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RESUMEN

La cirrosis por el virus de la hepatitis C constituye la principal indicacion de trasplante
hepético en la mayoria de centros trasplantadores. Pese a la recurrencia universal de la
infeccion o viremia, la supervivencia a 5 afios, tanto del injerto como del paciente, no difiere
de la de grupos controles no infectados. Sin embargo, la mayoria de los pacientes desarrolla
hepatitis cronica que con el tiempo progresa a cirrosis y fallo del injerto hasta en un 30% de
casos tras cinco afios de seguimiento. Es probable que con seguimientos mas prolongados
aumente la incidencia de fallo hepatico secundario a la hepatitis C recurrente. En efecto, la
progresion histolégica es significativamente mas rapida en los pacientes trasplantados que en
aquellos inmunocompetentes, lo cual sugiere que el tiempo necesario para el desarrollo de
cirrosis sea menor. Esta progresion histoldgica es, no obstante, variable, y depende de la
presencia 0 no de ciertos factores de riesgo, tales como la carga virica pre-trasplante y el
grado de inmunosupresion. Otros factores, tales como la coinfeccion por el virus de la
hepatitis G, no desempefian ningun papel en esta evolucion. Los cambios en la
inmunosupresién con la introduccion de nuevos y potentes farmacos inmunosupresores
parece ser responsable del empeoramiento de la progresion de la hepatitis C recurrente

observado en afios recientes.
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SUMMARY

Hepatitis C virus-associated end-stage liver disease is a leading diagnosis in patients
undergoing liver transplantation in the majority of transplant centers. In spite of universal
viral recurrence or viremia, both patient and graft survival are similar to those observed in
non-infected controls, at least for the first 5 years. However, the majority of transplant
recipients develop chronic hepatitis with progression to cirrhosis and graft failure in a
substantial proportion, up to 30% after 5 years of follow up. The full consequences of HCV
recurrence will likely result in reduced graft and patient survival compared with patients
transplanted for non-viral causes with longer follow-up. Indeed, histologic progression is
significantly faster among transplant patients than among those immunocompetent suggesting
that the time required to develop HCV-related cirrhosis is shorter. Progression is however
highly variable depending on the presence of risk factors. Factors which may influence the
outcome include viral load at transplantation and the type/amount of immunosuppression.
Other factors, such as coinfection with hepatitis G virus do not play a role in HCV-related
disease progression. The development of new immunosuppressive agents of varying potency
and changes in immunosuppressive regimens in individual patients over time may be

responsible for the increase in disease progression observed in recent years.



l. INTRODUCCION

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) constituye un problema sociosanitario de
gran magnitud, no so6lo en individuos inmunocompetentes sino también en pacientes
inmunodeprimidos tales como trasplantados hepaticos. La trascendencia de la infeccion por
el VHC en este dltimo colectivo deriva de 4 aspectos fundamentales: (i) La cirrosis
secundaria a la infeccion cronica por el VHC se ha convertido en la mayoria de centros
Europeos y Norteamericanos en la primera indicacion de trasplante [1,2] (Figura 1), y a falta
de un tratamiento eficaz, es de prever un incremento en el numero de individuos con
hepatopatia terminal por el VHC; (ii) La recurrencia de la infeccién viral o viremia es
practicamente universal [3,4], con posterior desarrollo de hepatitis en una elevada proporcion
de pacientes y progresion a cirrosis en algunos casos [5-16]. En este sentido, el VHC es el
principal responsable de hepatitis post-trasplante; (iii) Aunque la lesion histologica del injerto
es generalmente leve tras un seguimiento corto de tiempo (1-3 afios) [5, 8], y la supervivencia
del injerto y del paciente equiparable a la observada en otros grupos de pacientes sometidos a
trasplante por hepatopatias no viricas [11-13, 15], un bajo porcentaje de casos
(aproximadamente 5%-10%) desarrolla una forma de hepatitis colestasica agresiva con fallo
del injerto en poco tiempo [17], y un porcentaje adicional (aproximadamente 8%-30%)
desarrolla cirrosis del injerto tras seguimientos mas prolongados [11, 14, 16]. No obstante, se
desconocen todavia las consecuencias a largo plazo de la recidiva viral; (iv) A medida que el
seguimiento posttrasplante de estos pacientes se acerca a la segunda década, aumentan los
casos descritos de fallo del injerto por el VHC y necesidad de retrasplante. Desafortunadamente,
el aumento en el nimero de candidatos a trasplante hepatico no se asocia con un aumento
paralelo en el nimero de donantes [18]. Determinar la idoneidad de esta nueva indicacion de
trasplante va a constituir muy probablemente uno de los mayores retos de los

hepat6logos/cirujanos para la préxima década.



Figura 1: Evolucién de las indicaciones de trasplante en Estados Unidos.
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El trasplante hepético constituye una oportunidad Unica en el estudio de la infeccion
por el VHC por las siguientes razones: (i) Capacidad para estimar con exactitud el momento
de la infeccion del injerto [19], mientras que éste se desconoce en una gran proporcion de
individuos inmunocompetentes, dada la ausencia o escasa sintomatologia de la infeccion
inicial [20]; (ii) Facil identificacion de las fuentes de infeccion del VHC que incluyen o bien
la infeccion pre-trasplante o bien la derivada del érgano donante y/o hemoderivados
trasfundidos en la intervenciéon [3]. Por contra, en un gran numero de personas infectadas por
el VHC, no se identifica un factor de riesgo evidente [20]; (iii) Frecuente disponibilidad de
muestras de suero seriadas; (iv) Seguimiento histoldgico de la hepatitis C del injerto merced
a las multiples biopsias hepaticas que se realizan en los trasplantados.

Tras 10-15 afios de seguimiento en varios centros, y pese al avance acontecido en los
altimos afios, aun se desconocen varios aspectos tales como: (1) ¢En qué momento de la
evolucion de la hepatopatia por el VHC, deberiamos considerar al trasplante hepatico como

una alternativa terapéutica, y en tal caso, existe algin tratamiento pre-trasplante que sea
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capaz de mejorar el pronostico post-trasplante de estos pacientes? (2) Dada la escasez de
organos, ¢es licito utilizar higados de pacientes infectados por el VHC? (3) ¢Cual es la
historia natural a largo plazo de la hepatitis C post-trasplante? (4) ¢Existe algin tratamiento
capaz de modificar esta historia natural? (5) Dado que la recidiva de la infeccion por el VHC
tras el trasplante hepatico evoluciona de forma muy variable, ¢ cuales son los factores implicados
en esta progresion tan dispar? (6) ¢Debemos considerar la cirrosis del injerto por el VHC como

una nueva indicacion de trasplante en todo paciente?

Los proyectos de investigacion que se presentan en esta tesis doctoral han intentado
contestar a la tercera y quinta preguntas. Se presentaran resultados de 6 estudios distintos en
los que la tesitante ha participado de manera activa, 3 de ellos realizados en el laboratorio de
la Doctora Teresa L. Wright en la “Universidad de California, San Francisco”, y 3 en el
Servicio del Doctor Joaquin Berenguer en el “Hospital Universitario La FE” de Valencia.

El primer estudio “Liver transplantation in hepatitis C. A Spanish multicentre
experience”, publicado en “European Journal of Gastroenterology and Hepatology” en
Septiembre de 1998 (Volumenl10:771-6) es un estudio multicéntrico Espafiol disefiado en
1994 con los objetivos de: (i) analizar la prevalencia de la infeccion por el VHC en los
pacientes sometidos a trasplante hepatico en los distintos centros trasplantadores en Espafia;
(ii) determinar la tasa de recurrencia y de infeccion de novo de la infeccion VHC; vy (iii)
definir la historia natural a corto-medio plazo de la infeccion por el VHC tras el trasplante
hepatico. Este estudio pone de relieve la importancia de este agente en el contexto del
trasplante hepético en Espafia al evidenciar una elevada prevalencia de infeccion por el VHC
en pacientes sometidos a trasplante hepatico y una recurrencia de la infeccidn practicamente
universal tras el trasplante. Por otra parte, la buena supervivencia tanto del paciente como del
injerto, al menos a corto medio-plazo, confirma datos de otros estudios y constituye la base
para continuar considerando la cirrosis por el VHC una indicacion aceptable de trasplante.

El segundo y tercer estudios “High incidence of allograft cirrhosis in hepatitis C
virus genotype 1b infection following transplantation: relationship with rejection
episode” publicado en “Hepatology” en Enero de 1999 (Volumen 29: 250-6) y “HCV-
related fibrosis progression following liver transplantation: increase in recent years”
publicado en “ Journal of Hepatology” en 2000 (volumen 32: 673-84) definen la historia
natural de la hepatitis C post-trasplante a medio y largo plazo en dos cohortes de pacientes,
un primer grupo de pacientes sometidos a trasplante hepatico en el “Hospital Universitario La

3



Fe” y otro grupo de pacientes trasplantados en la “Universidad de California, San Francisco”.
En ambos estudios, se pone de relieve la naturaleza progresiva de la hepatitis C post-
trasplante, con una evolucion hacia formas graves de hepatitis mas rapida que la descrita en
pacientes inmunocompetentes. En particular, el segundo estudio define la progresion
histologica de la hepatitis C post-trasplante mediante el analisis del cambio anual en el
estadio de fibrosis. Este cambio o“tasa de progresion anual del estadio de fibrosis” sigue una
progresion lineal ascendente con el tiempo, con una mediana de progresion de 0, 3 unidades
de fibrosis al afio. Mediante un modelo matematico y basandose en la linearidad de la “tasa
de progresion de fibrosis”, se puede predecir el tiempo medio en desarrollar una cirrosis del
injerto por el VHC en este tipo de pacientes, tiempo significativamente méas corto que el
requerido en pacientes no trasplantados. Estos datos sugieren pues que la historia natural de
la hepatitis C post-trasplante es mas agresiva que la observada en pacientes
inmunocompetentes. A medida que nos acerquemos a la segunda década tras el trasplante, es
muy probable, por tanto, que observemos un aumento en el nimero de trasplantados que
desarrollan una cirrosis por el VHC del injerto. De ser cierto, este aumento conllevara un
aumento en la necesidad de retrasplante, situacion dificil en una época de escasez de 6rganos.

Los tres dltimos estudios “HCV quasispecies evolution: a mechanism of severe
posttransplantation recurrence (Hepatology 1999; 30: 1513-20)”, “Early development of
chronic active hepatitis in recurrent hepatitis C virus infection after liver
transplantation: association with treatment of rejection (J Hepatol 1998,28: 756-63)” y
“Hepatitis G virus infection in patients with hepatitis C virus infection undergoing liver
transplantation (Gastroenterology 1996; 111: 1569-75)” y parte del segundo y tercer
estudio intentan determinar los factores tanto pre- como del post-trasplante responsables de
una peor o mejor evolucion de la hepatitis C post-trasplante, con el objetivo de agrupar a los
pacientes en pacientes de bajo o alto riesgo de desarrollar hepatitis C grave del injerto. Este
agrupamiento permitiria por su parte un manejo mas adecuado de los pacientes, 0 una mayor
racionalidad a la hora de indicar la idoneidad de un trasplante. En particular, los resultados
del segundo, tercero y quinto estudios ponen de relieve la importancia del tipo y cantidad de
inmunosupresion en la evolucion de la hepatitis C del injerto. Los resultados del tercer
estudio también hacen referencia al papel desempefiado por la carga viral pre-trasplante como
factor predictivo de evolucion post-trasplante. Finalmente, el sexto estudio, primero en

evaluar el papel desempefiado por el recientemente identificado virus de la hepatitis G en el



trasplantado infectado por el VHC, determind que este virus no constituye un agente

hepatotropo.

