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Biologia y métodos diagnosticos

del virus de la hepatitis C. Revision
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RESUMEN. NS5. (Rev Biomed 2003; 14:253-268)

La hepatitis C se ha convertido en la forma mas
comun de hepatitis post-transfusional, y es Ralabras clave:Virus de la hepatitis C, métodos
responsable de mas del 70 % de las enfermedadiegndsticos, hepatitis viral.
virales del higado. Su agente etioldgico es el virus Cy
su transmisién se produce por via parenteral y
productos contaminados por sangre. El periodo 8& MMARY.
incubacion es de 5 a 12 semanas, los anticuerfslogy and diagnostic methods of the hepatitis
aparecen tardiamente alrededor de las 20 seman@sarus.
pueden persistir toda la vida. La mayoria de las Hepatitis C has become the most common form
personas con hepatitis C no tienen sintomas y llewaimpost-transfusional hepatitis, and is responsible for
vidas normales. El andlisis filogenético de numerososer 70% of the viral illnesses of the liver. The
aislamientos del virus de la hepatitis C indican lkatiological agent is the virus C and its transmission
presencia de distintos niveles de variabilidad genéticezcurs by parenteral via and contaminated blood
genotipos, subtipo y cuasiespecies. Raramentepesducts. The window-period phase ranges from 5
diagnosticada hasta la aparicion de sus complicaciot@& 2 weeks, antibodies appear after about 20 weeks
cronicas. Después de la secuenciacion del genorrang they can persist for a lifetime. Most people with
la descripcion del virus mediante técnicas de ingeniehiepatitis C do not have symptoms. The phylogenetic
genética se hizo posible el diagndstico de laboratodnalysis of numerous isolations of hepatitis C virus
de la infeccion por el virus de la hepatitis C. Lomdicates the presence of different levels of genetic
ensayos han ido evolucionando hasta los de terceagability: genotypes, subtypes, and quasispecies. It
generacion que detectan los anticuerpos del nucles yarely diagnosed before chronic complications
los antigenos de las regiones no estructurales NS8ypear. Laboratory diagnosis of hepatitis C virus
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infection became possible after gen@eguencing ambos y distinguirlos clinica y seroldgicamente.
and virus description by means of genetic engineering En 1974, Prince y col., en el New York Blood
techniques. Assays have been developed up to @enter reportaron que el 25% de los pacientes
third generation and detect the antibodies of tlsemetidos a cirugia cardiovascular desarrollaron una
nucleus and the antigens of the NS3 and NS5 ndrepatitis post—transfusional y el 18% de ellos dieron
structural regiongRev Biomed 2003; 14:253-268) negativo a los marcadores de ambos virus y con
caracteristicas clinicas diferentes (6). Por este motivo,
Key words: Virus de la hepatitis C, métodossugieren la posibilidad de un nuevo tipo de virus y
diagnésticos, hepatitis viral. proponen identificarlo como virus de la hepatitis tipo
C (VHC). Sin embargo, fue hasta 15 afios después
gue un grupo de la Corporacién Chiron, en Emeryville,
Introduccién. California, a través de métodos de biologia molecular

El término hepatitis, proveniente del griego hepa,inmunoldgicos, logré identificar el(los) agente(s)
que significa higado, fue utilizado por primera vez peausantes del VHC (7,8). Ellos construyeron una
Bianchi en 1710 y se refiere a todas aquelldsecuencia’ de ADN complementario (cDNA), del
enfermedades que pueden de una forma u otra inflapplasma que contenia el agente no caracterizado de la
el higado (1). La causa mas frecuente que provdeapatitis no-A no-B (HNANB). Después, buscaron
hepatitis es una infeccion virica, aunque también puegtela biblioteca de ADN y aislaron un clon de cDNA
ser producida por agentes quimicos o venenosgek codificaba un antigeno asociado especificamente
efecto de alguna medicina, anestésicos, drogasn HNANB y se encontré que este clon derivaba
bacterias o toxinas bacterianas, enfermedad#s genoma de un agente similafagaviridaeo
producidas por amibas, infecciones parasitarias, géavivirus. Este nuevo agente fue nombrado hepatitis
la existencia de litiasis en la vesicula, entre otras (1,2)(7,8), el virus causante de la mayoria de las hepatitis
De ahi que las hepaititis se dividan en infecciosas ypuwst-transfusionales (9,10).
infecciosas. La padecida por la mayoria de los
pacientes es la de tipo infecciosa. Progresion y rasgos clinicos de la enfermedad.

La hepatitis virica tipica en los humanos es El mecanismo exacto por el cual este virus
producida debido al efecto de varios tipos de virusausa hepatitis ain no es bien conocido. Existen
las formas mas comunes son la hepatitis por el virusfgunos elementos que permiten plantear que se
(VHA), la hepatitis por el virus B (VHB) y la hepatitistrata de un virus citopatico, pero el mecanismo del
por el virus C (VHC), que anteriormente se conocéafio no es solo citopatico (no todos los individuos
como hepatitis no A/no B, y la Unica relacién entriéenen dafio hepatico), sino que también puede ser
ellas es que todas afectan al higado (1). inmunoldgicamente mediado (11).

