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INTRODUCCION

Breve resefia de acontecimientos durante el Doctorado en Ciencias Médicas

Inicié el Doctorado en Ciencias Médicas en Mayo de 2009, bajo la tutoria de la
Dra. Florencia Vargas Vorackova. En Julio de 2009 empecé una especialidad en
Hepatologia Clinica en la Universidad de Toronto, Toronto, Canada. La
oportunidad se dio para incursionar en el mundo de la hepatitis C con mi
mentora clinica, E. Jenny Heathcote. Juntos hicimos una propuesta de tesis para
estudiar cambios en la resistencia a la insulina en pacientes con cirrosis y
hepatitis C, en relacién con ejercicio e intervencion nutricional. En Julio de 2010
inicié mi especialidad en Hepatologia y Trasplante en la Clinica Mayo en
Rochester, MN, EEUU. Alli escogi como mi mentor clinico a Michael R. Charlton
para continuar mis estudios en hepatitis C, y durante mi afio de especialidad
clinica actualicé la cohorte de pacientes con trasplante hepatico. En Julio de
2011 regresé a México y junto con la Dra. Vargas me dediqué a hacer el analisis
y escribir las publicaciones que habiamos escogido para dar sustento a este
grado, llegando a sus versiones finales hacia principios de 2012. A partir del
lamentable fallecimiento de la Dra. Vargas, el Dr. Sergio Ponce de Le6n Rosales

acepto el papel de tutor para este grado académico.

Importancia de los proyectos que a continuacion se presentan

El virus de la hepatitis C (VHC) representa una de las causas mas frecuentes de
cirrosis y trasplante hepatico a nivel mundial. Con tasas de respuesta a la terapia
antiviral del orden de 15% a 35% en pacientes con cirrosis 0 postrasplantados,
el conocimiento de los factores que modificaban esta respuesta era de vital
importancia al momento del disefio del estudio en 2009. El proyecto de ejercicio
e intervencion nutricional en pacientes con resistencia a la insulina y cirrosis
vislumbré desde su implementacion la realizacion de un ensayo clinico
aleatorizado que permitiese evaluar la mejoria a la respuesta antiviral con
interferon pegilado (IFNpeg) y ribavirina (RBV), luego de que el estudio de
factibilidad hubiese demostrado el beneficio en el perfil metabodlico. Este ensayo

clinico nunca se realizé como consecuencia de la aprobacion de las nuevas
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terapias antivirales, hacia 2011 y 2013,que logran la respuesta viral sostenida
(RVS, un equivalente de erradicacion viral) en >80% de pacientes,
independientemente de los factores de pobre respuesta antiviral (ahora mas bien
historicos). No obstante, la informacion que se publico en Liver International es
muy relevante para los pacientes con VHC con o sin cirrosis, dado que confirma
gue el ejercicio y la intervencion nutricional si benefician el perfil metabdlico a
pesar de las diferencias en resistencia a la insulina esperadas como
consecuencia de VHC o cirrosis. Ademas, se colabord con el conocimiento de
gue el ejercicio es seguro en pacientes con cirrosis, algo de lo que existe muy

poca evidencia en la literatura.

El descubrimiento de que polimorfismos de IL28B estaban implicados en la
respuesta inmunoldgica contra el VHC en septiembre de 2009 revolucioné
durante los afios subsecuentes el conocimiento sobre la respuesta antiviral. Tal
era el entusiasmo por la mejoria en la RVS cuando el donador hepatico era
homocigoto para el alelo C de rs12979860, que se pensé hacia 2010 y 2011
favorecer la colocacion de donadores con esta variante genética a los pacientes
con VHC por sobre cualquier otra etiologia. El estudio publicado en
Transplantation sumando la experiencia de la Clinica Mayo en VHC
postrasplante permitié apropiadamente desalentar esta iniciativa, que pudiese
haber resultado en mayor dafio que beneficio, dado el incremento en mortalidad
gue se observd en aquellos pacientes que no lograban la RVS o erradicacion
viral. Asimismo, este estudio colabor6é de manera grandemente significativa con
el favorecimiento de la terapia doble antiviral (IFNpeg + RBV) en pacientes con
genotipo CC de IL28B (homocigotos del alelo C) por sobre la terapia triple con
inhibidor de proteasa (IFNpeg + RBV + boceprevir o telaprevir) que tenia graves
efectos secundarios y se asociaba con una alta mortalidad no observada
previamente en VHC postrasplante. Esta triple terapia esta ahora ya en desuso y
ha sido sustituida por nuevos tratamientos mas exitosos, con menos efectos
secundarios, y que se ven minimamente afectados por los polimorfismos de
IL28B.



MARCO TEORICO

La hepatitis C es una enfermedad prevalente que afecta alrededor de 180
millones de personas en el mundo, lo que representa alrededor del 3% de la
poblacién®. En Norte América, se estima que 1-1.6% de la poblacién de Canada
y Estados Unidos tienen anticuerpos contra el virus de hepatitis C (VHC), y en
México se ha reportado una seroprevalencia similar del 1.4%°*. Segin la
historia natural de la enfermedad alrededor de 55 a 85% de los pacientes
expuestos al VHC continuardn con la infeccion (virémicos)y por lo tanto
desarrollaran hepatitis C crénica (HC-VHC). El desenlace final de la HC-VHC es
clinicamente relevante, dado que hasta 25% de los pacientes progresaran a
cirrosis, con riesgo de descompensacion y muerte, e incidencia anual de
carcinoma hepatocelular de 1-3%2 Como resultado de esta evolucién, la HC-
VHC constituye la causa principal de cirrosis y trasplante hepéatico en Norte

América®.

El interferén pegiladoly la ribavirina continlan siendo el estandar de oro en el
tratamiento de la HC-VHC, pero con una eficacia limitada, dado que solamente
~55% de los pacientes logran una respuesta viral sostenida (RVS, que es el
equivalente a erradicacion del virus)®. Entre los diversos factores identificados
como capaces de modificar la probabilidad de lograr una RVS, el genotipo
parece ser el mas importante. En los pacientes infectados con el genotipo 1 se
logra RVS con tratamiento antiviral en 40-50% de los casos, en comparacion con
los genotipos 2 y 3 en quienes se logra la erradicacion viral en 75-80% de los
casos’. El genotipo 1 es el mas comin en Norte América, siendo identificado en
70-75% de los pacientes con HC-VHC"#, lo que significa que la mayor parte de
la poblacion infectada no lograra erradicar el virus con el tratamiento antiviral
actual. Ademas, la probabilidad de éxito con el retratamiento de pacientes no
respondedores es baja (16%)°. Es posible que este escenario cambien en el
futuro debido al desarrollo de antivirales mas potentes®®y al descubrimiento de

polimorfismos genéticos involucrados en la resistencia al interfer6n™*.



En los pacientes no respondedores a un primer intento de tratamiento antiviral
se pueden seguir dos abordajes: identificar y eliminar los factores predictores de
no respuesta que sean modificables buscando ser exitosos en la administracién
de un nuevo tratamiento antiviral, o modificar los factores que predicen
progresion de la enfermedad en caso de que no sea posible intentar erradicar el
virus. Los factores asociados con falla en la respuesta antiviral o con progresion
de la hepatitis cronica se muestran en las tablas 1 y 2. Como puede observarse
diversas anormalidades metabdlicas, i.e. diabetes mellitus tipo 2 [DMT2],
obesidad, resistencia a la insulina [RI] y esteatosis hepatica, son factores
modificables relacionados tanto con la respuesta al tratamiento como con
progresion de la enfermedad. Asi, el cambio en el perfil metabdlico en pacientes

con HC-VHC puede impactar positivamente en su pronostico.

Anormalidades metabdlicas en hepatitis crénica por virus C

El sindrome metabdlico es un constructo que agrupa diversas alteraciones
asociadas con un riesgo elevado de padecer enfermedad cardiovascular y
DMT2'%23, Aunque se han desarrollado diversos criterios diagndsticos para su
identificacion (tablas 3 y 4), todos ellos evallan esencialmente los mismos
rasgos: hiperglucemia/hiperinsulinemia, adiposidad, dislipidemia, hipertensiéon
arterial. Algunos autores también reconocen a la esteatosis hepatica como un
componente adicional del sindrome metabdlico. La Rl es el mecanismo
fisiopatogénico que da coherencia y sentido a las manifestaciones y
consecuencias del sindrome metabolico. Aunque ésta se identifica de mejor
manera mediante la pinza euglicémica/hiperinsuliémica, el HOMA-IR (por sus
siglas en inglés: Homeostasis Model for Assessment of Insulin Resistance, y
definido como insulina [[1IU/mL] x glucosa [mmol/L] sanguineas / 22.5) provee
un subrogado muy util y méas facil de obtener'®. En los siguientes parrafos se
describira ampliamente la evidencia clinica que une a las anormalidades

metabdlicas con la infeccion por VHC.



Trastornos de la glucosa e infeccion por virus C

Las observaciones iniciales sobre los trastornos de la glucosa en VHC fueron
hechas mas de 30 afos atras, aunque la primera descripcion sistemética fue
publicada en 1994, describiendo la mayor frecuencia de DMT2 asociada a HC-
VHC en relacion a otras etiologias, en un grupo de cirréticos estudiados en un
disefio transversal'®. Andlisis de la cohorte NHANES Ill (National Health and
Nutrition Examination Survey) arrojaron evidencia clara sobre la asociacion entre
VHC y DMT2 al demostrar entre 9822 individuos de poblacion general que la
presencia de anticuerpos contra VHC es un factor de riesgo independiente para
DMT?2, al igual que edad, etnia, indice de masa corporal (IMC) e historia familiar
de diabetes'®. En un subandlisis posterior se demostré que este efecto era sélo
evidente en personas con viremia (RNA de VHC)'. Acorde al disefio este
estudio no evalud el efecto del dafio hepético en la homeostasis de glucosa,
dado que es bien conocido que la cirrosis per se puede afectar ésta (la llamada
diabetes hepatégena)'®, y es por tanto un confusor en la asociacién entre HC-
VHC y DMT2. Sin embargo, Lecube y cols, confirmaron en un grupo de 642
pacientes consecutivos con enfermedad hepatica crénica que la presencia de
cirrosis incrementa el riesgo de DMT2 en pacientes con (OR: 1.86, 95%CI: 1.21-
2.86) y sin anti-VHC (OR: 2.26, 95%Cl: 1.47-3.7)"°. Mas recientemente, un meta-
analisis basado en 3 estudios prospectivos concluy6é que el riesgo de padecer
DMT2 es 67% mas alto en quienes padecen infeccion por VHC que en la
poblacién general no infectada (HR=1.67, 95%CI: 1.28-2.06), y 80% mas alta en
relacién a pacientes con otra enfermedad hepéatica como hepatitis B (OR=1.80,
95%Cl: 1.2-1.4)%°. Por supuesto, este riesgo se ve modificado por factores
concomitantes como edad, IMC vy cirrosis?, llegando a ser hasta 11 veces mas
alto en la poblacion con un perfil diabetogénico (>50 afios de edad y/o IMC>25-
30 mgrkg?)?.

Dando coherencia a esta asociacion, estudios epidemiol6gicos han observado
de manera repetida que los pacientes con DMT2 tienen una alta prevalencia de

infeccion por VHC. En dos estudios que evaluaron poblaciones étnicamente



diferentes la prevalencia de anticuerpos anti-VHC fue de 4.2% y 11.5% en el
grupo con DMT2, en comparacion con 1.6% y 2.5% en los grupos control,
respectivamente?”%®. En un estudio de cohorte basado en una comunidad se
encontré que la infeccion por VHC incrementa la probabilidad de desarrollar
DMT2 (HR=1.7, 95%CI: 1.1 — 2.8), aunque el riesgo se vio modificado por la
edad y el IMC*.

Una publicacion reciente report6 el cambio en la prevalencia de trastornos de la
glucosa al reabordar el diagnostico de DMT2 en pacientes con infeccién por
VHC utilizando la curva de tolerancia a la glucosa oral (CTGO). El estudio,
llevado a cabo en Taiwan incluyé 683 pacientes con HC-VHC, 37% de los cuales
tenian fibrosis avanzada o cirrosis, y 515 controles pareados por sexo y edad.
Como puede verse en la figura 1, la prevalencia de trastornos de la glucosa
aumento de 40% a 73% con el uso de la CTGO?. Estos resultados resaltan el
hecho de que los trastornos de la glucosa se encuentran subdiagnosticados en
pacientes con HC-VHC. Afos antes, Lecube y cols habian llegado ya a una
conclusién similar en una poblacién de 50 pacientes caucasicos, dado que la
prevalencia de alteraciones en la glucosa aument6 de 37% a 50% después de
realizada la CTGO™.

En resumen, es evidente que la infeccibn por VHC es un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de trastornos de la glucosa, siendo el efecto
mas evidente en pacientes que presentan otros factores de riesgo. Ademas, la
prevalencia de estos trastornos se encuentra subestimada dado que la mayoria
de los estudios basan el diagndstico en la glucosa plasmatica en ayuno y sélo

unos cuantos estudios emplean la CTGO.

Obesidad, resistencia a la insulina y sindrome metabdlico en la infeccién por
virus C
La obesidad, sea en relacion a adiposidad global o central, es un factor de riesgo

pivote para las anormalidades metabdlicas, y también ha sido reportada como



mas prevalente en pacientes con HC-VHC. En un estudio llevado a cabo en la
Clinica de Higado del Toronto Western Hospital se describié que en una cohorte
de 1118 pacientes con HC-VHC 29% presentaban obesidad, lo que representa
una proporcién notablemente mayor que la poblacién canadiense pareada
(15%), siendo la presencia de ARN VHC un predictor independiente de obesidad
en el andlisis multivariable (al igual que la edad)®. Los datos del NHANES liI
también han sido usados para determinar la prevalencia de obesidad, sindrome
metabdlico (segun los criterios del ATPIIl) o resistencia a la insulina en
individuos positivos para anti-HCV. Inesperadamente, en 239 individuos con
VHC ni el IMC, ni la frecuencia de sindrome metabdlico fueron mas altos, en
comparaciéon con 10,144 individuos sin VHC (IMC: 25y 26 kg/m? sindrome
metabdlico 17% y 13%, respectivamente), aunque el valor de HOMA-IR si fue
mas alto (3.0 £ 0.2 vs 2.4 + 0.05). La presencia del anticuerpo contra VHC
resulté un predictor de RI, independientemente de otros factores de riesgo ya
conocidos?’. Es importante sefialar que el grupo con VHC era significativamente
mas joven que el grupo sin VHC, y en general que la mayoria de las cohortes
publicadas de HC-VHC, lo que podria explicar el IMC tan bajo y la baja
prevalencia de sindrome metabdlico, dado que en estudios no controlados se
han reportado prevalencias de 26-61%. Ademas, esto hace resaltar que en
presencia de VHC el HOMA-IR fue mas alto a pesar de un IMC més bajo®?°. La
asociacion entre Rl y anti-VHC se ha visto reforzada con la correlacion positiva
entre la carga viral (ARN VHC) y el HOMA-IR (r=0.368, p=0.02), inclusive
después de ajustar un modelo multivariable a edad, género y cantidad de tejido
adiposo visceral®.

Asi, parece ser que los pacientes con HC-VHC tienen proclividad a la obesidad,
y es claro que la RI ocurre en asociacion al VHC inclusive en individuos sin
sobrepeso, y antes de que se haga manifiesto el sindrome metabdlico. La
relacion dosis-dependiente entre la viremia y la Rl (ARN VHC y HOMA-IR)
estrechan aun mas esta asociacion. Con la evidencia publicada no se puede

saber si el sindrome metabdlico es mas comun en pacientes con VHC.



Trastornos metabdlicos y erradicacion viral

Las anormalidades de la glucosa pueden afectar adversamente la tasa de éxito
de la terapia antiviral en pacientes con HC-VHC, dado que la RVS se ha
observado en 23-44% de los pacientes con intolerancia a la glucosa o DMT2, en
comparacién con 46-59% de aquéllos con euglucemia®**?. La obesidad también
afecta el desenlace de la terapia antiviral, como se demostré en 174 pacientes
con HC-VHC tratados en el Toronto Western Hospital, observando que ésta se
asociaba con 4 veces menor éxito y que el efecto era independiente de otros
factores®. Estos resultados han sido confirmados en al menos otra poblacién®,
y otros autores identificaron la presencia del sindrome metabdlico como un
factor independiente de falla al tratamiento®®. Sin embargo, la evidencia mas
contundente sobre el efecto adverso de los trastornos metabdlicos ha sido
identificada en relaciéon a la RIl. En un estudio que incluyd a 159 pacientes que
recibieron terapia antiviral, la frecuencia de RVS disminuy6 en relacion con el
incremento en el HOMA-IR: 60%, 40% y 20% para HOMA-IR <2, 2-4 y>4,
respectivamente®. Asimismo, un estudio multicéntrico con 401 pacientes
identificd que niveles elevados de HOMA-IR predecian independientemente la
falla al tratamiento antiviral, y el efecto era evidente tanto en afro-americanos
como en caucésicos®. De manera mas reciente dos estudios realizados en
Japén y Taiwan confirmaron el impacto negativo de la Rl en la erradicacion

viral®"38,

Los estudios de tratamiento antiviral han servido para poner en evidencia la
relacion dependiente que existe entre la viremia y la RI. Asi, se ha demostrando
que la RI desaparece después de la terapia antiviral exitosa®. Inclusive,
Romero-Gomez y cols demostraron que los pacientes que eliminaron el ARN
VHC de la sangre mostraron mejoria en el HOMA-IR, efecto que se revirtié en
quienes sufrieron recaida de la infeccién por VHC®. Petta y cols también
observaron que la proporcion de pacientes con HOMA-IR por debajo de 2.7 se

incrementd durante la terapia antiviral y mientras el ARN HCV se mantenia



negativo, pero durante el seguimiento soélo los que lograron una RVS

mantuvieron un HOMA-IR bajo*.

