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La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) constituye un problema socio
sanitario mundial, calculandose actualmente unos 150 millones de personas afectas,
con una prevalencia zonal variable, que en Espafia alcanza el 2-3%, pero cuyas cifras
pueden oscilar entre los 200.000 y 60 millones de infectados, como ocurre en Austra-
lia y nordeste de China, respectivamente.

Los estudios epidemiolégicos en paises industrializados responsabilizan al VHC
del 20% de las hepatitis agudas y del 70% de las cronicas, siendo el responsable del
40% de las cirrosis y del 60% de los hepatocarcinomas del adulto (1).

La prevalencia de esta infeccion en edad pediatrica es relativamente mas baja,
en orden a que las vias de transmisién viral (transfusiones de sanguineas, hemodialisis,
drogadiccion parenteral) son menos frecuentes que en el adulto, habiendo disminuido
el riesgo postransfusional al 0.1%, aunque el riesgo de transmisién vertical perinatal
persiste en torno al 5-6% (en el caso de madres con antiVHC unicamente), al 14-17%
(en madres coinfectadas con VIH), o al 50% (si la madre presenta ARN-VHC en el
momento del parto) (2).

Desde la identificacion en 1988 por Houghton y cols., del virus ARN responsa-
ble se ha podido demostrar su gran heterogeneidad genética y su alta tasa mutacional,
hasta el punto de que hoy en dia se reconocen hasta 6 genotipos y mas de 50 subtipos
diferentes del VHC (3).

La historia evolutiva natural de la infeccién por VHC no es bien conocida. La
forma de presentacién puede ser aguda, subaguda o prolongada, y con importante pro-
gresion a la cronicidad (30-60%). También es posible que el huésped desarrolle un
estado de portador asintomatico, y es infrecuente la complicacion con hepatitis fulmi-
nante. En el curso de una infeccidon adquirida por transmisién vertical, el nivel de
remision espontanea a partir del 2° afio, solo alcanza el 14-20%.

En comparacion con los pacientes adultos, la hepatitis crénica por VHC en
nifos cursa con niveles bajos, aunque fluctuantes, tanto de transaminasas como de
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ARN-VHC, y se asocia con dafio histoldgico, e inmunoquimico, mas moderado. Sin
embargo, el 40% de los pacientes presentan actividad necro-inflamatoria entre leve y
moderada y, aunque raramente, es posible hallar cirrosis a esta edad (2).

El diagnéstico de infeccion perinatal por VHC se basa en el hallazgo de niveles
elevados de transaminasas y en la presencia de ARN-VHC en suero, al menos, en do
muestras tras el segundo mes de vida, ya que se han descrito viremias transitorias e
los primeros meses (4). La positividad de anticuerpos frente al VHC deberia investigarse
a partir del primer afio del lactante, para obviar asi los anticuerpos maternos circulan-
tes transferidos. La técnica comunmente empleada es el inmunoandlisis, siendo el ELISA
de 32 generacion el de mayor sensibilidad y especificidad. Su positividad debiera ser
confirmada mediante un test inmunoblot recombinante (RIBA-3). Cuando proceda, se
determinara la presencia de de ARN del virus VHC en suero, y/o en tejido hepatico, y/
o leucocitos. En los candidatos a tratamiento, el diagndstico se completa con la deter-
minacion del genotipo y la cuantificacion de ARN-VHC o carga viral, mediante reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) .

Después del diagnostico viroldgico, dada la escasa relacion clinico-analitica-
histoldgica, es imprescindible el estudio anatomopatoldgico del tejido hepético obteni-
do por biopsia para analizar la actividad lesional, y poder hacer una evaluacion pronés-
tica e indicacion terapéutica. Son los grados de inflamacién/necrosis y el estadio de fi-
brosis del tejido, los que pueden orientar sobre el riesgo de cirrosis. No obstante, en
poblacién adulta, parece ser que el 80% de pacientes con ARN-VHC en suero, carga
viral <800.000 U.I. y transaminasas normales de forma persistente, presentaran biopsia:
normales o con lesiones minimas, mientras que el 50% de los afectos con hipertransami
nemia y carga viral >800.000 U.I. suelen presentar lesiones hepéticas de moderada ¢
intensa evidentes (5).