La hepatitis causada por el virus de la hepatitis Cuando alguien se infecta con el virus de la
C (VHC) se ha transformado en uno de los principalespatitis C, éste invade el organismo y primariamente
problemas de enfermedades infecciosas emergeméside en la células hepaticas (hepatocitos). Una vez
(3). producida la infeccidn, el cuerpo comienza a producir

anticuerpos para destruirlo; sin embargo, la mayoria
Descubrimiento del agente causante del virus dede las veces los anticuerpos no logran identificar
la hepatitis C. adecuadamente al virus y la infeccién permanece a

En la década de 1940, existian por lo menos dasgo plazo. De hecho, gran parte de las personas
tipos de hepatitis, la Ay la B (4,5), pero no fue hasiafectadas con este virus no saben que lo estan debido
la década del 70 que se logré con marcador@gue no experimentan sintomas (2).
seroldgicos, identificar la causa de la enfermedad de Después de la exposicion al virus, el periodo de
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incubacion oscila entre 2 y 26 semanas. La fase inididiC (16,17), cuya infeccion ocurre mayoritariamente
de la enfermedad por el VHC se denomina infeccidurego de la exposicién directa parenteral o percutanea
aguda, la que normalmente desaparece despuéglge 18).
2-12 semanas. El 80-85% de las personas inicialmente En el 60-70% de los casos, la transmision es
infectadas no eliminan el virus de su organismoparenteral, por transfusiones de sangre y el uso
guedan crénicamente infectadas (la infeccibn mompartido de material para drogas tanto intravenosas
desaparece en un plazo de seis meses), casi tasaso de otro tipo (jeringas, pajas para inhalar,
libres de sintomas y con una vida normal. Sin embargacharas, torniquetes, etc.), las agujas contaminadas
en el 10-25% la enfermedad sigue progresandtiizadas para hacer tatuajes, la perforacion del cuerpo
durante un periodo de 10-40 afios, lo cual puegéa acupuntura (1,3,14,18). Un pequefio porcentaje
ocasionar graves dafios hepaticos como cirrosis personas (1-3%) puede contraer el virus mediante
(20%), cancer de higado (carcinoma hepato-celufaacticas sexuales sin proteccién. La transmision
4%) (1,3,12) e incluso la muerte. perinatal de madres infectadas por el VHC a sus hijos,
Muchas personas sienten pocos o ningun sintoametes o durante el parto, es menor del 5%. y entre el
durante la fase aguda de infeccion, la mayor parte @940% de los casos aun no han sido identificados
el VHC cronico tampoco presenta sintomas y llevas factores de riesgo (1,14,15,19). El uso compartido
una vida relativamente normal (1,3). Sin embargde objetos personales tales como cuchillas de afeitar,
otras personas experimentan sintomas leveapillos de dientes y cortalfias es menos peligroso,
semejantes a los de la gripe, tales como ndusqasp aun asi es una via potencial de transmision. El
fatiga, fiebre, dolor de cabeza, vémitos, pérdida d&us no puede transmitirse por contactos casuales tales
apetito, dolor abdominal y dolores musculares@mo estornudos, abrazos, tos, ni por compartir
articulares. Algunas personas llegan a sentir sintomesnsilios de comida o vasos (1).
similares a los de una gripe fuerte, acompafados de Es por eso que los grupos de mayor incidencia
ictericia (donde la piel y la orina se vuelven amarillentaspn los receptores de sangre o sus derivados, los
y decaimiento (1,13). usuarios de drogas intravenosas, los pacientes en
hemodidlisis con didlisis renal, los hemofilicos, asi como
Prevalencia, transmision, grupos de riesgo y los profesionales del sistema médico debido a los
terapia del virus de la hepatitis C. accidentes por puncién con agujas y por estar
El VHC esta presente en todos los paises ydapuestos a situaciones inevitables que dan lugar al
prevalencia de la enfermedad varia ampliamente ctntacto directo con la sangre de personas infectadas
uno a otro, desde un 0.5% en Suecia y Suiza, 1%(&4,15,20). Se ha observado una tendencia a contraer
Francia, hasta un 5% en paises desarrollados (14 )nfeccion por el VHC en pacientes con muchas
Sin embargo, es mucho menor en los paisparejas sexuales (13).
industrializados que en los paises en vias de desarrollo Debido al uso de la misma via de transmision, la
(1). Afecta por igual a todas las razas, sexos y edadsnfeccion por el VHC y el VIH es muy frecuente,
Alrededor de 170-200 millones de personas @wonde la mayoria de los pacientes infectados por el
el mundo estan infectadas con el virus, incluyendd@H son o han sido usuarios de drogas por via
millones en Europay 4,5 millones en EE. UU., coparenteral (UDVP). Segun un estudio de EuroSIDA,
cerca de 180,000 casos nuevos por afio en Estaahds del 75% de los UDVP con infeccién por el VIH
Unidos y 350,000 en Japén (1,3,15). Posee adtan infectados por el VHC (18).
potencial de ser la proxima epidemia global. Las vacunas para el VHC van a ser dificiles de
Estudios que involucraron la inoculaciérdesarrollar debido a los distintos genotipos del virus y
experimental evidenciaron la presencia de un virusasu capacidad de cambiar o mutar durante la infeccién
la familiaTogaviridaeasociado a la transmision de(1,21).
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Para una correcta terapia y estrategi@empleto con las referidas para otros virus. Mediante
preventivas es necesario conocer la virologia del VHC analisis de los perfiles de hidrofobicidad de la
y Su mecanismo de persistencia. poliproteina completa, se predijeron las posiciones de

Hasta 1998 el Unico tratamiento aprobado pakes sitios de corte y la funcion de las proteinas
el VHC era la monoterapia con interferén, yesultantesy se concluyd que se parecia al género
actualmente es la politerapia de interferon m&davivirus (10, 23). Por numerosos experimentos se
ribavirina. Entre las nuevas terapias que se esfautdo comprobar que la NS5 se procesay que la NS1/
desarrollando para detener o inhibir la replicacion deR corresponde mas a una proteina estructural, como
VHC se encuentran los inhibidores de la helicasa, lasE2 de los Pestivirus (11, 24, 25). Asi mismo, los
inhibidores de la proteasa, las ribozimas y lakatos experimentales de gradiente de densidad, la
interleucinas (1). presencia de dos proteinas codificadas por la region

