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l. Marco teérico

Generalidades

El virus de la hepatitis C (VHC) se identificé al final de la década de los ochenta y hasta la
actualidad se reconoce mundialmente como el causante principal de hepatitis créonica y de

transplante hepatico en adultos.

Se calcula que aproximadamente 150 millones de individuos estan infectados con VHC y se
sospecha que 3% de la poblacién mundial sufre de esta infeccion, cifra 5 veces mayor a la
informada en sujetos VIH positivos.” ? En los Estados Unidos la infeccién por VHC es
responsable de aproximadamente 10,000 muertes al ano. La infeccion subclinica dificulta
determinar la prevalencia real de infeccion por virus C y resalta la variacién en las cifras
informadas por pais. En Inglaterra se estim6 en 0.01%-0.1% que representan cifras bajas
comparativamente a las informadas en Egipto donde fluctuaron entre 17%-26%.% En México, se

calcula que el 0.7% de la poblacién se encuentra infectada con virus C.*

El VHC corresponde al género de los Hepacivirus de la familia Flaviviridae, el cual mide 50
nm vy tiene envoltura lipidica. EI genoma viral esta compuesto por una cadena simple de RNA
con aproximadamente 9400 nucledtidos, que codifican proteinas estructurales, core,
glicoproteinas de la envoltura asi como proteinas no estructurales encargadas de la adhesion a
la membrana celular, proteasas y RNA polimerasa. Ademas tiene regiones no codificantes
constantes entre distintas cepas asi como regiones hipervariables que codifican proteinas de
envoltura, responsables de la evasion viral a la respuesta inmune del huésped. Esta
heterogenicidad viral ha permitido identificar al menos 6 genotipos y 50 subtipos del VHC de los

cuales los subtipos 1a, 1b, 2a y 2b son los mas frecuentes.’

Vias de transmision del VHC

La via de infeccion del VHC se logra identificar en 90% de los casos, en el porcentaje
restante la ruta de infeccion se desconoce y se clasifica como esporadica o adquirida en la
comunidad.® El riesgo de infeccion depende de las diferentes vias de transmision, de las cuales
la mas frecuente es el uso de drogas intravenosas. En los estudios realizados en consumidores

de drogas intravenosas la frecuencia de la infeccion varié del 70%-90% principalmente en



aquellos con periodo >3 afios de adiccion.* 7 Se estima que el riesgo de transmisién por
transfusion de derivados hematicos corresponde a 0.001% por unidad de sangre transfundida,
debido a la mayor sensibilidad de los examenes de deteccién del virus C utilizados a partir de
1992. Sin embargo, los resultados divergentes de las pruebas de deteccién han demostrado

que la seroprevalencia global del VHC en donadores de sangre fluctia entre 0.4% y 19.2%.

La deteccion clinica inicial de la infeccidon por virus C se basa en la prueba de ELISA con
alta sensibilidad y especificidad. Los casos positivos se confirman por medio de los ensayos
con inmunoblot recombinante (RIBA), Western Blot (WB) o reaccién en cadena de la

polimerasa-transcriptasa reversa (RT-PCR). * 8

Los pacientes sometidos a trasplante de 6rgano son también vulnerables a la infeccion por
VHC, pero sin poderse definir el porcentaje de sujetos infectados directamente por el érgano
transplantado o productos hematicos administrados durante y después del procedimiento
quirurgico. Esto se debe a la variacion en el tipo de prueba diagndstica, la cual influye en la
detecciéon de donadores seropositivos. Otros grupos de riesgo son nifios nacidos de madres
infectadas con virus C, pacientes en hemodialisis crénica y trabajadores de la salud en contacto

con hemoderivados.

La infeccion aguda por VHC es asintomatica en 70%-80% de los pacientes, y dificulta tener
cifras exactas de los sintomas iniciales asociados a esta infeccion. La tasa de progresion a
enfermedad cronica esta influida por el género, la edad del paciente al momento de la
infeccién, la raza y la respuesta inmune al virus. Sin embargo, 85% de los pacientes
evolucionan a infeccién cronica con un curso lento, progresivo y fluctuante. Ademas se
considera que 20% de los pacientes desarrollaran cirrosis aproximadamente 2 décadas

posteriores a la infeccion.®

Mecanismos patogénicos

Inicialmente el dafio hepatocelular resultante del tropismo por el VHC se interpretd sélo
como un fendbmeno inmune mediado por linfocitos T CD8+. Los cuales generan el dafo
hepatico y explican los procesos de necrosis e inflamacién, agregados linfoides asi como dafo

en conductos biliares.



En los ultimos afos se identificd el papel citopatico inherente al VHC, el cual reveld la
presencia de esteatosis como parte de las alteraciones hepatocelulares con producciéon de un
ambiente de estrés oxidativo que a su vez genera un estado de susceptibilidad al dafio
hepatico.> ' En ratones de experimentacion la proteina viral core se identifica en diferentes
sitios intracitoplasmaticos y uno de los efectos de esta proteina es la produccién de estrés
oxidativo mediante tres mecanismos: a) disfuncién mitocondrial, b) estrés oxidativo en el

reticulo endoplasmico y c) explosién oxidativa mediada por macroéfagos y linfocitos.

Estos efectos son secundarios a la capacidad de la proteina core de incrementar la
permeabilidad de Ca*" en mitocondrias con produccién de radicales reactivos de oxigeno
(ROS), oxidacion de las reservas mitocondriales de glutation y modificacion en el transporte de
electrones. El estrés celular, se asocia con apoptosis de hepatocitos, activacion de células
estelares y dafo al DNA que favorecen fibrogénesis y carcinogénesis. Sin embargo, en
humanos no se ha definido si la presencia de ROS es producida directamente por el VHC o por
la inflamacién secundaria a la respuesta inmune."'® Estas observaciones resultaron de
estudios donde se utilizd el genotipo viral 1, que en vivo produce menor cantidad de esteatosis

comparada con el genotipo 3 (50% vs.73%)."”

Biopsia hepatica

Actualmente se cuestiona el valor clinico de la biopsia hepatica para el manejo médico de
los pacientes con hepatitis crénica por virus C (HCVC). Esto se debe a los errores de muestreo,
variacién interobservador y los riesgos del procedimiento. A pesar de esto, sélo la valoracion
histolégica permite determinar la intensidad del dafio hepatico, excluir otras enfermedades e

identificar alteraciones tisulares con importancia prondstica y terapéutica.’