Aunque no son temas en los que la doctoranda ha estado involucrada directamente, en
esta tesis se abordard de forma succinta la histologia de la hepatitis C recurrente y su

tratamiento por la relacién que tienen con los trabajos presentados.



1. ANTECEDENTES

1. El Virus de la Hepatitis C (VHC)

1.1 Estructura viral

El VHC es un virus ARN de cadena simple y polaridad positiva, perteneciente a la
familia flaviviridae, de aproximadamente 9500 bases que codifica una unica poliproteina de
3000 aminodcidos [21, 22]. Tras el procesamiento de esta proteina precursora por accion de
proteasas virales y celulares, se producen las diversas proteinas estructurales y no
estructurales virales [22, 23]. En el extremo 5’ terminal del genoma viral, se localiza una
regién no codificante de alta estabilidad [24], seguida de una regidn estructural que codifica
las proteinas estructurales del “core” y de la “envoltura” (E1 y E2). La region no estructural
se compone de varios genes (NS2 a NS5) que codifican proteinas con accidon enzimatica
[22,23].

1.2 Heterogeneidad del VHC: Genotipos/Cuasiespecies

El VHC se caracteriza por una alta tasa de mutacion [25-28]. Esta caracteristica se
refleja en la gran heterogeneidad del genoma viral, distinta segun las regiones del genoma.
La region 5'no codificante representa la region mas fielmente conservada frente a la alta
variabilidad en las regiones codificantes de las proteinas de la envuelta [28].

La heterogeneidad genética se refleja a dos niveles: la existencia de genotipos o

“variantes” entre distintos aislados, y la existencia de cuasiespecies en un unico individuo.

1- Cuasiespecies:
Se refiere a la heterogeneidad genética entre las diversas secuencias del VHC

presentes en un individuo [27, 29]. La poblacion de genomas del VHC existentes en un
individuo, aunque estrechamente relacionados entre si, son heterogéneos, como consecuencia
del elevado nimero de mutaciones que ocurren durante la replicacion viral (tasa de mutacion
calculada en un individuo con infeccion cronica por el VHC de 1, 9 x 10 -3 bases sustituidas
por region genomica y por afo) [25, 26]. La variante que predomina puede diferir en el
individuo con el tiempo y con el estadio de la enfermedad hepatica [30, 31]. La region del
genoma que presenta la tasa mas alta de mutaciones esta situada en una pequefia zona de la
region codificante de las proteinas de la envuelta (HVR1) [32]. Los cambios secuenciales en
esta region durante la infeccién por el VHC, dan lugar a la generacion de variantes diferentes
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con neoantigenos no reconocidos por los anticuerpos originados en una etapa previa de la
infeccion [30, 33]. La existencia de cuasiespecies y la habilidad de mutar rapidamente ante
la presion inmune, permiten al VHC escapar a la respuesta inmune del huésped y perpetuar la
infeccion [30, 31, 33, 34].

2- Genotipos:
La elevada heterogeneidad del genoma del VHC ha permitido no sélo la inclusion del

VHC dentro del modelo de cuasiespecies sino también la introduccion del concepto de
genotipos [28]. Asi como el término cuasiespecies hace referencia a la variabilidad genética de
la poblacion del VHC en un mismo individuo [29], el término genotipo se aplica a la
heterogeneidad observada entre diferentes aislados del VHC [28]. Estos diferentes aislados se
pueden clasificar en grupos genéticos distintos como resultado del acimulo de mutaciones que
el VHC ha experimentado durante su proceso de evolucion [28].

En la actualidad esta asumido que podemos hablar de diferentes genotipos del VHC y
que a su vez los podemos subdividir en subtipos. Los conocimientos actuales sobre la
clasificacion en genotipos del VHC se basan en el analisis de secuencias viricas completas y
también de secuencias de regiones subgenomicas. En funcién de la regién examinada y de su
variabilidad, se han establecido diferentes clasificaciones [35-38] creando confusién en la
nomenclatura hasta el afio 1994, afio en que se propuso un sistema estandar que posibilita la
inclusién de futuras variantes [39].

Existe una distribucion geografica variable de estos genotipos, y mientras algunos se
reparten universalmente (1 y 2), otros parecen confinados a ciertas zonas (1b en Japdn,
Indonesia, Nepal y Tailandia; 4 en Africa central y del Norte y 5 en Africa del Sur; 6 en
Hong-Kong) [28]. Por otra parte también se han observado diferencias en funcion del tipo de
poblacion estudiada, siendo la distribucion de genotipos distinta si se analizan enfermos con
hepatopatia crénica o donantes de sangre [28, 40]. Igualmente, se han descrito cambios en la
distribuciéon segun la edad, detectdndose con mayor frecuencia el genotipo 3a en personas
jovenes [41]. Este hecho podria reflejar la introduccion de diferentes tipos viricos a través de
determinadas practicas tales como el uso de drogas por via parenteral [42]. Las implicaciones
que se derivan de la existencia de estos genotipos son varias. Los estudios respecto al papel
de la heterogeneidad del VHC en la progresion de la enfermedad hepética son discordantes, y
mientras algunos autores han encontrado una asociacion entre el VHC genotipo 1b y una
lesion hepatica mas grave, incluyendo el desarrollo de carcinoma hepatocelular [43-47], otros
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consideran que el genotipo viral no es un factor determinante de mayor gravedad de la
hepatopatia [48, 49]. Estas discrepancias pueden deberse a (ii) diferencias en la distribucion de
genotipos; (ii) diferencias en los métodos de genotipaje; (iii) diferencias en la definicién de la
gravedad de la hepatopatia; (iv) presencia de factores de confusion tales como la edad y/o
duracion de la infeccion C. Se ha comprobado que la prevalencia del genotipo 1b es mas alta en
enfermos de edad avanzada con una duracion superior de la enfermedad, hecho que podria
actuar como un factor de confusion al evaluar el peso real del genotipos en la historia natural de
la hepatitis cronica C [50, 51].

Existe consenso no obstante, en la asociacion entre el VHC genotipo 1b y una menor
respuesta al tratamiento con interferén [52].

La tercera implicacion clinica es la dificultad en la generacién de vacunas frente a la
hepatitis C, por el elevado numero de antigenos necesarios (correspondientes a cada genotipo

y subtipo) para ser efectivas.

2. Infeccion por el VHC

2.1 Metodos diagnosticos

1- Métodos seroldgicos

Las pruebas seroldgicas utilizadas para el diagndstico de la infeccion VHC utilizan
antigenos, bien recombinantes bien sintéticos, derivados de las diversas regiones del genoma
viral. La seleccion de estos antigenos ha ido mejorando desde el descubrimiento del VHC
con lo que se ha conseguido mejorar la sensibilidad y especificidad de estas pruebas. Asi, en
el primer radioinmuno-ensayo de primera generacion, se utilizaba el antigeno ¢100-3,
codificado por la region NS4 [53]. Aunque con este método, el 80%-90% de las muestras de
suero de pacientes con hepatitis cronica no-A no-B eran reactivas, existia una alta tasa de
falsos positivos, sobre todo al realizar cribajes en poblaciones de bajo riesgo [54, 55]. Con
los nuevos tests de segunda y tercera generacion, no solo ha disminuido el tiempo ventana de
seronegatividad tras la infeccion aguda, sino que tanto la sensibilidad como la especificidad
han alcanzado practicamente el 100% [56]. En pacientes de alto riesgo o con sospecha
clinica de hepatitis crénica, un ELISA 11 positivo es practicamente sinénimo de infeccién por
el VHC, por lo que no se considera necesario realizar pruebas de confirmacion [57]. Por
contra, en pacientes de bajo riesgo tales como donantes de sangre, los resultados positivos por
ELISA 11 deben confirmarse mediante pruebas de confirmacion, ya que en este contexto, no

es infrecuente detectar resultados falsos positivos [57]. Las pruebas de confirmacion RIBA-2
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incorporan 4 antigenos virales (5-1-1, c100-3, c22-3, c33c), existiendo una elevada
correlacion entre la positividad de 2 o méas bandas con la deteccion de viremia [58]. Los
resultados indeterminados (positividad de una sola banda) son, no obstante, mas
problematicos. En estos casos, el tipo de antigeno reactivo es importante, habiéndose
demostrado que existe una elevada correlacion entre la positividad de ¢22-3 o de ¢33c, y la
presencia de viremia o la positividad de las pruebas RIBA de tercera generacion (incorporan
un nuevo antigeno derivado de la region NS5) [59, 60]. Por contra, aquellas muestras con
RIBA 2 indeterminado, positivo para 5-1-1 o para ¢100-3, suelen dar resultados negativos o
indeterminados con RIBA-3 y no suelen asociarse con viremia, por lo que se consideran

falsos positivos [59-61].

2- Métodos virologicos

Permiten detectar el genoma viral directamente de la sangre, de tejido hepatico y de
células mononucleares de sangre periférica [62, 63]. La deteccion del ARN-VHC vy su
cuantificacion no es solamente Util para el diagndstico de la infeccion aguda, y para aquellos
casos seronegativos, sino que aporta informacion adicional relevante para el prondstico, la
indicacion de tratamiento y la respuesta antiviral. Deberia por tanto reservarse para (i)
pacientes seronegativos en los que existe una fuerte sospecha clinica; (ii) pacientes con
resultados seroldgicos discordantes; (iii) pacientes con hepatitis aguda; (iv) pacientes con
hepatitis cronica idiopatica; (v) pacientes con hepatitis cronica cuya etiologia puede ser mixta
incluyendo seropositivad para el VHC; (vi) pacientes seropositivos para el VHC con
transaminasas normales; (vii) monitorizacion del tratamiento antiviral; (viii) confirmacion de
la infeccion por el VHC en recién nacidos de madres anti-VHC positivas; y (ix) situaciones
de inmunodepresion en las que la capacidad de desarrollar anticuerpos esta alterada tal como
sucede tras el trasplante hepatico [3, 61].

a- Deteccion cualitativa del ARN-VHC: EI ARN-VHC se detecta mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) que permite detectar cantidades minimas de genomas
virales en sangre [62-64]. Existe una elevada variabilidad entre diferentes laboratorios al
determinar la viremia mediante esta técnica [64, 65]. Ello se debe a: (i) tipo de cebadores
seleccionados para la amplificacion [62, 63], (ii) condiciones de la reaccion, y (iii) forma como
se han recogido las muestras de suero [66, 67]. Es imprescindible que los laboratorios incluyan
un control negativo para controlar la contaminacion y un control positivo débil para garantizar la
sensibilidad del procedimiento cuando se procesan muestras.
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b- Cuantifiacion viral: En cuanto a la cuantificacion viral, existen varios métodos
[68], de los cuales el mas utilizado por ser mas sencillo es el b-DNA [69, 70]. La
sensibilidad del b-DNAZ2 no es, sin embargo, optima (200.000 copias/ml) [71]. Cuando se
procede a cuantificar el ARN del VHC, son fundamentales las condiciones de procesado y
conservacion de las muestras, ya que pueden influir bastante en los resultados obtenidos [67].
Otro de los sistemas para medir los niveles de viremia es la PCR competitiva, ya sea mediante la
introduccion de un estandar interno de ARN o de ADN [72]. Este sistema se basa en la co-
amplificacion del RNA extraido (o del cADN) de la muestra con una cantidad conocida de un
fragmento de tamafio y/o secuencia diferente al diana pero que se amplifica con los mismos
cebadores. La cantidad de ARN de las muestras se deduce a partir de una curva estandar. Estos
métodos se suelen desarrollar en cada laboratorio con pequefias modificaciones, dificultando la

comparacion de los resultados obtenidos por cada grupo [70].

c- Métodos de genotipaje: La forma mas concluyente de determinar el genotipo virico
se obtiene mediante la secuenciacion del genoma o parte del genoma del virus. Esto
comportaria, no obstante, un trabajo inabarcable por lo que se han disefiado métodos alternativos
maés eficientes [28]. Los métodos basados en el anélisis de la secuencia nucleotidica consisten
esquematicamente en la sintesis de cDNA y posterior amplificacion con cebadores de zonas
muy conservadas (cebadores universales). A continuacion se pueden diferenciar los genotipos
ya sea mediante una segunda amplificacion con cebadores especificos para cada tipo [73],
utilizando una hibridacién con sondas especificas (Inno-Lipa) [74] o bién con una digestion con
enzimas de restriccion para obtener un patrén de restriccion especifico (RFLP) [75]. Mediante
estas técnicas, la tipificacion del VHC no es aplicable si las muestras de suero no se han
almacenado de forma correcta y el ARN se ha degradado durante su manipulacién, o si las
muestras no son virémicas. En estas situaciones, se puede determinar el sero-tipo mediante
ELISA que utiliza oligopéptidos ramificados sintetizados a partir del mapeo de epitopos de la
proteina NS4. La aplicacion de este método permite detectar anticuerpos tipo-especificos frente

a la mayoria de genotipos [76].