En 1986, Hoofnagle y cols. demostraron por primera vez, en un grupo de pa-
cientes con hepatitis crénica no-A no-B, que el interferén (IFN) era capaz de normali-
zar las transaminasas durante periodos prolongados. Desde entonces, han sido publ
cados mas de un centenar de estudios confirmando la capacidad de IFN para reduci
los indices de citdlisis hepatica y mejorando el cuadro histoldgico. La experiencia
actual en adultos permite calcular que los beneficios obtenidos durante el periodo
intratamiento en el 50-60% de los pacientes cronicos, se siguen manteniendo a largc
plazo en el 20% de ellos, constatandose en nifios hasta del 40%.

Aunque el claro objetivo terapéutico consistiria en conseguir la erradicacion del
virus mediante la inhibicién de su replicacion para descender su actividad citolitica,
todavia no hay consenso en la decision de tratar a todos los nifios infectados, perc
considerando la baja tasa de remisién espontédnea de la enfermedad y su posible agre
sividad hepatica, serian candidatos para terapia antiviral los nifieptioacion vi-
ral, elevacién de transaminasas y hepatitis crénica activa.

En el transcurso de la Conferencia de Consenso del National Institute of Health
Americano, de 1996, se estandarizo la definicion de la respuesta en la hepatitis cronice
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C al IFN, sobre la base de la normalizacion de las transaminasas séricas, o de la nega-
tivizacion del ARN-VHC mediante PCR a un cut-off de sensibilidad entre 102-103 co-
pias de genomas por ml.

Ambos parametros combinados, definen la respuesta terapéutica una vez valo-
rados al final del periodo del tratamiento (RFT), 0 a los 6 meses de seguimiento post-
finalizacion de la terapia (RS o respuesta sostenida).

Los numerosos estudios publicados hasta el momento actual han intentado de-
tectar una serie de caracteristicas clinicas, histologicas y virolégicas, como factores
predictivos que se asocian a una mayor respuesta a la terapia con IFN:

- Farmacoldégicas: Dosis de IFN > 9 MU/semanales. Respuesta precoz a las
2-4 semanas del inicio (normalizacion de transaminasas y negativizacion
de la viremia).

- Demograficas: Edad joven. Breve duracion de la infeccion.
- Histoldgicas: Ausencia de cirrosis y bajo estadio de fibrosis hepatica.
- Bioguimicas: Bajos niveles de gammaGT, sideremia y ferritina.

- Viroldgicas: Baja carga viral (<800.000 MU en PCR). Genotipos 2 6 3.
Reducida heterogeneidad de la quasiespecie. Multiples mutaciones de la
region ISDR del NS5A

En un meta-andlisis de todos los tratamientos con INF realizados hasta 1996,
Poynard y cols. (6) llegan a la conclusién de que la mejor relacion coste-beneficio para
un primer ciclo de tratamiento, se obtiene con una dosis de 3 MU tres veces por sema-
na durante doce meses.

Estudios mas recientes, incrementan el porcentaje de RFT (respuesta al final del
tratamiento) y sobre todo de RS, (respuesta sostenida a los seis meses de seguimiento)
estableciendo un acercamiento inicial en base a los factores predictivos de respuesta
antes mencionados, modulandolo con posterioridad en relacién con la respuesta viro-
I6gica. Otros estudios investigan la eficacia del uso de altas dosis de induccién y de la
terapia diaria.

Estas evidencias iniciales apuntan a que una terapia de induccién a dosis eleva-
das podria superar la resistencia inicial al IFN de algunos tipos virales. Se puede tam-
bién suponer que, después de la induccién, la supresion inducida en la replicacion del
VHC podria mantenerse con bajas dosis de IFN (3 MU dias alternos) durante periodos
de 24-48 semanas. Hasta este momento, todavia no existen evidencias satisfactorias
gue aboguen, en ninguna categoria de pacientes con hepatitis por VHC, por el empleo
en la practica clinica diaria de dosis superiores a los 6 MU a dias alternos.