Los cambios histopatolégicos por infeccion del VHC son similares a los descritos en otras
hepatitis cronicas, los cuales usualmente son leves. Clasicamente en HCVC se identifican
cuatro lesiones histolégicas caracteristicas: i) necrosis e inflamacion en espacios porta y
lobulillo, ii) agregados o foliculos linfoides en espacios porta, iii) dafio a conductos biliares, y iv)
esteatosis. En un bajo porcentaje de las biopsias hepaticas se detectan simultaneamente todos

los cambios titulares sefialados. ' 1921



El valor actual de biopsia hepatica en infeccion por VHC consiste en evaluar la intensidad
de la inflamacién, que determina el grado de actividad asi como la extension de la fibrosis que
define el estadio. En general, en la HCVC tanto el grado como el estadio suelen ser leves o de
bajo grado. Respecto a la fibrosis hepatica, se considera como el proceso de cicatrizacion
resultante de la actividad inflamatoria, por lo cual al determinar su grado podria predecir el
desarrollo de cirrosis. Los resultados de algunos estudios han demostrado que en HCVC las
biopsias hepaticas habitualmente muestran actividad leve, pero la fibrosis e incluso la cirrosis

es un cambio frecuente.'” %

Esto permite resaltar la obligacion del patélogo de estimar el
grado y el estadio individualmente, utilizando los distintos indices histolégicos descritos para

este propdsito.

Esteatosis hepatica e infeccion por VHC

En la hepatitis cronica por virus C, la esteatosis guarda las siguientes caracteristicas
histologicas: a) es predominantemente macrovesicular, b) se localiza principalmente en la zona
periportal, y c) generalmente es leve (<30%). Estos cambios hepatocelulares contrastan con los
detectados en la enfermedad grasa del higado, alcohdlica y no alcohdlica.'® ?* % La esteatosis
hepatica en el contexto de infeccion por VHC se divide en dos grupos fisiopatolégicamente

distintos.

La primera, designada esteatosis metabdlica ocurre hasta en 80% de los pacientes y se
presenta cuando existe resistencia a la insulina. También puede ser producida por el VHC
debido a la cascada de citocinas principalmente TNF-a y adipocinas como la leptina y la
adiponectina liberadas tempranamente en la infeccion que alteran el metabolismo de la
insulina.>®?° Esto produce incremento de la lipdlisis periférica con aumento del transporte de
acidos grasos al higado y de la sintesis endégena hepatica. Se asocia con edad avanzada,
obesidad central, hiperinsulinemia y dislipidemia o sindrome metabdlico. Generalmente
acontece en infecciones por el VHC genotipo 1, pero también se presenta en infecciones con el

genotipo 3 y se modifica muy poco con tratamiento antiviral.?*

El segundo tipo de esteatosis hepatica se conoce como esteatosis viral. Esta se asocia
principalmente al VHC genotipo 3, no presenta los factores relacionados con la esteatosis
metabdlica, se correlaciona con los niveles séricos de RNA viral, desaparece con el tratamiento

antiviral, y puede recurrir postransplante.” % ?* La esteatosis viral ocurre cuando la proteina core



se encuentra fuertemente expresada, la cual interfiere en diferentes niveles del metabolismo
lipidico. Aparentemente ésta proteina puede interactuar con la apoproteina A-ll componente
principal de las lipoproteinas de alto peso molecular (HDL) generando esteatosis. También
puede interactuar con el receptor a retinoide X, regulador transcripcional que interviene en el
metabolismo de los lipidos.?* * La proteina core puede inhibir la funcién de la proteina de
transferencia de triglicéridos microsomal, regulador importante del ensamblaje y excrecion de
las lipoproteinas de muy bajo peso molecular (VLDL).*" Finalmente, se ha documentado que el
VHC genotipo 3 también tiene la capacidad de inducir la transcripcion de varios genes
involucrados en el metabolismo lipidico hepatico como la enzima desaturasa 4 de estearoil

coenzima A (SCD4) involucrada en la sintesis de grasas monosaturadas.'

De manera similar a otros pacientes, los sujetos con HCVC pueden cursar con obesidad,
dislipidemia, diabetes mellitus tipo Il y resistencia a la insulina. Estos factores pueden ser los
responsables de la coexistencia de esteatohepatitis. No obstante, se deben considerar
mecanismos inherentes al VHC como la causa de este tipo de dafo hepatocelular. La
presencia de esteatosis viral o de esteatosis metabdlica, junto con la capacidad del virus para
producir un ambiente de estrés oxidativo y mal funcionamiento mitocondrial pueden condicionar
la presencia de esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), otra forma progresiva de dafno

hepatico.>*%*

Algunos estudios han demostrado que la resistencia a la insulina podria ser parte de las
manifestaciones del VHC, secundariamente a inhibicién indirecta de la fosforilacién de tirosina
del receptor de sustrato de insulina -1 (IRS-1) mediante la citocinas como el FNT-a.* Los
avances en la fisiopatologia de la infeccién por VHC sugieren que la resistencia a la insulina es
la responsable no sélo de la fibrosis hepatica, sino que también de la resistencia al tratamiento
antiviral bloqueando las vias de sefalizacion del interferén. El fosfatidil inositol 3-kinasa
activado por insulina produce el bloqueo de STAT 1 componente de la via de sefalizacién del
interferén.>®%° Esta resistencia, no es sélo factor propio del huésped, sino que también puede

ser resultado del efecto viral.

El verdadero significado de la esteatosis, metabdlica o viral, en la progresién de la
enfermedad es debatido y cuestionado. Algunos estudios establecen que las biopsias con
mayor grado de esteatosis (>30%) se asocian a indices superiores de fibrosis al compararlas

con biopsias que demuestran <30% de esteatosis o sin ella.**** Este resultado se relaciona



directamente con infeccién por VHC genotipo 3.* Estudios franceses minimizan el papel de la
esteatosis al carecer de asociacion significativa con fibrosis hepatica. Los autores consideran
que la inflamacién y la necrosis hepatica son los factores claves en la progresion de la fibrosis
por la activacién de las células estelares hepaticas que conlleva depésito de colagena.*® No
obstante, estos investigadores encontraron asociacién entre la fibrosis e indice anormal de
masa corporal. Esto indirectamente supondria que la esteatosis es la evidencia de la alteracién
metabdlica asi como su efecto sobre el higado y la posible etapa inicial del dafio crénico con

fibrosis.