Los tratamientos farmacéuticos aprobados sdiS5, asi como la alta homologia de sus secuencias

Interferdn: producto elaborado genéticamenteucleotidicas correspondientes a la region no
gue se basa en una serie de proteinas naturalecddificante (UTR) ubicada en el extremo 5'no
sistema inmunoldgico. Alrededor del 50-60% de ladificante y a la region NS3, indican una mayor
pacientes responde a la monoterapia de interferéelacion con éstos (11). Debido a su organizacion
sin embargo, una vez que se suspende el tratamigggnomica y homologia parcial ha sido clasificado en
la mayoria recae. Se calcula que sélo el 10-20% elgénero Hepacivirus dentro de la fantiliaviviridae
los pacientes tratados llega a mantener el virus a ni{@l 11, 18, 26).
indetectable de forma permanente (1, 22). La particula viral tiene un diametro entre 30-60

Ribavirina: medicamento antivirico que se utilizam (9,11,12). Su extraccion a partir de plasma
en politerapia con el interferén (1). infeccioso mediante disolventes lipidicos (cloroformo)

Combinacion del interferén estandar (Intron Apactiva el virus indicando que los lipidos son una parte
y ribavirina en un solo producto (1). esencial de su estructura, presumiblemente de la

Interferdn "pegilado™ de accion prolongada, quenvoltura; igualmente, el calor, formol y luz ultravioleta
se inyecta una vez a la semana. Como mantiengi@minan con sus propiedades biologicas (9, 11, 12,
nivel mas constante de interferon en la sangre, reddég 19, 20).
la capacidad de replicacion del VHC. Este tipo de El VHC circula de dos maneras: una con el virion
interferdn "pegilado” mas ribavirina es una terapia maacto y otra formada por la capsida nuclear con

efectiva. pérdida de la envoltura de lipidos (9, 11). Las formas,
gendmica la cadena positiva y replicativa la cadena
Clasificacion del virus de la hepatitis C. negativa del virus, pueden ser detectadas en el tejido

El VHC se logré describir, caracterizar ydel higado mediante las técnicas de la reaccion en
diagnosticar antes de su aislamiento, su visualizacidedena de la polimerasa (PCR) y de la hibridagion
y la aplicacion de las técnicas tradicionales de virologidu (9, 11).
(11,16). Sin embargo, su estructura fisica permanece
esencialmente desconocida debido a los titulos @&noma del virus de la hepatitis C. Proteinas
virus en sangre, inferiores & tdsis infectivas/mL y virales.
a la pérdida de anticuerpos precipitantes capaces de El genoma del VHC esta constituido por una
concentrar el virion y hacerlo visible al microscopicadena simple positiva de acido ribonucleico (ARN)
electronico (9,11,16). Hasta la fecha no ha podidie entre 9,500-10,000 nucledtidos (9.6 kb), que
ser aislado en cultivos celulares (2). codifica para una poliproteina de aproximadamente
La clasificacion del virus se realizé mediante 18,010 aminoacidos y caracterizada por un alto grado
comparacion de la secuencia nucleotidica del genodeheterogeneidad genética y con un marco de lectura
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visible (ORF) (2, 9-11, 13, 16, 20-23, 25-32).  aislamientos de diferentes grupos (93%) y esta
El genoma estéa precedido por una region mmplicada en la regulacion de la replicacion del genoma
codificante 5" (UTR) de 42 bases, altamentaral o enla expresion de los genes (2, 11, 12, 26).
conservada y resistente a la desnaturalizacion y seguida
por una region no codificante 3" (UTR) de 27 bas@&&egion estructural del virus de la hepatitis C.
con una secuencia de poli(A) (adenina) en el extremo La proteina del nucleo (C), de 16-22 kDa,
3 (10,12,13,16). comprendida entre los nucleétidos 342-915. El gen
La poliproteina puede ser fragmentada, por caldrcodifica una proteina de unos 191 aa. que forma la
0 proteasas virales, en al menos nueve proteimagleocapside, se denomina p22 (antigeno c22) (11).
funcionales (33). La porcion amino terminal forma IRresenta alto contenido de aminoacidos basicos
proteina estructural (region 5 terminal) y se divide €arginina y lisina) en su extremo amino y un epitopo
tres proteinas estructurales (C, E1, E2), mientras gueunodominate localizado en la region N-terminal y
la carboxilo terminal (region 3"terminal) da lugar aon actividad ARN de enlace (9,11,16,36). Es la
varias enzimas virales y seis proteinas no estructurakegion estructural mas conservada y contra la que
(NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b) (12,23,38tayor reactividad global se ha encontrado en los
35). El orden y la nomenclatura de los productasieros de portadores, de ahi su importancia como
procesados en la proteina precursora del VHC esmponente de los sistemas diagndsticos (11).
NH,-C-E1-NS1/E2-p7-NS2-NS3-NS4a-NS4b-  Glicoproteina de la envoltura del virion (E1), de
NS5a-NS5b-COOH (11) (figura 1). 32-35 kDa, comprendida entre los nucledétidos 915-
1491 (9,16,29). E1 es el responsable de una
Region 5 no codificante del virus de la hepatitis glicoproteina de 192 aa. (antigeno gp33). Se han
C. localizado al menos 2 epitopos antigénicos potenciales,
El extremo 5° del genoma esta compuesto pentre los aminoacidos 210-233 que es una secuencia
una region no codificante, comprendida entre lasriable y entre 315-327 que es un dominio altamente
nucledtidos 1-342 (9,13). Es altamente conservadanservado (37). ElI extremo carboxilico es
entre aislamientos del mismo grupo (98%) y entredrofobico y posee dos secuencias homologas a