2.2 Factores de riesgo para la transmisién del VHC
La exposicion percutanea directa, a traves de sangre y hemoderivados, trasplante de
organos, o uso de jeringuillas compartidas entre los adictos a drogas, constituye la via de
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transmision mas eficaz del VHC [61]. En este sentido, el VHC es el responsable de la gran

mayoria de hepatitis post-transfusionales no-A no-B. Tras la introduccién de los tests de

screening en los bancos de sangre, el riesgo de transmision por esta via es practicamente nulo
[77]. Igualmente, las medidas de inactivacion viral junto a los test de screening han logrado

disminuir de forma importante la tasa de contagio en el colectivo de pacientes con discrasias

sanguineas. Desafortunadamente, un 90% de pacientes hemofilicos que recibieron factores
de coagulacion no tratados estan infectados por el VHC. Sélo un 5% de personas infectadas
por el VHC refieren como factor de riesgo un antecedente de transfusion de productos
sanguineos, pese a la gran eficacia de transmision mediante esta via [61, 78].

Los adictos a drogas por via parenteral tienen una prevalencia de anti-C (22

generacion) del 70-90%, que aumenta si la duracion de la adiccidn ha sido superior a 10 afios.
Un antecedente de drogadiccion intravenosa esta presente hasta en un 35-40% de las personas
infectadas por el VHC [61, 78].

Entre los pacientes hemodializados, la prevalencia de anti-C varia segun los centros y

se situa entre 20 y 50%. La tasa de infeccion por el VHC se asocia con los afios en dialisis y
el nimero de transfusiones sanguineas. Este grupo representa un 1% de los casos de hepatitis
C[61, 78].

La transmisiéon del VHC a través de pinchazos accidentales ha sido claramente
demostrada en personal sanitario [61], habiéndose calculado que el riesgo de infectarse se

situa entre 5 y 10% tras un pinchazo accidental con sangre contaminada. No obstante, la
prevalencia de anti-C entre el personal sanitario es relativamente baja (0,3%-5%), similar a la
de la poblacion general, por lo que, si bien esta via de transmision existe, es poco eficiente.
Un 2% de los pacientes infectados por el VHC refiere este factor de riesgo [79].

En cuanto al trasplante de 6rganos, el riesgo de transmision de un donante infectado
(ARN-VHC positivo) a un receptor no infectado es del 100% [80]. EI riesgo disminuye
notablemente cuando el donante es anti-C positivo pero ARN negativo (50%), lo cual
permitiria el uso de estos Organos en ciertas circunstancias, tales como receptores ya
infectados por el VHC o en situaciones de extrema gravedad.

Las exploraciones médicas y dentales también suponen un peligro de transmision,

aunque no cuantificado hasta el momento [81, 82]. Es probable que la utilizacion de material
no desechable durante los afios 1950-1970 haya supuesto un mecanismo de transmision

relevante.
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2.3 Histologia

El grado de actividad de la enfermedad se reconoce por el alcance del dafio celular, tanto
en el d&mbito periportal como en el lobular. Knodell et al [83] confeccionaron un indice
numeérico para determinar el grado de actividad histologica de acuerdo con la concesion de
puntos a una serie de caracteres morfolégicos: la necrosis periportal, la inflamacion portal, la
necrosis lobular y la fibrosis.

Recientemente se han descrito nuevas clasificaciones que diferencian el estadiaje de la
actividad. La actividad consiste en la medida de la gravedad del proceso necroinflamatorio,
mientras que el estadiaje de la hepatitis cronica esta basado en la extension de la fibrosis y la
presencia de cirrosis. Para medir la actividad, se valora la necrosis periportal, la necrosis
confluente, la inflamacién intraacinar y la inflamacion portal [84, 85]. La valoracion del
estadiaje de la enfermedad de forma separada es importante, ya que se ha relacionado con el

tiempos de evolucion y tiene implicaciones terapéuticas y pronosticas [86].

2.4 Historia natural

Utilizando criterios viroldgicos, se ha comprobado que en la practica totalidad de
pacientes con infeccion aguda por el VHC, se sigue detectando el ARN-VHC en suero mas
alla de los 6 meses [87]. El prondstico de estos individuos infectados ain no esta claramente
definido, y ello sea probablemente debido al largo intervalo de tiempo que normalmente
transcurre entre la infeccion y el desarrollo de complicaciones. El curso de la enfermedad se
calcula en décadas [88], al menos en pacientes sin otros factores de riesgo, tales como el
alcohol. La hepatitis cronica por el VHC cursa de forma clinicamente silente en la mayoria de
los casos, con hipertransaminasemia mantenida en el transcurso de muchos afios, aunque puedan
observarse periodos de remision intercalados [61, 87]. La préactica de biopsias hepaticas a
pacientes con infeccidn cronica por el VHC objetiva la presencia de hepatitis cronica activa en la
mitad de los casos, mientras que en un 10-20% de los enfermos ya se evidencian signos de
cirrosis [89]. EI seguimiento posterior muestra una marcada heterogeneidad, y mientras las
lesiones se mantienen estables durante muchos afios en algunos casos, en otros empeoran
rapidamente. En conjunto se ha podido comprobar la transicién a cirrosis en aproximadamente
un 20% de pacientes después de un seguimiento de unos 10 afios [61, 87]. Sin embargo, no
existen muchos estudios que evallen de forma correcta la historia natural de la infeccion por el
VHC desde el momento del contagio, y que diferencien aquellos pacientes con transaminasas
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elevadas de aquellos con transaminasas normales. Aunque en la mayoria de pacientes
pertencientes a este ultimo colectivo, se han objetivado mediante biopsia hepatica lesiones
inflamatorias leves y moderadas [90], ningun estudio ha aportado informacion sobre la historia
natural de este grupo particular de pacientes.

El curso lento de la enfermedad hace dificil evaluar la mortalidad asociada con la
hepatitis C. Algun estudio no ha encontrado diferencias comparando enfermos con hepatitis
posttransfusional C respecto a grupos control [91]. Aln no se dispone, no obstante, de suficiente
perspectiva para contestar con certeza esta cuestion. Una forma alternativa de determinar la
evolucion a largo plazo de los pacientes con hepatitis cronica es mediante el calculo de la tasa de
progresion de la fibrosis hepatica. A traves de ésta, se puede estimar el tiempo necesario para el
desarrollo de cirrosis. En un estudio reciente basado en este sistema, Poynard y cols.
determinaron que la progresion de fibrosis sigue un patrén lineal con el tiempo con un cambio
anual del estadio de fibrosis de 0,133 unidades (0,125-0,143) [86]. A este ritmo, los autores
estimaron que el tiempo necesario para el desarrollo de cirrosis es de aproximadamente 30 afios
(28-32 arfios) [86]. Tanto la edad en el momento de la infeccion aguda, como el sexo y el
antecedente de ingesta enolica se asociaron con la tasa de progresion de la fibrosis, de tal forma
que el tiempo estimado para desarrollar una cirrosis varia entre 13 afios en hombres infectados a
partir de los 40, a 42 afios en mujeres infectadas antes de los 40 sin historia de ingesta de
alcohol. En este estudio, la progresion de fibrosis no se distribuyd normalmente, existiendo un
porcentaje de pacientes con progresion acelerada hacia formas avanzadas de lesion hepatica,
catalogados como “high fibrosers” frente a otro grupo de pacientes con muy lenta evolucion a
cirrosis catalogados como “slow fibrosers”. Esta gran variabilidad en la evolucion de la
enfermedad queda reflejada en la amplia diferencia de afios para desarrollar cirrosis entre estos
dos grupos, de tal forma que un tercio de los pacientes requiere menos de 20 afios para
desarrollar una cirrosis mientras que otro tercio no alcanzara probablemente este estadio tras 50

afios de seguimiento [86].

I11- INFECCION POR EL VHC ANTES DEL TRASPLANTE HEPATICO

1. Prevalencia:

La cirrosis secundaria a la infeccion crénica por el VHC constituye en la actualidad
una de las principales indicaciones de trasplante en los centros Europeos y Americanos [1, 2]
(Figura 1). En Estados Unidos, aproximadamente un tercio de los pacientes trasplantados
estd infectado por el VHC [1]. En Espafa, un estudio multicéntrico realizado en 1992
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demostro que el 46% de los pacientes sometidos a trasplante hepéatico eran anti-VHC

positivos [92] {Pospttransplantation hepatitis C in Spain}.

POSTTRANSPLANTATION HEPATITIS C IN SPAIN (Referencia # 92):
Diez centros Espafioles participaron en el estudio. Se incluyeron 269 pacientes

afectos de cirrosis hepatica de diversa etiologia sometidos a trasplante hepatico en 1992.
Los pacientes sometidos a trasplante por otro tipo de indicaciones tales como hepatitis
fulminante o tumor sobre higado no cirrético fueron excluidos.

De los 269 pacientes, se detectaron anticuerpos anti-VHC en 124 (46%) (Grupo
VHC). Los 145 pacientes restantes (54%) fueron catalogados como grupo control. Tal
como era de prever, otras condiciones estaban presentes en un porcentaje relevante (26%o)
de pacientes anti-VHC positivos. En concreto, 23 pacientes (72%) tenian antecedentes de
ingesta endlica significativa y 4 (12%) estaban coinfectados por el virus de la hepatitis B
(VHB). La gran mayoria de pacientes diagnosticados inicialmente como cirrosis noA noB
(97%) o como cirrosis criptogenética (79%o) estaban infectados por el VHC, mientras que
la prevalencia de la infeccién por el VHC fue menor en pacientes con diagndstico de
cirrosis alcoholica y cirrosis asociada al VHB (22% y 20%o, respectivamente) (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucion de causas de cirrosis en los pacientes sometidos a trasplante hepatico

en Espafia en 1992 (n= 269 pacientes).

Causas de cirrosis VHC positivo pre- VHC  negativo pre- Total, n
trasplante, n (%) trasplante, n (%)

Virus de la hepatitis B 4 (20) 16 (80) 20

Alcohol 23 (22) 82 (78) 105

Criptogenética* 56 (79) 15 (21) 71

Hepatitis No-A no-B* 36 (97) 1(3) 37

Autoimmune 1 (20) 4 (80) 5

CBP/CEP 1(4) 23 (96) 24

Hemocromatosis/ alfa

1-antitripsina/Wilson 1(20) 4(80) S

Porfiria Cutanea 2 (100) 0(0) 2

Tarda

TOTAL 124 (46) 145 (54) 269

* Los pacientes con cirrosis de etiologia desconocida pero con antecedentes de factores de riesgo tales como
transfusion sanguinea o drogadiccion intravenosa, se incluyeron en el grupo de “hepatitis no-A no-B”. Por
contra, aquellos pacientes con cirrosis de etiologia desconocida y sin factores de riesgo se incluyeron en el
grupo de cirrosis criptogenética.