Algunos informes han revelado que la esteatosis esta relacionada con la progresién de la
fibrosis a los 4 y 6 afios en 5.2% y 19.8 % respectivamente®’. A esto se suma el importante
efecto del empeoramiento de la esteatosis en la progresion de la enfermedad en pacientes sin
tratamiento.*® En contraposicién, otros autores no encuentran significancia estadistica entre la
esteatosis y la progresion de la fibrosis, y reafirman que la necrosis e inflamacion representan

los factores de progresiéon mas importantes.*’ 42

Tratamiento de la hepatitis crénica por VHC

El tratamiento de la infeccion cronica por VHC se basa en la utilizacion de interferén-a
pegilado combinado con ribavirina. El interferén es una glicoproteina que aumenta la respuesta
inmune del huésped en contra de las infecciones virales. Sin embargo en el tratamiento de la
HCVC, la monoterapia con interferon no resulta ser efectiva por las bajas tasas de respuesta
viral sostenida que varian del 10% al 19%. La ribavirina, analogo sintético de guanosina, actua

en contra de virus RNA y DNA inhibiendo la RNA polimerasa.

El tratamiento de eleccion para HCVC consiste en combinar 1.5 ug/kg de interferén
pegilado subcutaneo x semana y 800-1200 mg/dia de ribavirina por Kg de peso corporal.*® Este
régimen brinda respuesta viral sostenida en una proporcion significativa de pacientes asi como

mejoria en el dafio histolégico hepatico.*

Existen diversas variables asociadas con la probabilidad de obtener respuesta viral
sostenida las cuales incluyen: genotipo viral diferente a 1, carga viral baja <1,000,000 Ul/ml,
pacientes jovenes, menor peso corporal, y ausencia de fibrosis o cirrosis al inicio del

tratamiento.*® La respuesta viral sostenida se alcanza en 16% de los pacientes con genotipo 1



posterior a 24 semanas de tratamiento y en 28% de los enfermos después de 48 semanas. Los
pacientes con genotipo diferente al 1 tienen respuesta viral sostenida en 66% a 69% de los

casos.>0%?

Recientemente se ha establecido la importancia de la esteatosis , no solo por su asociacion
con la fibrosis hepatica, también como marcador de respuesta al tratamiento antiviral. En series
de pacientes con terapia antiviral combinada la respuesta sostenida varié de 54% al 63%. Al
analizarse esta respuesta en funcion de la esteatosis, aquellos pacientes con esteatosis
hepatica presentaron menor respuesta virolégica sostenida en comparacién con los enfermos
sin esteatosis (47% vs. 63%). Mientras que, la respuesta fue todavia menor (30.7% a 32%) en
sujetos con esteatosis metabdlica.?® ** Ademas, la respuesta viroldgica fue menor en relacion
con el grado de esteatosis (grado 1= 53% vs. Grado 2 = 20%).3* * Existen resultados
contradictorios respecto al genotipo viral primariamente asociado con esteatosis y la falta de
respuesta virolégica sostenida.®® Otros autores han informado que la esteatohepatitis
demostrada por biopsia hepatica es otro factor relacionado con menor respuesta viral sostenida

comparativamente a la detectada en pacientes sin esteatohepatitis (28% vs 44%).%* *®

En resumen, los resultados hasta ahora analizados son discordantes debido en parte al
complejo mecanismo fisiopatolégico de la infeccién por VHC que no esta del todo dilucidado.
Sin embargo, se resalta el giro que estos estudios revelaron al introducir el concepto de
multicausalidad en la progresion de la HCVC. Esto puede resultar en nuevos blancos
terapéuticos que aunados al actual esquema antiviral combinado elevarian las tasas de

respuesta.



Il. Justificacion

El INCMNSZ es actualmente uno de los centros de concentracion mas importantes en la
ciudad de México en la atencién e investigacién de la hepatitis por virus C, y en donde ademas

se realiza de manera rutinaria biopsia hepatica en sujetos con HCVC.

El Departamento de Anatomia Patolégica tiene a su cargo la valoracion de las biopsias de
estos pacientes. En cada una de las biopsias se aplican los métodos cuantitativos en boga.
Actualmente se utiliza METAVIR, para definir el grado de necrosis e inflamacion hepatocelular
asi como la fibrosis. Estos parametros se consideran actualmente como los factores
histolégicos mas importantes de progresion de la enfermedad y de respuesta al tratamiento. Sin
embargo, la esteatosis solamente se ha considerado como uno de los cambios morfolégicos

relacionados con infeccion por VHC.

La evidencia reciente de la participacion de factores virales y del huésped en la patogenia
de la HCVC, ha generado diversas preguntas respecto al significado de la esteatosis hepatica.
El presente trabajo pretende aportar informacién sobre el papel de la esteatosis hepatica en la
respuesta al tratamiento antiviral en sujetos mexicanos con infeccién por el VHC. Se considera
que corresponde a otro parametro histolégico importante a evaluar y reportar durante la

interpretacion de la biopsia hepatica en pacientes con VHC.



lll. Objetivos

Analizar la asociaciéon de esteatosis en biopsias hepaticas con la respuesta al
tratamiento antiviral combinado en pacientes infectados por VHC genotipo 1.
- Determinar la asociacién de esteatohepatitis en biopsias hepaticas con la respuesta al

tratamiento antiviral combinado en pacientes infectados por VHC genotipo 1.

IV. Hipotesis

La enfermedad grasa no alcohdlica del higado puede coexistir con la infeccién crénica por
virus hepatotropo C. Su presencia se asocia a respuesta inadecuada al tratamiento antiviral

combinado (interferén pegilado + ribavirina) en pacientes con infeccién por crénica por VHC
genotipo 1.

10
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V. Material y Métodos

En el presente trabajo, se utilizé como base el protocolo de manejo antiviral combinado con
seguimiento de pacientes infectados por VHC a cargo del Departamento de Gastroenterologia
en curso hasta la fecha del inicio del presente trabajo. Sélo se consideraron los pacientes que
iniciaron el protocolo en el afio 2005, para garantizar el tiempo necesario para completar el

tratamiento y el seguimiento adecuado de los mismos.