Figura 1.- Genoma del virus de la hepatitis C.
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segmentos transmembranales (11). El proceso proteolitico de la regién no estructural
Glicoproteina de la envoltura (E2/NS1), de 5&s mediado por dos proteasas virales: proteasa NS2-
72 kDa, comprendida entre los nucleétidos 14913y que rompe la unidon NS2/3, y la proteasa NS3-serina
2769. Responde de la traslacién de otra glicoprotethgpendiente, que es la responsable de procesar los
de 327 aa. (antigeno gp70) y contiene 11 sitios siéios NS3/NS4a, NS4a/b, NS4b/5a y NS5a/5b
glicosilacion (11). Es una region hipervariable y dgigura 1).
evolucién rapida (9,16,20,29). Entre los residuos 484- La proteina NS2 es un polipéptido de
499 y 554-569 tiene dos regiones antigénicamnsmembrana de 23 kDa, comprendida entre los
altamente conservadas entre los diferentes tiposleledtidos 2769-3360 (11,28), con su extremo
VHC (38). El peso molecular varia, debido a que tarboxilo traslocado en el lumen del reticulo
proteina presenta dos tipos de procesamiento, en endoplasmatico y el extremo amino localizado en el
la proteina se mantiene intacta (del aminoacido 384&#dbplasma. Posee una regiéon muy inmunogénica y
810) y en el otro se produce un corte por uragtamente conservada en los diferentes aislamientos
peptidasa entre los aminoacidos 746y 747, quedkl VHC entre los residuos 960-975 (40). Su funcion
lugar a una E2 truncada y a una proteina denominamaesta totalmente definida, pero participa en el
p7 (11). ensamblaje del virién y forma parte del complejo de
Las glicoproteinas (E1y E2) juegan un pape¢plicacion junto con la NS5ay NS5b (11).
importante en la patofisiologia del virus (37). Elanalisis La proteina NS3, comprendida entre los
de las cadenas de todos los VHC aislados revelautlettidos 3360-5313, es soluble y de 70 kDa (11).
que ambas se caracterizan por una marcaeesenta dos actividades enzimaticas, una ATPasa
variabilidad, incluso dentro de un mismo individudhelicasa, indispensable para la replicacion del ARN
especialmente en dos subregiones hipervariab(@4, 16, 28, 41-44), y la otra similar a la de las
(RHV1y RHV2) localizadas en la region E2/NSProteasas dependientes de serina, que realiza cortes
(9,11,16). Cuando se expresan juntas en vectoegs cis y trans, y da lugar a un procesamiento
virales, las proteinas E1y E2 se glicosilan y forman pnoteolitico del resto de la regién no estructural en
heterodimero, que es reconocido por la mayoriab&4a, NS4b, NS5a y NS5b (11,45,46). Presenta
los pacientes infectados con el virus. Esto indica quea secuencia de 14 aminoéacidos altamente similar al
este heterodimero puede ser importante parastio inhibidor de la proteina cinasa cAMP-dependiente
conformacion adecuada de los epitopos antigénicds).
(11). Esta region posee un “motivo estructural”, entre  La proteina NS4 se procesa en NS4a de 8 kDa
los amino&cidos 401-406 6 407, que es inmunogéni@ntre los nucléotidos 5313 y 5475) y NS4b de 27
y conservado entre los diferentes aislamientos y ckiea (5475-6258), ambas muy hidrofdbicas y
es Util para el tratamiento y diagnéstico de VHC (3%sociadas a la membrana (11). Su funcién no es
En los diferentes aislamientos el porcentaje detalmente conocida, pero se le atribuye que forma
homologia de la region estructural del virus es enarte del complejo de replicacion viral, gue NS4a junto
74-92%, siendo la regiéon del nucleo la mason NS3 forman un complejo con actividad
conservada (81-88%) y la regién E1, la mengsoteolitica similar a la quimotripsina y, ademas, que
conservada (53-69%) (9, 13). la presencia en el extremo 3" de un sitio interno de
entrada al ribosoma, seguido de un marco de lectura
Regidén no estructural del virus de la hepatitis C. abierto, podria acelerar la traduccién de la replicasa
Esta regién incluye proteasas con actividawbdificada por la NS5 (11). Esta regiébn comprende
helicasay replicasa, ARN polimerasa dependienteatefragmento 5-1-1, que contiene sitios de union a los
ARN y otros factores de transcripcién con funcidanticuerpos inmunodominantes (16,28). Posee dos
bioldgica desconocida (16). regiones de gran antigenicidad, comprendidas entre
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las regiones 1691-1708 y 1710-1728, altamen@enotipos y subtipos del virus de la hepatitis C.
variables entre las diferentes variantes de VHC (los Elanalisis filogenético de numerosos aislamientos
tipos 1, 2y 3 s6lo poseen una analogia de 50-608&) VHC indica la presencia de distintos niveles de
47). variabilidad genética: genotipos (material genético del