Los pacientes con diagndstico previo de hepatitis no-A no-B y en menor grado aquellos
diagnosticados de cirrosis criptogenética constituyeron la mayoria de pacientes infectados por el
VHC, y por tanto con elevado riesgo de desarrollar hepatitis C del injerto. Otros grupos en los
que deberia investigarse la presencia del VHC dada su relativa elevada prevalencia son los
pacientes con diagnostico de cirrosis alcoholica y aquellos infectados por el virus de la hepatitis
B. Por contra, la infeccion por el VHC es extremadamente infrecuente en los pacientes con

diagnostico de cirrosis biliar primaria o colangitis esclerosante primaria.
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Otro de los hallazgos significativos del estudio fue la elevada prevalencia de
seropositividad frente al VHC en el grupo de pacientes con carcinoma hepatocelular
(82%0). En concreto, un 22% de los pacientes anti-VHC positivos habian desarrollado un
carcinoma hepatocelular frente a un 4% en el grupo control (p=0,0001), confirmando el

papel relevante del VHC en el desarrollo del carcinoma hepatocelular (Tabla 2) [93].

Tabla 2. Caracteristicas basicas de la poblacion de estudio (n=269)

VHC positivo VHC negativo p
(n=124) (n=145)
Edad (afios) (Media + DE) 53,3+7,9 47,6 £9,7 0,0001
Sexo (H/M) 63% 70% 0,24
Tiempo de seguimiento (meses) 20,5+ 9 18,8 + 10,5 0,17
(Media £ DE)
Carcinoma Hepatocelular, n (%) 27 (22) 6 (4) 0,00001

DE: desviacion estandar; H: Hombre; M: Mujer

Los pacientes infectados por el VHC eran mayores (53,3 7,9 afios) que los no
infectados (47,6 £ 9,7 afos) (p<0,00001). Entre los pacientes infectados por el VHC, los
gue no tenian ninguna condicién asociada tal como coinfeccion por el VHB o alcohol,
también eran mayores que los que tenian condiciones asociadas a la infeccion por el
VHC (54,8 7,2 vs 49 * 8,4 afios, p<0,0001).

Por otra parte, la hepatitis C es una de las causas mas comunes de hepatitis cronica en
el mundo, afectando aproximadamente un 0,5%-2% de la poblacion general en los paises
industrializados [61, 94]. En un nimero elevado de casos, se desconoce el factor de riesgo de
adquisicion viral [95], dificultando el desarrollo de estrategias eficaces destinadas a impedir

la difusion viral. Ademas, y pese al descenso de la incidencia de hepatitis por el VHC, la
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prevalencia de la infeccion por el VHC es significativamente superior entre las personas de
30-50 afios frente a aquellos menores 0 mayores [96]. Tras la infeccion aguda, la resolucion
espontanea es un hecho infrecuente, y hasta en el 80% de los pacientes se sigue detectando el
ARN-VHC en suero tras 6 meses de seguimiento [20, 87]. Eventualmente, una proporcién de
estos individuos acaba desarrollando una cirrosis y un subgrupo evoluciona a carcinoma
hepatocelular [86-90].

Desafortunadamente, la eficacia del tratamiento actual de la hepatitis crénica C con
interferon aisladamente o en combinacion con ribavirina es bastante limitada [87].

En consecuencia, y dada la elevada prevalencia de personas infectadas sin factores de
riesgo aparentes, la mayor prevalencia de infeccion en los individuos de 30 a 50 afios, la
elevada tasa de cronicidad tras la infeccion aguda y la escasa eficacia del tratamiento actual,
es de prever que el nimero de trasplantes hepaticos en pacientes con infeccion VHC continte
incrementandose en el futuro.

Como hemos visto previamente, la infeccion por el VHC es frecuente en otros grupos
de pacientes, tales como cirrosis alcoholica (30%) or cirrosis por VHB (12-55%) [61, 92, 94],
por lo que la investigacion de la posible infeccion C debe formar parte del proceso de

evaluacion de cualquier candidato a trasplante.

2. Indicacion de trasplante.

El ndmero creciente de pacientes anti-VHC positivos que requieren un trasplante
hepatico como ultima medida terapéutica contrasta con la relativa estabilidad en el niamero de
donantes. Existe pués un desequilibrio entre el nimero de posibles candidatos y el de
donantes [18], que muy probablemente empeore en el futuro a medida que aumente el “pool”
de pacientes infectados por el VHC. Ante esta situacion de escasez de odrganos, los
hepatologos y cirujanos de trasplante debemos asentar con claridad las indicaciones de
trasplante hepético en este colectivo, y las maneras de aprovechar al maximo los recursos

existentes.

El trasplante deberia considerarse una alternativa terapéutica en caso de enfermedad
hepatica suficientemente avanzada con consiguiente escasa probabilidad de supervivencia a
medio plazo en ausencia de éste. Un objetivo fundamental es pués la identificacion del
momento idoneo para la realizacién del trasplante, lo que implica que existan complicaciones

que ponen en peligro la vida paciente, pero aun queda suficiente reserva funcional para
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tolerar la cirugia.

Existen varias preguntas que uno se debe plantear en la evaluacion de un paciente con
hepatopatia por el VHC como candidato a trasplante hepatico: (i) ¢Cual es el prondstico sin
trasplante del paciente con cirrosis por el VHC ?; (ii) ¢Cdémo podemos disminuir el tiempo
en la lista de espera?; vy (iii) ¢Existe algin farmaco capaz de modificar la historia natural de

la hepatopatia terminal por el VHC?

2.1. Pronostico de la cirrosis por VHC

Hoy por hoy, y a diferencia de la cirrosis biliar primaria [97], no se dispone de un modelo
que sea capaz de predecir con suficiente fiabilidad la supervivencia del paciente con cirrosis
VHC en ausencia de trasplante. Ademas, el prondstico de la cirrosis por el VHC, tanto
compensada como descompensada, no estd claramente definido. En ausencia de cirrosis, la
expectativa de vida es similar a la de individuos no infectados. Incluso tras el desarrollo de
cirrosis evidenciada histologicamente, solamente un 30% de los pacientes presentan
complicaciones significativas en los siguientes 10 afios, siendo el riesgo anual de desarrollo
de CHC del 2-3% [98, 99]. En efecto, en un estudio Europeo reciente [98], en el que se
evaluaron 384 cirroticos seropositivos durante un periodo medio de 5 afios, la supervivencia
de los pacientes con cirrosis descompensada alcanz6 solamente el 50%, cifra inferior a la
obtenida tras el trasplante hepatico (aproximadamente 65%). EIl trasplante hepatico parece,
por tanto, una opcion evidente en el caso de pacientes con hepatopatia descompensada por el
VHC. En pacientes con cirrosis por el VHC compensada, las decisiones son mas dificiles.
En el estudio Europeo [98], la supervivencia a 5 afios de los pacientes con cirrosis por el
VHC compensada fue del 91%, siendo las tasas de descompensacion hepética y de desarrollo
de carcinoma hepatocelular del 18% y del 7%, respectivamente. En otro estudio reciente
[100], la supervivencia a 4 afios de 103 cirroticos fue del 84%, siendo las tasas de
descompensacion hepatica y carcinoma hepatocelular del 20% y 11,5%, respectivamente.
Por tanto, y en ausencia de estudios controlados que evallen la eficacia del trasplante
hepatico, el prondstico a 5 afios de los pacientes con cirrosis compensada VHC parece
favorecer la abstencion frente al trasplante. El incremento progresivo de las listas de
trasplante y el consiguiente aumento de la mortalidad de los candidatos [18] dificulta aun mas
la toma de decisiones, que frecuentemente deben tomarse con bastante tiempo de antelacion.

Existen dos vias para intentar disminuir la mortalidad de los candidatos seropositivos.

Una de ellas es el uso de terapia antiviral en cirréticos VHC con el objetivo de reducir las
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complicaciones, y eventualmente la necesidad de trasplante. La segunda opcidn consiste en

aumentar el namero de donantes mediante la inclusion de los individuos anti-VHC positivos.

1- Tratamiento antivirico pre-trasplante:

Practicamente todos los ensayos realizados con interferon han mostrado tasas menores de
respuesta sostenida en pacientes cirréticos (9%-16%) respecto a los no cirréticos (17%-34%)
[87]. En analisis multivariados, la presencia de cirrosis aparece constantemente como un
factor independiente de ausencia de respuesta inicial y de recaida [52]. Ademas, el impacto
clinico del tratamiento con interferon en pacientes con cirrosis VHC no estad claramente
establecido [101]. Algunos estudios han descrito una reduccion, tanto en la incidencia del
hepatocarcinoma como de la descompensacion hepatica, entre los pacientes tratados con
interferén respecto a los no tratados [100, 102-104]. Los resultados, no obstante, no son
claramente convincentes [99, 101], y requieren confirmacion en estudios prospectivos bien
disefiados. Los resultados de diversos estudios han demostrado una mayor eficacia del
tratamiento combinado interferon-ribavirina en pacientes con hepatitis cronica C con o sin
cirrosis, tanto en pacientes no tratados previamente con interferén como en aquellos tratados
con recaida post-tratamiento [105-108]. Aun se desconoce si este tratamiento puede tener
algin impacto en la incidencia de las complicaciones de la cirrosis por el VHC.

Hoy por hoy, no se recomienda el tratamiento de la cirrosis descompensada con interferén
con o sin ribavirina, dada la escasa eficacia y la mala tolerancia de estos farmacos en esta

situacion [87].

2- Donantes anti-VVHC positivos:

El uso de d6rganos de pacientes seropositivos constituye una opcion para superar la
escasez de dorganos donantes. En este sentido, se ha demostrado que la transmision de la
infeccidn virica es practicamente universal cuando el donante es virémico, mientras que es de
aproximadamente la mitad cuando no se detecta viremia en el donante [80]. No obstante, la
deteccion de viremia en el donante mediante técnicas de biologia molecular no constituye una
técnica apropiada de cribaje dada las limitaciones en cuanto a tiempo y requerimientos
técnicos [62, 64]. Las implicaciones derivadas del uso o desecho de estos érganos estan
relacionadas con dos aspectos: (1) la prevalencia de drganos anti-VHC positivos en la

poblacion general de donantes, y (2) la historia natural del paciente que recibe un organo de
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estas caracteristicas. En Estados Unidos, la tasa de donantes seropositivos por RIBA 2 es del
4,2% mientras que la tasa de donantes virémicos es del 2,4% [109]. Un 50%
aproximadamente de los donantes seropositivos no son, por tanto, virémicos, y poseen un
riesgo escaso de transmision del VHC [80]. En resumen, aunque la no utilizacion de 6rganos
de pacientes seropositivos permitiria la practica eliminacion de la transmision a partir del
6rgano donante, esto implicaria la pérdida de aproximadamente un 2% de Grganos, que pese a
ser seropositivos, poseen un riesgo muy escaso de estar verdaderamente infectados por el
VHC.

En segundo lugar, la idoneidad de estos 6rganos depende del prondstico de los
pacientes que reciben o6rganos infectados por el VHC, informacion que alun no esta
claramente establecida. En un estudio reciente y tras un seguimiento de 6-7 afios, no se
detectaron diferencias respecto a la supervivencia del injerto o del paciente (40% y 70%,
respectivamente) entre 24 receptores de Organos seropositivos y 74 receptores de 6rganos
seronegativos [110]. La interpretacion de estos datos debe, no obstante, realizarse con
cautela en el contexto del trasplante hepatico, pués la gran mayoria de individuos incluidos en
este estudio eran pacientes sometidos a trasplante de rifion, y solamente un 13,8% de los
pacientes estudiados recibio un higado de un donante seropositivo. La documentacion cada
vez mas frecuente de casos de cirrosis del injerto por el VHC en pacientes con recidiva de la
infeccion por el VHC [11, 14, 16] constituye una limitacion de esta practica, ya que es
bastante probable que la historia natural de los pacientes con infeccion de novo VHC del
injerto no difiera de la descrita en pacientes con recidiva de la infeccion.