El bajo porcentaje de RS que se obtiene con el IFN como monoterapia en los pa-
cientes con hepatitis cronica por VHC, ha supuesto que se valoren multiples actitudes
terapéuticas, en ocasiones de forma aislada, pero fundamentalmente en asociacién con
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IFN. De todos ellos, la ribavirina (RIBA) es el farmaco mas empleado, un nucledsido
analogo purinico sintético, que tras incorporarse a la célula se fosforila, ejerciendo
multiples acciones in vitro sobre multiples virus, sin desarrollo aparente de resisten-
cias, probablemente por su efecto virostatico intracelular e inmunomodulador. Fue
Brillanti y cols (7) los primeros que decidieron tratar a un grupo de pacientes recidivantes
al IFN asociando RIBA, alcanzando RS en algunos de ellos. Posteriormente, Poynard
(8), Mc Hutchison (9), y Weiland (10), entre otros, han demostrado que la terapia
combinada era mas efectiva que el INF solo.

La eleccion de los pacientes para terapia combinada ha de ser individualizada,
teniendo en cuenta multiples circunstancias como la edad, el estado general, el riesgc
de progresion a cirrosis, la probabilidad de respuesta, y hasta el efecto negativo que |
terapia pueda suponer en la calidad de vida, siendo fundamental dos variables a consi
derar: La lesion histologica y el genotipo y la carga viral.

Existen datos que permiten esclarecer una mayor eficacia terapéutica en pacien-
tes con hepatitis cronicas moderadas y severas, y menor accion en casos con lesio
nes leves o con cirrosis. Los pacientes afectos de genotipo 1 y carga viral >800.000
Ul ARN-VHC/ml (por PCR), tienen menos probabilidades a obtener RS.

Los efectos secundarios probables del tratamiento combinado son los siguien-
tes: Sindrome pseudogripal, astenia-anorexia, dispepsia-nauseas, leucopenia-tromba
penia, disfuncidn tiroidea, trastornos del caracter-insomnio (a causa del IFN); y ane-
mia hemolitica, uremia, disnea, tos, dispepsia-epigastralgia (por la RIBA).

Las contraindicacion fundamental para iniciar el tratamiento con RIBA es la de
cualquier tipo de anemia por su efecto hemolitico.Su uso en menores de 18 afios deb
ser individualizado.

Las pautas terapéuticas mas consensuadas se pueden resumir en el moment
actual en:

1.- Pacientes no tratados previamente: Deben ser tratados con IFN en dosis de
3-5 MU /n? de superficie tres veces por semanas en inyecciones subcutaneas, y RIBA
en dosis de 1.000 mg, por via oral repartido en dos dosis, durante 24 semanas (para ge
notipos 2-3) 6 48 semanas (para genotipos 1).

Para prevenir el sindrome pseudogripal se aconseja tomar dos horas antes de
INF, paracetamol, y control analitico mensual (hemograma y bioquimica hepéatica) y
trimestral (hormonas tiroideas, PCR y carga viral del VHC).

2.- Pacientes recidivantes: IFN+RIBA durante 24 semanas mas.

3.- Pacientes no respondedores al IFN: IFN+RIBA durante 48 semanas, con lo
gue segun series en adultos se puede conseguir hasta un 16% de RS.

Alternativas venideras

La lucha por conseguir un mayor porcentaje de RS, justifica la busqueda de
alternativas terapéuticas que sean capaces de mejorar los resultados actuales, bie
asociando otros antiviricos (amantadina) o bien empleando una nueva formulacion de
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IFN pegilado. Se trata de una molécula de polietilenglicol unida a otra de IFN en pro-
porcion 1/1, que prolonga la vida media del IFN convencional de 4 a 40 horas, lo que

permite su administracion una vez a la semana. Un reciente ensayo recomienda como

dosis 1,5 mg/Kg semanal.

También se estan ensayando agentes terapéuticos inhibidores de las enzimas
viricas (antiproteasas, antihelicasas, antipolimerasas) y analogos de los nucleésidos

antisentido disefiados para actuar sobre el ARN del VHC inhibiendo su replicacion.
Asimismo, se ha comunicado la elimacion del ARN-VHC de los hepatocitos infecta-

dos por la accién de los ribozimas, y se esta evaluando el posible efecto de las citocinas

(IL-1, IL-2) y sus moduladores, con resultados prometedores (1).
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INTRODUCCION

Durante la Ultima década, el mundo cientifico en general y la medicina en par-
ticular, con la aparicion de la Biologia Molecular, han sido testigos de los avances
tecnoldgicos mas espectaculares (1).