Resulta interesante que el desenlace de la terapia antiviral también afecta el
prondstico metabdlico de los pacientes, dado que a qué los que no erradican el
virus quedan con mayor riesgo para desarrollar DMT2 o intolerancia a la
glucosa. Esto ha sido evidenciado en 3 de 4 reportes sobre el seguimiento
después de la terapia antiviral. *****3. En el estudio de Romero-Gomez y cols, la
RVS redujo a la mitad el riesgo futuro de padecer trastornos de la glucosa en
734 pacientes de Espafia observados durante un promedio de 27 meses*!. El
estudio mas grande, de Arase y cols, incluyé 2842 pacientes con un seguimiento
promedio de 6.4 afios, encontrando que la falla en la erradicacion viral conlleva
un riesgo de casi 3 veces para el desarrollo de DMT2 (HR=2.78, 95%CI. 1.75-
4.41)*. En ambos estudios el riesgo fue independiente de otros factores como

edad, nivel de glucosa previo al tratamiento y fibrosis hepatica®"*.

En conclusion, los trastornos metabdlicos, y en especial los de la homeostasis
de la glucosa se interrelacionan notablemente con la HC-VHC, dado que una
condicién puede afectar el desenlace de la otra, lo que impacta profundamente
el pronéstico de los pacientes tanto desde el punto de vista hepéatico como
desde el endocrino. Los procesos fisiopatolégicos subyacentes a ambas
enfermedades también parecen muy relacionados entre si, como lo evidencian

la interdependencia entre los grados de viremia y de RI.

Trastornos metabdlicos y progresion de la hepatitis cronica por virus C

Estudios transversales han demostrado que los niveles de insulina plasmatica se
incrementan en relacion con un estadio de fibrosis mas avanzado en la biopsia
hepatica*®, y en el caso de la RI segin HOMA-IR, la relacién se mantiene en
modelos multivariables ajustados para posibles confusores**’. Dado el disefio,
no queda claro si este hallazgo es una simple asociacion o implica causalidad.

En otras palabras, si la anormalidad metabdlica ocasiona progresion de la



fibrosis y viceversa. Sin embargo, un estudio investigo la posible causalidad al
realizar biopsias seriadas: Everhart y cols, evaluaron 737 pacientes con biopsias
basales, a 1.5 y 3.5 afios de seguimiento, documentando progresion de la
enfermedad de acuerdo a un desenlace compuesto que incluia el avance en el
estadio de la fibrosis. En su analisis multivariable mostraron que el incremento
en un quintil de HOMA-IR al inicio del estudio se asociaba con un aumento de
25% en el riesgo de progresion de la enfermedad (HR=1.25, 95%CI: 1.08-
1.45)*. Estos resultados parecen suficientemente robustos para decir que la RI
acelera la progresion de la HC-VHC. La presencia de DMT2y obesidad también
se han asociado con fibrosis avanzada en estudios transversales*’, pero la
evidencia prospectiva que confirmen su papel en la progresién de la enfermedad

es menos clara®®°.

El carcinoma hepatocelular representa el estadio ultimo de la HC-VHC. En un
estudio multicéntrico prospectivo que estudio pacientes con fibrosis avanzada
por HC-VHC (la mayoria de ellos provenientes del Toronto Western Hospital), se
pudo demostrar que la DMT2 incrementa el riesgo de hepatocarcinoma en
presencia de cirrosis (HR=3.28, 95%CI: 1.35-7.97) después de 4 afos de
seguimiento®. Un estudio de cohorte reciente confirmé que los pacientes con
VHC que presentan DMT2 tienen el riesgo mas alto de hepatocarcinoma.
Después de 8 afios de seguimiento se observaron 17 casos de hepatocarcinoma
en 132 individuos con DMT2 (13%), en comparacion con 45 casos en el grupo
de 850 personas sin DMT2(5%, p=0.001). El riesgo fue independiente de otros
factores concomitantes (HR=3.1, 95%CI: 1.7-5.4), aunque no se reporto el
estadio de la fibrosis®*. Otro estudio prospectivo con pacientes diagnosticados
mediante CTGO (todos los demas estudios utilizaron glucemia en ayuno)
observo que el mayor riesgo de hepatocarcinoma en relacion con DMT2 persiste
tanto en quienes presentan fibrosis avanzada como en quienes no. Estos
mismos autores no pudieron evidenciar riesgo incrementado en aquéllos con
intolerancia a la glucosa®. Por Ultimo, segln el andlisis de una base de datos

gue incluye todos los centros de hemodialisis de EEUU, la DMT2 fue identificada
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como un factor de riesgo independiente para el desarrollo de hepatocarcinoma

en quienes padecian infeccién por VHC®3,

Segun la evidencia prospectiva recién expuesta se puede concluir que la Rl y/o
la DMT2 aceleran el ritmo de progresion de la HC-VHC. Esto ocurre tanto
estadios iniciales de la enfermedad, o bien, en la progresion de fibrosis a cirrosis
y sus complicaciones; como en estadios tardios de la enfermedad, o bien, en la
progresiéon a hepatocarcinoma.

Efecto de las anormalidades metabdlicas después del trasplante hepatico

El periodo después del trasplante hepatico se caracteriza por la reinfeccién
universal del nuevo injerto lo que lleva a la enfermedad a su estado basal y lo
convierte en una especie de modelo para evaluar de novo la relacion entre el
virus y las alteraciones metabolicas. Ademas, debido a la inmunosupresién los
desenlaces clinicos ocurren en un periodo de tiempo mas corto®*. En un estudio
realizado en el Toronto General Hospital se demostré que la alta prevalencia de
DMT2 que ocurre en pacientes con VHC se mantiene después del trasplante
hepatico, inclusive a 5 afios de seguimiento®. Un meta-analisis reciente revel
gue el riesgo de padecer DMT2 por primera vez después del trasplante hepético
en pacientes con VHC, es casi 2.5 veces mas alto que en pacientes sin VHC
(HR=2.46, 95%CI: 1.4-4.2). Tomando en cuenta los reportes mas apropiados
(n=3), la prevalencia de DMT2 persistente fue de 34% en pacientes con VHC, en
comparacién con 21% en los que no padecian VHC (HR=1.39, 95%CI: 1.1-
1.8)%. Un escenario clinico similar ha sido descrito en pacientes no-cirréticos
sometidos a trasplante renal®®.

Delgado-Borrego y cols demostraron prospectivamente que los pacientes con
CH-VHC sometidos a trasplante hepatico (n=14) desarrollan un mayor grado de
Rl que un grupo pareado de pacientes trasplantados por otra enfermedad
hepatica (n=20). En el andlisis multivariable se observé que la infeccién por VHC

se asocié con 77% mayor riesgo de RI, y que el incremento en los niveles de
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ARN VHC acelero el riesgo para desarrollar HOMA-IR elevado (HR=5.2, 95%ClI:
1.2-22.7). Ademas, durante el primer afio de seguimiento la presencia de VHC
se asocio con un riesgo de 5 veces el del grupo control para desarrollo de
DMT2%". Otro reporte reciente con seguimiento de 160 pacientes mediante
biopsias seriadas, pudo establecer que la Rl es un factor independiente que
predice el desarrollo de fibrosis avanzada en el injerto hepatico (HR=2.01,
95%Cl: 1.1-3.91).

Los estudios arriba mencionados agregan evidencia para establecer que existe
una relacion definitiva entre las anormalidades metabdlicas y el VHC, tomando
en cuenta el periodo post-trasplante. En éste también existe una relacién dosis-
dependiente entre el ARN VHC y la RI, asi como interdependencia de las dos
entidades que sugiere causalidad: el VHC incrementa el riesgo de
anormalidades metabdlicas, y la Rl acelera la progresién de la CH-VHC en el
injerto. Esto pudiera generar un circulo vicioso que en el periodo post-trasplante

es mas notable y dafiino para el paciente por la inmunosupresion.

Esteatosis y anormalidades en los lipidos en la hepatitis cronica por virus C

Como ya se ha mencionado, la esteatosis es considerada el componente
hepatico del sindrome metabolico®®, y de acuerdo a algunas publicaciones se
presenta en hasta 50% de pacientes con HC-VHC, un porcentaje notoriamente
mas alto que el de la poblacién general (=25-30%)°. Se acepta ampliamente
que la esteatosis se asocia con Rl en pacientes con VHC®, e inclusive un
estudio de disefio transversal demostré6 que la carga viral (ARN VHC) se
correlaciona con el grado de esteatosis (r=0.4, p=0.001)*. En una cohorte de
450 pacientes con VHC se pudo observar que 16% presentaban esteatosis
avanzada (>30%segun biopsia), siendo de 36% entre los obesos. Segun el
analisis multivariable de este estudio los predictores de esteatosis fueron:
fibrosis avanzada (OR=3.96, 95%CI: 1.9-8.4), obesidad (OR=2.9, 95%CI: 1.68-
5.01) genotipo 3 (OR=2.5, 95%Cl: 1.1-5.8), y la presencia de multiples
comorbilidades metabdlicas (OR=2.44, 95%Cl: 1.2-4.9)%. La identificacion de la
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esteatosis parece ser relevante dado que se le reconoce como un factor

predictor de falla al tratamiento antiviral en algunos ensayos clinicos®%:6263

28333536 Al menos un estudio evidencié

aunque no de manera consistente
reversion de esteatosis después de lograr RVS con tratamiento antiviral®®. La
relacion entre esteatosis y progresion de la enfermedad es dificil de establecer,
dado que ésta se ve modificada por el hecho de que el depésito de grasa en el

higado disminuye con la progresién de fibrosis avanzada a cirrosis®.

Los lipidos también parecen tener un papel muy importante en la HC-VHC,
inclusive en lo referente a su ciclo de vida, como se vera mas adelante. En
pacientes con HC-VHC se ha demostrado que los niveles de colesterol total,
colesterol-LDL y colesterol-HDL se encuentran disminuidos cuando se comparan
con controles sanos pareados®. Inclusive, los niveles elevados de colesterol,
colesterol-LDL y apolipoproteina-B predicen la respuesta al tratamiento antiviral
406667 "y tanto los de colesterol como los de apolipoproteina-B se ven
incrementados después de la erradicacion viral®®®. Por otra parte, la esteatosis

hepatica se relaciona con altos niveles circulantes de triglicéridos®*°?

pero con
determinaciones de colesterol y apolipoproteina-B bajas®* ™. Cabe sefialar que
aunque la mayoria de los hallazgos aqui descritos son mas prominentes en el

genotipo 3, el perfil esteatogénico del genotipo 1 es a su vez bien reconocido.

La esteatosis ocurre mas frecuentemente en HC-VHC que en cualquier otra
enfermedad hepética, lo que se relaciona con la carga viral, la obesidad y la RI,
ademas de que el VHC per se es capaz de generar anormalidades en el perfil de
lipidos. La esteatosis también parece tener utilidad prondstica en relacién a la
respuesta a la terapia antiviral, y algunas alteraciones lipidicas revierten con la
RVS. Las alteraciones en el metabolismo de los lipidos se han asociado con la
esteatosis y pudiera ser que un subgrupo de pacientes se presenten con ésta en
vez de las anormalidades en los lipidos circulantes, como producto de las

alteraciones en las vias del metabolismo de lipidos (ver mas adelante). Esto
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ultimo alteraria la manera en que el sindrome metabdlico deba ser definido en

pacientes con VHC.

Mecanismos moleculares de las alteraciones metabodlicas en CH-VHC

Ciclo de vida del VHC

El VHC circula por la sangre como una particula "lipo-viral® dada su asociacion
con las [J-lipoproteinas (lipoproteinas de muy baja y de baja densidad, VLDL y
LDL respectivamente, ambas asociadas con apolipoproteina B-100) infectando a
los hepatocitos. EI mecanismo por el cual entra a los hepatocitos no ha sido
esclarecido en su totalidad, pero es evidente que va intimamente ligado a la
magquinaria de lipidos y pudiera involucrar la interaccién con los receptores de
LDL y/o de lipoproteinas de alta densidad (HDL):. La fusién entre las
membranas viral y celular permiten la entrada al hepatocito, liberando el genoma
compuesto por una ARN de cadena simple, desde el endosoma de inclusién
hacia el citoplasma. Este ARN cumple una triple funcién: se traduce
directamente en las proteinas virales (funcionando como ARNm después de
unirse a la subunidad ribosomal), se replica para dar lugar al genoma de los
viriones en produccién y se empaca en algun viridbn naciente. El producto de la
traduccion del ARN viral da lugar a una gran poliproteina que se escinde en 10
proteinas virales, conocidas como estructurales (core, E1 y E2) y no
estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Estas proteinas
cumplen funciones diversas y complejas que permiten completar el ciclo de vida
viral”?. La salida del virus del hepatocito es a través de la via secretora del
reticulo endoplasmico, y se sabe que el ensamblaje y liberacidn virales requieren

su interaccién con la apolipoproteina E (presente en VLDL y sus remanentes)”>.

Mecanismos del virus C para inducir anormalidades en el metabolismo del
hospedero

La via por la cual el VHC induce RI y anormalidades en la glucosa y lipidos es
compleja, y se ve afectada por condiciones concomitantes que alteran el

metabolismo hepatico como son la obesidad y el dafio por fibrosis, estatosis y
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cirrosis. En un estudio recientemente publicado por Vanni y cols, se informé
sobre 14 pacientes con HC-VHC - sin cirrosis o cualquiera de los componentes
del sindrome metabdlico — y 7 controles sanos pareados que fueron estudiados
por medio de la pinza euglicémica/hiperinsulinémica y calorimetria. En
comparacion con los controles, los pacientes presentaron produccion basal de
glucosa endogena incrementada (en un 20%) e incremento de 3 veces en el
indice de RI hepatica, de acuerdo a la capacidad reducida de la insulina para
suprimir la gluconeogénesis. Durante el estado basal, los niveles de glicerol libre
en plasma se encontraron disminuidos (30%) y los de B-hidroxibutarato
incrementados (4 veces), mientras que la habilidad de la insulina para suprimir la
oxidacion de lipidos estaba francamente reducida. La sensibilidad periférica a la
glucosa fue baja (25%) y esto se pudo explicar casi en su totalidad por el defecto
en la oxidacién de la glucosa. La expresiéon hepética del supresor de citocinas 3
(SOCS-3), TNF-a e IL-8 se encontrd incrementada en los pacientes, y el primer
marcador fue el que mejor correlacion6 con el defecto en la sensibilidad hepatica
a la insulina (r=0.68, p<0.05). Estos hallazgos fueron independientes del
genotipo (se estudiaron genotipos 1y 3) y las alteraciones en el metabolismo de
la glucosa no se vieron afectadas en la presencia de esteatosis’. Por lo tanto, la
infeccién por VHC se asocia con anormalidades en el metabolismo de glucosa y
lipidos que se manifiestan como RI hepatica y sistémica. Los mecanismos
moleculares por los cuales acontecen estas alteraciones se describiran

brevemente en los siguientes parrafos.

La interaccidén entre la proteina core y los substratos del receptor de insulina
(IRS1 e IRS2) parece ser primordial en las alteraciones del metabolismo
hepatico. En pacientes con HC-VHC la deteccion de la proteina core en el suero
se asocia con niveles elevados de insulina plasmatica en ayuno y de HOMA-IR,
asi como con menor expresiéon de IRS1 e IRS2 en el higado™. Inclusive, la
erradicacion de la viremia conlleva un incremento de 3 veces en los niveles de

IRS1 e IRS2*. La manera como la proteina core del VHC afecta los IRS y la
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sefalizacion de la insulina es aun materia de debate, pero se han propuesto los
siguientes mecanismos:

1. Unidén reducida entre el receptor de insulina y el IRS1 — lo que se traduce
en menor actividad del receptor — en presencia de VHC, tal como ha sido
observado en experimentos con biopsias humanas expuestas a insulina
(la mayoria de ellas con genotipo 1). El defecto ocurre a causa de una
menor fosforilacion de la tirosina de IRS1, por una sefializacion inefectiva
de PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa), que también afecta la activacion de
la via de Akt (fosfo-proteina quinasa B) que controla la gluconeogenesis y
glucogendlisis’®. Dado el hecho de que los pacientes con VHC tienen

niveles incrementados de TNF-ay sus receptores’

y que TNF[laes
conocido por causar fosforilacion de la serina de IRS1/2 y bloquear asi la
unién con el receptor de insulina (y por ende su activacidon mediante la
fosforilacion de la tirosina), se ha especulado que esta citocina es la
responsable de la alteracion en la sefalizacion de la insulina. Esto ha sido
fundamentado por otro modelo experimental en el que se demostré que la
sensibilidad a la insulina se puede restablecer con la administracion de
compuestos anti-TNF-a".