El uso de 6rganos de donantes infectados para candidatos previamente infectados por el
VHC es otra alternativa. En esta situacion, se han descrito fenémenos de superinfeccion por
la cepa pre-existente en el donante y viceversa [111]. La evolucion post-trasplante parece, no
obstante, no diferir de la observada en pacientes infectados por el VHC que reciben un
organo de un paciente seronegativo frente al VHC [112, 113]. En un estudio sobre 14
pacientes que recibieron higados infectados por el VHC, el genotipo 1/1b se convirtié en el
predominante tras el trasplante en todos los casos en los que éste infectaba bien al donante o
al receptor, sugiriendo que este genotipo posee ventajas adaptativas sobre el resto [111]. Tras
un afo de seguimiento, la gravedad de la hepatitis C del injerto fue mayor en aquellos casos
en que el genotipo detectado tras el trasplante era el mismo que tenia el receptor antes del
trasplante. En otra serie, la supervivencia a 5 afos tanto del paciente como del injerto no
difirié entre 25 cirrdticos seropositivos que recibieron un organo infectado y un grupo control
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de 175 cirroticos seropositivos que recibieron un o6rgano no infectado [112]. Ademas, la
incidencia de hepatitis C del injerto no fue estadisticamente diferente en ambos grupos (44%

frente a 75%, respectivamente). EIl ndmero de pacientes incluidos en estos estudios es, sin
embargo, reducido por lo que son necesarios estudios adicionales que permitan definir el
impacto a largo plazo del fendmeno de superinfeccion. Hasta entonces, los érganos de
donantes seropositivos deberian continuar usandose en situaciones de emergencia, las cuales

muy probablemente, continlen aumentando en el futuro.

En resumen, la cirrosis secundaria a la infeccion crénica por el VHC se ha convertido
en la principal indicacion de trasplante hepatico en la mayoria de Centros Espafioles. A
diferencia de las hepatopatias metabolicas o colestésicas, tales como la cirrosis biliar primaria
[97], no existe un modelo capaz de predecir el pronostico en pacientes con hepatopatia
terminal secundaria a la infeccion por el VHC. Los pacientes cirr6ticos con antecedentes de
algin episodio de descompensacion hepatica tales como ascitis, encefalopatia o peritonitis
bacteriana espontanea, deberian remitirse a un centro de trasplante dada la mala
supervivencia con los tratamientos tradicionales. Por contra, el pronostico de los pacientes
cirréticos compensados parece favorecer la abstencion frente al trasplante.

La escasez de o6rganos donantes constituye actualmente uno de los problemas
fundamentales. EIl uso de donantes considerados hasta el momento inadecuados, tales como
aquellos seropositivos para el VHC, constituye una posible solucion para incrementar el pool
de donantes.

La busqueda de nuevos farmacos capaces de prevenir la descompensacion hepatica y
ulteriormente la necesidad del trasplante es uno de los objetivos mas esperados para la
proxima década.

La vacunacion frente al VHB y el virus de la hepatitis A deberia formar parte del
manejo de los pacientes cirroticos VHC positivos ya que se ha sugerido una mayor

mortalidad en este colectivo en caso de sobreinfeccidn por alguno de estos virus [114, 115].
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IV. INFECCION POR EL VHC DESPUES DEL TRASPLANTE HEPATICO

1. Origen de la infeccion:

El VHC es el principal responsable de hepatitis cronica despues del trasplante (60%-
90%). Habitualmente, se debe a la recurrencia viral en pacientes con infeccion por el VHC
pretrasplante [3]. Por contra, la infeccion de novo a partir del 6rgano donante o a partir de los
productos sanguineos trasfundidos es hoy en dia excepcional [92, 116, 117].

En la tabla 3 se muestran los resultados del estudio multicéntrico Espafiol
realizado en 1992, donde se comprueba que la infeccion por el VHC de novo es un hecho
extremadamente infrecuente tras la implementacion de los tests de cribaje en los bancos
de sangre. Por contra, la recurrencia de la infeccion VHC es péacticamente universal,

tanto si evalla mediante técnicas virologicas como seroldgicas [92].

Tabla 3. Infeccién por el VHC tras el trasplante hepéatico

Post-trasplante

Pre-trasplante anti-VHC positivo  Anti-VHC negativo
anti-VHC positivo (n=107) 105 (98%) 2 (2%)
anti-VHC negativo (n=110) 4 (3,6%) 106 (96%)

Post-trasplante

Pre-trasplante ARN-VHC positivo  ARN-VHC negativo
ARN-VHC positivo (n=56) 52 (93%) 4 (7%)
ARN- VHC negativo (n=62) 3 (4,8%) 59 (95%)
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La infeccion por VHC tras el trasplante hepatico se asocié de manera significativa
con la infeccion por el VHC antes del trasplante, tanto si se evaluaba la infeccion C por

métodos seroldgicos (p<0,001) como viroldgicos (p<0,001).

1.1 Recurrencia de la infeccion por el VHC:

En pacientes con infeccion por el VHC pre-trasplante, la recurrencia de la infeccion es
practicamente universal (> 95%), ya que no se toman medidas para inhibir la replicacion viral
antes del trasplante [3, 4]. Aunque la replicacion viral en localizaciones extra-hepaticas puede
constituir una fuente de infeccion del injerto, los datos mas recientes cuestionan su
importancia. Fukomoto y cols [19] han medido los niveles de ARN-VHC a intervalos
frecuentes antes, justo inmediatamente después y hasta el mes del trasplante, observando: (1)
una rapida disminucion de estos tras extraer el higado infectado, (2) niveles permanentemente
bajos durante las primeras 48 horas post-trasplante, e (3) incremento progresivo de los niveles
de viremia hasta alcanzar y superar los niveles pre-trasplante a partir de las 72 horas. Estos
datos sugieren que el higado es la principal localizacién de replicacién viral, la cual se
encuentra estimulada en situaciones de inmunosupresion, mientras que las localizaciones

extra-hepaticas contribuyen poco a los niveles en suero.

1.2.  Infeccién por el VHC de novo:

La segunda fuente del VHC proviene de los productos sanguineos trasfundidos o del
organo donante. EIl riesgo de adquirir el VHC a través del trasplante ha disminuido
significativamente y se encuentra en la actualidad alrededor del 0-3% [92, 116, 117]. Varios
hechos han contribuido a este descenso, incluyendo: (i) la baja sensibilidad de los test de
primera generacion utilizados para el diagndéstico de infeccion VHC en cirroticos candidatos
a trasplante en estudios iniciales [3], (ii) la practica eliminacion de la hepatitis postrasfusional
tras la introduccion de los test de cribaje en los bancos de sangre (0,01- 001% por unidad de
sangre) [77], (iii) la disminucion de los requerimientos de sangre durante la intervencién
quirdrgica y en el postoperativo con las mejoras técnicas; (iv) la utilizacién de distintos
métodos de preservacion y perfusion del injerto, lo cual podria tedéricamente variar la
cantidad de virus transmitida por el 6rgano, tal como se ha demostrado en el caso del

trasplante de rifion [118].
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2. Definicion y Diagnostico:

Varios centros han investigado la historia natural de la infeccién por el VHC del
injerto [5-16]. Desafortunadamente, la ausencia de uniformidad a la hora de definir la
hepatitis C recurrente ha dificultado la comparacion de los resultados. La “infeccién C
recurrente” deberia diferenciarse de la “hepatitis C recurrente”, ya que la primera hace
referencia a la presencia de viremia detectada por técnicas de biologia molecular, mientras
que “hepatitis C recurrente” implica desarrollo de lesién histoldgica del injerto secundaria al
VHC. Otras definiciones, basadas en marcadores bioguimicos o serologicos, no alcanzan la
suficiente precision dada la escasa especificidad de los marcadores bioquimicos [14] y la
relativa falta de sensibilidad de los test serolégicos en el contexto del trasplante hepético
[118]. En particular, en esta situacion, se ha detectado un descenso significativo en el titulo
de ciertos anticuerpos frente a antigenos del VHC, tales como el C100-3, C-33 y NS5 [119].
Los titulos de otros anticuerpos tales como aquellos dirigidos hacia a C22 y C25 parecen mas
estables, lo cual explicaria la mayor sensibilidad de los test de segunda generacion [120]. En
cuanto a los marcadores bioquimicos, y al igual que sucede en el paciente
inmunocompetente, no existe una correlacion entre los niveles de las transaminasas y el grado
de afectacion histoldgica [14].

En un estudio realizado recientemente en el Hospital La FE en el que colabor6 la
doctoranda [14], y en el que los pacientes sometidos a trasplante hepatico por cirrosis
por el VHC seguian un riguroso seguimiento histolégico con biopsias anuales
independientemente de los niveles de transaminasas, se pudd observar esta falta de

correlacion bioquimica-histologica (Figura 2).
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Figura 2. Ausencia de correlacion bioguimica-histologica en pacientes con hepatitis C
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La figura muestra la relacion entre los niveles séricos de ALT y la actividad de la hepatitis C
recurrente en el Gltimo seguimiento. La actividad se estimd a partir del indice de Knodell y se basé en el
grado de infiltrado inflamatorio y necrosis hepatocitaria {necrosis periportal (0-6), actividad lobular (0-4)
y actividad portal (0-4)}, obteniéndose la siguiente clasificacion: 1-2, minima; 3-6, leve; 7-10, moderada;
11-14, grave. Las barras indican los niveles medios. El rango normal de ALT es 0-40 U/L (linea de
puntos).

De los 79 pacientes que desarrollaron una hepatitis del injerto, un 30% mantuvd
niveles en suero normales de ALT (0-40 U/L), y aunque estos niveles fueron inferiores
en el grupo de pacientes con hepatitis minima, no difirieron entre aquellos con hepatitis
leve, moderada o grave (Figura 2). La mayoria de pacientes con hepatitis minima
mantuvo niveles en el rango de la normalidad (92%). Por contra, el porcentaje de
pacientes con ALT normal fue significativamente menor entre los pacientes con
hepatitis leve (37,5 %), hepatitis moderada (9,5%), o hepatitis grave (10,5 %)
(p=0,0001). {Referencia # 14: High incidence of allograft cirrhosis in hepatitis C virus
genotype 1b infection following transplantation: relationship with rejection episodes}.
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3. Historia natural:

El conocimiento de la historia natural de la hepatitis C post-trasplante y los factores
implicados en la progresion de la enfermedad son importantes para: (1) la seleccion del
paciente; (2) la modificacion racional de la inmunosupresion en caso de hepatitis C grave del
injerto; y (3) la identificacion de los pacientes con mayor necesidad de tratamiento.

Las consecuencias de la infeccion por el VHC postrasplante son variables, aunque
generalmente menos dramaticas que en el caso de la infeccion por el VHB [121, 122].
Aunque la recurrencia del VHC constituye practicamente la norma [3], solamente entre un
50%-90% de los pacientes virémicos presentan evidencias histologicas de hepatitis dentro
del primer afio, siendo el espectro histolégico muy variable [5, 8, 10, 11, 14, 16, 92]. La
mayoria desarrolla lesiones de hepatitis crénica activa entre el primer y el tercer afio. En la
Figura 3 se detallan las lesiones histoldgicas observadas en los pacientes incluidos en el

estudio multicentrico Espafiol infectados por el VHC [92].

Figura 3: Resultados histologicos post-trasplante en los pacientes con infeccon por
el VHC (Estudio multicéntrico Espafiol 1992).