La proteina NS5 codifica para dos proteinas, lérus), subtipo y cuasiespecies.
NSb5a de 56-58 kDa (6258-7602) y la NS5b de 68- Aungue se han identificado gran cantidad de
70 kDa (7602-9375). El producto génico de la NSggenotipos, con diferencias sustanciales en la secuencia
da lugar a dos proteinas: una de 56 kDa y la otraydde efectos inmunoldgicos no bien comprendidos
58 kDa, y la NS5b exhibe actividad ARN polimerasg27,54-58), el sistema de clasificaciéon que se ha
dependiente de ARN (RdRp), indispensable parafévorecido es el de Simmonds en 1993 (11), donde
replicacion del genoma viral (44,48). Su mayagl VHC ha sido clasificado en seis tipos mayoritarios
antigenicidad es entre los residuos 2284-23%8el 1 al 6), con homologia del 60-70% y dentro de
pertenecientes a NSb5a y entre 2584-2599 y 294%&da uno de éstos en subtipos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, ]
2959 de NS5b (16,40). Estas secuencias spik, con homologia del 78-88%, aunque se estan
variables entre los diferentes tipos del VHC (40). Entdeescubriendo nuevos subtipos. (1-3,18,26). Ademas,
los codones 2209 y 2248 de determinados subtipebido a la incapacidad de corregir errores de la RNA
hay una region resistente al tratamiento con interfenpalimerasa viral, en cualquier individuo infectado el
(12). RNA viral no esté presente como una secuencia Unica,

El porcentaje de homologia de la regidon nsino como un conjunto de secuencias muy parecidas,
estructural entre diferentes aislamientos es de 71-7&¥grupadas alrededor de una secuencia mayoritaria, lo
siendo NS5 la menos conservada (56-72%) (9,18jue se conoce como cuasiespecie (26).

La frecuencia de los diversos genotipos varia de

Secuencia 3" terminal del virus de la hepatitis C. un pais a otro, la literatura indica que la distribucion y

El genoma culmina en una secuencia 3" terminalevalencia de los genotipos se presenta en forma
no codificante, pequefia, de alrededor de 2@iferencial dependiendo de la region geografica
nucléotidos (9375-9419), rica en uridina (11)1,18,25,30,59-60). Los genotipos también han sido
conservada entre los diferentes tipos del VHC (5&sociados a la diferente respuesta al interferén (IFN)
B,D) e implicada en la replicacion gendmicg a la combinacién IFN/ribavirina (3). El significado
(11,50,51). Consta de 4 elementos (cadena positsltnico de los genotipos del VHC ha sido muy

5a3): discutido, pero de forma general los genotipos lay
(1) Una secuencia corta con significativdb son los de peor prondstico, tanto en lo que respecta

variabilidad entre genotipos. a la evolucion a cirrosis 0 a hepatocarcinoma como
(2) Una zona poli (V). en larespuesta al tratamiento con interferon y ribavirina
(3) Una region de polipirimidinas, rica en uracil@1, 18).

con algunas citocinas. Existen secuencias especificas del ndcleo, E1y

(4) Una secuencia de 98 bases, que forma ud&5, (4-7, 9-11), y subtipos de los tipos 1 (1d, 1e,
estructura de tallo y anilla en el extremo (24,55). 1fy 1g); 2 (2e, 2f, 2g, 2h, 2i, 2k 'y 2I); 3 (39) y 4 (4k,

Para discriminar entre especies, subespeciedlyy 4m) que son Utiles para el diagndstico y el
cadenas de VHC las regiones mas apropiadas paremento de la sensibilidad de los ensayos de
orden son: E2, NS2, NS5b, E1, NS4a, NS4b deteccion del virus (47,61).
NS5a, las regiones 5 no codificada, nicleo y NS3 no La infeccion con dos o mas genotipos diferentes
son tan efectivas para la diferenciacion (53). es comun en pacientes con hemofiliay en aquellos

gue reciben frecuentes transfusiones (25).
La determinacion del genotipo viral es una
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herramienta muy Util en estudios de transmision dadnocer qué antigenos virales son los responsables
VHC, de la epidemiologia molecular, la patogéneside la reactividad obtenida en una prueba ELISA, se
el diagndstico seroldgico, la historia natural y ekalizan sobre un soporte de nitrocelulosa al que se
tratamiento de la infeccion por el VHC (13,25,26,60adhieren péptidos en diferentes lugares, la adicion de
La variabilidad geogréfica en su distribucion, asi conh@ muestra y su revelado pondra de manifiesto la
la asociacion de determinados genotipos con factoeagstencia de anticuerpos (25).

de riesgo especificos ha dado lugar a estudios En casos de hepatitis aguda, problemas en la

epidemioldgicos a gran escala (26). interpretacion de los resultados de los ensayos de
ELISA, o pacientes inmunodeprimidos, es necesario
Diagndstico de la hepatitis C. analizar el ARN del VHC (27).

La hepatitis C es una enfermedad que Ensayos moleculares detectan, cuantifican y
permanece desconocida y es raramente diagnosticaaacterizan el genoma del VHC (66). Mediante
hasta la aparicién de sus complicaciones crénicastéenicas moleculares es posible incluso establecer el
partir de 1989 después de la secuenciacion aeben comun de brotes epidémicos. Ello requiere, una
genoma y la descripcion del virus mediante técnicasz establecido el genotipo, la amplificacion y
de ingenieria genética (7) se hizo posible el diagnéstamcuenciacion de una regién variable, y el analisis
de laboratorio de la infeccion por el VHC. filogenético de las secuencias problemay los controles