2. En modelos experimentales de infeccion por VHC o transfeccion de la
proteina core (genotipo 1) se ha podido demostrar esta Ultima estimula la
produccion de SOCS-3, lo que ocasiona ubiquitinacion y degradacion
proteosomal de IRS1 e IRS2. Ademas, a través de SOCS-3, la proteina
core es capaz de inhibir la fosforilacion inducida por insulina de los
segundos mensajeros PI3K y Akt,lo que inhibe la glucdlisis y la captacion
de glucosa por el hepatocito (transactivacion del transportador de glucosa
GLUT-4)". También se ha encontrado que TNF-opuede inducir SOCS-3,
lo que potenciaria esta via de inhibicién®. En pacientes con HC-VHC la
induccion tanto de SOCS-3 como de TNF-a, es todavia mayor en
presencia de sobrepeso y obesidad>*.

3. En una publicacion mas reciente utilizando el modelo de transfeccion del

core de VHC con genotipos 1 y 3 se pudo evidenciar que ambos reducen
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la expresion de IRS1, aunque el genotipo 1 lo hace al al incrementar la
proteina mTOR (la via de la rapamicina) con la consecuente fosforilacion
de la serina, mientras que el genotipo 3 actla deprimiendo al receptor
activador de la proliferacion de peroxisomas y (PPARy[]. Este estudio
confirmo el bloqueo en la via de Akt asi como la degradacién proteosomal
de IRS1, aunque el papel de SOCS soélo pudo ser atribuido al genotipo 3
(SOCS-7)%.

Otras interacciones entre el virus y el hospedero que pudieran también ser

relevantes para la Rl son:

Las proteinas NS5A y NS5B activan al receptor toll-like 4 y la via de NF«xB
incrementando asf la produccién de TNF-o e IL-6, y promoviendo asi la RI®*.
Las vias de PPARyy TNF-ason afectadas por el VHC, lo que pudiese estar
implicado en las alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y
lipidos®38>8".

El perfil de adipocinas cambia en pacientes con HC-VHC, aunque no existe
algun hallazgo consistente en lo referente a las determinaciones séricas de
leptina y adiponectina®®. Sin embargo, se sabe que sus niveles correlacionan
con el HOMA-IR”, y que la determinacién de adiponectina se eleva después
de la erradicacion del virus®.

Existe evidencia indirecta que sefiala que los niveles incrementados de hierro
en los hepatocitos interfieren con la sefalizacion de la insulina y dificultan la
extraccion hepatica de insulina®. Asimismo, los niveles de hepcidina (la
hormona derivada del higado que controla la homeostasis del hierro) se
encuentran deprimidos en pacientes con HC-VHC pero recuperan sus
valores normales después de lograrse una RVS®.

En un modelo transgénico de raton expresando todas las proteinas de VHC
se observd induccién de esteatosis hepatocelular en asociacion con:
triglicéridos plasmaticos bajos debido a un defecto en su secrecion
(reduccion en la actividad de la proteina microsomal de transferencia de

triglicéridos [MTP]); e incremento en la sintesis de triglicéridos de novo como
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resultado de la transcripcion aumentada de enzimas lipogénicas (ATP citrato-
liasa [ACL], sintasa de acidos grasos [FAS], desaturasa de esteatoil-CoA 1
[SCD1]) en relaciobn con activacion de la proteina ligadora regulada por
esterol 1¢ (SREBP1c)%.

Efectos metabdlicos no hepaticos del VHC

e Una publicacién ha brindado evidencia de que el VHC es capaz de invadir la
célula beta de los islotes de Langerhans, causando anormalidades en la
estructura mitocondrial, asi como una reduccion in vitro en la liberacion de
insulina estimulada por glucosa®.

e Al promover la progresion a cirrosis y la disfuncién hepética el VHC
incrementa el cortocircuito portosistémico de insulina y reduce su extraccion
hepética, lo que genera hiperinsulinemia®.

e La hiperglucagonemia también ha sido descrita en la cirrosis como resultado
del cortocircuito portosistémico®.

e Los pacientes con cirrosis hepatica presentan un defecto en el
almacenamiento de glucgeno en el misculo esquelético®, posiblemente por

el menor efecto inductor de glucégeno sintasa mediado por insulina®.

La informacion arriba expuesta sefiala que la proteina core juega un papel
primordial en la fisiopatogenia de la RI inducida por VHC, al interrumpir la
sefializacion de IRS, e inducir sefiales inflamatorias (i.e. TNF-o) y anti-
inflamatorias (i.e. SOCS). Pero ésta también ofrece un explicacién para la menor
respuesta a la terapia con interferon-a. en la RI, dado que la expresion de la
proteina SOCS-3 en el higado es un factor independiente de no respuesta al
estandar actual de tratamiento y sus niveles de ARNm se correlacionan con
TNF-a. Inclusive SOCS-3 es un inhibidor bien reconocido de la respuesta
inmunoldgica estimulada por interferon®, y por la interaccién entre SOCS-3 y
TNF-al] este ultimo podria actuar como un co-factor de resistencia al interferon

al potenciar la induccion viral de SOCS-3.
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En conclusion, se ha brindado evidencia de que los mecanismos que regulan el
ciclo de vida viral estan intrinsecamente relacionados con los que producen la
RI, lo que da sustento biolégico a la informacion epidemioldgica ya expuesta.
Por supuesto, esta interaccion es tan esencial para el VHC que algunos autores
reconocen a las anormalidades metabdlicas como una manera de escape del
virus, que le asegura su permanencia en el hospedero al mejorar su ciclo de vida

y le brinda un mecanismo para evadir la respuesta antiviral®.

Intervenciones para disminuir la Rl y trastornos metabdlicos asociados
con VHC

En general, la mejoria en el perfil metabdlico se puede lograr mediante el uso de
drogas sensibilizadoras de insulina, asi como con ejercicio y dieta®®. La
metformina y la pioglitazona son dos drogas hipoglicémicas que se han utilizado
en ensayos clinicos de HC-VHC para reducir la Rl y mejorar la respuesta a la
terapia antiviral. EIl mecanismo de accion principal de la primera es inhibir la
liberacion de glucosa desde el higado, mientras que la segunda es un agonista
de PPARYy. En el estudio de Romero-Gomez et al, 123 pacientes con genotipo 1
y HOMA-IR >2 fueron aleatorizados a recibir interferon-pegilado-o y ribavirina +
metformina (n=64) o placebo (n=59). En el analisis por intencion de tratar la tasa
de RVS fue de 53% vs 42% (p=NS), mientras que por protocolo fue de 67% y
49% (p=0.06), respectivamente. El analisis por protocolo excluyd 22 pacientes
gue no se adhirieron a la terapia antiviral o sensibilizadora de insulina. No se
observaron diferencias en el peso entre los brazos de estudio, aunque el grupo
con metformina mostré una mayor reduccién en el HOMA-IR en relacién con el
grupo con placebo (4.3 £ 22 a 26 +1.7vs 46 + 2.7 a 3.8 + 2.1, p=0.001,
respectivamente). La RI al inicio del estudio no se asocié con no respuesta al
tratamiento antiviral en el andlisis multivariable®®. El otro reporte informé los
resultados de 97 pacientes con HC-VHC genotipo 4 que fueron aleatorizados a
recibir el estandar de la terapia antiviral y pioglitazona o placebo. En quienes
recibieron el agente sensibilizador de insulina, el 60% logr6 una RVS en

comparacién con 39% en el grupo placebo (p=0.04). EI HOMA-IR fue el Unico
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predictor de respuesta al tratamiento antiviral en este ensayo. La terapia con
pioglitazona fue bien tolerada y no se asocid con incremento en el peso

corporal'®,

Los efectos del ejercicio y la dieta en el peso y la RI, asi como en otros
subrogados de dafio hepatico, han sido evaluados por Hickman et al. En su
primera publicacion, este grupo pudo demostrar reduccion moderada en el peso
(pérdida promedio: 5.9 kg) en 19 pacientes virémicos con HC-VHC y esteatosis
gue fueron sometidos a un régimen de 12 semanas de ejercicio y restriccion
dietética. Estos cambios fueron acompafiados por mejoria en el HOMA-IR (de
42 + 3.3 a 25 + 1.1, p=0.03) y disminucion en los niveles de ALT. En 10
pacientes que contaban con biopsias antes y después del estudio se pudo
observar una mejoria significativa en el grado de esteatosis (en 9/10), asi como
reduccion en el grado de fibrosis (en 5/9) y en el numero de células estelares
activadas. Sin embargo, sbélo 4 de estos pacientes presentaban fibrosis
avanzada o cirrosis en la biopsia basal (puntaje de Knodell de 5 6 6)'**. En su
segunda publicacion realizaron un seguimiento mas largo y demostraron que la
pérdida de peso condicionaba mejoria en la calidad de vida, y que los pacientes
gue lograron mantener la pérdida en el peso eran aquéllos que no excedieron el

nivel de ejercicio méas alld de sus capacidades %

. En ninguna de estas
publicaciones los autores especificaron cudél era el régimen de ejercicio. Otro
ensayo incluyé 17 pacientes con HC-VHC en una rutina de "breathwalk"
(caminata con un patron respiratorio sincronizado y episodios de meditacion) en
sesiones de 1 hora, 3 veces por semana durante un total de 6 meses. Nueve
pacientes eran obesos, 5 tenian cirrosis y 3 presentaban DMT2. A pesar de que
no se logro pérdida en el peso al final del estudio, los niveles de ARN VHC, ALT,
bilirrubina vy triglicéridos se redujeron significativamente, mientras que el estado

de animo mejord. No se documenté el cambio en los niveles de HOMA-IR,

Una revision sistematica de Cochrane revel6 que las maniobras para la pérdida

de peso se benefician de una intervenciéon psicologica del tipo conductual o
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cognitivo-conductual para potenciar el efecto del ejercicio y la dieta’®. El
beneficio de un abordaje multidisciplinario que incluya ejercicio, dieta y terapia
conductual ha sido demostrado en una revision sistemética de estudios de
modificacién en el estilo de vida para el manejo de enfermedad por higado graso
no alcohdlico'®. En el Toronto Western Hospital recién se finalizé6 un ensayo
clinico de ejercicio, dieta y consejo conductual en 13 pacientes con obesidad,
HC-VHC (12 virémicos) en estadio no cirrético y resistencia a la insulina (HOMA-
IR >2.1), con duracién de 24 semanas. De manera preliminar podemos decir que
67% de estos pacientes perdieron la RI, mostrandose una reduccién en el nivel
de HOMA-IR de 3.7 + 1.4 a 1.9 + 0.9 (p=0.02), en asociacién con una pérdida
significativa de peso de 8.7 + 3.9 kg.

Como acaba de exponerse, el estudio de pioglitazona en el genotipo 4 de VHC
representa la prueba de que si se mejora la resistencia a la insulina se puede
impactar positivamente en la eficacia de la terapia antiviral. Sin embargo este
genotipo es muy infrecuente en Norte América (en México representa <1% de
casos) y no existe evidencia del efecto en el genotipo 1. Esto, aunado al pobre
beneficio observado con metformina limitarian el uso de los sensibilizadores de
insulina en el campo clinico. Es claro que estos agentes sélo modifican algunas
de las piezas del rompecabezas de la RI. En contraparte, ejercicio y dieta (mas
aun si son potenciados por terapia conductual) deben brindar un mayor impacto
en las vias metabdlicas afectadas por el VHC dado que éstos mejoran una
amplia gama de anormalidades asociadas con la RI (incluyendo esteatosis,
anormalidades en el perfil de lipidos y resistencia periférica) y pueden también
reducir el estado de inflamacion y estrés oxidativo a nivel sistémico en el largo
plazo. El desarrollo de ensayos clinicos que evalten el efecto combinado de
ejercicio y dieta como modificadores metabdlicos, y terapia antiviral es

ampliamente esperado.
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Seguridad y otros beneficios del ejercicio en cirrosis

La actividad fisica en cirrosis se encuentra habitualmente muy limitada en
respuesta a dos escenarios: cambios en el estilo de vida como consecuencia del
deterioro global y progresivo, con pérdida de la coordinacion de movimientos y
masa muscular; y la falta de su recomendacion por parte de quienes estan a
cargo de los pacientes, con base en el riesgo teorico de encefalopatia hepatica y
sangrado variceal ante el esfuerzo'®®!?’. A la fecha, no existe ningin estudio
publicado que evalle la seguridad de un programa de entrenamiento fisico en
pacientes con cirrosis, por lo que este riesgo no puede ser confirmado o
rechazado. Si diariamente se incrementa la distancia o tiempo de caminar, se
genera un entrenamiento fisico que causa minimo esfuerzo con un consumo
maximo de oxigeno bajo a moderado (VOaumax de 35-50%)'%y que por lo tanto
debe ser seguro. Esta estrategia es asequible para cualquier paciente, lo que
debe hacer posible mantenerla a largo plazo. Aunque esta intensidad en la
actividad fisica puede incrementar el gradiente de presion portal (lo que
conferiria teéricamente un riesgo incrementado de sangrado variceal), el efecto
hemodindmico puede ser abatido con el uso concomitante de B-bloqueadores no
selectivos'®. Asi, este tipo de entrenamiento fisico no debe ser deletéreo para
paciente alguno con cirrosis, pues los que tengan riesgo incrementado de
sangrado ya contaran con la profilaxis apropiada. En lo que se refiere al riesgo
elevado de padecer encefalopatia hepética, éste es anecdético, y aunque el
ejercicio si puede incrementar los niveles de amoniaco, en nuestro ensayo
clinico de ejercicio en pacientes con encefalopatia hepéatica no hemos observado

exacerbacion alguna con entrenamiento fisico a intensidades de VO,max 60-70%.

Otros beneficios que el entrenamiento fisico puede proporcionar a los pacientes
con cirrosis son: mejoria generalizada en la actividad cardiopulmonar y el estado
hemodinamico; disminucion en el tono simpatico (al favorecer la actividad vagal),
lo que puede reducir la absorcion de sal y agua; aceleracion del transito
intestinal, lo que puede reducir la translocacién bacteriana'*’; mejoria en el

estado de animo y autoestima**. Finalmente, una mejor condicién fisica segun
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lo evaluado en la prueba de 6 minutos de caminata predice mayor sobrevida en

pacientes con cirrosis™*>*3,

JUSTIFICACION

En resumen, la infeccién por VHC causa un sin numero de anormalidades en el
metabolismo de glucosa y lipidos, mismos que se asocian con mal prondstico.
Estas alteraciones derivan de la actividad viral y benefician el ciclo viral de varias
maneras. Ejercicio y dieta, potenciados por una intervencién conductual pueden
considerar modificaciones en el estilo de vida, lo que impacta positivamente en
las anormalidades metabdlicas causadas por el virus, en paralelo con la calidad
de vida. Puede preveerse que estos cambios lleven a una terapia antiviral mas
efectiva, incrementando ademas su tolerancia**. Como un primer paso es
necesario documentar si los pacientes con HC-VHC y RI pueden sobrellevar de
manera segura un programa para modificar su estilo de vida, y que éste es
realmente efectivo en mejorar las alteraciones metabdlicas y la calida de vida. La
primera etapa, dedicada exclusivamente a pacientes con obesidad y sin cirrosis
ha finalizado con excelentes resultados. En esta segunda etapa, buscaremos
incluir pacientes en estadio cirrético, evaluando a la vez el papel de la viremia
(ARN VHC) en los cambios metabolicos. Asi, el trabajo actual buscara comparar
el efecto en pacientes virémicos con el de no virémicos (con y sin antecedente

de RVS, respectivamente).
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HIPOTESIS

Las anormalidades metabdlicas en pacientes obesos con cirrosis debida a HC-
VHC vy resistencia a la insulina pueden mejorar con un programa que incluya
ejercicio, dieta y terapia conductual durante 24 semanas, pero esta mejoria es
mas evidente en pacientes con respuesta viral sostenida que en pacientes

virémicos.

OBJETIVOS

Primario:

Mejorar los niveles de HOMA-IR en pacientes obesos con cirrosis debida a HC-
VHC vy resistencia a la insulina mediante un programa de ejercicio, dieta y
terapia conductual, con duracion de 24 semanas.

Secundarios:
En pacientes obesos con cirrosis debida a HC-VHC y resistencia a la insulina, un
programa de ejercicio, dieta y terapia conductual con duracion de 24 semanas
lograré:
a) Incrementar los niveles de adiponectina a la vez que disminuye los de
leptina, IL-6, y receptores 1y 2 de TNF-a..
b) Disminuir el peso y otros indicadores de adiposidad (i.e. IMC,
circunferencia de la cintura, razon cintura/cadera).
c) Incrementar el indice de sensibilidad a la insulina.
d) Mejorar el perfil de lipidos (4 triglicéridos, acidos grasos libres, colesterol-
LDL; T colesterol-HDL).

e) Recuperar la calidad de vida y reducir la fatiga.
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MATERIAL Y METODOS

Disefno del estudio

Se trata de un estudio experimental, longitudinal y prospectivo (ensayo clinico no

controlado) que evaluara la eficacia de un tratamiento. Existira un componente

comparativo (pacientes virémicos contra no virémicos) que evaluara un

mecanismo fisiopatogénico.

Pacientes

Los pacientes seran reclutados de la Clinica de Higado del Toronto Western

Hospital. Esta clinica es un centro de referencia de hepatologia en Ontario,

Canada, y actualmente brinda atencién a mas de 2000 pacientes activos con
HC-VHC.

Criterios de inclusion

1.
2.
3.

Edad entre 18-65 afios.
HC-VHC genotipo 1.
Cirrosis demostrada por biopsia (Laennec estadio = 4).

a. Laennec 3 con evidencia de hipertension portal.