Las enfermedades en la edad pediatrica pueden ser de origen genético, ambien-
tal 6 ambas (2), de ahi que los avances en su investigacién genética prometen grandes
pasos en el diagndéstico, prevencion y tratamiento de muchas de éstas enfermedades
infantiles (3).

La secuencia del genoma humano se ha completado esencialmente en este Ulti-
mo afio y de forma paralela las publicaciones cientificas citan los descubrimientos de
nuevos genes responsables de enfermedades, nuevos métodos diagnosticos é incluso
nuevas perspectivas terapeuticas (1).

Aunque los pediatras hayamos estado familiarizados con diversos estudios gené-
ticos en indicaciones puntuales y especificas, con el advenimiento de las nuevas ge-
neraciones de tecnologia genética, disponemos ya sea a nivel local 6 en centros de
referencia nacionales 6 internacionales, de los medios para realizar estudios de criba-
do neonatal, tests de cribado de portadores y predictivos de enfermedades de aparicion
tardia (3).

Dado lo novedoso y complejo de la Genética Molecular en Pediatria, nos cen-
traremos en conceptos generales y en posteriores articulos trataremos hechos especifi-
cos dentro de la amplia patologia infantil.

CONCEPTOS GENERALES

Antes de solicitar un estudio de una enfermedad de origen genético debemos
conocer si es monogénica (por ejemplo: Fibrosis quistica) 6 poligénica (por ej: Diabe-
tes Méllitus tipo 1), saber si el presunto gen é genes son conocidos (por ej: Prader-
Willi) 6 desconocidos, gi es asi, ver si hay otros genes préoximos al ignorado que se
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utilizaran como marcadores préximos (por ej: HLA y Diabetes Méllitus tipo 1) 6 el
gen es totalmente desconocido (por ej: la mayoria de los trastornos del crecimiento)
(2,3).

1) Genes a estudiaantes de solicitar un analisis genético, habria que definir el
gen que se quiere estudiar. Esto lo realizara previamente el clinico, tras un ana-
lisis cuidadoso de los sintomas, signos y exploraciones complementarias con-
cretard el trastorno biogquimico 6 la enfermedad que nos sugiere, orientando al
posible gen alterado. Si ésto no es asi no se sabréa lo que se quiere estudiary s
perdera en tiempo y el dinero.

2) Material de estudidos &cidos nucleicos de la célula son el ADN gendémico y el
ARN formado a su vez por ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia
(ARNt) y ARN mensajero (ARNm). EI ADN gendmico esté en todas las células
por igual e incluye todo el ADN, con sus intrones y con sus exo-nes. El ARNr
resulta de la transcripcién de los exones del ADN gendémico en ARN.

En el laboratorio, utilizando una reaccion de retrotranscripcion, se puede hacer
“in vitro” ADN complementario (ADNc) a partir del ARNm de la células. Como el
ADNCc deriva del ARN, su estructura estara formada solamente por los exones (sin
intrones) .

Un estudio genético se puede realizar a partir del ADN genémico 6 ARN men-
sajero (6 ADNc, que puede ser un parametro indirecto de ARNm).

El ADN gendmico nos dara informacion de las caracteristicas estructurales de
un gen (ej: si existe 6 no una mutacion); pero no nos indicara como esta mutacion esté
implicada en el transtorno celular. Por otro lado el estudio de ARNm nos dara una
informacién mas funcional de la célula (indicara su capacidad funcional en la produc-
cion de una proteina).

El ADN gendmico esta en todas la células del organismo, por el contrario el
ARNmM se encuentra sélo en las células en las que ese gen se expresa, es decir aquell
gue producen la proteina.

Hay dos tipos de mutaciones:

— Mutaciones germinales (aquellas que estan en todas las células y se transmi-
ten a la generacion siguiente), y que son la mayoria; y

— Mutaciones somaticas (aquellas que aparecen de novo en un individuo y que
s6lo estan en algun tipo celular del mismo). Las mutaciones soméaticas gene-
ralmente no se transmiten salvo que la mutacion haya sido en los gametos.