Para la deteccion o diagnéstico de la infecci@decuados. Mediante estas técnicas se ha podido
por el VHC y el estado de progresion de leonfirmar casos de transmision materno-fetal, sexual
enfermedad, existen diferentes pruebas (1). Lgpsiosocomial (26) y es el mejor método para detectar
ensayos seroldgicos, que detectan anticuerpos al VEIARN del virus en pacientes inmunosuprimidos
(anti-VHC), se subdividen en ensayos de escrutiri@spués de trasplante de higado (67).
como los inmunoenziméticos, principalmente los Los ensayos que permiten detectar, clonar y
“Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA)secuenciar genomas virales, son mas sensible que las
(20), que usan anticuerpos policlonales pruebas convencionales aun en pacientes con niveles
monoclonales (para detectar antigenos) o virbajos del ARN viral y permiten la deteccion precoz
completos, péptidos sintéticos o antigenatel virus (11, 13). Sin embargo, son altamente
recombinantes (para detectar anticuerpos) (12,25,62stosos, muy sofisticados, requieren de un
y ensayos suplementarios como los “Recombinasgguimiento cuidadoso para reducir la contaminacion,
Immunobilot”, entre ellos el de tercera generacion paraa correcta coleccion y almacenamiento de las
IgG (RIBA 3.0). muestras y con problemas especiales en la

Los ELISA de tercera generacién son Utiles eamplificacion, debido a la variabilidad de la secuencia
la deteccién de las regiones estructural y rael ARN (9, 11).
estructurales del VHC, de la proteina GOR que se ha El diagnostico molecular incluye (1):
visto que esta presente en algunos pacientes con VHC a) La deteccidn cualitativa o cuantitativa del
(63) y son sensibles y especificos para el estudioRNA viral en suero, plasma o tejido mediante técnicas
pacientes con trasplante renal (64). En el diagnosti® PCR o RT-PCR competitiva (SuperQuant, NGl,
del VHC en pacientes hemodializados, es util €A) o no (Amplicor HCV y Amplicor HCV Monitor,
empleo de un ELISA con un péptido quiméric®Roche Molecular Systems); de amplificacién de sefial
obtenido de la union mediante Glicina-Glicina (Glypor DNA ramificado (bDNA) (QuantiplexHCV
Gly) de dos de los péptidos sintéticos de las regioriRNIA, Bayer Diagnostics), método quimioluminiscente,
NS4 y NS5y proteinas recombinantes (nucleo y NS33ncillo y rapido, que se basa en que la region 5
(65). (UTR) del ARN viral es hibrida con una sonda

Las pruebas confirmatorias de anticuerpos patapecifica, a la que se unen moléculas
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guimioluminiscentes que permiten amplificar la sefiakgion NS4 (70). Uno de los métodos mas confiables,
envez del genoma (11, 12); de RT-PCR en tiemponvenientes, especificos y reproducibles es un RIBA
real (Tagman, Roche Molecular Systems) (9,11jmmunoblot” en tiras, de cinco canales con péptidos
mediado por transcripcién (TMA) que amplificaserotipo-especificos inmovilizados de la region no
secuencias especificas del RNA viral y los PCR dstructural NS4 y de las regiones del ndcleo de los
Unica etapa (ss-PCR), uno basado en la deteccioriges 1, 2y 3 (69).
los productos de PCR por hibridacion liquida conuna c¢) La determinacion de la complejidad de la
sonda marcada dé%Pss-PCR isotdpico) y el otro cuasiespecie viral (26).
un método colorimétrico (ss-PCR colorimétrico) que  Otras pruebas Utiles para integrar la presuncion
usa microplacas de hibridacion con una sondiéagnostica de la infeccion por el VHC son las pruebas
especifica de &cido nucleico (Amplicor HCV PCRiuncionales hepaticas. Lo mas comun es medir la
Roche Diagnostics System), ambos con bueaaminotransferasa de alanina (ALT) y la
sensibilidad68). Las pruebas de carga virica mideaminotransferasa de aspartato (AST). Muchas
la cantidad de virus que circula por la sangre. La m@arsonas portadoras del VHC muestran elevaciones
sensible es la del ARN del VHC mediante la RCIjeras o moderadas de estas enzimas, por lo que éstas
gue puede detectar hasta 50 particulas (copias)sdelen ser los primeros indicadores de la presencia
virus por cada mililitro de sangre. Las Unicas pruebdsl virus. Otras medidas son las de la fosfatasa alcalina
de carga virica aprobadas por la FDA son Amplic@ALK) y las de la gamma-glutamil-transferasa (GGT),
y Amplicor Cobalt para el VHC, ambas de Rochies resultados anormales pueden indicar cirrosis y
Q). bloqueo del tracto biliar, asi como otras anomalias.