4. Obesidad (definido como IMC >30 kg/m?).
5. Resistencia a la insulina (definido como HOMA-IR = 2.1).

Criterios de exclusion

=

© © N o o B~ D

Diagnéstico previo de DMT2 que requiera tratamiento farmacolégico.
Uso de metformina, tiazolidinedionas, estatinas o fibratos.

Tratamiento antiviral activo o que haya concluido en los ultimos 6 meses.
Co-infeccidn viral (hepatitis B, virus de inmunodeficiencia humano).
Coexistencia de otra enfermedad hepatica (excepto higado graso).
Alcoholismo activo.

Vérices esofagicas grandes o gastricas en la Gltima endoscopia.
Hepatocarcinoma.

Falla cardiaca o enfermedad coronaria.
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10. Hipertension pulmonar grave o sindrome hepatopulmonar.
11.Enfermedad pulmonar cronica limitacién funcional.

12.Inhabilidad para consentir el estudio y seguir con sus requerimientos.

Grupos de estudio
e Grupo A: pacientes virémicos (recaida o no respuesta previa).

e Grupo B: pacientes no virémicos (RVS previa).

Calculo del tamafio de muestra

En el estudio ya concluido en pacientes obesos, no cirréticos y con RI, se
observo que el HOMA-IR disminuy6 50% (basal: 3.7 + 1.4,fin de tratamiento: 1.9
+ 0.9; p=0.002), y casi 70% de los pacientes perdieron la RIl. No existe motivo
para pensar que en el grupo de pacientes con cirrosis el efecto deba ser menor.
Por lo tanto, con base en esta informacion el tamafio de muestra se puede

calcular con la siguiente formula*™:

n= (Z,+Zp)°c” | A% n= (1.96+1.28)° (1.86)° / (1.85)% n=10.6

Considerando la pérdida de 2 individuos por grupo, se incluird un total de 12
pacientes por grupo, permitiendo detectar una diferencia de 50% en el HOMA-IR
antes y después de la intervenciéon con un error alfa 5% y poder de 90%. Este
numero de pacientes se encuentra dentro de las capacidades de la Clinica de

Higado y el entorno temporal del estudio.

Escrutinio para resistencia a la insulina

La prueba de HOMA-IR se realizara por la mafana y después de un ayuno
estdndar de 12 horas. Los niveles plasmaticos de glucosa e insulina seran
medidos por triplicado, con 5 minutos entre cada toma, considerando la
naturaleza pulsatil de la secrecion de insulina. El promedio de las tres
mediciones servird para el calculo de HOMA-IR segun la siguiente formula =

insulina(mUI/L) x glucosa (mmol) / 22.5). Se diagnosticard Rl en los pacientes
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con HOMA = 2.1. Este punto de corte representa la percentila 75 de la poblacién

local, a partir del cual existe riesgo de diabetes'****’,

Descripcion de las maniobras

Ejercicio

El nivel de actividad fisica basal se evaluara mediante el uso de un podometro
durante 3 dias mientras los pacientes realizan sus actividades cotidianas.
Ademas, el gasto energético diario sera calculado con la ecuacion de Harris-
Benedict (para el gasto basal) y con el Cuestionario de Actividad Fisica de
Paffenbarger y el Compendio de Actividad Fisica (para el gasto energético

asociado a la actividad fisica)'***%,

Se extendera una prescripcion de ejercicio que dependera de la actividad basal
del paciente, ya que ésta consistird en incrementar la actividad diaria en al
menos 3000 pasos o lograr 10,000 pasos totales, de tal manera que se realice el
objetivo que requiera mayor esfuerzo fisico. Durante el periodo de estudio cada
paciente tendra que utilizar el podémetro y completar un diario donde se lleve
registro del tipo de actividad cotidiana y la cuenta diaria de pasos para poder
monitorizar el apego al tratamiento. En cada sesion se revisara este diario para

poder actualizar el gasto energético.

Dieta

Los participantes deberan hacer un recuento alimentario de los uUltimos 3 dias
para determinar los habitos dietéticos basales y calcular la ingesta calérica. Para
estimar los tamafios de las raciones los participantes recibirdn una tarjeta con
porciones alimentarias visuales en 2 dimensiones (2D Food Portion Visual chart;
Nutrition Consulting Enterprises, Framingham, MA), la cual ha sido validada para
hombres y mujeres entre 20 y 70 afios de edad (Millen, B. y J. L. Morgan, 1996).
Una semana después se revisara el recuento alimentario en presencia de un
experto en nutricion verificando que no haya omision de alimentos o bebidas y

gue el tamafo de las raciones sea apropiado. El contenido dietético se analizara
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utilizando el programa Diet Analysis Plus Version 7.0.1 (Thomson Wadsworth,
Stamford, CT, USA).

La prescripcion dietética seré provista al inicio del estudio y sera individualizada
segun los habitos dietéticos y preferencias de cada paciente, con las siguientes
modificaciones:

« Alta en alimentos con indice glicémico bajo y en fibra®?!.

e Baja en grasay colesterol.

e Con déficit de 500 kCal, tomando como referencia el consumo energético

basal.

La adherencia a la terapia dietética se reforzara en cada sesién y sera evaluada
mediante recuentos de alimentos de 3 dias en las semanas 12 y 24. Asimismo,
se evaluard la composicibn de &acidos grasos en los eritrocitos como un

parametro mas objetivo de adherencia dietética.

Terapia cognitiva

La teoria de la modificacion del comportamiento sera aplicada siguiendo un
formato de preguntas y guias que el investigador y participantes resolveran en
cada sesion, lo que permitira reforzar/reprobar conductas apropiadas de manera
individual. Esto alentara la motivacion interna y facilitard cambio o adaptacion en
el comportamiento hacia hébitos de actividad fisica y dieta que sean mas
apropiados para los objetivos del estudio, respetando las rutinas y costumbres
de cada paciente. Para identificar algun posible trastorno del animo que pueda
interferir con el protocolo, antes de iniciar éste se aplicaran los siguientes
cuestionarios: la Escala de Depresion Montgomery-Asberg (Montgomery-Asberg
Depression Rating Scale,MADRS) y la Escala de Depresion del Centro de
Estudios Epidemioldgicos (Centre for Epidemiologic Studies Depression Scale,
CES-D).
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Seguimiento
El estudio cubrira un total de 26 semanas. Durante las primeras dos se
realizaran las sesiones de escrutinio y se definira la actividad fisica y habito
dietético basales. Estas no seran contadas como parte del periodo de
intervencidon (semanas -2 y -1). La fase de intervencidn constara de 24 semanas,
combinando una primera etapa de 12 semanas con seguimiento intensivo cara a
cara, y una segunda etapa en la que el seguimiento se realizar4 por via
telefénica, culminando con una Ultima sesion presencial:

e Fase intensiva con sesiones cara a cara en las semanas 0, 2, 4, 8, 12.

e Fase de mantenimiento con sesiones telefonicas en las semanas 14, 16,

18, 20, 22.

e Sesion final cara a cara (fin de la intervencién) en la semana 24.
En cada sesion presencial se llevard a cabo una visita clinica regular con
intencidén de dar seguimiento a la condicion médica de cada paciente. En éstas
se realizaran estudios de laboratorio o imagenologia habituales (quimica
sanguinea, hematologia y coagulacién, pruebas de funcion hepatica, ultrasonido

hepatico, etc.) segun la necesidad individual y el criterio del investigador.

Variables
Todas las siguientes determinaciones serén realizadas en las semanas 0,12 y
24.

Adipocitocinas
Se medirdn adiponectina, leptina, IL-6 y los receptores 1 y 2 de TNF-q,

siguiendo las instrucciones de estuches comerciales.

Antropometria
Ademas de peso y altura, se obtendran las circunferencias de la cintura y
cadera, asi como pliegues cutaneos, para evaluar cualquier posible cambio en la

composicion corporal.
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indice de sensibilidad a la insulina

Se realizard una CTGO después de un periodo nocturno de ayuno estandar de
10 horas. Después de colocar un catéter intravenoso se obtendra una muestra
basal posterior a lo cuél el paciente debera tomar un liquido con 75 g de
glucosa, seguido de tomas de muestras a intervalos de 30, 60, 90 y 120 minutos
desde la toma de la glucosa. El indice de sensibilidad a la insulina (ISI) sera
obtenido de la CTGO de la siguiente manera: 10,000/raiz cuadrada de [glucosa
en ayuno X insulina en ayuno] x [promedio de glucosa x promedio de insulina
durante la CTGO]). El ISl tiene buena correlacién (r = 0.73, P< 0.001) con la tasa
de consumo global de glucosa durante la pinza euglicémica/hiperinsulinémica

con insulina*??,

Perfil de lipidos

El perfil de lipidos considerara las siguientes mediciones: acidos grasos libres en
plasma, triglicéridos, cholesterol total, cholesterol-LDL, cholesterol-HDL. Como
ya se ha mencionado, también se estudiar4 el cambio en la composicién de
acidos grasos de los eritrocitos, siguiendo los lineamientos de una técnica

estandar.

Calidad de vida y fatiga

Los cuestionarios SF-36 y CLDQ (por sus siglas en inglés: Short-Form 36 y
Chronic Liver Disease Questionnaire) seran utilizados para evaluar los cambios
en la calidad de vida. El SF-36 es bien conocido y se adecua a los objetivos
generales de este estudio. El CLDQ por su parte permitira identificar cambios en
algunos aspectos de la vida de los pacientes con cirrosis que puedan afectar el
sentido global de bienestar (calambres musculares, distension abdominal,
comezon, expectativa de trasplante hepatico) y que no estan incluidos en el SF-
36'%®. También se administraran dos cuestionarios de fatiga: la Escala del
Impacto de la Fatiga y el indice de Evaluacion de la Fatiga (Fatigue Impact Scale

and Fatigue Assessment Index Questionnaires).
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Andlisis Estadistico

Los resultados se describiran utilizando medianas con intervalos intercuartilares
0 proporciones, segun sea el caso. Los analisis de pruebas de hipétesis se
llevaran a cabo con estadistica no paramétrica. En el caso de los cambios en
cada grupo se utilizaran las pruebas de rangos sefialados de Wilcoxon y de
Friedman, mientras que los cambios entre grupos seran evaluados con la U de
Mann-Whitnney y la prueba de Kruskal-Wallis. Para las proporciones se
construiran tablas de contingencia que seran analizadas con la prueba de Chi-

cuadrada o de Fisher, segun corresponda.
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Tabla 1. Factores asociados con respuesta al tratamiento en hepatitis

cronica por virus de hepatitis C.

Factores no modificables

Factores potencialmente
modificables

Genotipo viral

Adherencia al tratamiento

Carga viral Esteatosis (NAFLD)
Edad Obesidad

Raza Resistencia a la insulina
Nivel de ALT Diabetes mellitus tipo 2
Cirrosis

Polimorfismo de IL28B

Otros factores genéticos del
hospedero

ALT: alanino aminotransferasa. NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease (enfermedad por higado

graso).

Tabla 2. Factores asociados con progresion de la hepatitis cronica por

virus de hepatitis C.

Factores no modificables

Factores potencialmente
modificables

Edad de adquicision de la infeccién

Consumo de alcohol

Duracion de la infeccién

Co-infecciéon con VHB o VIH

Sexo masculino

Co-infestacién con esquistosomiasis

Raza

Tabaquismo

Grado de actividad en la biopsia

Uso diario de mariguana

Factores genéticos del hospedero

Sobrecarga de hierro

Esteatosis (NAFLD)

Obesidad

Resistencia a la insulina

Diabetes mellitus tipo 2

ALT: alanino aminotransferasa. NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease (enfermedad por higado
graso). VHB: virus de la hepatitis B, VIH: virus de inmunodeficiencia humana.
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Tabla 3. Criterios diagndésticos para el sindrome metabdlico.

Rasgo WHO ATPIIl (NCEP) IDF
_ _ IG: Glu 140-?00 . GAA: 5.6
Hiperglucemia | mg/dL después de | GAA: 25.6 mmol/L mmol/L. 0 DMT2
CTGO, o DMT2 ’

Hiperinsulinemia

Insulina 0o HOMA

NE

NE

(R >75 percentila
IMC > 30 kg/m? or IMC > 30 kg/m?, o
Adiposidad RCC >0.85 (M), cC >88(|(_|'\;|)’ >102 CC % segun grupo
>0.90 (H) étnico
TG 21.7 y/o col- TG 21.7 o col-HDL TG 21.7 o col-
Dislipidemia HDL <0.9 (M), <1 | <1.03 (M), <1.29 (H) | HDL <1.03 (M),
(H) mmol/L mmol/L <1.29 (H) mmol/L
Presion arterial >140/90 mmHg >130/85 mmHg >130/85 mmHg
Otro Microalbuminuria NE NE

WHO: World Health Organization. ATPIII: Adult Treatment Panel 11l of the National Cholesterol Education
Program (NCEP). IDF: International Diabetes Federation. RI: resistencia a la insulina.

IG: Intolerancia a la glucosa. Glu: Glucosa. GAA: Glucosa anormal en ayuno.
CTGO: curva de tolerancia a la glucosa oral. HOMA: Homeostasis Model Assessment.
IMC: indice de masa corporal. RCC: razon cintura/cadera. CC: circunferencia de la cintura.

M: Mujer. H: Hombre.

TG: triglicéridos. col-HDL: colesterol-HDL.

NE No evaluado.

Tabla 4. Puntos de corte de la circunferencia de la cintura para el sindrome
metabdlico, segun los criterios IDF en relacion a grupo étnico.

Grupo étnico Género Puntos de corte

ELroneo Mujer >80 cm

P Hombre >94 cm

o Mujer >80 cm

Sodasiatico Hombre >90 om

. Mujer >80 cm

Chino Hombre >90 cm
JADON&s Mujer >90
P Hombre >85

Etnia Sud/Centro
Americana

Usar Sudasiatico

Africanos Subsaharianos

Usar Europeo

Mediterraneos el Este y

el Medio Este

Usar Europeo
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Figura 1. Prevalencia de anormalidades de la glucosa en un estudio de
pacientes y controles en quienes se realizé una curva de tolerancia a la
glucosa oral (OGTT).

70
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40 = NL Glu

30 mIFG/IGT
= T2DM

20

10

CHC (FG) Control (FG) CHC (OGTT) Control (OGTT)

CHC: hepatitis cronica por hepatitis C. FG: glucosa en ayuno. NL Glu: glucosa normal.
IFG/IGT: Glucosa anormal en ayuno/intolerancia a la glucosa.
T2DM: Diabetes mellitus tipo 2.
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Abstract

Background/Aims: Obesity- and virus-mediated insulin resistance (IR) are
associated with adverse hepatic and metabolic outcomes in chronic hepatitis C
(CHC). This study evaluates the tolerability and effects of a dietary and
physical activity (PA) intervention in obese patients with insulin-resistant
CHC. Methods: Obese patients (body mass index, BMI > 30 kg/m?) with
CHC were recruited prospectively. Non-diabetic patients with IR (homeosta-
sis model assessment of IR, HOMA-IR >2.0) proceeded to a 24-week lifestyle
intervention comprising pedometer monitored increase in PA (> 10 000
steps/day) and an individualised dietary plan. Results: Ten non-cirrhotic
and six cirrhotic patients [age 52 + 8.5 years, BMI 35.9 (31.46-38.21)
kg/m?] were recruited, of whom all 16 (100%) completed the 24-week proto-
col. Increase in PA from 6853 (2440-9533) to 10 697 (7959—-13566) steps/day
(P = 0.001) and reduction in caloric intake from 2263 (1805.4-2697.0) to
1281 (1099.5-1856.3) kcal/day (equivalent to reduction of median 33% (25.3
—49.8%), P < 0.001) were achieved. These behaviour changes led to a BMI
reduction to 31.21 (28.72-36.10) (P < 0.001) and the HOMA-IR fell from
3.62 (2.75-4.87) to 2.08 (1.82-3.59) (P = 0.002). The hepatic insulin sensi-
tivity index (ISI) improved significantly, but the skeletal muscle ISI did not.
At week 24, 8/16 (50%) patients were no longer insulin-resistant
(P = 0.008). Conclusions: This 24-week intervention reduced BMI and
reversed IR in significant proportion of patients. Such adjunctive therapy
may improve hepatic and metabolic status in obese insulin-resistant CHC.

The hepatitis C virus (HCV) chronically infects an
estimated 170 million worldwide (1). Untreated,
chronic hepatitis C (CHC) is associated with signifi-
cant long-term clinical consequences including cirrho-
sis, liver failure and hepatocellular cancer. CHC is the
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leading indication for liver transplantation in North
America (2).

Obesity (body mass index, BMI > 30) is a prevalent
health hazard worldwide, and is no less amongst
patients with CHC. In a Canadian tertiary referral unit,



Obese and insulin-resistant chronic hepatitis C

28.8% of patients with CHC were obese, over double
the national prevalence at the time (3). There is clear
epidemiological and molecular evidence linking obesity
to insulin resistance (IR); however, CHC itself is also
associated with the virus-mediated metabolic manifesta-
tions of IR and type 2 diabetes (4-6) occurring indepen-
dently of BMI (7). High serum HCV RNA levels are
associated with IR (8) and HCV core and NS5A proteins
have been shown to directly mediate IR in chronically
infected individuals (9, 10). Combination therapy with
pegylated interferon and ribavirin may reverse glucose
abnormalities and IR in CHC if viral clearance is
achieved (11, 12). Paradoxically, the greater the degree
of IR, the lower the likelihood of treatment-induced
viral clearance (11-13).