La mayoria de las mutaciones (6 cambios estructurales del ADN) son germinales
y por lo tanto se pueden detectar en todas las células del organismo, y se puedel
estudiar en cualquier tipo célular. Por este motivo se emplean células nucleadas de |
sangre para extraer el ADN genémico; ya que son las células de mas facil acceso. Solc
en caso de mutaciones somaticas, en gque sdlo un tejido esta alterado, es necesar
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extraer el ADN gendmico del propio tejido afectado (ej: en algunos tumores); ya que
en sangre total no detectariamos la mutacién. También si queremos estudiar el ARNm
de un tejido, para ver como una mutacion incide en la funcionalidad de una célula
tendremos que extraerlo del 6rgano especifico (3,4).

3) Condiciones de extraccién y envio de la mueddara realizar un estudio
genético se debe contactar siempre y previamente con el centro de referencia que
lo realizara, donde nos indicaran la informacion clinica necesaria, el tiempo
aproximado y las condiciones para hacer el estudio. También nos indicaran el
tipo de muestras, las condiciones de extraccién del material para estudio y la
forma de envio.

Hay que saber que el ADN es bastante estable y no es muy problematico el
envio de una muestra sanguinea para su estudio, sin embargo el ARN es muy labil y
las condiciones de extraccién de la muestra y del envio deben ser muy estrictas.
Normas generales:

— Se necesita sangre total sin coagular y sin separar (para extraer ADN gené-
mico).

— Se sacaran aproximadamente 10 ml de sangre total en uno 6 dos tubos con
anticoagulante EDTA (tubos lila); la cantidad podria ser menor si se trata de
nifios pequefios (incluso con 5 ml podria ser suficiente).

— Se enviara la muestra en el dia de la extraccion (6 en un servicio 24 horas) al
laboratorio de estudio. Se puede enviar a temperatura ambieot@ate
mucho calor y si no se enviara refrigerada.

— Sino se puede mandar en el dia, mantener en nevera ho mas de 24-48 horas.
Si no es posible en las 24-48 horas se podria en algunos casos congelar al
menos a —20°C (lo mejor en nitrégeno liquido, a —170°C, 6 al menos en
congeladores de —80°C) y después, cuando se pueda se enviara congelada
(en nieve carbdnica). Si se congela la muestra, ha de tenerse la precaucion de
cambiar previamente la sangre del tubo de extraccion (generalmente de cris-
tal) a un tubo de plastico que aguante la congelacion (el cristal puede estallar
al congelarlo).

También se podria extraer el ADN en el laboratorio de Genética 6 de Inmunologia
de nuestro centro,y mandarlo posteriormente.

— Se debe etiquetar perfectamente el tubo de sangre con el nombre y apellidos
del individuo. Generalmente los estudios genéticos se realizaran a la familia
completa (caso, padres, hermanos e hijos) y si es asi habria que planificar la
extraccion de la muestra al mayor nimero posible de familiares el mismo dia
para enviarlas juntas. Es importante disponer del material de los padres 6
hermanos sanos para concluir un estudio genético.
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— Si se quiere hacer estudio de ARN 0 se quiere estudiar un tejido (por ej: un
tumor) es importante congelar el mismo inmediatamente a la extraccion; pe-
ro como indicAbamos anteriormente el ARN es muy |abil, por lo que es im-
prescindible contactar con el laboratorio previamente para obtener las indi-
caciones precisas.

— Se debe enviar un resumen de los datos clinicos del nifio con la sospecha del
trastorno genético y algunos datos fundamentales del paciente (4).

Enresumen, la indicacion de un analisis genético y la aproximacion al gen a es-
tudiar debe realizarla el pediatra en funcion de la historia clinica y de las exploraciones
complementarias realizadas previamente al nifio. Los andlisis genéticos son muy caros
y complicados por lo que es fundamental transmitir al laboratorio de referencia una
orientacion adecuada del paciente, para conseguir con éxito el estudio del posible ger
alterado.
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