b) La determinaciéon del genotipo/subtipo
mediante técnicas seroldgicas o moleculares. LAgolucion de los ensayos de deteccion del virus
pruebas genotipicas se utilizan para determinar qigla hepatitis C.
tipo de VHC se tiene. Esta informacion es muy utilen  En 1989 la compaiiia norteamericana Chiron
estudios de transmision del VHC, imprescindible pactooné el genoma del VHC del plasma de chimpancés
establecer tipo y tiempo del tratamiento antiviral y ésfectados con agentes etioldgicos de la hepatitis no-
el primer paso en cualquier estudio de epidemiologda no-B, y obtuvieron por el método de ADN
molecular (1, 12). Existen diversas técnicas pararkcombinante en levadura una proteina (C100-3)
determinacién del genotipo viral, unas basadas erctadificada por la regién correspondiente a NS4 que
amplificacion de secuencias (5'UTR, core, NS5b) caontiene la regién 5-1-1. Esta proteina recombinante
cebadores tipo-especificos, o seguidas de hibridacttiin363 aminoacidos, fusionada a una molécula de
a sondas tipo-especificas, o de andlisis de restriccguperoxido dismutasa (SOD), fue la base del primer
de producto amplificado; y otras basadas en ¢stema diagndstico (EIA-1) (11). Estos sistemas de
determinacién de anticuerpos frentes a péptidos tigmimera generacion mostraron baja sensibilidad y
especificos (12, 26, 69, 70). Estas ultimas son senciispecificidad, debido a la alta diversidad genética de
y en pacientes inmunocompetentes tienen budaasecuencia nucleotidica (11,13) y a que no
concordancia con las técnicas moleculares, perodatectaban anticuerpos en la etapa temprana de la
uso esta limitado en pacientes inmunodeprimidos yiefeccion.
el analisis de determinados genotipos. La Esto motivé el desarrollo de sistemas
determinacion del genotipo viral es imprescindible pattagndsticos de segunda generacion que incorporaron,
establecer la duracion del tratamiento antiviral y esalemas de la C100, una proteina recombinante del
primer paso en cualquier estudio de epidemiologigcleo del virus (c22), ya que alrededor del 93-95%
molecular (26). Para la serotipificacion existe ude las personas infectadas desarrollan anticuerpos
ELISA de deteccion de anticuerpos especificos dedantra la proteina del nucleo (anti-c22c), los que
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aparecen mas temprano y contintan presentes por mas MONOLISA anti-HCV, técnica inmuremzimatica
tiempo (17), y otra de la regidn no estructural NSBdirecta para la deteccion de anticuerpos al virus de
(c33c) ya que los anticuerpos anti-c33c apareckrhepatitis C. Utiliza una fase sélida con antigenos
primero y con mas frecuencia que C100-3 (11,13urificados: dos proteinas recombinantes producidas
Se sustituyd, ademas, la SOD por la CKS (“citidirpor Escherichia coli, de clones de la region no
monofosfato-2-ceto-3-desoxi-octanato-sintetasa®®structural del virus (NS3 y NS4) y dos péptidos
Estos sistemas incrementaron la sensibilidad dedificados de la “capside” del genoma (72).
deteccion a 99% (11). UBIHCV EIA 4.0, ensayo inmunoenzimatico
Actualmente existen ensayos de terceraalitativo (EIA) para la deteccidim vitro de
generacion que detectan los anticuerpos del nucleangicuerpos contra el VHC en suero o plasma humano.
los antigenos de las regiones no estructurales NS3tijiza péptidos sintéticos altamente antigénicos de las
NS5 (11,13). El siguiente esquema muestra ftegiones estructural y no estructurales (NS4 y NS5)
evolucion de los ensayos segun Padrén y Moralés3).
1998 (figura 2). Ensayo Inmunoenzimatico Fluorescente (FEIA),
ensayo de captura de proteinas, altamente sensible y
Ensayos comerciales para el diagnostico de lacuantitativo. Se desarrollé con la utilizacion de
hepatitis C. anticuerpos monoclonales (AcM), contra proteinas del
Enzymun-Test Anti-HCV de Boehringer nucleo de VHC (74,75). Este ensayo es bueno para
Mannheim Immunodiagnostics (ES 700/ES 607/H8 deteccion y cuantificacion de proteinas del nucleo
600/ES 300) (1994). Ensayo inmunoenzimatico patel VHC, muy sensible para detectar pacientes con
la determinacion de anticuerpos contra proteinksinfeccion tipo 2 y juega un papel predictivo en la
estructurales y no estructurales del VHC. Es un ELISAspuesta ante el interferon (76,77).
tipo “sandwich” en dos pasos con tecnologia de Ensayo Quimioluminiscente, método alternativo
estreptavidina (71). para la deteccion de anticuerpos al VHC. Este ensayo

Genoma de VHC

Figura 2.- Evolucién de los ensayos de determinacion del virus de la hepatitis C.
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tiene 100% de sensibilidad y 99.9% de especificidatitigenos de captura péptidos sintéticos y proteinas
(78). recombinantes, representativos de la region estructural

AXSYM HCV®, ensayo inmunoenzimatico de(péptido del nlicleo) y no estructural del virus (péptido
microparticulas (MEIA), para la deteccion cualitativguimérico NS4/NS5 y proteina recombinante NS3)
de anticuerpos contra las proteinas estructurales y(84).
estructurales del genoma de VHC, en suero o plasma UMELOSA HCV cualitativo,ensayo de
humano. Utiliza las proteinas recombinantes c200 @mplificacion de acidos nucleicos in vitro, con
los aminoacidos 1192-1931 de las regiones NS3lgteccion mediante hibridaciéon en Sistema UltraMicro
NS4, es quimérica de fusion con 154 aminoacidos Aealitico (SUMA) para la determinaciéon del ARN
la SOD), c22-3 (aminoéacidos 2-120, del “core”, edel VHC en suero y plasma humanos (85).
una proteina de fusién con 154 aminoacidos de la ORTHO HCV 3.0, ensayo cuantitativo para la
SOD), HC-34 (239 aminoacidos de la proteina CMHEeteccién de anticuerpos al VHC, utiliza los antigenos
KDO sintetizada eBscherichia coli7 aminoacidos recombinantes C22-3 (“core”), C200 (NS3/NS4) y
de enlace y los aminoacidos del 1-150 de “core”)NS5, su especificidad es de 99.9% (86).