The influences of obesity and IR on treatment and
survival outcomes in CHC are independent of each
other. Obesity is a potentially modifiable host factor
which, like IR, is independently associated with non-
response to antiviral therapy (14). Furthermore, obesity
and IR contribute to morbidity and mortality from inci-
dent type 2 diabetes, vascular complications, more rapid
progression of liver disease and increased risk for the
development of cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC) (7, 15-17). In the liver transplant setting, IR is
associated with more rapid fibrosis progression and
higher morbidity and mortality have been demonstrated
in those who are obese (18, 19).

Improving IR and/or reducing BMI prior to, or as an
adjunct to, antiviral therapy has the potential to
improve both response to treatment and the hepatic
and metabolic outcomes in CHC. Therefore, the present
study was designed to determine the tolerability, safety
and effect of a dietary and physical activity (PA) lifestyle
intervention aimed at reversing IR specifically in a ‘high
risk’ cohort of obese insulin-resistant patients with
CHC.

Methods

Patients aged <65 years with a diagnosis of CHC were
recruited prospectively from the liver clinic at Toronto
Western Hospital. Obese patients (BMI > 30 kg/mz)
were eligible for inclusion. From November 2009 to
June 2010, patients were recruited from liver clinic
attendants and the liver clinic database. Non-cirrhotic
patients had either a liver biopsy showing a Metavir
fibrosis stage 0—2 and/or a current Fibrotest <0.6 (20),
without evidence of portal hypertension or hepatic
decompensation. Cirrhotic patients had biopsy-proven
cirrhosis (Metavir stage 4). Exclusion criteria (Table S1)
included concomitant liver diseases, factors affecting
glucose/lipid metabolism (e.g. diabetes mellitus, geno-
type 3 infection), and medical conditions precluding
physical training or potentially compromising safety.
Patients without exclusion criteria were eligible to
proceed to screening for IR with homeostasis model
assessment for insulin resistance (HOMA-IR). After a
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12-h overnight fast, an intravenous cannula was inserted
to facilitate repeated venous blood sampling. Because of
the pulsatile nature of insulin secretion, three fasting
blood samples to assay insulin and glucose were col-
lected at 5 min intervals (21). HOMA-IR was calculated
by the equation: HOMA-IR = (mean fasting insulin
(mIU/L) x mean fasting glucose (mmol/L)/22.5).

Patients with IR (defined as HOMA-IR >2.0) were
eligible for inclusion. This cut-off value was selected as
it represents the 75th percentile of HOMA-IR in the
general population of Ontario, Canada, above which
individuals may be defined as insulin-resistant (22).
Furthermore, HOMA-IR of 2.0 has also been demon-
strated in clinical studies to be a cut-off, below which
genotype 1 patients with CHC treated with pegylated
interferon and ribavirin have the highest rate of sus-
tained virological response (11).

A 3-pronged lifestyle intervention was delivered over
a period of 12 weeks (face-to-face visits at baseline
week 0, 2, 4, 8 and 12) followed by a maintenance
phase from week 12 to 22 (fortnightly telephone con-
tact) with the final evaluation of endpoints at week 24.
No antiviral therapy was administered during the life-
style intervention.

Physical activity

Baseline PA was measured with pedometers (Digiwalk-
er SW-700, Yamax, Tokyo, Japan) for 3 days (2 week-
days and 1 weekend day) while patients undertook
their usual daily activities. Baseline daily energy expen-
diture was estimated with use of the Paffenbarger
Physical Activity Questionnaire (23). Each participant
was recommended a PA target of an increment in
activity of at least 3000 steps per day above the average
daily baseline activity, aiming for an absolute level of
over 10 000 steps per day through a gradual increase
in both incidental and intentional PA. The level of
10 000 steps per day was selected as this has been sug-
gested as an minimum level of ‘adequate’ PA in
healthy adults (24). It was anticipated in planning the
study that most patients enrolling would have low lev-
els of PA, potentially in the sedentary range; therefore,
an increment of 3000 steps per day was appropriate so
as to bring the PA to a level of at least 10 000 steps
per day. Participants were provided a diary to record
daily step counts. See Data S1.

Nutrition plan

To assess dietary habits and calculate caloric and macro-
nutrient intake, the same dietician instructed all partici-
pants on how to record a prospective 3-day food record
(2 weekdays and 1 weekend day). Participants used the
2D Food Portion Visual chart (Nutrition Consulting
Enterprises, Framingham, MA, USA) to estimate por-
tion sizes when recording their 3-day food records.
Food records were analysed with Diet Analysis Plus Ver-
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sion 8.0.1 (Thomson Wadsworth, Stamford, CT, USA)
supplemented by published nutritional information on
common commercial foods’ Internet websites. Individu-
alised nutritional plans were designed to both lose
weight (0.5-1 kg/week) and improve IR. This com-
prised a 500 kcal deficit of their baseline basal metabolic
rate [calculated with the weight-adjusted Harris Bene-
dict Equation (25, 26)] multiplied by a physical activity
level of 1.5 due to the planned increase in PA, with a
macronutrient composition of 20-30% fat, 20-30%
protein and 50% carbohydrate (see Data S1). Cirrhotic
patients’ protein intake was recommended at a level of
at least 1.2 g/kg adjusted body weight/day (27).

Behaviour therapy

Individually tailored behavioural therapy was adminis-
tered at each contact to facilitate behaviour change (see
Data S1).

Outcome measures

HOMA-IR was the primary outcome and was measured
at weeks 0, 12, and 24. Response to the lifestyle interven-
tion was defined as achieving a HOMA-IR < 2.0 at
week 24. Secondary outcomes also measured at baseline,
week 12 and week 24 included pedometer count (aver-
age steps/day) and calculated energy expenditure [Paf-
fenbarger physical activity questionnaire (23)]; daily
caloric intake and dietary composition [carbohydrate,
protein and fat intake (% dietary intake); monounsatu-
rated, polyunsaturated, saturated and ‘other’ fat intake
(g/day); n-6 and n-3 fatty acids (g/day); cholesterol
(mg/day)]; Hepatic insulin sensitivity index (ISI), skele-
tal muscle ISI and other parameters of glucose homeo-
stasis derived from the 2-h oral glucose tolerance test
(2h-OGTT, see Data S1, supplementary methods — out-
come measures) (28); anthropometry [BMI (kg/mz)
(29), waist circumference (WC, in cm), body fat (%)
calculated from skin fold thickness measurements using
the methods of Durnin and Wormsley (30); blood pres-
sure; biochemistry (liver enzymes, bilirubin and albu-
min (performed using automated procedures at the
Toronto Medical Laboratories)]; lipids (cholesterol,
HDL-cholesterol, LDL-cholesterol and triglycerides);
adipocytokines (adiponectin, leptin, TNFa, IL-6, resistin
and TGFp) (Signosis human cytokine ELISA kits, Signo-
sis, CA, USA); fatigue and mood according to specific
questionnaires [Fatigue Impact Scale (FIS) (31), Center
for Epidemiologic Studies Depression Scale (CES-D)
(32), Montgomery-Asberg Depression Rating Scale,
(MADRS) (33)].

Insulin was assayed using the automated system
AxSym MEIA (Abbott Diagnostics, IL, USA). Glucose
was assayed using the Bayer Advia 1650 system (Bayer,
Germany). Blood samples were assayed for glucose and
insulin on the day of collection without being frozen
prior.
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This study protocol conformed to the ethical guide-
lines of the 1975 Declaration of Helsinki as reflected in a
priori approval by the Research Ethics Board of the Uni-
versity Health Network. Written informed consent was
obtained from all participants.

Statistical analysis

Continuous variables are summarised as median (inter-
quartile range). Non-parametric comparisons were
made with Friedman and Wilcoxon signed-rank tests.
McNemar’s test was used for catergorical data. Analyses
were performed using PASW v18.0.0.0 (IBM, Chicago,
USA) and figures drawn with Microsoft Excel for Mac
2008 v12.3.3 (Microsoft, WA, USA).

Results

Patient recruitment is illustrated in Figure 1. The preva-
lence of obesity in patients with CHC who attended
clinic or were identified through the liver clinic database
was 17.5% (572/3276). The prevalence of IR in obese
patients with CHC who proceeded to screening with
HOMA-IR was 52% (11/21) amongst non-cirrhotics
and 100% (10/10) amongst cirrhotics (P = 0.01). Of
these, 10 non-cirrhotic and 6 cirrhotic patients who
were both obese and insulin-resistant proceeded to the
24-week lifestyle intervention.

The individual characteristics of the 16 participants
are presented in Table 1. The mean age of participants
was 52 £ 8.5 years and 9/16 (56%) were female. Median
BMI was 35.9 (31.46-38.21). Although the baseline
HOMA-IR in cirrhotics was numerically higher than
that of non-cirrhotics, there was no significant differ-
ence [4.7 (2.64-5.55) vs. 3.4 (2.72-3.91), P = 0.329].
Ten of the 13 patients who had a liver biopsy demon-
strated some degree of hepatic steatosis, but none
showed the histological appearances of steatohepatitis.
Amongst the six cirrhotic patients, five were Child-Pugh
class A, and one was categorised Child-Pugh class B.

Adherence to the study protocol was excellent; all 16
patients completed the 24-week protocol.

Change in HOMA-IR, physical activity and dietary intake

Figure 2A shows the improvement in HOMA-IR during
the study. A significant reduction in HOMA-IR was
observed from 3.62 (2.75—4.87) at week 0 to 2.08 (1.82—
3.59) at week 24 (P < 0.001). Eight of 16 participants
(50%) lost their IR at week 24 (HOMA-IR < 2.0, the
primary outcome), P = 0.008. This represented 7/10
(70%) non-cirrhotic patients (P = 0.016), but only 1/6
(17%) cirrhotic patient (P = 1.0). Although a trend to
higher rate of IR loss in the non-cirrhotic participants
was observed, this was not statistically different between
the non-cirrhotic and cirrhotic participants (P = 0.11).
A significant increase in PA (steps/day) was observed
over the 24-week study period, Figure 2B. Energy
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Patients with CHC
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Y

2704 non-obese

572 (17.5%) obese CHC
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N

>

Missing biopsy/Fibrotest data n = 373

124 obese non-cirrhotics

Excluded (n = 91)
*T2DM,n =11
* Genotype 3, n=11
* Antiviral treatment, n = 23
* Alcohol,n =9
*Comorbidities, n = 15
* HCV RNA negative, n = 3
*Other, n = 197

33 eligible for HOMA-IR

—>| 12 not interested
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negative for IR

€

75 obese cirrhotics

Excluded (n = 54)
*T2DM,n =10
* Genotype 3, n = 10
*HCC,n=4
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*Comorbidities, n =9
*HCV RNA negative, n = 3
*Other, n = 4

21 eligible for HOMA-IR

2 not interested
4 not able to attend
5 no response

) ) v v v
10 screened 1 screened 6 screened positive 2 screened 2 screened
positive and positive for IR, and included positive for IR, positive, but
included but did not but did not complications
consent consent precluding
inclusion®

Fig. 1. Recruitment flowchart. AOther reasons for exclusion: age>65, disability precluding physical activity, insufficient English language,
genotype not available, HCV RNA negative, acute HCV. #Complications precluding inclusion: recurrent hepatic encephalopathy, severe

depression.

expenditure, caloric intake and diet composition are
presented in Table 2. Significant reduction in calorie
intake [median 33% (25.3-49.8%)] was observed after
24 weeks. The reduction in caloric intake was attributed
to significant reductions in the absolute caloric intake of
all three food groups (carbohydrate, protein and fat),
although notably this represented a significant increase
in the proportionate intake of protein. Focusing specifi-
cally on the six cirrhotic patients (Table 3), protein
intake (% daily caloric intake) increased significantly
from 15% (14.25-17.25) at baseline to 22.5% (21-23)
week 24 (P =0.022) ensuring that protein intake
(g/day) remained relatively stable in spite of the overall
decrease in caloric intake; 84 g/day (79.75-87.5) at week
0 to 78 g/day (70-92) at week 24, P = 1.0. It was noted
that self-reported caloric and protein intake (g/kg/day)
fell short of the protocol recommendations; the discrep-
ancy between protocol recommendation and self-reported
intakes was consistent over the 24-week intervention
despite repeated dietary education and counselling at
week 12.

The magnitude of change in PA and dietary intake
over the 24-week intervention was not significantly dif-
ferent between the cirrhotic and non-cirrhotic patients
(data not shown).

Influence of the intervention on secondary outcome
measures

Insulin and glucose homeostasis. Significant reductions in
both fasting glucose and insulin and improved

responses to oral glucose challenge were observed
(Table 4). The area under the curve for insulin and glu-
cose during the 2h-OGTT fell significantly. Moreover, a
site-specific improvement in IR was observed; the hepa-
tic ISI index calculated from the 2h-OGTT was
improved significantly; however, the skeletal muscle ISI
remained unchanged across the group.

The fasting c-peptide:insulin ratios were not signifi-
cantly changed over the course of the intervention (nor
in the cirrhotics when analysed separately, data not
shown), highlighting that the reductions in insulin levels
over the course of the intervention resulted from
reduced insulin secretion rather than increased clear-
ance/degradation of insulin.

Anthropometry and features of the metabolic syndrome

The median weight loss achieved at 24 weeks was 6.5 kg
(2.25-9.8 kg), equivalent to 6.4% (2.62-9.98%) of body
weight and corresponding with significant reductions in
median BMI and in body fat (%) (Table 4). Although
cirrhotic patients had significantly lower body fat (%) at
baseline [40.9% (37.7-44.7) vs. 51.5% (50.0-53.7) for
non-cirrhotics, P = 0.017], there was no difference
between the groups in the magnitude of reduction in
BMI or body fat (%) observed at week 24 (P = 1.0).
Two cirrhotic patients gained weight over the 24-weeks,
but achieved overall falls in percentage body fat; neither
patient had ascites.

Waist circumference was reduced significantly by
8.5 cm (4.85-15.50). Other features of the metabolic

Liver International (2012)
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Individual patient characteristics at baseline for patients initiating the HCV lifestyle intervention

Table 1.

Liver biopsy

Fibrosis
stage

Waist

Antiviral

MELD
score

Metabolic

circumference

(cm)
114

BMI

treatment

history

Child-Pugh

score

Hepatic

HOMA-IR
2.99
3.54

steatosis (%)

20

(Metavir)

ALT (IU/ml)

syndrome

Obesity
(kg/m?)  class*

Genotype

Age  Gender

Patient

4.44
3.23
2.83
7.27
3.73
3.70
2.29
2.39
2.72
2.41
5.01
5.83
5.46
4.35

lo—0O0O | | —OWnunoowno
— V—NVm

I N— N — =N T

41
63
109
107
24
124
67
91
34
39
64
62
224
145
228
22

Yes
No
No
No
No
Yes
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
No
Yes

111

96
102
129
123

92
124
119

91
112

97
129
123
113
129

Relapser

Naive
Naive
Naive
NR
Naive
NR
Naive
Naive
NR
NR
Naive
Naive

NR
NR
NR

OO -0 O0OWVTONNOM ST LN
LN ONOWOOW S LW O
TANMNMNTNONOONO —ANMS LN O

Liver International (2012)
© 2012 John Wiley & Sons A/S

*Obesity class as defined by the World Health Organisation: Class |, BMI 30-34.9 kg/m?; Class I, BMI 35-39.9 kg/m?; Class IIl, BMI > 40 kg/m?.

NR, non-responder; SVR, sustained virological response.

Three patients without liver biopsy were classified as non-cirrhotic for the absence of clinical features of cirrhosis or portal hypertension and Fibrotest <0.6.
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(A) Change in HOMA-IR

P = 0.003°
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Fig. 2. (A) HOMA-IR over 24 weeks. P-value is for the difference
across the 3 time points (Friedman test). *Pairwise comparison
week 0-24, P < 0.05. (B) Physical activity (steps/day) over 24-
weeks. P-value is for the difference across the 3 time points
(Friedman test). *Pairwise comparison week 0-24, P < 0.05.

syndrome (blood pressure, serum lipids) were not sig-
nificantly reduced in this cohort.

Biochemistry. ALT, AST, and yGT levels all fell signifi-
cantly with the intervention.

Adipocytokines. In keeping with the expected change
associated with weight loss, a significant reduction in
serum leptin was observed between week 0 and week 24,
with a corresponding significant increase in adiponectin
level. Levels of TNFa, resistin, TGF and IL6 were rela-
tively stable during over the 24-week intervention.

Fatigue, mood and quality of life. The 24-week lifestyle
intervention led to overall improvement in median fati-
gue score as measured by the FIS (Table 5). The median
clinician-rated mood score measured by the MADRS
improved across the entire group. Notably, the median
values of FIS in the cirrhotic cohort were higher than in
the non-cirrhotic group (P < 0.05 at all time points,
data not shown) and cirrhotic patients also demon-
strated poorer mood than non-cirrhotics (P < 0.05 at
each time point, data not shown).