Estos pacientes fueron tratados con interferén pegilado alfa 2b en dosis de 1.5 ug/kg SC y
ribavirina 1000/1200 mg/dia VO. La respuesta viral al final del tratamiento se evalu6 con la
determinacion de RNA/VHC cualitativo (Roche Cobas, Amplicor 2.0) con limite inferior de
deteccion 100Ul/mL al suspender tratamiento (semana 24 para el genotipo 2 y semana 48 para
otros genotipos). La respuesta viral sostenida se valoré con la determinacién de RNA/VHC por
técnica cualitativa (Roche Cobas, Amplicor 2.0) con limite inferior de deteccién 100 Ul/mL a los
6 meses después de haber terminado el tratamiento (semana 48 para genotipo 2 y semana 72
para otros genotipos). La respuesta viral temprana se calculd con la determinacion de
RNA/VHC por técnica cuantitativa a la semana 12 de tratamiento (Roche Cobas, Amplicor 2.0)

con limite inferior de deteccion 600 Ul/mL.

Los pacientes en protocolo se agruparon segun la respuesta al tratamiento combinado en:
i) respondedores lentos cuando disminuyeron su carga viral dos logaritmos para la semana 12
y para la semana 24 ya fuera indetectable, ii) respondedores si la carga viral fue indetectable a
la semana 12 vy iii) no respondedores al no presentar disminucion de la carga viral a la semana
12.

Sélo se consideraron los pacientes que iniciaron el protocolo en el ano 2005, para
garantizar el tiempo necesario para completar el tratamiento y el seguimiento adecuado de los
mismos al momento del inicio de este estudio.

Criterios de inclusion:
- Pacientes entre 18 afios y 70 anos de edad con HCVC confirmada con RNA/VHC

por ensayo de PCR
- Hemoglobina =2 12 g/dL.

11



- Leucocitos > 3,000/mm?

- Cuenta de granulocitos > 1,500/mm?

- Plaquetas > 80,000/mm?

- Bilirrubina directa e indirecta en limites normales (a menos que factores no
relacionados con la hepatitis, tales como sindrome de Gilbert, expliquen un aumento
de la bilirrubina indirecta. En tales casos la bilirrubina indirecta debera ser < 3.0
mg/dL o < 51.3 mmol/L)

- Albdmina normal

- Creatinina sérica normal

- Los pacientes con medicamentos para mantener niveles de TSH en rango normal
fueron incluidos, siempre y cuando los demas criterios de inclusion/exclusion se
cumplieran

- Anticuerpos antinucleares (ANA) < 1:320

- Valor de alfa fetoproteina dentro de limites normales obtenido un afio antes del
ingreso del paciente al estudio. Los resultados arriba del limite superior pero < 100
mg/mL fueron obtenidos dentro de los tres meses previos al ingreso del paciente al
estudio y un ultrasonido hepatico negativo para carcinoma hepatocelular obtenido
dentro de los tres meses previos al ingreso del paciente al estudio

- Serologia negativa para VIH.

- Serologia negativa para antigeno de superficie del virus de hepatitis B

- Biopsia hepatica antes del inicio del estudio con reporte histopatolégico confirmatorio

de hepatitis crénica.

Criterios de exclusion:

- Mujeres embarazadas o amamantando

- Sospecha de hipersensibilidad al interferdn, interferén pegilado o ribavirina

- Tratamiento con un farmaco de investigacion dentro de los 30 dias anteriores a la
entrada en este estudio

- Pacientes con trasplante de érganos diferentes a cérnea o cabello

- Cualquier otra causa de hepatopatia crénica, basandose en los antecedentes del
paciente y en la biopsia hepatica (Hemocromatosis, deficiencia de alfa 1 antitripsina,
enfermedad de Wilson, hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria, etc.)

- Talasemia mayor o menor

12



- Evidencia de enfermedad hepatica avanzada manifestada por la presencia de
ascitis, hemorragia variceal o encefalopatia hepatica

- Condiciones preexistentes que puedan interferir con la participacion del paciente en
el estudio como condiciones psiquiatricas, especialmente depresion moderada a
mayor, psicosis, ideacion o intento suicida

- Disfuncion cardiovascular importante

- Enfermedad pulmonar crénica

- Enfermedad mediada de forma inmunolégica como enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, purpura trombocitopénica idiopatica, lupus eritematoso generalizado,
anemia hemolitica autoinmune, esclerodermia, psoriasis, crioglobulinemia

- Cualquier condicion médica que requiera o pueda requerir durante el periodo de
tratamiento, la administracion de esteroides

- Gota clinica

- Abuso de sustancias tales como alcohol (= 80 g/dia), drogas intravenosas o
inhaladas. Si se conoce que el paciente tiene estos antecedentes, se considerara
para inclusion en este estudio, si tiene un periodo de abstinencia de al menos un
afio

Criterios de eliminacion:

- Biopsia hepatica con fibrosis grado 4

- Biopsia hepatica de menos de 1 cm y/o con menos de 5 espacios porta evaluables®’

- Ausencia de bloques de parafina con el tejido hepatico en el archivo del
Departamento de Patologia o que el tejido fuese pequefio para realizar nuevas
tinciones en caso de ser necesarias

- Abandono o mal apego al esquema de tratamiento por parte del paciente

- Suspensioén del tratamiento debido a efectos secundarios propios del esquema

terapéutico o a otras circunstancias

De cada paciente se registraron los datos demograficos tales como género y edad asi como
antropomeétricos correspondientes al indice de masa corporal (IMC) al momento de la biopsia
hepatica. La carga viral se obtuvo previamente a la toma de la biopsia hepatica. La

determinacion de glicemia, lipidemia y transaminasas se recopilaron durante la evaluacién
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previa a la toma de biopsia hepatica o dentro los primeros 3 meses posteriores a la misma

como parte del seguimiento.

