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estudia la relacién de este sistema con posibles hepatitis B
cripticas, vy =se considera.la posibilidad de que exista un
agente semejante que da reaccidén cruzada a nivel de su
material genético (143, 186, 187), cuando se analiza por PCR.
Este andlisis muestra una prevalencia de un 22.8% en
donantes, de 1los cuales cerca del B0¥% presentaron valores
alterados de ALT vy de reaccidén positiva al sistema
NANB-ICMRT. Este hecho dirige la investigacidén a una posible
relacidn con el virus de la hepatitis B. Podria por lo tanto
tratarse de una reaccidén cruzada, va que solamente el 28% de
estos positivos por PCR presentaron marcadores seroldgicos
contra 1la hepatitis B. Por otra parte, en los casos
catalogados como HNANB, se presentd un 65.9% de reaccidn a
este PCR, con cerca de un 50% de ALT alterada pero Unicamente
un 24% de reaccidn con marcadores del sistema y sélo un
antigeno. HEsto hace pensar en un posible predominio de casos
de Thepatitis B criptica, Jjunto con un porcentaje menor de
otro agente causante de hepatitis NANB que da reaccidn
cruzada. Esta hipdétesis sigue en estudio en el ICMRT vy en la
Universidad de Lousiana por medio del andlisis de méas
poblaciones de este tipo por PCRy el andlisis de la
secuencia de los segmentos de ADN aislados.

La dificultad para hallar los posibles agentes causantes
de la HNANB se puede atribuir a: 1- Que este exista dentro
del hepatocito con una minima cantidad de antigeno viral
circulante. 2- Que sean agentes muy ldbiles que se destruyan

por los métodos clédsicos de purificacidén viral. 33— Que sean
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antigenos no virales distintos a los de cualgquier otro agente
asociado a las hepatitis. 4- Que produzcan una respuesta
inmunoldégica muy baja de manera gue el nivel de anticuerpos
no es detectable por métodos convencionales. 5- La gran

cantidad de complejos inmunes por anticuerpos no especificos,

autoanticuerpos, o) aloanticuerpos presentes en la
enfermedad, limitan la deteccidén del antigeno. ©6- Presencia
de miltiples agentes o, maltiples sistemas antigeno

anticuerpo asociados a unos o pocos agentes (48).

A pesar de gue no se ha caracterizado por completo el
sistema encontrado en el ICMRT porque aun no se conoce sSu
naturaleza, se ha logrado demostrar que estd relacionado con
casos de HNANB esporddicos o transmitidos por via parenteral.
La técnica que did mejores resultadoq fue la de IA y ni 1las
otras hepatitis virales, las disbetes o el embarazo alteraron
su especificidad. De esta forma, se puede decir gque la IA del

sistema seroldgico NANB-ICMRT para la deteccidén de casos
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asociados con HNANB es de gran utilidad en el seguimiento’

tanto de casos agudos como crdnicos y quizds en un futuro
cercano pueda ser utilizada como prueba preventiva en
donantes de sangre, si se logra esclarecer su naturaleza y su
relacidn con el grupo sanguineo A.

Queda entonces abierta la posibilidad de continuar la
investigacién sobre la posible reaccién cruzada de las
proteinas encontradas en este sistema y el VHB, proyecto gque
se lleva a cabo en la Universidad de Louisiana. Ademés, se

deben continuar las investigaciones para determinar la



relacidn del sistema con el grupo sanguineo A, con
experimentos de neutralizacidn con lectinas especificas para
este grupo y de ser posible con antigenos de membrana
conocidos cuya expresién este ligada al mismo.

Se le deberd dar prioridad a la purificacidén del
antigeno mediante métodos como gradientes de CsCl o Sacarosa,
lo cual no ha sido posible debido a no contar con el equipo
necesario; a procesos de purificacién y analisis como
electroforesis en dos dimensiones y a protedlisis limitada.
Se debe wvolver a intentar la produccidén de anticuerpos
monoclonales a partir de un antigeno mds puro para poder
desarrollar una prueba de ELISA o RIA gue permita dignosticar
la enfermedad en casos y portadores sanos y prevenir su
transmisidn.

'Finalmente, es importante recordar que los marcadores
indirectos y su gran variabilidad han generado problemas como
los siguientes:

-Pérdida de unidades de sangre por la determinacién de ALT,

la cual se estima en un 3%; ademds su implementacidn
representa gastos econdtmicos en reactivos, técnicos,
informacién al donante, seguimiento biolégico y clinico de

los casos, problemas logisticos del ajuste de las necesidades
ve la pérdida de bolsas, problemas médicos y éticos en cuanto
a si se debe o no informar al donante el significado de ello
v el apropiado seguimiento (8, 153, 158).

-El1 aumento de la ALT se da en otras patologias como

alcoholismo, diabetes y obesidad. Existen fluctuaciones segln



edad, sexo, tratamientos con antihipertensivos o diuréticos,
bajas condiciones socioecondémicas, raza y regidn geogrdfica,
lo gue implica un estudio de niveles normales en cada =zona
(48, 119, 158).

-El porcentaje de anti-HBc positivos en una poblacidn depende
de 1la prevalencia de la hepatitis B en diferentes =zonas
geogrédficas, lo que significa una pérdida muy considerable en
regiones de alta prevalencia.

Por lo tanto, se hace necesario tomar una serie de
precauvciones para disminuir las posibilidades de adguirir una
hepatitis via parenteral:
1-Educar al personal médico respecto a la preparacidén de un
buen historial médico, al uso de la sangre y sus derivados y
el uso de las gamaglobulinas.
2-Minimizar el uso de mezclas de sangre.
3-8eleccidbn apropiada del donante, por exclusién de los
donantes comerciales y los donantes con algin marcador
indirecto positivo (HBsAg, AntiHBs, AntiHBc, ALT
aumentada,etc. ).
4-Promover 1la donacidén voluntaria y sobre todo la donacidn
autdloga preoperatoria.
5-Utilizar calor (60°C 30 h), solventes lipidicos
(cloroformo), inactivacidédn fotoquimica, agentes gquimicos como
trin-(n-butil)-fosfato (TNBP), colato de sodio,
B-propionilactona con luz ultravioleta (LUV) y psorolem con
LUV; estos dos Ultimos inactivan virus ADN, ARN de simple y

doble banda.
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6-No olvidar las precauciones higiénicas universales (lavado

de manos, uso de guantes, descarte de materiales

punzocortantes, desinfecciodn, esterilizacidén de equipos etc.)

(43, 48, 78, 116, 153).
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