Safety

During the study, no complications occurred in the
non-cirrhotic group. One patient with cirrhosis (base-
line Child-Pugh B, MELD 13) developed clinical ascites
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Table 2. Physical activity, caloric intake and diet composition during the lifestyle intervention

Intervention Week 0 Week 12 Week 24 P-value
Physical activity
Energy expenditure 127 (78.5-254.5) 189 (147-639.2) 446 (262.3-567.7) <0.001*}
(kcal/day, calculated
from Paffenbarger Physical
Activity Questionnaire)
Caloric intake and dietary
composition
Energy intake (kcal/day) 2263 (1805.4-2697.0) 1580 (1334.9-1765.5) 1281 (1099.5-1856.3) <0.001
Carbohydrate (%) 50 5 (45-56) 49 (44-53.5) 47.5 (42-54.25) 0.961
Protein (%) 5(14-18) 9(17-21) 20.5(17-23) <0.001
Fat (%) 4(27.25-42.5) 33(26.5-37.75) 34 (24-36) 0.551
MUFA (%) 11 5(8.25-13.75) 1 5(8.5-15.25) 10 (8.5-14) 0.127
PUFA (%) 5(4.25-9.00) 5(5-8.75) 7 (4-9.5) 0.663
Saturated fat (%) 1(7-13.5) 5(8.25-11) 9 (5.5-10) 0.779
n-3 FA (g/day) 1. 08 (0.498-1.625) 86 (0.392-1.589) 0.54 (0.393-2.030) 0.526
n-6 FA (g/day) 11.94 (5.670-18.568) .38(4.813-12.523) 8.50 (3.063-12.100) 0.223
Other fats (%) 5(4-7) 4(3-7.75) 4 (3-6) 0.083
Cholesterol (mg)/day 284 (174.7-435.4) 77 (129.3-271.7) 178 (87.4-230.5) 0.071
*Comparison between weeks 0 and 12 significant at a P < 0.05 level.
ftComparison between weeks 0 and 24 significant at a P < 0.05 level.
P-values listed for Friedman test. Pairwise comparisons performed with Wilcoxon rank signed test.
Table 3. Protocol recommended and self-reported dietary intake for cirrhotic patients
Self-reported dietary intake
Dietary intakes Protocol recommendations  Baseline Week 12 Week 24 P*
Energy intake (kcal/day) 1946 (1815-2094) 2302 (1910-2426) 1607 (1344-1768)  1348(1286-1602) 0.074
Energy intake (kcal’/kg AW/day) 24.3(22.11-25.3) 27.5(23.1-30.5) 20.7(17.0-22.2) 17.1(16.4-19.8) 0.050
Protein (%) 20-30% 15(14.25-17.25) 18 (17-19) 22.5(21-23) 0.022
Protein (g/kg AW/day) 1.2 1.03 (0.95-1.09) 0.98 (0.85-1.07) 0.93(0.87-1.09) 1.000
Protein (g/day) 99 (95.2-99.5) 84 (80-88) 79.5 (64-87) 78 (70-92) 1.000

*P-value for change in measured value across three timepoints by Friedman’s test.

AW, adjusted body weight.

by week 4 associated with infectious diarrhoea. This
responded to diuretics, and the patient continued the
study.

Discussion

In this population of obese and insulin-resistant patients
with CHC, a 24-week lifestyle intervention led to
increased PA and reduced caloric intake resulting in sig-
nificant weight loss and improved indices of IR. Both
the administration and acceptability of this programme
were feasible with adherence of 100%. As both IR and
obesity independently contribute to adverse hepatic and
metabolic outcomes in CHC, such an intervention
should be considered as part of the management of
obese patients with CHC. In addition to the improve-
ment in metabolic and anthropometric endpoints,
improvements in fatigue levels and mood were also
observed, highlighting the non-metabolic/non-hepatic
benefits of the lifestyle intervention.

Loss of IR (the primary outcome, HOMA-IR < 2.0
at week 24) was achieved by 50% of participants. How-
ever, the lifestyle intervention had variable effects on
insulin and glucose homeostasis at the target sites of
insulin activity; the liver and skeletal muscle. The effects
of a dietary and PA intervention on these specific insulin
target sites have not been previously reported. In distinc-
tion to previous studies of diet and exercise in CHC (34—
36), we have observed improvement of the hepatic ISI
but not the skeletal muscle 1SI as measured by the
dynamic responses to oral glucose challenge. Although
we did not employ the gold standard euglycaemic insulin
clamp technique to measure hepatic and skeletal muscle
insulin sensitivity, these were derived from the 2h-OGTT.
It has been reported that these techniques have moderate
correlation with the euglycaemic insulin clamp technique
(R = 0.64 and 0.78 respectively, P < 0.0001 for both cor-
relations) (28). Hepatic ISI calculated from the 2h-OGTT
correlated more strongly with the clamp technique than
other indirect measures of insulin sensitivity (28).

Liver International (2012)
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Table 4. Secondary outcomes during the lifestyle intervention
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Outcome measure Week 0 Week 12 Week 24 P-value
Measures of insulin and glucose homeostasis
Fasting glucose (mmol/L) 5.3(4.80-5.74) 5.1 (4.80-5.28) 4.9(4.38-5.35) 0.007%
Fasting insulin (mIU/L) 15.3(11.59-19.89) 12.70(9.17-16.53) 10.17 (8.15-15.53) 0.01%
OGTT-AUC Insulin (h mIU/L) 172.7 (138.25-224.50) 171.1(128.04-213.75) 115.9(91.74-156.57) 0.00371%
OGTT-AUC Glucose (h mmol/L) 16.1(14.16-19.50) 15.4(13.40-16.17) 14.5(13.00-15.75) 0.011%
Hepatic ISIf (mmol miU h%/L?) 76.3(51.768-102.37) 78.7 (59.25-104.96) 53.5(35.32-72.92) 0.009+%
Skeletal muscle ISI 0.42 (0.21-0.645) 0.73(0.348-0.968) 0.75(0.49-1.28) 0.607
C-Pep (pmol/L) 1127 (902-1456) 1033 (943-1268) 966 (749-1075) 0.003%
C-Pep:insulin ratio 9.6 (8.17-14.44) 11.2(8.7-16.8) 12.6 (9.45-16.7) 0.208
HbA1C (%) 5.5(5.13-5.98) - 5.5(5.05-5.95) 1.00
Anthropometry and features of the metabolic syndrome
Weight (kg) 98.3(88.65-108.45) 91.6 (80.3-105.05) 90.1(77.45-105.33) <0.001*%
BMI (kg/mz) 35.9(31.46-38.21) 31.9(30.16-35.75) 31.21(28.72-36.10) <0.001*%
Body fat (%) 50 (40.9-52.3) 49(39.0-51.4) 48(39.3-49.9) 0.007%
Waist circumference (cm) 113.5(98.25-123.75) 104.3(99.13-116.75) 102.5(95.88-111.5) <0.001*%
Systolic BP (mmHg) 120(115.3-129.2) 119(110-124.3) 120(115.8-124.4) 0.211
Diastolic BP (mmHg) 80 (70-80) 72 (70-75) 70(70-79) 0.084
Serum lipids
Cholesterol (mmol/L) 4.1 (3.48-4.6) 3.8(3.51-4.46) 3.5(3.34-4.47) 0.269
HDL-C (mmol/L) 1.15(1.000-1.358) 1.20(0.923-1.335) 1.16 (0.993-1.305) 0.56
LDL-C (mmol/L) 2.24(1.865-2.823) 2.33(1.988-2.598) 2.12(1.728-2.828) 0.779
Triglycerides(mmol/L) 1.13(0.918-1.322) 0.98 (0.765-1.188) 0.98(0.823-1.06) 0.087
Serum FFA (umol/L) 589 (463.5-725.75) 584 (484-772.25) 655 (452.25-940.25) 0.444
Serum biochemistry
ALT (U/L) 65.5(39.5-120.25) 62.5(39.25-123) 55 (38.75-96) 0.021
AST (U/L) 56 (35-100.5) 51 (41.75-109) 47 (35.25-81) 0.0081
GGT (U/L) 64.5 (45.25-85.75) 50 (33.5-73) 42 (28-65.5) 0.003%
ALP (U/L) 84.5 (66.25-97) 80.5 (58-86) 77 (59.25-91.75) 0.18
Bilirubin (nmol/L) 10.5(7.5-14.75) 14 (9.25-15) 12 (9.25-15) 0.112
Albumin (g/L) 40.5(38.25-42.75) 40 (38.25-42.00) 39.5(37.25-41.75) 0.061
Adipocytokines
Adiponectin (ug/ml) 0.88 (0.559-20.700) 0.76 (0.639-14.806) 3.69(0.738-14.719) 0.047%
Leptin (ng/ml) 12.03 (8.060-30.341) 12.42 (5.560-25.982) 10.70(5.145-22.354) 0.028%
TNFa (pg/ml) 86.5(14.52-166.47) 79.0(13.31-107.68) 84.9(11.63-225.42) 0.461
IL6 (pg/ml) 0.619(0.617-2.474) 0.619(0.617-1.306) 0.620(0.618-2.315) 0.083
Resistin (pg/ml) 1.81 x 10%(1.10 1.21 x 10%(7.28 x 1.21 x 10%(9.99 x 0.009%
x 10*-2.94 x 10% 10%-1.75 x 10 10°-2.73 x 109
TGFb (pg/ml) 2.17(2.17-14.90) 2.17 (2.17-15.05) 2.17(2.17-20.58) 0.646

*Comparison between weeks 0 and 12 significant ata P < 0.05 level.

tComparison between weeks 12 and 24 significant at a P < 0.05 level.

tComparison between weeks 0 and 24 significant at a P < 0.05 level.

{Hepatic ISI derived from the 2h-OGTT correlates with hepatic IR index calculated from the euglycemic insulin clamp (R = 0.64, P < 0.0001) ref.
Abdul-Ghani MA et al. Diabetes Care 2007;30:89-94.

P-values listed for Friedmans test. Pairwise comparisons performed with Wilcoxon rank signed test.

Table 5. Fatigue and mood scores during the lifestyle intervention

Outcome measure Week 0 Week 12 Week 24 P-value
FIS (score/160) 49 (9.25-85.75) 23.5(3-63.75) 22.5(8.75-60.75) 0.0067}
CES-D (score/60) 10.5(7.25-19.5) 6(1.26-16.00) 8.5(2.25-23.5) 0.199
MADRS (score/10) 6(2.5-10) 2 (0-8.5) 2 (0-4) <0.001*¥

*Comparison between weeks 0 and 12 significant ata P < 0.05 level.

tComparison between weeks 0 and 24 significant at a P < 0.05 level.

CES-D, Center for Epidemiologic Studies Depression Scale; FIS, Fatigue Impact Scale; MADRS, Montgomery-Asberg Depression Rating Scale. A higher
score indicates a higher level of fatigue (for FIS) or poorer mood (for CES-D and MADRS).

Insulin resistance in CHC may be virus-mediated,
and in obese individuals, likely to have a substantial
host-mediated component. The IR in CHC was initially

presumed to be all hepatic until Milner et al. reported
that the IR in non-obese normoglycemic males with
CHC is predominantly skeletal muscle (peripheral) in
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origin (37). The same authors interpreted the report of
Vanni et al. to indicate that approximately 80% of the
IR in their patients with CHC was peripheral in origin
(37, 38). The virus’ persistent influence on skeletal mus-
cle IR in this cohort of viremic patients would explain
the lack of improvement in skeletal muscle ISI despite
dietary and exercise measures.

The improvements in hepatic ISI in the presence of
persistent viremia is consistent with an improvement in
the host-mediated component of hepatic IR. Proposed
mechanisms for this improvement in host-mediated
hepatic IR include the participants” absolute reductions
in carbohydrate and fat intake (potentially reducing
both fatty acid influx to the liver and de novo lipogene-
sis) and exercise-induced increase in intrahepatic -oxi-
dation of fatty acids. The corresponding reduction in
serum YGT observed at week 24 may reflect improved
intrahepatic lipid homeostasis.

The superior metabolic (rate of loss of IR) and non-
metabolic (fatigue and mood) outcomes in the non-cir-
rhotic patients suggest that lifestyle intervention should
be considered in early stage disease. Cirrhosis (indepen-
dent of viral or host metabolic factors) may contribute
to IR and T2DM in part due to hyperinsulinaemia and
reduced hepatic uptake of glucose. Cirrhotic patients in
the present study had a higher baseline HOMA-IR, but
lesser degree of body fat than non-cirrhotics, suggesting
that there was a greater contribution of underlying cir-
rhosis to the IR more so than host body fat. This may
explain why the cirrhotic cohort had a lesser response to
the lifestyle intervention. Cirrhosis may also lead to
impaired insulin degradation, thereby being associated
with increased serum insulin levels (and therefore
higher HOMA-IR); as c-peptide:insulin ratios did not
change with the intervention, there is no suggestion that
impaired insulin degradation in the cirrhotics was a
contributing factor.

The non-metabolic benefits to the intervention are
also apparent. Although the present study was
unblinded, the discordance between the change in
MADRS and CES-D score over time probably reflects
the superior sensitivity of the MADRS to detect clini-
cally significant changes in mood as compared with the
CES-D, which serves a screening tool for mood distur-
bance (32, 33). By introducing such a lifestyle interven-
tion in obese insulin-resistant patients with CHC with
early stage disease, perhaps greater benefits may be
obtained, and morbidities associated with cirrhosis
potentially minimised or prevented. The metabolic and
anthropometric benefits achieved in cirrhotic patients
still justify lifestyle intervention in those with later stage
disease, the benefit being to potentially reduce the risk
of HCC and liver transplant-related morbidity (16-19).

Our study, in spite of the relatively small sample size,
demonstrates the significant effects of a lifestyle inter-
vention in a ‘high-risk’ group of obese and insulin-resis-
tant subjects with CHC. The effects of a PA intervention
in a ‘low-risk’ group of patients with CHC (non-obese
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patients who were not all insulin-resistant) have
recently been reported (36). However, the absolute ben-
efits of the metabolic and anthropometric improve-
ments observed in the latter ‘low-risk® cohort are
questionable. The overall weight loss achieved in the
present study was less than 10%; as little as 7% weight
loss over 12 weeks has been shown to improve liver his-
tology in patients with CHC (34, 35). We did not corre-
late our findings with histology, but as IR and obesity
are associated with fibrosis progression (7, 15), the met-
abolic and anthropometric improvements achieved by
the present study are likely to improve liver histology if
maintained (35).

The European Society for Clinical Nutrition and
Metabolism (ESPEN) guidelines on enteral nutrition for
patients with cirrhosis recommended a daily caloric
intake of 3540 kcal/kg body weight per day (27), but
this does not address obese cirrhotic patients and their
need for weight loss. As the cirrhotic participants
recruited to the study were all obese, adhering to the
ESPEN guidelines regarding caloric intake based on the
baseline measured weight would have led to weight
maintenance. This was not the aim of the study, as
maintenance of an obese body weight places the cir-
rhotic patient at risk of hepatic and metabolic morbidity
and mortality.

The present intervention is short-term (24-weeks) as
we recognise that prolonged caloric deficits may be det-
rimental to cirrhotic patients. The median reported
caloric intake at the end of the intervention was approx-
imately 1300 kcal/day, lower than the study protocol
recommendations (Table 3). One explanation is that
the participants exceeded the protocol recommenda-
tions; counselling at the week 12 visit included encour-
aging patients to increase their caloric intakes towards
the protocol recommendations so as to have enough
energy to carry out their exercise and usual activities.
Underreporting of dietary intake may have also contrib-
uted to the low median caloric intake observed. It has
been shown previously that underestimation of energy
intake of approximately 20% is common and can reach
up to 50% in obese subjects (39, 40).

While uptake (enrolment) amongst those eligible for
the present study was around 50%, the completion rate
amongst participants was 100%. Adherence to lifestyle
intervention and the maintenance of behaviour changes
in this cohort of patients with CHC were important
considerations in the design of this present lifestyle inter-
vention. A Cochrane systematic review confirmed that
greater weight reduction is achieved when behaviour
therapy is combined with a diet/exercise approach
compared with diet/exercise alone (41). The highest effi-
cacy is attained when there is frequent clinical contact,
but the benefits of lifestyle interventions appear to pla-
teau at 1 year (41). The incorporation of such behaviour
techniques in the present study probably maximised the
completion rate of the intervention and therefore its
effects.
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An alternative to a lifestyle intervention to manage
insulin and glucose homeostasis is pharmacotherapy
with primary hepatic insulin sensitisers (metformin),
and peripheral sensitisers (e.g. pioglitazone). One advan-
tage of the lifestyle intervention over pharmacotherapy is
the lack of side effects (e.g. weight gain with pioglitaz-
one). No safety concerns have been uncovered by our
study; all patients were able to tolerate both the diet and
the increase in PA, which led to an increase in well-being.
The only observed complication (ascites in one cirrhotic
patient) could not be ascribed to the intervention.

The exclusion of genotype 3 patients from the present
study was made in view of the potential confounding
effects of genotype 3 HCV infection on the metabolic
outcomes being observed in our study. Genotype 3
HCV is recognised to induce hepatic steatosis indepen-
dent of BMI (42). This is in contrast to non-genotype 3
HCV-infected patients in whom the steatosis grade was
strongly influenced by BMI and associated with IR (42).
Any recommendations arising from our study are there-
fore only applicable to genotype 1 (the majority of par-
ticipants in the present study).

Treatment response to protease-inhibitor-based triple
antiviral therapy for genotype 1 CHC, which has
become the new therapeutic standard of care, does not
appear to be influenced by IR or BMI (43). However, IR
and obesity remain important management consider-
ations for patients with CHC who have contraindica-
tions to therapy, those who fail to respond and
non-genotype 1 patients who receive pegylated inter-
feron and ribavirin. Lifestyle interventions remain rele-
vant in these latter cases because of the potential to
reduce both morbidity and mortality related to fibrosis
progression, HCC and possibly even liver transplant
outcomes.