Evaluacion histologica

En las biopsias hepaticas se midi6 la longitud total de los fragmentos y se tifieron con H-E,
PAS y Tricrémico de Masson. Se utilizé el indice de METAVIR®® para definir la actividad de la
necrosis lobulillar y en sacabocado asi como la fibrosis. En forma independiente se valoré la
esteatosis que se separo en los siguientes grados: 1) Grado 0 sin esteatosis, 2) Grado 1 hasta
33%, 3) Grado 2 entre 34%-66% y 4) Grado 3 >66%. Al mismo tiempo se buscaron criterios
diagnosticos de esteatohepatitis de acuerdo con Brunt et al®® que incluyen: esteatosis, infiltrado

inflamatorio mixto, degeneracion balonoide vy fibrosis interlaminar.

Analisis de la informacion

Se definieron dos grupos de pacientes en funcion de la respuesta al tratamiento (respuesta
adecuada y respuesta inadecuada al tratamiento) con relaciéon al porcentaje de esteatosis

(<83% vs. > 33%) y en funcion de la presencia o ausencia de esteatohepatitis.

Los datos se presentaron en proporciones para las variables categoricas u ordinales y en
media +/- DE para las variables continuas. Para comparar 2 grupos se utilizé Chi cuadrada o
prueba exacta de Fisher segun aplicara para las variables categoricas asi como T de Student o
U de Mann-Whitney para las variables continuas con distribucion normal o no paramétrica,
respectivamente. Cuando se compararon los 3 grupos de pacientes segun el tipo de respuesta,
se utilizd6 Chi cuadrada de tendencia para las variables categéricas y ANOVA de 1 via o
Kruskal-Wallis para las variables continuas ya fueran de distribucién normal o no paramétrica,

respectivamente. Se considero significativa P <0.05.
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VI. Resultados

Datos demograficos y de laboratorio

De los 125 pacientes con HCVC en el protocolo y con seguimiento hasta noviembre de
2006, 96 (76.8%) estaban infectados por VHC genotipo 1. De estos pacientes, sélo se
incluyeron a 25 que cumplieron con los criterios de inclusion establecidos para este estudio,
fueron considerados respondedores, 7 respondedores lentos y 7 no respondedores, con
valores de carga viral entre 45,200 Ul/ml y 5140,000 Ul/ml. No se consideraron a 71 pacientes

segun los criterios de exclusion y/o eliminacion.

De los 25 pacientes, 13 (52%) eran hombres y 12 mujeres, con mediana de edad 51.32
afios (extremos 22-65 afios). La media del IMC fue 26.43 Kg/m? (extremos 20.32 Kg/m? - 34.45
Kg/m?). Catorce (56%) pacientes tenian sobrepeso al momento de la biopsia hepatica. La
glicemia de los 25 pacientes tuvo nivel promedio de 98.96 mg/dl, 3 (12%) pacientes padecian
diabetes mellitus tipo Il y tres presentaban resistencia a la insulina. En cuanto a los niveles de
colesterol total la media fue 164.84 mg/dl, mientras que la media de los triglicéridos fue 143.16
mg/dl. En 11 (44%) pacientes se encontraron cifras superiores a los valores normales. Nueve

(36%) enfermos cursaban con sindrome metabdlico.

Doce pacientes presentaron transaminasas dentro de parametros normales. La media de
ALT fue 72.44 mg/dl, y la de AST fue de 60.84 mg/dl, 12 y 13 pacientes presentaron valores

séricos superiores a los limites normales de ALT y AST respectivamente.
No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los 3 grupos excepto en la carga
viral que fue superior en el caso de los pacientes respondedores lentos y en los pacientes no

respondedores.

El cuadro 1 muestra las caracteristicas demograficas y de laboratorio de los 25 pacientes

segun la respuesta al tratamiento.

Resultados histopatolégicos

En promedio las biopsias hepaticas midieron 1.5 cm y se evaluaron 8 espacios porta

(minimo 6 y maximo 14 espacios porta).



Cuadro 1: Caracteristicas demograficas y resultados de laboratorio al momento de la biopsia

hepatica en pacientes con HCVC agrupados por respuesta al tratamiento antiviral.

Respondedores P
Respondedores Lentos No Respondedores
n=11 (44%) n=7 (28%) n=7 (28%)
(promedio * DE) (promedio * DE) (promedio * DE)
Género (M/F) 4/7 (1:1.75) 5/2 (2.5:1) 4/3 (1.3:1) NS*
Edad 48 55.86 52 NS
(29-64) (44-62) (22-65)
1,780,000 0.008**
Carga viral 195,000 (315,000- 1,280,000
(45,200-1,490,000) 11,100,000) (76,917-3,950,000)

IMC 24.90 + 3.82 30.28  4.14 25.56 +2.75 NS
Glicemia 102 + 39.17 95.71+ 15.48 97.43 +32.87 NS**
Diabéticos 1 1 1 NS*
Resistencia a la insulina 2 1 0 NS*
Sindrome metabélico 5 3 1 NS*
Colesterol Total 175.18 * 41.41 170 +38.96 143.43 +19.28 NS

HDL 36.36 +9.27 41.43 +10.98 38 £7.02 NS

LDL 105.90 *29.63 103.93 *37.38 77.66 *11.83 NS
Triglicéridos 168.64 *56.62 123.14 *47.64 138.86 *42.01 NS
ALT 70.45 +30.75 70.86 *46.19 7714 £17.86 NS
AST 55.18 *31.95 54.29 *22.09 76.29 * 36.64 NS

ANOVA de 1 via; * x°* de tendencia; ** Kruskal-Wallis
NS: No significativo

En 24 biopsias (96%) existia variacion en el tipo de infiltrado inflamatorio en los espacios
porta. Se detectd predominio de linfocitos aunque también se identificaron plasmaticas,
neutrdéfilos y eosindfilos. En una biopsia se observé inflamacién granulomatosa con tinciones
especiales (Grocott y Ziehl-Nielsen) negativas para microorganismos. En 12 (48%) biopsias la
cuantificacion del infiltrado inflamatorio fue leve en los espacios porta y en 12 (48%) biopsias
fue moderado a intenso. Agregados linfoides portales se detectaron en 10 (40%) biopsias y
foliculos linfoides bien definidos en 3 (12%). En 18 (72%) biopsias el infiltrado inflamatorio
rebasd la placa limitante y en 11 (44%) ademas habia dafio a conductos biliares. La

proliferacién moderada a intensa de los conductillos biliares ocurrié en 3 (12%) biopsias.