Idiopatico (1)

HCA grave
HCL
(11)
HCA moderada
HCP
(14) HCA leve
Cirrosis (1)

Abreviaturas: HCA=Hepatitis crdnica activa; HCP=Hepatitis crdénica persistente; HCL= Hepatitis
croénica lobular;

En la mayoria de pacientes sometidos a trasplante hepatico por cirrosis VHC y con seguimiento
histoldgico superior a 6 meses, los hallazgos histoldgicos observados son de hepatitis crénica activa con o sin

Cirrosis.
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En un porcentaje que varia entre el 6% y 10%, los pacientes desarrollan una forma
acelerada de hepatitis [17], semejante a la hepatitis colestasica fibrosante descrita en
pacientes infectados por el VHB [121]. Por contra, otro subgrupo de pacientes con viremia
positiva, e incluso niveles elevados de ARN-VHC en suero, no tiene lesiones histoldgicas tras
varios afios de seguimiento [5, 14, 123, 124] sugiriendo que, al igual que sucede en el
individuo inmunocompetente [90], existe un estado de portador sano.

Las consecuencias a largo plazo de la infeccion por el VHC post-trasplante no estan
todavia claramente definidas [11-16]. Aunque la infeccion por el VHC no parece repercutir
negativamente sobre la supervivencia del paciente [11-15] (Figura 4), se estan documentado
cada vez con mayor frecuencia casos de hepatitis C progresiva del injerto tras 5 0 mas afos
de seguimiento [11, 14, 16].

Figura 4. Supervivencia post-trasplante: VHC frente a controles sin _enfermedad

tumoral [12].
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En un primer estudio, los autores observaron una evolucion a formas mas graves de
lesion histologia con el tiempo; de tal forma que tras 35 meses de seguimiento, un 27% de
pacientes habia desarrollado una hepatitis cronica moderada, mientras que tras 51 meses, esta
habia progresado a cirrosis en un 8% de los casos [10]. En otro estudio realizado
recientemente en el Hospital La FE en el que colaboro la doctoranda [14], y en el cual el

97% de los pacientes tenia signos histologicos de hepatitis en la biopsia mas reciente, el
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riesgo actuarial de desarrollar cirrosis paso de 3,7% al afio a 28% a los 5 afios [14]
(Figura 5){High incidence of allograft cirrhosis in hepatitis C virus genotype 1b
infection following transplantation: relationship with rejection episodes}.

Figura 5: Probabilidad acumulada de desarrollar cirrosis VHC del injerto (n=81).
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La probabilidad acumulada de desarrollar una cirrosis por el VHC del injerto aument6

progresivamente hasta alcanzar 28% a los 4 y 5 afios post-trasplante.
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HIGH INCIDENCE OF ALLOGRAFT CIRRHOSIS IN HEPATITIS C VIRUS
GENOTYPE 1B INFECTION FOLLOWING TRANSPLANTATION:
RELATIONSHIP WITH REJECTION EPISODES (REFERENCIA # 14)

El objetivo fundamental de este estudio fue evaluar la historia natural de la
infeccion por el VHC recurrente, y los factores involucrados en ella. Los estudios
previos cuyo objetivo era el mismo habian obtenido resultados discrepantes, tanto en la
incidencia de hepatitis C recurrente como en su gravedad. Estas discrepancias
reflejaban probablemente la existencia de poblaciones de estudio heterogéneas y la
presencia de distintas variables potencialmente relacionadas con la evolucion de la
hepatitis C post-trasplante. En particular, en estudios previos, los regimenes
inmunosupresores eran diferentes entre pacientes, la infeccion por el VHC genotipo 1b
era menor, y no siempre se realizaba un seguimiento histoldgico a todos los pacientes.

Las ventajas de evaluar la historia natural de la infeccion por el VHC
postrasplante en nuestro centro fueron: (1) inclusion de un grupo homogéneo de
pacientes infectados por el genotipo 1b, (2) realizacion de biopsias de protocolo anuales,
y (3) tratamiento universal de induccion con triple terapia ciclosporina-azatioprina-
prednisona. La seleccion de un grupo de estudio tan homogéneo reduce el riesgo de
asociaciones falsas, al disminuir el nimero de variables potencialmente relacionadas

con la evolucion de la hepatitis C post-trasplante.

Los objetivos especificos fueron (i) evaluar la progresién histolégica de la
hepatitis C post-trasplante, y en particular determinar la incidencia de cirrosis del
injerto secundaria a la reinfeccion por el VHC; (ii) comprobar el efecto negativo de los
episodios de rechazo y su tratamiento sobre la gravedad de la hepatitis C del injerto;
(iii) definir si los hallazgos histoldgicos de la primera biopsia anual predicen la
evolucién histolégica posterior; y (iv) determinar si los hallazgos histoldgicos se

correlacionan con las pruebas de funcion hepatica.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes: (i) infeccion por el VHC post-
trasplante definido por positividad en suero del ARN-VHC (detectado por PCR); (ii)
seguimiento histologico mayor de un afio; y (iii) ausencia de infeccion por el VHB. De
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los 239 pacientes sometidos a trasplante hepatico en el Hospital La FE entre 1991 y
1996, 118 lo fueron por cirrosis secundaria a la infeccion por el VHC. De ellos, se
excluyeron 39 por las siguientes razones: (1) supervivencia menor a un afio post-
trasplante (n=28); (2) infeccion por el VHB post-trasplante (n=4); (3) seguimiento
histologico inadecuado (n=4); (4) complicaciones biliares concomitantes (n=2); y (5)
indetectabilidad del ARN-VHC en suero tras el trasplante (n=1). Solamente en un
paciente excluido, la causa de fallecimiento estaba relacionado con el VHC. Se
afadieron dos pacientes con infeccién por el VHC de novo, por lo que finalmente, el
grupo de pacientes estuvo formado por 81 pacientes (56 hombres, 25 mujeres con una
edad media de 54 + 8 afos, rango 24-65 afios) infectados en su gran mayoria por el
VHC genotipo 1b (96%0), y sometidos uniformemente a la clasica inmunosupresion de
induccién con ciclosporina-azatioprina-prednisona. En 17 casos, la indicacion de
trasplante incluyé la presencia de carcinoma hepatocelular sobre la cirrosis por el VHC.
En dos casos, se descubrieron pequefios carcinomas incidentales en el explante. El
grupo de pacientes excluidos no difirié del grupo de estudio respecto a la edad, sexo,

ingesta previa de alcohol y prevalencia de carcinoma hepatocelular.

Durante los primeros 5 afios post-trasplante, se realizaron biopsias anuales a
todos los pacientes, independientemente del nivel sérico de transaminasas, con un total
de 202 biopsias de protocolo. Se realizaron biopsias adicionales en caso de elevacion de
transaminasas 1,5 veces el limite superior de la normalidad, o para confirmar la
resolucién de los episodios de rechazo. El seguimiento histoldgico medio fue de 32 meses
con un rango entre 12 y 60 meses. Las biopsias se evaluaron prospectivamente para el
estudio, diferenciando la actividad inflamatoria del estadio de fibrosis. Se utiliz6 un
metodo cuantitativo similar al indice de knodell que diferencia por un lado el grado de
infiltrado inflamatorio {necrosis periportal (0-6), actividad lobular (0-4) y actividad
portal (0-4)} y por otro lado el estadio de fibrosis en una escala de 0 a 4 (1=fibrosis

periportal, 3= fibrosis en puente, 4=cirrosis).

El tratamiento inmunosupresor consistié en triple terapia con ciclosporina (dosis
ajustadas segun niveles: 250-350 ng/ml durante el primer mes, 150-250 ng/ml durante el
20 y tercer mes, 100-150 ng/ml hasta el afo, y alrededor de 100 ng/ml posteriormente),
azatioprina (1-2 mg/Kg/dia) y prednisona (empezando con 200 mg y disminuyendo a 20
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mg/dia a partir del 6° dfa). En 76 pacientes, se discontinué el tratamiento con
azatioprina tras una media de 190 dias (rango 23-1260 dias). En el tltimo seguimiento,
se habia retirado la prednisona a 75 pacientes (93%) tras un seguimiento media de 720
dias (rango 210-1800 dias). Los episodios de rechazo confirmados histolégicamente en
todos los casos se trataron con 3 bolos de metil-prednisolona, y en caso de resistencia se

recurrio al uso de OKT3, lo cual sucedié en 6 % de pacientes.

Las variables que se analizaron como factores predictivos de lesion histologica
fueron la edad, el sexo, la presencia de carcinoma hepatocelular, el nimero de rechazos
ocurridos durante el primer afio post-trasplante, el ndamero de bolos de
metilprednisolona administrados durante el primer afio, la utilizacién de OKT3, la dosis
acumulada de prednisona y azatioprina y niveles de ciclosporina a los 3, 6, 9 y 12 meses,

y los niveles séricos de ALT anuales.

Los resultados pueden resumirse en los siguientes puntos:

Q) Progresion de la actividad inflamatoria de la hepatitis C del injerto: En la
biopsia mas reciente, se evidenciaron signos histologicos de hepatitis en 79 pacientes
(97,5%), la cual fue minima en el 15%, leve en el 20%, moderada en el 41% y grave en
el 24% (Tabla 4) (Figura 6).

Tabla 4. Hepatitis C post-trasplante: Grado de actividad inflamatoria en el ultimo

seguimiento histologico.

Grado n (%) Seguimiento medio * DE (meses)
(actividad)*

Minima 12 (15,1) 25+ 19

Leve 16 (20,2) 35+19

Moderada 32 (40,5) 31+15

Grave 19 (24,1) 3216

*Calculado a partir de la puntuacion separada de necrosis periportal (0-6), necrosis y
degeneracion lobular (0-4) e inflamacion portal (0-4), definiendo los siguientes grupos:

1-2, minima; 3-6, leve; 7-10, moderada; 11-14, grave.
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Figura 6: Hepatitis C post-trasplante: Grado de actividad inflamatoria en el ultimo

seguimiento histolégico (n=81)

25+ 19 35+ 19 31 £ 15 32 £16 Meses post-trasp|ante
Minima Leve Moderada Grave

La evolucidn de la actividad inflamatoria durante los primeros 5 afios post-trasplante
gueda reflejada en la tabla 5y figura 7.

Tabla 5. Evolucion de la actividad inflamatoria durante los primeros 5 afios post-
trasplante.

Puntuacion Grado Primer Segundo Tercer Cuartoafio Quinto afio

(actividad)* afno (n=78) afo (n=56) afio (n=35) (n=19) (n=13)
No hepatitis, n (%) 5 (6,4) 1(1,8) 3(8,6) 1(5,3) 0 (0)

Minima, n (%) 20 (25,6) 9(16,1) 5 (14,3) 2 (10,5) 2 (15,4)
Leve, n (%) 17 (21,8) 12 (21,4) 7 (20) 4(21,1) 5 (53,8)
Moderada, n (%) 31(39,7) 25 (44,6) 13 (37,1) 8 (42,1) 4 (30,8)
Grave, n (%) 5(6,4) 9(16,1) 7 (20) 4 (21,1) 2 (15,4)
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Figura 7. Evolucion de la actividad inflamatoria durante los primeros 5 afios post-

trasplante (n=81).
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Al comparar las biopsias del primer y quinto afio, no se detectaron diferencias
significativas en el namero de injertos sin hepatitis (p=0,45), con hepatitis minima
(p=0,42), hepatitis leve (p=0,29), moderada (p=0,76), o grave (p=0,26). En los 11
pacientes con biopsias anuales hasta el quinto afio, la tendencia fue al empeoramiento

de la actividad inflamatoria con el tiempo, sin alcanzar significacion estadistica.

(i)  Progresion del estadio de fibrosis post-trasplante: En la biopsia mas
reciente, se evidenciaron signos de fibrosis en 52 pacientes (64 %). De estos, 32%
consistieron en expansion fibrosa portal, 17,3% fibrosis en puente y 14,8% cirrosis

(tabla 6, figura 8).