HC-31 (proteina recombinante quimérica, de fusion  Procleix: deteccion del virus en las primeras fases
con 239 aminoécidos de la CKSEkzherichia coli  de la infeccion. Ensayo de amplificacién de acidos
8 aminoacidos de enlace, los aminoacidos 1192-14%fcleicos que determina la presencia en la sangre de
de NS3, los aminoacidos 1676-1931 de NS4 y 1ds genotipos conocidos de la hepatitis C (Chiron)
aminoacidos de enlace agregados en el gru(®Y).

carboxilo terminal). Los coeficientes de variaciénintra  AMPLICOR HCV, es el nombre de la marca

e inter-ensayo son menores del 6%, la sensibilidada#go la cual se comercializan los productos basados
99.69% y la especificidad de 99.69% (79). en PCR que ofrece Roche Molecular Systems. Tienen

ABBOT HCV EIA 3.0, ensayo inmunoenzimaticodos tipos de pruebas: pruebas semi-manuales en
gue utiliza los siguientes antigenos recombinantes: HGrmato de microplacas: AMPLICOR TESTS,
34 (contiene secuencias de la proteina estructural), Hi@iebas Automatizadas en el analizador COBAS
43 (contiene secuencias de la proteina estructurddMPLICOR™ : COBAS AMPLICOR™ TESTS.
de NS3), c100-3 (contiene secuencias de NS3grmiten cuantificar con alta exactitud la carga del virus
NS4) y NS5 (secuencias de NS5). Posee coeficientessangre (88).
de variacion inter e intra-ensayo menores del 12.5% Quantiplex™ HCV RNA 2.0: prueba del ADN
y una especificidad de 99.6% (80). ramificado o bDNA para la determinacién de la carga

RIBA 3.0, ensayo “Recombinant Immunoblot'viral de Chiron Corporation (88).
de tercera generacion para la deteccion de IgG, que LiPA (Line Probe Assay): permite la deteccion
en la fase sélida utiliza antigenos recombinantes del&los genotipos 1-6 del VHC mediante la hibridacion
region estructural C22-3 (core) y de las regiones neversa en tiras de membrana del producto amplificado
estructurales NS4 (C100-3), NS3 (C33C) y NSHor PCR con iniciadores derivados de la regiéon 5'UTR
(66,81,82). del genoma viral (88).

Murex anti-HCV (Version Ill), ensayo Existen también ensayos de microparticulas
inmunoenzimatico para la deteccién de anticuerpparamagnéticas, que emplean péptidos sintéticos
del VHC, en plasma o suero humano. Utiliza antigenosrrespondientes a la capsida y a la region c-100 y
recombinantes de la regién estructural (“core”), y dena proteina recombinante de C33c, con 91% de
las no estructurales NS3, NS4 y NS5. Su especificidactividad y test suplementario, en membrana de
para muestras de donantes es 99.85% y en muegiiiscelulosa, que en la fase sélida utiliza antigenos
clinicas es 100% (83). recombinantes o péptidos sintéticos, de las regiones

UMELISA HCV de 3*generacion, utiliza como estructural y no estructural del virus (89, 90).
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CONCLUSIONES. Soc Exp Biol Med, 1945; 59:148-53.

Los estudios clinicos muestran que los ,
Prince AM, Brotman B, Grady GF, Kuhns WJ, Hazzi C,

anticuerpos del nucleo de la prqtelna viral Sq_ vine RWet al Long-incubation post-transfusion hepatitis
alt?-men.te ConserV?dOS Y, adema}% presen'tanvx}iiﬂout serological evidence of exposure to hepatitis B virus.
epitopo inmunodominante en la region N-terminalyancet, 1974; ii:241-6.

gue NS3 puede aparecer varias semanas antes que la

seroconversion a anti-C100-3. Por lo tanto, Igs €hoo QL, Kuo G, Weiner AJ, Overby LR, Bradley DW,

£ . ; ghton M. Isolation of a cDNA clone derived from a
€nsayos Se,mlo,glcos q,ue Incorporan una prOtemab élod-borne non-A, non-B viral hepatitis genome. Science,
la nucleocapsida, asi como NS3, son altamenigsg: 244:359-62.
especificos y sensibles y los mas probables de

convertirse en Utiles marcadores de una infeccion IﬁoKrauIedat PB, Scientific organizer. The identification of
el VHC. the Hepatitis C virus (HCV): Development of the first direct

. ay for viral Non-A, Non-B Hepatitis. Report of the
Como se puede observar en todos los metocﬁ%ceedings. First International Symposium Hepatitis C

anteriormente descritqs,. a pesar de.los avan&igs. 1989 Sept 14-15, Rome, Italy. Ortho Diagnostic System
alcanzados en el diagnostico de esta etiologia, el ug0Chirion Corporation, 1989.

de proteinas recombinantes, péptidos sintéticos o

ambos (ensayos de tercera generacion) contirfla&uthbert JA. Hepatitis C: Progress and Problems. Clinical

siendo la Unica opcidn para el desarrollo de sistenhAigropiology Reviews, 1994; 7(4):505-32.

diagnéStiCO'S, debido a la imposibilidad actual dg pyrcell R. The hepatitis C virus: Overview. Hepatology

obtener antigenos naturales hasta tanto no se loger; 26(3), Suppl. 1:511-S14.

cultivar este virus. Sin embargo, se trata de eliminar ) . N

las proteinas recombinantes, ya que en ocasioféd’adron G, Morales J. El virus de la Hepatitis C. En: Bases
o moleculares para el estudio de las hepatitis virales. Elfos

pueden ser la causa de falsqs positivos. Scientiae: La Habana, 1998; 161-84,

Los ensayos ELISA estan basados en la mezcla
de péptidos sintéticos, por ejemplo dos péptidas. Picazo J, Fuertes A. Diagndstico seroldgico de la hepatitis
derivados de la region conservada N-terminal deda Protocolo de diagnostico serolégico clinico. Num 5.

proteina del ndicleo del VHC. En los Ultimos afios $&'ogenetics Diagnostica y Terapéutica, S.A. .

estan empleando en el diagnostico péptidos qUIme”(ig.SLiang J, Rehermann B, Seeff L, Hoofragle J. Pathogenesis

de diferente regiones del VHC. Natural History, treatment, and prevention of hepatitis C.
Ann Inter Med 2000; 132:296-305.
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