En los lobulillos hepaticos de 24 biopsias se identificaron focos de inflamacién y necrosis,
en la mitad de estas biopsias el infiltrado inflamatorio fue predominantemente linfocitico con
escasos histiocitos, rodeando hepatocitos con cambios degenerativos. En seis biopsias
también se identificaron cuerpos de Councillman con o sin relacién con los focos de
inflamacién. Mientras que en la otra mitad de las biopsias el infiltrado inflamatorio fue mixto con
polimorfonucleares, linfocitos e histiocitos, rodeando hepatocitos con esteatosis
macrovesicular, degeneracién balonoide y necrosis. En siete de estas biopsias también se

identificaron cuerpos de Councillman, con o sin relacion con los focos de inflamacion.
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En 24 biopsias (96%) se identificaron hepatocitos con degeneracion balonoide, de las
cuales cinco presentaban nédulos formados enteramente con estas células mientras que 11
tenia numero variable de hepatocitos con este cambio degenerativo. En el resto de las

biopsias, se observaron de manera aislada hepatocitos con estos cambios.

Otros hallazgos en el lobulillo hepatico incluyeron dos biopsias (8%) con cuerpos de
Mallory, en 13 biopsias habian cambios regenerativos en grados variados con hepatocitos
aumentados de tamafo, binucleados y formando rosetas asi como 4 casos (16%) que

presentaron colestasis intracitoplasmica leve.

En el cuadro 2 se listan los cambios histolégicos relevantes encontrados en las 25 biopsias

hepaticas.

Cuadro 2: Lesiones histologicas en 25 biopsias hepaticas de pacientes con HCVC

Biopsias hepéaticas

n=25 | %
Infiltrado porta 24 96
Leve 12 50
Moderado 10 41.7
Intenso 2 8.3
Agregados linfoides 10 40
Necrosis de la placa limitante 18 72
Daino a conductos 11 44
Inflamacion/necrosis lobulillar 24 96
Inflacion mononuclear 12 50
Inflamacién mixta 12 50
Esteatosis 25 100
Degeneracién balonoide 24 96
Focal 8 33.33
Moderado 11 45.83
Masivo 5 20.83
Cuerpos de Councillman 13 52
Cuerpos de Mallory 2 8
Fibrosis 19 76
Portal/en puente 18 94.74
Interlaminar 8 42.11
Peri — vena central 6 31.58

Los resultados de la evaluacién del indice de actividad con METAVIR se listan en el cuadro
3. En la grafica 1 se desglosa en relacion con la respuesta al tratamiento. Se identificaron 13
biopsias (52%) que presentaron indices de actividad elevados (=2). Sélo un caso no presentd

infiltrado inflamatorio de los espacios porta, ni presentd necrosis-inflamacion lobulillar.
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Por otro lado, 18 biopsias (72%) presentaron fibrosis portal, 4 con grado |, 10 con grado Il y
4 grado Ill. En 8 biopsias (32%) se observo fibrosis interlaminar siempre leve y localizada en la
zona 2 y 3 de Rappaport, 7 de estas biopsias se acompanaron con fibrosis portal y 6 con
fibrosis leve de la vena centrolobulillar. En cuanto al grado de fibrosis, 14 biopsias (56%)
presentaron fibrosis prominente (=2), 28.57% correspondieron a pacientes respondedores,

28.57% a pacientes respondedores lentos y 42.86% a pacientes no respondedores.

Cuadro 3: METAVIR: indices de actividad y cronicidad por grados y por grupo de pacientes

Respondedores Respondedores No Respondedores P*
Lentos
n % n % n %
indice de actividad
0 0 0 0 0 1 14.29
1 8 72.73 3 42.86 0 0
2| 2 18.18 3 42.86 2 og.57 |0-148
3 1 9.09 1 14.29 4 57.14
Grado de fibrosis
0 5 45.45 2 28.57 0 0
1 2 18.18 1 14.29 1 14.29
2 3 27.27 4 57.14 3 4286 |0044
3 1 9.09 0 0 3 42.86

* Kruskal-Wallis

Grafica 1: METAVIR segun respuesta al tratamiento
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En todas las biopsias hepaticas se encontrd esteatosis, la cual fue leve (<33%) con
distribucion difusa en todas las zonas del lobulillo hepatico. El patrén de la esteatosis fue mixto
predominando en la mayoria de las biopsias el tipo macrovesicular. Sélo en dos biopsias la
esteatosis microvesicular fue mayor a la macrovesicular y en otras 2 el porcentaje de

esteatosis macro y microvesicular fue similar. Se identificaron 7 biopsias (28%) que
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presentaron esteatosis hepatica >33%, 3 correspondieron a pacientes respondedores, 2 a

sujetos no respondedores y 2 a respondedores lentos.

En el cuadro 4 se desglosan las caracteristicas de la esteatosis hepatica encontrada en
cada grupo de pacientes. La grafica 2 muestra la distribucion de la esteatosis en los tres

grupos sujetos a analisis.

Cuadro 4: Esteatosis hepatica: grado y distribucién

Respondedores Respondedores lentos No respondedores
N=11 % N=7 % n=7 %
Grado
0 0 0 0 0 1 14.29
1 8 72.72 5 71.43 4 57.14
2 2 18.18 1 14.29 2 28.57
3 1 9.09 1 14.29 0 0
Distribucion zonal
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 1 14.3
3 0 0 0 0 0 0
1a2 3 27.3 2 28.6 2 28.6
2a3 1 9.09 1 14.3 1 14.3
1a3 7 63.6 4 57.1 3 42.9

Grafica 2: Grado de esteatosis segun los grupos de pacientes con HCVC.
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(Cuerpo de Councillman). B. Esteatosis hepatica grado 3, tincion de Masson que demuestra ausencia de

fibrosis interlaminar.

Se identificaron 8 biopsias (32%) que cumplieron criterios diagndsticos de esteatohepatitis

(grafica 3), 3 (37.5%) correspondieron a pacientes no respondedores, 3 (37.5%) a pacientes

f'.lf&,‘). : - _‘.
Figura 1. A. Esteatosis e inflamacion lobulillar; grupo de linfocitos rodeando hepatocito en apoptosis

respondedores lentos y 2 (25%) a pacientes respondedores (grafica 3).