In summary, this 24-week lifestyle intervention was
both feasible and effective in improving IR and BMI in
obese patients with insulin-resistant CHC. Future
research should focus on whether the implementation
of this intervention prior to antiviral therapy enhances
the virological response. It will be important to deter-
mine the degree to which body weight influences the
incidence of type 2 diabetes in CHC, vascular complica-
tions and hepatic outcomes such as cirrhosis and HCC
in CHC.
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The Course of Posttransplant Hepatitis C Infection:
Comparative Impact of Donor and Recipient Source of
the Favorable ILZ28B Genotype and Other Variables
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Background and Aims. The IL28B genotype has been linked to sustained virological response (SVR) in hepatitis C
virus (HCV). Its role on disease biology and progression is less clear. We characterized the effects of IL28B genotype
on HCV recurrence, allograft histology, rate of SVR, and survival after liver transplantation (LT) in HCV.
Methods. Consecutive patients who underwent LT with HCV were studied. The rs12979860 genotype from both the
donor was and recipient was determined. Measured endpoints included histologic HCV recurrence (inflammatory
grade and fibrosis stage), acute cellular rejection, SVR, retransplantation, and death.

Results. The study cohort comprised 272 consecutive LT in 255 patients. C-allele frequency was 56% in recipients
and 70% in donors (P<0.001). Recipient IL28B CC genotype was associated with lower alanine aminotransferase levels
and viral load at recurrence and a lower frequency of F of 2 or higher on liver biopsy at 1 year after LT, when compared
with the non—CC genotype (P=0.012). The opposite was observed in LT with donor CC genotype (P=0.003). Both
recipient and donor CC genotype favored SVR, and when the two of them occurred together, the SVR rate reached 90%.
Survival analysis after 5.5 years of follow-up showed a higher rate of progression to cirrhosis (hazard ratio, 5.96; 95%
confidence interval, 1.29-27.6), liver-related death, or retransplantation among liver transplant recipients with a CC
genotype donor.

Conclusions. The IL28B genotype is predictive not only of SVR but also of the histologic diagnosis of posttrans-
plant hepatitis C, with donor CC genotype favoring inflammation and fibrosis, and adverse outcomes during long-
term follow-up. A favorable effect of donor CC genotype is manifest only after antiviral therapy.

Keywords: Acute cellular rejection, Fibrosis, Histologic grade, Interferon \, Survival, Sustained virological response.

(Transplantation 2012;94: 197-203)

epatitis C virus (HCV) is the most common chronic
blood-borne infection in the United States and affects
130 to 170 million people worldwide (I). Decompensated
cirrhosis due to chronic hepatitis C (CHC) continues to be
the leading indication for liver transplantation (LT). Viral
eradication by means of sustained virological response (SVR)
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with pegylated interferon and ribavirin is known to improve
clinical outcomes in the long term (2, 3).

Genome-wide studies have demonstrated a strong as-
sociation between allelic variations in the IL28B gene and
viral eradication. Patients who are homozygous for the fa-
vorable allele are more likely to spontaneously eradicate the
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FIGURE 1. Variation in inflammatory grade in fibrosis
stage recipient or donor IL28B genotype.

virus after acute infection and to achieve of SVR after
treatment with peginterferon and ribavirin (4-8). Although
the mechanism of action is unknown, the described single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) involve the lambda inter-
ferons (IFN-\)—a family of type III IFN with antiviral activity
(4). The study of CHC disease biology and factors that af-
fect progression after LT is important because one third of
patients develop cirrhosis, die, or require retransplantation
owing to the recurrence of HCV by the fifth postoperative
year (9, 10-13).

Understanding the relative impact of donor and recip-
ient IL28B genotype on post-LT outcomes may yield insights
into virus-host interactions and mechanisms applicable to
both the transplant and nontransplant setting. Reports of
the association between IL28B genotype and posttransplant
CHC (14-18) have largely confirmed what has been observed
in the nontransplant setting with regard to the effect of IL28B
on SVR after antiviral treatment (AVT). Data regarding the
effect of IL28B genotype on the clinical progression of specific
facets of recurrence of HCV and the overall impact on sur-
vival are scarce. In the present study, we characterized the
effect of IL28B genotypes on HCV recurrence, as measured
by allograft histology, the rate of SVR, and patient and
graft survival.

RESULTS

A total of 328 LT were performed in 308 patients with
CHC. IL28B genotype could not be determined in 37 LT
(mostly because of DNA unavailability), 17 patients dem-
onstrated negative HCV RNA at the time of LT. One patient
experienced spontaneous clearance of HCV RNA after LT—
this patient demonstrated a CT genotype and received a CC
allograft. The final cohort thus consisted of 272 LT per-
formed in 255 patients with CHC (Fig. 1). IL28B genotyping
was successful in 239 explanted livers (recipients, R-IL28B)
and 241 allografts (donors, D-IL28B). Donor DNA was
extracted from back table biopsies obtained before implan-

Transplantation ¢ Volume 94, Number 2, July 27, 2012

tation. A total of 126 liver transplant recipients (46%) received
post-LT AVT.

The distribution of IL28B genotypes differed between
recipients (R-IL28B: CC 31%, CT 49%, and TT 20%; n=239)
and donors (D-IL28B: CC 52%, CT 37%, and TT 11%;
n=241); the difference being significant for the comparison
of CC genotype against non-CC (P<0.001). R-IL28B did
not deviate from the genotype distribution expected under
the Hardy-Weinberg equilibrium (C-allele frequency=0.558;
x> test, P=0.83), but there was a trend for deviation from
equilibrium in D-IL28B (C-allele frequency=0.701; X° test,
P=0.09). Baseline characteristics for the 239 LT with IL28B
genotyping are shown in Table 1. Viral genotypes were not
distributed evenly across the different R-IL28B, with a pre-
dominance of genotype 1 in TT and CT.

Hepatitis C Recurrence and Allograft Histology

Fibrosing cholestatic hepatitis was identified in 12
LT involving 11 patients. Nine of these died. There was no
association or notable trend for association between either
D-IL28B or R-IL28B and fibrosing cholestatic HCV.

Histologic features of recurrence of HCV were ap-
parentin 232 LT (91%) after a median follow-up of 2.6 years
(range, 1.1-5.7 years). Patients with the R-CC genotype dem-
onstrated a longer time to recurrence of HCV when compared
with R-nonCC genotype, 4.6 months (range, 3.7-13 months)
versus 4.1 months (range, 2.4-6.9 months), respectively,
P=0.006 (Table 2). No significant relationship was found
with D-CC. Patients with R-CC presented with lower levels of
alanine aminotransferase (ALT) and viral load and higher
albumin when compared with their R-nonCC counterparts,
whereas the opposite effect was observed for ALT and viral
load for D-CC versus D-nonCC. In the multivariate analysis,
only a trend for the effect of R-CC on time to recurrence
remained (P=0.06).

The frequency of patients developing significant fibrosis
(F>2) on protocol biopsies was 8% (n=232), 32% (n=217),
53% (n=158), 61% (n=97), and 75% (n=63) at 4 months at 1,
3, 5, and more than 5 years after transplant, respectively. The
frequency of inflammatory grade 2 or higher in serial biopsies
was 23% (n=224), 53% (n=210), 50% (n=155), 55% (n=94),
and 48% (n=61) at the same time points. The 1-year time
point was used to explore the effect of IL28B on HCV histo-
logic stage and grade (Fig. 2). A higher proportion of patients
with R-nonCC and D-CC had progressed to F of 2 or higher
by the first year after LT, and this was paralleled by more
inflammatory activities in D-CC. Analysis of results with pa-
tients censored at initiation of antiviral therapy (AVT) yielded
similar results.

A total of 113 recipients (43%) demonstrated at least
one episode of acute cellular rejection (ACR) during follow-
up. The proportion of patients having at least one episode
of ACR according to IL28B genotype is shown in Figure 2.
There was a numerically higher rate of ACR in both R-nonCC
(46% vs. 35%, P=0.12) and D-CC (48% vs. 38%, P=0.12),
although differences did not reach statistical significance.

Multivariate analysis assessing the magnitude of the ef-
fect of IL28B on clinically relevant fibrosis at 1 year is shown in
Table 3. Both R- and D-CC genotypes were independently
associated with progression to F of 2 or higher at 1 year after LT,
the former being protective and the latter being predictive of

Copyright © 2012 Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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TABLE 1. Baseline characteristics (before LT) according to recipient IL28B genotype

Characteristics CC (n=74) CT (n=116) TT (n=49) P
Age, mean (SD), y 52 (8) 51 (8) 53 (9) 0.48
Male, n (%) 47 (64) 87 (75) 33 (67) 0.22
Donor age, mean (SD), y 43 (18) 43 (17) 41 (16) 0.86
HCV genotype, n (%)

Gl 33 (56) 73 (79) 40 (92) <0.001

G2 10 (17) 9 (10) 2 (4)

G3 15 (25) 5(5) 1(2)

G4 0 6 (6) 1(2)

G6 1(2) 0 0
MELD, median (interquartile range) 14 (12-25) 15 (11-21) 16 (11-21) 0.96
Platelets, billion/L, median (interquartile range) 60 (44-80) 69 (52-95) 74 (51-98) 0.047
Sodium, mEq/L, median (interquartile range) 136 (134-139) 136 (132-138) 136 (132-139) 0.54
Albumin, g/dL, median (interquartile range) 3.1 (2.8-3.5) 3.1 (2.8-3.5) 2.9 (2.5-3.2) 0.03
ALT, TU/L, median (interquartile range) 63 (41-104) 73 (46-140) 71 (52-102) 0.19
lothalamate Cl, mL/min/1.73m? mean (SD) 82 (37) 76 (33) 79 (31) 0.52
CMV mismatch, n (%) 15 (23) 22 (22) 6 (14) 0.48
Type 2 diabetes mellitus, n (%) 6 (8) 22 (20) 4(9) 0.049
Donor IL28B, n (%)

CC 37 (56) 56 (55) 19 (44) 0.41

CT 26 (39) 36 (35) 18 (42)

TT 3(5) 10 (10) 6 (14)

MELD, model for end-stage liver disease.

increased risk. Variables that were predictive in univariate but
not multivariate models of fibrosis progression were recipient
age at LT, age of the donor, gender, steroid boluses for treated
ACR, cytomegalovirus (CMV) infection, steatohepatitis at 4
months, targeted calcineurin inhibitor levels during the first
year after LT, viral genotype, and viral load at recurrence (in
quartiles).

SVR

A total of 120 liver transplant recipients -without fi-
brosing cholestatic hepatitis- (46%) received at least one dose
of AVT. Distribution of genotypes was as follows: genotype 1,
76%; genotype 2, 12%; genotype 3, 8%; and genotype 4, 3%;
genotype was unknown in two patients. Of all the treated
patients, 39% achieved SVR, 42% demonstrated no response,
and 10% experienced either a breakthrough or a relapse. At
the time of the analysis, 12 patients were still undergoing
AVT. SVR varied significantly with R-IL28B, with the greatest

response among patients who received liver transplants with
recipient CC genotype, intermediate for CT, and low for TT
(Fig. 3). A similar pattern was observed for D-IL28B geno-
types. When both R- and D-IL28B genotypes were grouped
together in CC—nonCC pairs, an additive effect was observed,
with SVR reaching 90% among the 10 patients who received
liver transplants bearing both R-CC and D-CC. A multi-
variate analysis confirmed the independence of the effect of
IL28B on SVR and the greater effect of viral genotype (Table 4).
Donor age also affected SVR, with a decrease of 4% for each
older year. Importantly, the use of either tacrolimus or cy-
closporine did not influence SVR. Variables that were predic-
tive in univariate but not multivariate models of SVR were
recipient age at LT, gender, ALT level at recurrence, body
mass index, treated ACR, CMV infection, use of either
tacrolimus or cyclosporine, targeted calcineurin inhibitor
levels during the first year after LT, viral load before AVT,
duration of treatment, clinically relevant fibrosis at 1 year,

TABLE 2. Recurrence of HCV infection after LT

R-IL28B D-IL28B
CC nonCC P CC nonCC P
Time to recurrence, mo 4.6 (3.7-13) 4.1 (2.4-6.9) 0.006 4.1 (3-6.4) 4.2 (3.1-10) 0.36
ALT, U/dL 95 (49-220) 162 (76-279) 0.026 140 (85-309) 102 (54-229) 0.012
Albumin, g/dL 4 (3.6-4.4) 3.8 (3.5-4.2) 0.043 3.8 (3.6-4.2) 3.9 (3.6-4.3) 0.51
Bilirubin, mg/dL 0.9 (0.5-1.4) 0.9 (0.6-1.5) 0.55 0.9 (0.6-1.6) 0.9 (0.7-1.6) 0.77
Tacrolimus, ng/mL 8.5 (6.8-11.3) 8.9 (6.9-12.6) 0.42 9.3 (7.2-12.9) 8.7 (6.3-11.4) 0.09
Viral load, log;o IU/mL 6.0 (5.4-6.6) 6.7 (6.0-6.9) <0.001 6.8 (6.5-7) 6.1 (5.4-6.6) <0.001

Values are medians (interquartile range).
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FIGURE 2. A, variation in fibrosis stage, inflammatory

grade and acute cellular rejection according to recipient
and donor [L28B genotype. B, combined effect on fibrosis
and inflammation according to recipient and donor IL28B
CC/non-CC pairs.

TABLE 3. Multivariable analysis for fibrosis progression
Model/covariables OR (95% CI) P
Bivariate
R-CC 0.39 (0.18-0.82) 0.014
D-CC 2.5 (1.35-4.73) 0.004
Multivariate
R-CC and D-nonCC 0.52 (0.14-1.88) 0.32
D-CC and R-nonCC 3.01 (1.29-7.09) 0.011
R-CC and D-CC 0.74 (0.22-2.38) 0.61
MELD 1.002 (1.000-1.003) 0.028
ALT recurrence 1.05 (1.00-1.10) 0.030

Variables excluded from final multivariate model were age at LT, age of
the donor, gender, steroid boluses for early ACR, CMV infection, steato-
hepatitis at 4 months, targeted calcineurin inhibitor levels during the first
year after LT, viral genotype, and viral load at recurrence (in quartiles).

CI, confidence interval; OR, odds ratio.
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FIGURE 3. Sustained virological response according to
IL28B genotypes.

and use of erythropoietin or colony-stimulating factor dur-
ing AVT.

Survival Analysis

After a median follow-up of 5.5 years (range, 2.2-9 years),
there were 53 deaths (23%), 32 of which were liver-related
deaths (14%), 10 retransplantations (4%), and 29 (12%) al-
lografts progressing to F4. Although there was no relationship
between the IL28B genotypes and death, liver-related death
or retransplantation (data not shown), it was noted that
the R-IL28B genotypes were associated with progression to F4,
and this significance persisted when combined in a composite
endpoint with liver-related death and retransplantation.
This combined endpoint was observed in 82 patients (35%).
Because it was presumed that the beneficial effect of IL28B
polymorphisms on the SVR rate could affect their associa-
tion with the composite endpoint, further analyses were per-
formed after censoring treated patients on the day AVT
was started. With this approach (censoring on day of initi-
ation of AVT), the association between R-IL28B and the
composite endpoint was lost, although it was now observed
with D-IL28B (Fig 4). To assess the magnitude of the effect
regression models were built, and because of colinearity

TABLE 4. Multivariable analysis for SVR
Model/covariables OR (95% CI) P
Bivariate
R-IL28B 3.90 (1.93-7.89) <0.001
D-IL28B 2.14 (1.08-4.21) 0.028
R-CC/D-CC pairs 2.57 (1.49—4.42) 0.001
Multivariate
R-CC/D-CC pairs 2.43 (1.28-4.61) 0.006
Donor age 0.96 (0.93-0.99) 0.026
HCV genotype 10.25 (1.89-55.49) 0.007

Genotype was introduced as G1/4 versus G2/3.

Variables excluded from final multivariate model were age at LT, gender,
ALT level at recurrence, body mass index, steroid boluses for ACR, CMV
infection, use of either tacrolimus or cyclosporine, targeted calcineurin in-
hibitor levels during the first year after LT, viral load before AVT, duration of
treatment, clinically relevant fibrosis at 1 year, and use of erythropoietin or
colony-stimulating factor during AVT.
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Kaplan-Meier curves for survival free from cirrhosis according to recipient (A) and donor (B) /L28B genotypes

and for the composite endpoint (liver-related death and allograft failure) according to recipient (C) and donor (D) IL28B
genotype. In C and D, patients who received AVT were censored at the beginning of treatment.

between the CT and TT genotypes, these were grouped as
non-CC and compared with CC for both R-IL28B and D-
IL28B. Results of the univariable and multivariable models
are shown in Table 5. Only D-CC was independently asso-
ciated with an increased risk of an adverse outcome (pro-
gression to cirrhosis, liver-related death, or retransplantation).
The time of anhepatic phase before LT and CMV infection
during follow-up was also associated with an increased risk
of adverse outcome.

DISCUSSION

The persistence of liver disease related to HCV infec-
tion as the most common indication for LT and recurrence of
HCV infection as the most common cause of posttransplant
graft loss and mortality has resulted in a high level of interest
in factors that affect posttransplant outcomes. This study of
predictors of key outcomes after LT for HCV infection has
several potentially important new observations.