34



Tabla 6. Hepatitis C post-trasplante: estadio de fibrosis en el Gltimo seguimiento

histologico (n=81).

Estadio (Fibrosis)t n (%) Seguimiento medio + DE (meses)
No 29 (35.8) 29,8+ 16,5

Expansion Fibrosa Portal 26 (32,1) 32,8+18,1

Fibrosis en puente 14 (17.3) 343+£175

Cirrosis 12 (14,8) 30+£14

tEstadios de fibrosis (basado en la clasificacion de Knodell): 0, ausencia de fibrosis;

1, expansion fibrosa portal; 3, fibrosis en puente; 4, cirrosis.

Figura 8. Hepatitis C post-trasplante: estadio de fibrosis en el ultimo sequimiento

histologico (n=81).
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La evolucion del estadio de fibrosis durante los primeros 5 afios post-trasplante
gueda reflejada en la tabla 7 y figura 9.
Tabla 7. Evolucion del estadio de fibrosis durante los primeros 5 afios post-trasplante.

Estadio (Fibrosis) n=78 n=57 n=35 n=18 n=13
No, n(%o) 44 (56,4) 24(42,1) 15(42,9) 5(27,8) 4(30,8)
Expansion fibrosa portal , n(%) 27 (34,6) 21(36,8) 10 (28,6) 9(50) 6(46,2)
Fibrosis en puente,n (%) 4 (5,1) 9 (15,8) 7 (20) 1(,6) 3(231)
Cirrosis, n(%o) 3(3,8) 3(,3) 3(8,6) 3(16,7) 0 (0)

Figura 9. Evolucidn del estadio de fibrosis durante los primeros 5 afios post-trasplante.
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Al comparar las biopsias del primer y quinto afio, no se detectaron diferencias
significativas en el nimero de injertos sin fibrosis (p=0,13), o con expansion fibrosa
portal (p=0,53). Por contra, el ndmero de injertos con fibrosis en puente fue
significativamente menos frecuente al primer afio que al quinto afio (p=0,057). En los 11

pacientes con biopsias anuales hasta el quinto afio, la tendencia fue al empeoramiento
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del estadio de fibrosis con el tiempo, alcanzando significacion estadistica al comparar el

estadio de fibrosis del primer y quinto afio (0,1 +0,3vs 1,3 + 1,2, p<0,05).

Doce pacientes desarrollaron una cirrosis del injerto por el VHC tras una
mediana de seguimiento de 24 meses (rango: 12-48 meses) post-trasplante. En 3 de ellos,
la cirrosis se evidencio en la biopsia del primer afio. La tasa actuarial de desarrollo de
cirrosis C del injerto aumento progresivamente con los afios desde el trasplante, siendo
de 3,7%, 8,%, 16%, 28% Yy 28% al primer, segundo, tercero, cuarto y quinto afio post-

trasplante, respectivamente (Figura 5).

(iii) Ausencia de correlacion entre los hallazgos histoldgicos y los niveles séricos
de transaminasas: De los 79 pacientes que desarrollaron una hepatitis del injerto, un
30% mantuvo niveles en suero normales de ALT (0-40 U/L), y aunque estos niveles
fueron inferiores en el grupo de pacientes con hepatitis minima, no difirieron entre los
pacientes con hepatitis leve, aquellos con hepatitis moderada o grave (Figura 3). La
mayoria de pacientes con hepatitis minima mantuvo niveles de ALT en el rango de la
normalidad (92%). Por contra, el porcentaje de pacientes con ALT normal fue
significativamente menor entre los pacientes con hepatitis leve (37,5 %), hepatitis
moderada (9,5%) o hepatitis grave (10,5 %) (p=0,0001).

(iv) Evolucion desfavorable de los pacientes con cirrosis C del injerto. Pese a
observarse una supervivencia similar entre el grupo de estudio y un grupo control de
pacientes sometidos a trasplante hepatico en las mismas fechas por otras etiologias y con
seguimiento minimo de un afio (95%, 91%, y 84% al 2°, 3*" y 5° afio frente a 96%, 92%,
y 83%, respectivamente), el desarrollo de cirrosis C del injerto condicioné un peor
pronostico, de forma que la supervivencia de los pacientes con cirrosis C del injerto fue
significativamente inferior a la del resto de pacientes con infeccion por el VHC post-
trasplante (82%, 72% y 54% al 2° 3° y 5° afio frente a 97%, 94%, y 86%,
respectivamente, p=0,01) (Figura 10).
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Figura 10: Supervivencia del paciente con hepatitis C recurrente: cirroticos frente a no-

cirroticos.
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De los 12 pacientes que desarrollaron una cirrosis C del injerto (6 hombres, 6 mujeres,
edad media 53,2 + 10,8 afios), solamente 5 seguian en situacion compensada tras un
seguimiento medio de 8,2 + 2,5 meses (rango: 6-12 meses) desde el diagnostico de
cirrosis. Los 7 restantes desarrollaron un fallo del injerto, falleciendo 4 a consecuencia
de éste (uno tras ser retrasplantado).

(v) Tres variables se asociaron con la evolucion histologica de la hepatitis C del
injerto: el nimero de rechazos y el grado de inmunosupresion del primer afo, los
hallazgos histologicos de la primera biopsia anual, y los niveles séricos de transaminasas
correspondientes al primer afo post-trasplante; de tal forma que los pacientes con

desarrollo de cirrosis C del injerto se caracterizaron por:
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- Haber tenido con mayor frecuencia episodios de rechazo celular (83% frente
a 48% en el resto de pacientes, p=0,02) (Tabla 8), existiendo una correlacion entre el
numero de rechazos y la incidencia de cirrosis C del injerto (5% entre los pacientes sin
historia de rechazos, 15% entre aquellos con historia de un episodio de rechazo, y 50%
entre los que habian tenido 2 episodios de rechazo agudo (p=0,001) (Figura 11).

Figura 11. Correlacion entre el numero de episodios de rechazo celular y el desarrollo de

cirrosis VHC del injerto.
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Igualmente el nimero de bolos de 1 gramo de metilprednisolona y el porcentaje
de pacientes tratados con OKT3 fueron significativamente superiores en los pacientes
gue desarrollaron posteriormente una cirrosis C del injerto frente a aquellos que no la
desarrollaron (tabla 8). Aunque la dosis acumulada de prednisona y azatioprina y los
niveles en sangre de ciclosporina fueron superiores en el grupo de pacientes con
desarrollo de cirrosis que en el resto de pacientes, la diferencia no alcanzo significacién

estadistica.
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Tabla 8. Variables asociadas con el desarrollo de cirrosis VHC del injerto.

Pacientescon  Pacientes sin p

cirrosis (n=12) cirrosis (n=69)

Edad (Media + DE) 53,2+10,8 54,7+74 0,53
Sexo Mujer, n (%) 6 (50) 19 (27,5) 0,12
Carcinoma hepatocelular Pre-trasplante, n (%) 2 (17) 17 (25) 0,55
Duracién del seguimiento histologico (meses) 30+14 31,8+17,2 0,32
Pacientes con rechazo, n (%) 10 (83) 33 (48) 0,02
Pacientes tratados por rechazo, n (%) 9 (75) 29 (42) 0,03
Pacientes tratados con OKT3 por rechazo 2 (17) 34 0,32
corticoresistente, n (%)

Pacientes con rechazo precoz*, n (%) 9 (75) 28 (41) 0,03
Pacientes tratados por rechazo precoz, n (%) 8 (67) 25 (36) 0,05
Pacientes con rechazo tardio*, n (%) 5(42) 8 (12) 0,009
Pacientes tratados por rechazo tardio, n (%) 4 (33) 8 (12) 0,05
Pacientes con rechazo leve, n (%) 5(42) 19 (27) 0,32
Pacientes con rechazo moderado, n (%0) 4 (33) 15 (22) 0,38

Pacientes con rechazo grave, n (%) 3 (25) 1(2) 0,009
1,2+0,7 0,5+0,6 0,001
15+21 0,03

NuUmero de rechazos

Numero de bolos de metilprednisolona 3+22

*Se definio el rechazo precoz como aquel desarrollado durante las primeras 4 semanas

post-trasplante mientras que el rechazo tardio fue aquel que ocurrid posteriormente.

- Mayor gravedad de la actividad inflamatoria y de la fibrosis en la biopsia del
primer afio. Asi, la actividad de la hepatitis C en la primera biopsia anual fue
significativamente mayor entre los pacientes que desarrollaron posteriormente una

cirrosis que entre los que no la desarrollaron (7,6 £ 3,4 vs 4,4 £ 3,1, p=0,008) (Tabla 9).
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El estadio de fibrosis también fue superior, sin alcanzar significacion estadistica
(p=0,18) (Tabla 9).

Tabla 9. Variables histolégicas del primer aio predictivas de cirrosis VHC del injerto.

Pacientes con cirrosis Pacientes sin cirrosis p

(n=9) (n=48)
Actividad 76+34 44+31 0,008
Necrosis periportal 2,717 1,3+14 0,02
Degeneracion intralobular 22%12 1,3+1,1 0,02
Inflamacion portal 2,713 1,8+13 0,09
Fibrosis 0,7+£0,5 0,4+0,6 0,18

Ninguno de los 5 pacientes con histologia normal desarrollo una cirrosis C del injerto.
Por contra, 2 de los 27 con hepatitis minima o leve (7%), y 7 de los 25 con hepatitis
moderada o grave (28%), desarrollaron posteriormente una cirrosis por el VHC
(p=0,07) (Figura 12).

Figura 12. Actividad inflamatoria de la primera biopsia anual post-trasplante: variable

predictiva de desarrollo posterior de cirrosis VHC del injerto
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Igualmente, solamente 3 de los 35 pacientes sin fibrosis en la primera biopsia anual
desarrollaron una cirrosis, frente a 6 de los 22 (27%) con signos de fibrosis (p=0,06)
(Figura 13).

Figura 13. Estadio de fibrosis de la primera biopsia anual post-trasplante: variable

predictiva de desarrollo posterior de cirrosis VHC del injerto.
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- Mayor elevacion de los niveles séricos de transaminasas correspondientes al

primer afo post-trasplante (Tabla 10).

Tabla 10. Variables bioguimicas del primer afio predictivas de cirrosis VHC del injerto

Pacientes con cirrosis  Pacientes sin cirrosis p
(n=9) (n=48)
AST (U/L) 114 + 40 64 + 44 0,002
ALT (U/L) 176 + 85 95+ 80 0,008

Los pacientes con niveles de ALT mayores a 100 U/L o aquellos con niveles de AST
mayores a 70 U/L desarrollaron con mayor frecuencia una cirrosis C del injerto que
aquellos con niveles inferiores ( 29,2% vs 5,9%, p=0.02; y 34,8% vs 2,8%, p=0,0008,

respectivamente) (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Niveles séricos de ALT correspondientes a la primera biopsia anual post-

trasplante: variable predictiva de desarrollo posterior de cirrosis VHC del injerto.
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Figura 15. Niveles séricos de AST correspondientes a la primera biopsia anual post-

trasplante: variable predictiva de desarrollo posterior de cirrosis VHC del injerto
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Por contra, los niveles séricos de bilirrubina, fosfatasas alcalinas y gammaglutamil-

transpeptidasa no difirieron entre los dos grupos.

Los resultados generados en este estudio nos permiten extraer una serie de
conclusiones relevantes tanto para el seguimiento y manejo de los pacientes con
hepatitis C recurrente como para el esclarecimiento de los mecanismos patogénicos
implicados en la lesion hepética por el VHC.