Grafica 3: Porcentaje de esteatosis y esteatohepatitis en pacientes con HCVC
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Figura 2. Esteatohepatitis y HCVC. Se observa infiltrado inflamatorio mixto rodeando hepatocitos con
esteatosis y degeneracion balonoide (A). La tincion de Tricromico de Masson revela fibrosis interlaminar

en la zona 3 de Rappaport (B)

Los 25 pacientes se distribuyeron en 2 grupos de acuerdo con la respuesta al tratamiento
antiviral combinado: 1) con respuesta adecuada (n=11 pacientes) y 2) con respuesta
inadecuada (n=14 pacientes). Estos ultimos incluyeron a los pacientes con respuesta lenta y
sin respuesta. En el primer grupo, 72.72% presentaron esteatosis leve comparados con 27.27%
que tenian esteatosis >33%. Mientras que en el segundo grupo, 71.43% pacientes presentaron
esteatosis <33% comparados con el 28.57% de los pacientes que presentaron esteatosis
>33%. A pesar del resultado de mayor afeccion por la esteatosis en los pacientes con

respuesta inadecuada, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (Grafica 4).

Grafica 4. Respuesta al tratamiento y esteatosis
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Por otro lado, en el grupo de pacientes con respuesta adecuada al tratamiento, 18.18%
presentaron esteatohepatitis comparados con 42.86% en el grupo de respuesta inadecuada
con P=0.393 (Gréafica 5).

Grafica 5. Respuesta al tratamiento y esteatohepatitis
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Cuadro 5: Correlacion entre las variables demograficas, antropométricas, de laboratorio e

histologicas y la presencia de enfermedad grasa del higado

Esteatosis Esteatohepatitis
<33% 233% P Ausente Presente P
Genero (Masc %) 55.56 42.86 NS 52.94 50 NS
Edad 51.06 £ 12.26 | 52+ 11.52 NS 49.3+13.2 556+£7.1 NS
Carga viral (millones Ul/ml) 1,370 £ 1,625 | 2,309 + 4,036 NS 1,28 £ 1.65 2,39+3.72 NS
IMC 2574 £4.2 28.28 £ 3.2 NS 255+3.8 284 +4.2 NS
Glicemia 86.56 £ 8.94 | 130.86 +45.1 | <0.001 84 + 31.98 108.1 £29.5 NS
Diabetes (%) 0 42.85 0.003* 5.9 25 NS*
Resistencia a la insulina (%) 5.5 28.57 NS* NS*
Sindrome metabdlico (%) 27.77 57.14 NS* 35.3 37.5 NS*
Colesterol total 165.11 £41.8 | 164.14 £ 23.8 NS 163 £ 42 169 + 27 NS
HDL 37.06£9.68 | 41.29+7.14 NS 37.0+£94 409+8.4 NS
LDL 96.95+ 33.76 | 97.4 + 21.68 NS 95.3+34.4 1006 £21.4 NS
Triglicéridos 149.4 £ 56.69 | 127.1 £ 28.03 NS 145 + 57 139+ 36 NS
ALT 64.22 + 25.0 | 93.57 + 39.62 .036 60.4 +25.3 98.1+30.2 | 0.003
AST 57.94 + 31.83 | 68.29 + 30.96 NS 54.5 + 33.6 744 +21.7 NS
indice de Actividad 1.72+0.96 | 1.71£0.756 NS 1.5+0.9 23+07 NS
indice de cronicidad 1.5+1.15 1.29 + 0.951 NS 1.2+11 20+09 NS

Prueba T de Student a 2 colas, * Chi-cuadrada
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Como se observa en el cuadro 5, la glicemia y diabetes asi como los valores de ALT
correlacionaron con la presencia de esteatosis hepatica. Mientras que las cifras de ALT se
relacionaron con la alteracién tisular correspondiente a esteatohepatitis. El resto de las
variables no tuvieron significado estadistico para su asociacion con las esteatosis o

esteatohepatitis.
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VII. Discusion

Diversos articulos abordan el tema del tratamiento combinado con interferén pegilado y
ribavirina en HCVC. En estos informes se establecié que los factores inherentes de los
pacientes juegan un papel importante en la respuesta terapéutica, y de hecho indican en casos
individuales la probabilidad de obtener respuesta viroldgica sostenida.*® °" 52 % |os datos
obtenidos en nuestra serie concuerdan con este hecho, ya que los pacientes con respuesta
inadecuada al tratamiento fueron principalmente hombres, mayores de 50 afios con sobrepeso
y con cargas virales basales >1 millon de Ul/ml. Resultados que contrastan con los pacientes
que demostraron durante su seguimiento respuesta adecuada.

10. 18,19, 81 hestro estudio

Al igual que lo informado por Arista-Nasr?' y otros autores,
corrobora el amplio espectro de los cambios histolégicos presentes en las biopsias hepaticas
con HCVC. Actualmente solo la inflamacién (actividad) y la fibrosis (estadio) se consideran
cambios histolégicos importantes y para los cuales se han creado multiples esquemas de
clasificacion; Knodell, Scheuer, Batts—Ludwig y METAVIR. En nuestra serie, los pacientes con
respuesta inadecuada presentaron principalmente indices de actividad elevados (A = 2) y

fibrosis (F = 2) a diferencia de los pacientes con respuesta adecuada al tratamiento.

Nuestros resultados apoyan la nocion que ha surgido en los ultimos afios con relacién a la
importancia de la enfermedad grasa del higado, no s6lo como entidad propia sino ademas
como factor agregado con otras enfermedades hepaticas cronicas. Esto en el contexto de

HCVC puede tener influencia en la progresion de la enfermedad.***?

En el estudio a discusion se encontré esteatosis hepatica macro y/o microvesicular en el
100% de los casos, cifra que supera lo reportado hasta ahora en la literatura donde se
estipulan porcentajes que flucttian entre 30% y 70%.%% 2 Al parecer la patogénesis de la
esteatosis se encuentra ligada al genotipo viral. Nuestra serie s6lo comprende a pacientes
infectados con genotipo viral 1, en quienes se ha postulado que los factores metabdlicos
propios del paciente son los responsables de la esteatosis. " ?* Asi en el grupo de enfermos

analizados la glicemia y diabetes se correlacionaron con la esteatosis.