A central aspect of our current analysis is that the pre-
dictive usefulness of IL28B genotype for SVR is independent of
other known predictors of response, including viral geno-
type. We observed that the relative predictive usefulness of
the IL28B genotype for SVR, although highly significant, is
one quarter that of the HCV genotype. Our study also con-
firms the association of both R-IL28B and D-IL28B CC gen-
otypes with SVR in a larger and more complete cohort than
reported previously (14-18). It is important to consider how
our findings compare with those of others. Our findings are,
superficially, in contrast to those of Coto-Llerena et al. (18)
who reported that, although recipients with a CC genotype
demonstrated a higher frequency of SVR when compared with
non-CC recipients, a significant difference was not observed
when the donor genotype was assessed (41% and 28%, re-
spectively, P=0.179). The magnitude of the effect of donor
CC genotype is, however, similar to that observed in our
study, suggesting the lack of significance may be based on

power. Two other studies have noted a positive association
between the D-IL28B favorable genotype and successful AVT
(14, 17). On balance, in magnitude and direction of effect,
both recipient and donor IL28B genotypes seem to influence
the frequency of SVR, with the response being enhanced when
both R- and D- have the favorable genotype.

The mechanism through which the IL28B SNP geno-
type influences response to AVT is yet to be determined and
merits some consideration. IFN-A3, the product of IL28B gene,
belongs to the type III interferon family, causing induction
of interferon-stimulated genes (ISGs), maturation and dif-
ferentiation of dendritic cells, modulation of Tyl and T2
immune responses, and inhibition of Treg cells (19-22).
Thus, IFN-A3 is a proinflammatory cytokine, linking innate
and adaptive immune responses (23). Favorable IL28B SNPs
are associated with decreased levels of intrahepatic ISG (24,
25). Lower pretreatment ISG levels are predictive of ultimate
SVR in the nontransplant setting (26).

TABLE 5. Multivariable analysis for survival
Model/covariables HR (95% CI) P
Bivariate
R-CC 0.45 (0.17-1.23) 0.12
D-CC 2.59 (1.15-5.83) 0.02
Multivariate
D-CC 5.96 (1.29-27.6) 0.02
Anhepatic 1.02 (1.00-1.04) 0.014
CMV 3.44 (0.87-13.6) 0.078

Duration of the anhepatic phase was introduced in minutes.

CMV infection was introduced as a dichotomous variable.

Variables excluded from the final multivariate model were age at LT,
age of the donor, race, gender, time to HCV recurrence, postoperative biliary
and vascular complications, diabetes mellitus, and targeted calcineurin in-
hibitors levels during the first year after LT.

HR, hazard ratio.
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A further potentially important aspect of our study
is the differential predictivity of donor and recipient IL28B
genotype for key clinical and histologic outcomes. We ob-
served that recipients with a CC genotype have relatively slower
histologic recurrence, with decreased ALT levels and viral load
when compared with non-CC genotype, with the opposite
association for donor CC genotype. Others have reported a
significantly lower ALT and viral load in association with
recipient CC genotype and significantly higher ALT among
CC genotype donors (15-17). The clinical relevance of this
paradoxical influence of IL28B CC genotype according to
origin was evident when assessing the histologic data at 1 year
after LT, when it was seen that recipient CC genotype was
associated with lesser degrees of fibrosis than non-CC recip-
ients, and the converse for donors. The survival analysis was
consistent with histologic results, with a negative association
of donor CC genotype with progression to cirrhosis, liver-
related death, and retransplantation. Because of the sugges-
tion of proinflammatory roles for the CC genotype, we ex-
plored associations of IL28B with risk for ACR. Although a
higher frequency of ACR was seen in association with donor
CC, the difference was not statistically significant. Although
ACR was predictive of fibrosis in univariate modeling, its
usefulness was lost in the multivariate analysis. It is possible,
however, that an independent effect of ACR on propensity
for more advanced fibrosis would be seen in a larger study
and that part of the risk for more advanced fibrosis associated
with donor CC and recipient non—CC genotype is conferred
through an increased risk of ACR.

Taken together, these results suggest that a more ag-
gressive course of recurrence of HCV is associated with a
donor CC genotype in patients who do not receive AVT. The
overall superior posttransplant outcomes associated with
donor CC genotype occur by virtue of greater frequency
of attainment of SVR during AVT. Because of a substantially
increased risk of more severe histologic recurrence and
greater likelihood of responding favorably to AVT, it is
particularly important that AVT is administered when pos-
sible to patients who receive an allograft from a donor with a
CC IL28B genotype.

Studies of variation in fibrosis progression with IL28B
genotype have been inconsistent. In the nontransplant set-
ting, Marabita et al. (27) found no significant difference in
the frequency of advanced fibrosis between CC, CT, and TT
genotypes (26%, 25%, and 15%, P=0.46). A study including
patients with HCV/human immunodeficiency virus coinfec-
tion observed a higher rate of cirrhosis in CC when compared
with CT/TT (24% and 13%, P=0.01) (28). It is possible that
the effect of IL28B on liver fibrosis is only observed in pop-
ulations with accelerated fibrosis such as human immuno-
deficiency virus coinfection or LT. Two studies in patients who
underwent LT have examined the possibility of associations
of IL28B genotype and histologic outcomes. Eurich et al. (16),
in a study in which only recipient IL28B genotype was de-
termined, did not find significant differences in fibrosis pro-
gression between genotypes. Similarly, Lange et al. (17) did not
observe associations with either recipient or donor IL28B ge-
notype and cirrhosis. The authors noted, however, that they
lacked power to detect a meaningful difference in histologic
outcomes. There are other important differences between our
present study and those of Eurich et al. and Lange et al. in
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design (biopsies being or not mandatory at every time point
during follow-up), patient numbers (91 transplants in the
study by Lange et al. vs. 272 in our study), IL28B genotyping
method (rs8099917 vs. rs12979860), approach to AVT, and
prevalence of other risk factors for fibrosis. In the study by
Eurich et al., IL28B genotyping was performed only in re-
cipients, making an interaction between donor and recipients
IL28B genotype impossible to examine (the interaction was
very important in our analysis).

The basis for a fibrosing phenotype in association with
recipient and donor IL28B genotypes cannot, of course, be
determined from our study. Greater expression of IL28B
messenger RNA has been documented in both explanted and
allograft livers with the favorable antiviral genotype (14).
Persistence of CC genotype donor dendritic and lymphocytic
cells within the allograft could theoretically create an im-
munologic environment favoring inflammation and fibro-
genesis in the absence of viral eradication.

There are several limitations to our study, including
the fact that it was not possible, for example, to characterize
the IL28B genotype in 27% of our patients. There were, how-
ever, no baseline differences between patients who underwent
LT with and without available IL28B genotype. In addition,
the distribution of IL28B genotypes among donors showed a
trend for deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium.
The C-allele frequency was similar, however, to that reported
among other liver transplant recipient populations and is
likely a reflection of an enrichment of nonresponders to AVT
and failure to clear HCV during acute infection among liver
transplant recipients.

In conclusion, the clinical evolution of posttransplant
HCV infection varies with the origin of the CC genotype.
We also confirm the favorable association of both recipient
and donor CC genotype on response to AVT. In the absence
of viral eradication, donor CC genotype is associated with
a greater frequency of a composite endpoint including pro-
gression to cirrhosis, liver-related death, and retransplanta-
tion. It is particularly important that patients who receive
an allograft from a donor with a CC IL28B genotype receive
AVT. The interplay between donor and recipient genotypes
is clearly complex in liver transplant recipients. Studies of
the relative impact of donor and recipient IL28B genotype on
ISG and IFN-A1-3 expression are eagerly awaited.

PATIENTS AND METHODS

Patients

The study included patients with CHC who underwent LT between
January 1995 and July 2010 at our center. All patients were followed up
according to a standard protocol. DNA was collected from recipients and
donors. Available liver biopsies included mandatory biopsies at day 7 and at
4 and 12 months after LT and yearly thereafter and those requested by the
treating physician for clinical reasons. Quantification of HCV RNA in the
serum was performed with COBAS AMPLICOR HCV Test, version 2.0 assay
(Roche Molecular Systems). The study protocol was approved by the in-
stitutional review board of the Mayo Clinic.

DNA Extraction and IL28B Genotyping
DNA was extracted from stored paraffin-fixed liver tissue blocks
using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) assay. Donor and
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recipient DNA was tested for the polymorphism rs12979860 using the ABI
TagMan allelic discrimination kit and the ABI7900HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA).

Clinical Endpoints
Hepatitis C Recurrence and Allograft Histology

Recurrent hepatitis C infection was defined as a panlobular or portal
lymphocytic infiltrate, with detection of quantifiable HCV RNA in the
serum, and in the absence of any alternative cause. All liver biopsies were
reviewed for evidence of ACR (29). Fibrosis stage and inflammation grade
were evaluated in a standard fashion at years 1, 3, and 5 after LT and at the last
biopsy (if >5 years) (30).

SVR

A subset of patients received AVT with peginterferon + ribavirin. In
these, SVR was assessed and defined as undetectable HCV RNA at 24 weeks
after the end of treatment.

Survival

A composite endpoint consisting of liver-related death and/or allo-
graft failure (retransplantation or progression to F4) was used as the primary
endpoint. Patients with death or retransplantation during the first 90 days
after LT, hepatic artery thrombosis, or biliary strictures at anytime during
follow-up were excluded.

Statistical Analysis

Continuous variables are summarized as mean (SD) or median
(interquartile range). Comparisons were made with ¢ test and analysis of
variance or Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis tests according to the
distribution of data. Categorical variables were compared by means of the
chi-square test. Analyses were performed considering all genotypes for IL28B
(CC, CT, and TT) and grouping them as favorable versus nonfavorable (CC
vs. nonCC). Univariate (multiple linear, logistic, and Cox) regression
analyses were applied to build final multivariate models assessing risk fac-
tors for time to recurrence of HCV, fibrosis progression, and SVR, respec-
tively. Factors in the univariate analysis showing P<0.2 were entered in the
multivariate analyses. The final model included the covariates with the best
fit to the data. All statistical analyses were performed with Stata (version 9.2;
Stata Corp, College Station, TX).
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CONCLUSIONES

La investigacion realizada durante el Doctorado en Ciencias Médicas me ha
permitido consolidar mi perfil de investigacion hacia la fisiopatogenia de la
respuesta antiviral y desenlaces clinicos en VHC, tanto antes como después del
trasplante hepético. El proyecto de propuesta de tesis incluyé la aplicacién de
cuestionarios de calidad de vida (SF-36) antes y después de la intervencién, y se
establecié una seroteca con muestras de las semanas 0, 12 y 24. Esto dio lugar
a un nuevo proyecto que ha sido aceptado para su presentacion como un poéster
en "The Internacional Liver Congress, European Association for Study of the
Liver", a llevarse a cabo en Londres, 9-13 de abril de 2014. Lo que reportamos
en este resumen es que existe una reduccion en los niveles de la proteina IP-10
(interferon-gamma-inducible protein 10 kDa) en pacientes que realizan ejercicio.
Esto es importante porque se sabe que los niveles elevados de IP-10 en sangre
predicen falla al tratamiento antiviral, al ser un subrogado de la expresion de los
genes estimulados por interferon (ISGs). Asi, ademas de la mejoria en el perfil
metabolico, el ejercicio y la intervencion nutricional mejoraron el perfil de 1SGs.
Aungue, como ya se menciond, no se realizard un estudio aleatorizado con
pacientes recibiendo terapia antiviral con y sin ejercicio/dieta, estos resultados
apoyan aun mas la importancia de modificaciones en el estilo de vida para
facilitar el éxito de la terapia antiviral. Otro resultado interesante es que se logré
impactar positivamente la calidad de vida, particularmente en lo referente al
componente fisico de SF-36.

Nuevas hipétesis han surgido sobre el papel que el ejercicio puede jugar en el
periodo pretrasplante para favorecer desenlaces clinicos postrasplante.
Actualmente, estoy en proceso de obtener aprobacion por el comité de ética de
la universidad donde laboro (University of Arkansas for Medical Sciences) para
evaluar los cambios en amoniaco sanguineo en candidatos a trasplante
sometidos a una prueba de estrés cardiorespiratorio. Esto es relevante porque

de observarse elevacion considerable en amoniaco durante la prueba de
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esfuerzo, esto podria implicar riesgo para desarrollo de encefalopatia hepatica
asociada a ejercicio. De ser asi, medidas de seguridad para evitar esta

complicacion deberan ser tomadas en algunos pacientes.

Las principales causas de mortalidad después del trasplante hepético son:
recurrencia de la enfermedad que originalmente causo la falla hepéatica
(dominado por VHC), enfermedad cardiovascular, infecciones, diabetes
postrasplante, y neoplasias. El sindrome metabdlico postrasplante por tanto
afecta grandemente la supervivencia por su asociacion con: progresion
acelerada de VHC, desarrollo de enfermedad por higado graso, enfermedad
aterosclerdtica, mayor riesgo de infecciones en presencia de diabetes
pobremente controlada, y mayor riesgo de neoplasias en diabetes bajo
tratamiento con insulina. Segun datos obtenidos de la base de datos de la
Clinica Mayo los pacientes con VHC incrementan alrededor de 3 kg, o 1 kg/m?
en su indice de masa corporal por afio. El periodo pretrasplante se caracteriza
por gran motivacion de los pacientes para realizar cambios en su estilo de vida.
En colaboracién con Kymberly Watt (Clinica Mayo), y Michael Charlton (ahora
Intermountain Medical Center, Utah), actualmente estamos disefiando un
protocolo de investigacion para evaluar el efecto de un programa de ejercicio
pre-trasplante en la mejoria de desenlaces clinicos pre- y postrasplante.

Como proyecto futuro asociado a observaciones hechas durante el Doctorado en
Ciencias Médicas, quiero determinar la utilidad de la hemoglobina glucosilada
como un marcador de hiperglicemia, asi como del "HOMA-IR" para predecir el
desarrollo de diabetes o sindrome metabdlico, en pacientes con cirrosis
compensada y descompensada. Es esperable que, dadas las variaciones en
metabolismo de la glucosa / insulina observadas en cirroticos, los puntos de
corte de utilidad clinica para HOMA-IR sean muy distintos a los observados en
poblacién sin cirrosis. La mejor definicibn de la utilidad de la hemoglobina
glicosilada y el HOMA-IR en pacientes con cirrosis permitira mejorar el control de

diabetes y perfil metabdlico antes y después del trasplante hepatico.
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La base de datos realizada para el estudio de IL28B ha dado lugar a diversas

publicaciones, detalladas a continuacion:

Veldt BJ, Duarte-Rojo A, Thompson AJ, Watt KD, Heimbach JK, Janssen, HL,
Tillmann HL, Goldstein DD, McHutchison JG, Charlton MR. Donor I1L28B TT-
polymorphism is associated with increased incidence of hepatic steatosis in liver
transplant patients with chronic hepatitis C.Enviado a publicacion.

Duarte-Rojo A, Budhraja V, Veldt BJ, Goldstein DD, Watt KD, Heimbach JK,
McHutchison JG, Tillman HL, Poterucha JJ, Charlton MR.Interleukin-28B and
fibrosing cholestatic hepatitis in posttransplant hepatitis C: a case-control study
and literature review.Liver Transpl 2013;19(12):1311-7.

Duarte-Rojo A, Deneke MG, Charlton MR.Interleukin-28B polymorphism in
hepatitis C and liver transplantation.Liver Transpl 2013;19(1):49-58

Veldt BJ, Duarte-Rojo A, Thompson AJ, Watt KD, Heimbach JK, Tillmann HL,
Goldstein DD, McHutchison JG, Charlton MR.Recipient IL28B polymorphism is
an important independent predictor of posttransplant diabetes mellitus in liver
transplant patients with chronic hepatitis C.Am J Transplant 2012;12(3):737-44.

En nuestro andlisis de la posible relacion con la hepatitis colestasica fibrosante,
una forma muy grave pero poco frecuente de recurrencia de VHC postrasplante,
no pudimos demostrar una asociacion clara dada la falta de poder estadistico, y
por tanto se ha iniciado un proyecto multicéntrico para combinar la experiencia
de 4 centros de trasplante (Innsbruck, Austria; Barcelona, Espafa; Cleveland
Clinic, EEUU; Mayo Clinic) con el mismo objetivo, permitiendo asi contar con
resultados fiables y de utilidad para la comunidad cientifica. Este proyecto se

completara hacia el verano de 2014.

Por ultimo, el interés en los ISGs e IL28B, llevo a nueva evidencia que demostro
que ambos marcadores son de menor utilidad para la terapia triple antiviral
(IFNpeg + RBV + boceprevir o telaprevir), lo que augura que su utilidad sera muy
pobre o nula con los nuevos antivirales recientemente aprobados por la FDA en
diciembre de 2013 (y con los que estan por aprobarse). Este estudio es una

colaboracion con Jordan J. Feld (University of Toronto) y los resultados se
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presentaron como un poéster en "The Liver Meeting, American Association for the
Study of Liver Diseases", Washington 2013. A la fecha, he realizado el analisis
final y escrito el articulo, mismo que esta en revision con mi colaborador, para

enviarse proximamente a publicacion.

Los conocimientos acumulados y estudios de colaboracion realizados a través
de estos casi cinco afios del Doctorado en Ciencias Médicas han causado un
impacto muy positivo en mi formacion, y serviran como fundamento para mi
futura vida como investigador clinico. Agradezco a mis maestros, mentores,
tutores, y a la UNAM, el sinnimero de experiencias que han enriquecido mi vida

académica.
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