Existen diversos criterios histolégicos para establecer el diagndstico de esteatohepatitis, sin

embargo hay pocos articulos donde se establezcan las caracteristicas histologicas de ésta en
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HCVC. Al igual que otros autores, el mayor problema al evaluar las biopsias de los 25
pacientes, fue el discriminar entre la inflamacion lobulillar y esteatosis asociadas a infeccion por
VHC y aquellas producidas por la esteatohepatitis. Los articulos que abordan este tema,
consideran que la presencia de esteatosis, inflamacion mixta, degeneracion balonoide vy fibrosis
interlaminar como marcador clave apoyan la posibilidad de esteatohepatitis. Sin embargo, no
explican su postura sobre los cambios consistentes con infeccion por VHC tales como el
infiltrado inflamatorio portal o el dafio a la zona de interfase. Asi, tan s6lo separan las biopsias
con presencia o ausencia de esteatohepatitis en pacientes con infeccién por VHC. Por este
motivo es importante recalcar la importancia de generar mas estudios que profundicen en este
tema, ya que probablemente nos encontremos ante una entidad con criterios propios mas que
en el contexto de un fendmeno de sobreposicidon de dos entidades independientes. Al respecto,
en nuestro grupo de enfermos se observé esteatohepatitis en 32%, porcentaje que resulta
superior a lo reportado en la literatura donde varia del 4% al 18%.%% No se identifico correlacion
entre factores metabdlicos o de carga viral con la presencia de esteatohepatitis, lo que podria
explicarse parcialmente como resultado del efecto sinérgico de varios factores en un ambiente

de estrés oxidativo producido por el propio virus.

En la presente serie se identificd que la esteatosis y la esteatohepatitis tuvieron relacién con
ALT significativamente elevada, la cual fue mayor en el caso de la esteatohepatitis (P=0.023 vs.
P=0.003). Mientras que la AST no demostré significancia estadistica. Este resultado contrasta
con lo informado en diferentes articulos en los cuales los niveles de AST resultan
predominantemente elevados. A pesar de esto, es importante hacer notar que si bien este dato
es significativo, por si mismo no puede definir si el paciente con HCVC cursa con esteatosis o

esteatohepatitis, y resalta la importancia de la biopsia hepatica en estos pacientes.

En esta serie no encontramos diferencia respecto al porcentaje de esteatosis hepatica,
27.27% vs 28.57% (P=0.443), entre los pacientes con respuesta adecuada e inadecuada. Este
dato es consistente con diversos articulos que muestran la falta de asociacion de estos dos
factores en pacientes con genotipo 1 del VHC a diferencia de los pacientes infectados por el

genotipo 3. 3% 44 %

Por otro lado, a pesar de que no encontramos significancia estadistica
(P=0.393) entre los pacientes con respuesta adecuada e inadecuada al tratamiento antiviral en
relacion con esteatohepatitis, si se detectd diferencia en el porcentaje de presentacion (18.18%

vs. 42.86%).
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Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Harrison y colaboradores®, que es el
unico estudio que evalua dirigidamente la respuesta al tratamiento antiviral en pacientes con
HCVC asi como esteatosis y esteatohepatitis concomitantes. De igual forma Younossi y
colaboradores®®, en su serie de pacientes obesos con enfermedad grasa del higado y HCVC
encontraron menor respuesta viral sostenida en aquellos con esteatohepatitis (24.4%) en

comparacion con pacientes con esteatosis (25%) y pacientes sin esteatosis (13.6%).

La informacion anterior y nuestros resultados denotan el papel de la enfermedad grasa
hepatica en la respuesta al tratamiento antiviral, y nos demuestra la necesidad de evaluar
cuidadosamente e informar la presencia o ausencia de esteatosis asi como esteatohepatitis en

todo paciente con infeccion por VHC.
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VIIl. Conclusiones

- La presencia de esteatohepatitis en pacientes infectados con VHC genotipo 1, se asocio
a respuesta inadecuada al tratamiento antiviral combinado. Mientras que, la esteatosis
como dato unico de dafio hepatico no tuvo relevancia. Por esta razén es importante
sobre todo con fines terapéuticos, sefalar el tipo de enfermedad grasa hepética que

presenta el paciente con HCVC.
- Se resalta el valor de la biopsia hepatica en HCVC para detectar nuevos marcadores
histolégicos con relevancia prondstica o terapéutica; que no pueden ser detectados por

otros métodos diagndsticos (clinicos, de imagen o de laboratorio).

- Se requiere de estudios dirigidos en bases histopatolodgicas para definir adecuadamente

los parametros concernientes a esteatohepatitis en sujetos con HCVC.
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Definiciones operacionales

Respuesta viral temprana: disminucion de la carga viral mayor o igual a 2 logaritmos con
respecto a la basal.
indice de Masa Corporal (IMC segun la férmula peso/talla?): se consideré como peso bajo
menos de 20 Kg/m?, peso normal 20 a 25 Kg/m?, sobrepeso mas de 25 Kg/m?.
Glicemia: anormal cifras mayores a 126 mg/dl.
Colesterol sérico: valores anormales cifras mayores a 220 mg/dl.
Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL): valores normales entre 35 a 60 mg/dl
Lipoproteias de Baja Densidad (LDL): valores normales menores de 100 mg/dI
Triglicéridos: valores anormales cifras mayores a 150 mg/dI.
Transaminasas: AST: valores normales 13-56 Ul/dl. ALT: valores normales 12-69 Ul/dl
Sindrome metabdlico: presencia de dos 6 mas de las siguientes caracteristicas clinicas:
obesidad, diabetes, hipertensidn arterial e hipertrigliceridemia.
Dano a conductos: presencia de infiltrado linfocitario entre las células epiteliales con
vacuolizacion, estratificacion y sobreposicion de las células de revestimiento ductal.
Necrosis lobulillar: grupos de leucocitos mononucleares (linfocitos con o sin histiocitos) en el
lobulillo hepatico.
Necrosis en sacbocado: lesion periportal, caracterizada por la extension del infiltrado linfocitico
portal hacia el lobulillo asociado con necrosis de hepatocitos.
Esteatosis microvesicular: hepatocitos con vacuolas de grasa, usualmente multiples,
intracitoplasmicas y que no desplazan sus nucleos.
Esteatosis macrovesicular: vacuola grande de grasa, usualmente Unica, presente en el

citoplasma de los hepatocitos y que desplaza sus nucleos.
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