En primer lugar, los datos obtenidos sugieren que la hepatitis C recurrente no es
una condicién tan inocua como se desprendia de estudios previos, por lo menos en
pacientes trasplantados por cirrosis VHC infectados por el genotipo 1b y sometidos al
tratamiento inmunosupresor clasico de ciclosporina-azatioprina-prednisona.  Asi,
aunque la supervivencia de este grupo de individuos durante los primeros 5 afios post-
trasplante no difiere de la observada en un grupo control, la probabilidad acumulada
de desarrollar una cirrosis del injerto por el VHC alcanza el 28% al quinto afio post-
trasplante, y en un 17% adicional de pacientes se objetiva fibrosis de grado 3 en la
ultima biopsia disponible. Por otra parte, la evolucion de la fibrosis y de la actividad
inflamatoria es hacia el empeoramiento progresivo desde la fecha del trasplante, por lo
gue cabe esperar que en los préoximos afios asistamos a un incremento en el nimero de
trasplantados por cirrosis VHC que necesiten un retrasplante. Estos resultados, no
obstante, deben validarse en otras poblaciones de estudio tales como trasplantados
infectados por otros genotipos y sometidos a nuevos protocolos de inmunosupresion. En
efecto, la tasa de cirrosis observada en este estudio es superior a la descrita en estudios
previos. Esto podria estar en relacion no solamente con el hecho de haber realizado un
seguimiento histoldgico estrico, sino también de haber evaluado una poblacion muy
homogénea de pacientes infectados por un genotipo que se ha asociado con peor
evolucién histologica en otros estudios tanto en pacientes inmunocompentes como en
inmunodeprimidos.

En segundo lugar, la ausencia de correlacion bioquimica-histologica sugiere que
las biopsias de protocolo continuan siendo un instrumento esencial en el manejo del
paciente trasplantado por el VHC, ya que los marcadores bioquimicos no poseen la
suficiente sensibilidad ni especifidad para determinar la presencia y gravedad de la
hepatitis C.
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Finalmente, se ha descrito la existencia de una serie de factores relacionados con
una peor evolucion histolégica de la hepatitis C recurrente. Estos datos nos pueden
ayudar en: (1) la seleccion precoz de pacientes para tratamiento antivirico, de tal forma
gue los pacientes con lesion histologica significativa en la biopsia del primer afio se
beneficiarian muy probablemente de un seguimiento especial, incluyéndose en estudios
de tratamiento precoz anti-virico; y (2) el manejo de los pacientes, fundamentalmente
en lo que se refiere a la inmunosupresion. Asi, deberian evitarse los bolos de
metilprednisolona en los pacientes trasplantados por cirrosis VHC, por lo que ante una
disfuncion del injerto, deberia evitarse el tratamiento anti-rechazo sin existir datos
histologicos concluyentes. En caso de hallazgos histolégicos dudosos, en los que existen
datos tanto a favor de hepatitis recurrente como de rechazo, es preferible tener una

actitud expectante y repetir las biopsias hepaticas.
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Hay que ser cautos a la hora de interpretar los resultados referentes a la supervivencia
de los pacientes, ya que la mayoria de estudios no ha incluido el nimero suficiente de
pacientes para detectar diferencias leves en la evolucion. Datos provenientes de estudios
multicéntricos como la United Network for Organ Sharing (UNOS) en Estados Unidos
sugieren que la infeccion por el VHC afecta negativamente tanto la supervivencia del injerto
como la del paciente. Tras ajustar los grupos respecto a distintas variables tales como edad,
sexo, raza, edad del donante, compatibilidad ABO y afio del trasplante, tanto la mortalidad
tras 2 afios como la pérdida del injerto fueron superiores en el grupo de paciente infectados
por el VHC que en el grupo control de enfermedades colestasicas (43% y 24% mas,
respectivamente) y el grupo de pacientes con cirrosis alcoholica (18% y 21% mas,
respectivamente) [125]. Es probable que con seguimientos mas prolongados, las diferencias
entre estos grupos sean mas aparentes. Existe otra serie de problemas a la hora de analizar y
comparar estudios sobre la influencia del VHC en la supervivencia del injerto y del paciente,
tales como: (1) establecimiento del grupo control mas adecuado, ya que existe una gran
variabilidad en la evolucion post-trasplante segun la etiologia inicial [12, 13, 117]. Asi, los
pacientes con enfermedades colestasicas 0 autoinmunes constituyen generalmente el grupo
con mejor pronoéstico, mientras que los pacientes con carcinoma hepatocelular han sido
histéricamente los peores candidatos. Los pacientes con diagndstico inicial de cirrosis
alcohdlica constituyen un grupo control adecuado sélo y cuando se excluya meticulosamente
a aquellos infectados por el VHC; (2) Distribucion adecuada entre los grupos de una serie de
factores tanto del pre (edad, clasificacion Child Pugh, edad del donante, afio del trasplante)
como del post-trasplante (datos de inmunosupresion) que muy probablemente influencien la
evolucion de la hepatitis C recurrente, pero que desafortunadamente no siempre estan
referidos en los estudios; (3) Comprobacion de la calidad de recogida de datos, ya que ésta
suele variar segun se trate de estudios individuales, con acceso a informacion mas detallada,
frente a estudios multicéntricos con inherentes desventajas en cuanto a la calidad de datos; (4)
Bajo poder estadistico, ya que los objetivos elegidos generalmente (mortalidad, pérdida del
injerto) ocurren infrecuentemente durante el periodo de seguimiento, que habitualmente
abarca de 3 a 5 afios.

La manera teéricamente mas adecuada de evaluar la historia natural de la hepatitis C
del injerto es mediante el seguimiento prospectivo a largo plazo de un nimero suficiente de
trasplantados no sometidos a tratamiento antivirico. Este tipo de estudio es practicamente
imposible de realizar por razones obvias. Una alternativa, utilizada recientemente en el
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estudio de la historia natural de la hepatitis C en pacientes inmunocompetentes [86] se basa
en un objetivo intermedio o “progresion histologica”, més facilmente alcanzable (ver seccion
2.4). Este tipo de andlisis utiliza un objetivo dindmico (tasa de progresion histoldgica) y no
estatico (mortalidad), para predecir el futuro. En el estudio de Poynard y col [86], los autores
definen la tasa de progresion de la fibrosis hepatica como el gradiente entre el estadio de
fibrosis dividido por la duracion de la infeccion. Mediante esta tasa, los autores estiman el
tiempo necesario para el desarrollo de cirrosis (estadio de fibrosis 4) en una poblacion de
pacientes con hepatitis cronica C. Una premisa esencial para este tipo de analisis es que la
progresion del estadio de fibrosis siga un patron lineal con el tiempo, y en consecuencia
permita realizar extrapolaciones en el futuro. En este estudio, los autores estudiaron 2235
pacientes con hepatitis cronica C con al menos una valoracién histoldgica. Los resultados de
este estudio se resumen en: (1) A diferencia de la progresion del grado inflamatorio, la tasa
de progresion del estadio de fibrosis sigue un patrén lineal con el tiempo; (2) Esta progresion
no obstante no sigue una distribucion normal, ya que existen pacientes con apenas progresion
y otros con progresion acelerada a cirrosis; (3) La mediana de progresion del estadio de
fibrosis es de 0,133 unidades de fibrosis (95% CI 0,125-0,143) por afo; (4) A este ritmo, la
mediana de tiempo necesario para el desarrollo de fibrosis 4 o cirrosis es de 32 afios; (5) Tres
factores se asocian con un incremento en la tasa de progresion: edad en el momento de la
infeccion mayor de 40 afios, consumo diario de alcohol superior a los 50 gramos, y ser
hombre; (6) Teniendo en cuenta estos factores, un tercio de los pacientes desarrolla cirrosis
en menos de 20 afios, mientras que otro tercio requiere 50 afios 0 mas para alcanzar este
estadio de lesién histoldgica [86].

Nosotros utilizamos un modelo similar para evaluar la tasa de progresion del
estadio de fibrosis hepatica en pacientes sometidos a trasplante hepatico con el objetivo
de estimar el tiempo medio en el desarrollo de cirrosis en esta poblacion de individuos
inmunodeprimidos [16]. Los datos que permitieron formular nuestra hipdtesis de
trabajo fueron los siguientes: (1) datos indirectos que sugieren que la historia natural de
la infeccion por el VHC es mas agresiva en pacientes inmunodeprimidos que en
individuos inmunocompetentes [126, 127]; (2) la existencia de una creencia que la
evolucién de la hepatitis C post-trasplante es mas agresiva en Europa que en Estados
Unidos. Hasta el momento, sin embargo, no se habian realizado comparaciones directas
entre estos grupos. Con el objetivo de comprobar estas hipdtesis, obtuvimos
prospectivamente datos epidemiologicos de trasplantados hepaticos infectados por el
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VHC provenientes de dos centros, uno Europeo y uno Norte-americano. Mas
especificamente, nos propusimos comprobar si: (i) la historia natural de la hepatitis C
recurrente difiere de la historia natural de la hepatitis C antes del trasplante hepatico;
(ii) existen factores del pre o posttrasplante que desempefian un papel en la progresion
de la hepatitis C post-trasplante. La historia natural de la infeccién por el VHC tanto
antes como después del trasplante hepatico se baso en la evaluacion de la progresiéon
histoldgica (fibrosis y actividad) con el tiempo, utilizando a cada paciente como su
propio control {HCV-related fibrosis progression following liver transplantation:
increase in recent years}.

El trasplante hepatico tiene dos ventajas importantes respecto a los pacientes
inmunocompetentes para realizar este tipo de andlisis. En primer lugar se conoce con
exactitud el momento de la infeccion del injerto [19]. Esto contrasta con los pacientes
inmunocompetentes en los que hasta en un 50% de los casos no somos capaces de identificar
el momento inicial de la infeccion al no existir un factor de riesgo evidente [128]. En el
estudio de Poynard y cols. [86], se conocia la duracion de la infeccidon en solamente un 52%
de los pacientes. La segunda ventaja del modelo del trasplante es la frecuente disponibilidad
de muestras histolégicas seriadas, dado el elevado nimero de biopsias hepaticas que se
realizan en los trasplantados. De nuevo, esto contrasta con el escaso nUmero de biopsias
disponibles en los pacientes inmunocompetentes, fundamentalmente en caso de normalidad
de las transaminasas séricas. En este sentido, solamente un 3% de los pacientes en el estudio
de Poynard y cols. [86] tenia mas de una biopsia, por lo que la valoracion de la tasa de
progresion del estadio de fibrosis se basé fundamentalmente en el resultado de una sola

evaluacion histoldgica.
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HCV-RELATED  FIBROSIS PROGRESSION FOLLOWING LIVER
TRANSPLANTATION: INCREASE IN RECENT YEARS (REFERENCIA # 16):

Nuestro estudio incluy6 284 trasplantados hepaticos provenientes de dos centros, El
Hospital Universitario La FE de Valencia, y La University of California, San francisco
de Estados Unidos. De los 284 pacientes, 203 habian sido sometidos a trasplante
hepatico en San Francisco entre 1988 y 1996, mientras que los 81 pacientes restantes
provenian del Hospital La FE habiendo recibido un trasplante hepatico entre 1991 y
1996 (Tabla 11). Se utilizaron los siguientes criterios de seleccién: (1) viremia positiva
por PCR tras el trasplante hepético; (2) ausencia de infeccién por el VHB, (3)
seguimiento histol6gico mayor de 6 meses; y (4) ausencia de otras causas de lesion

histologica.
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Tabla 11: Caracteristicas de los 284 pacientes sometidos a trasplante hepatico por cirrosis

VHC en la Universidad de California, San Francisco (UCSF) v en el Hospital La FE.

Variable Todos los UCSF (n=203) La FE (n=81) p
pacientes
(n=284)
Sexo (% Hombres) 69% 69% 68% 0,9
Edad (afios) 51 (21-70) 48 (21-70) 56 (26-66) <0,001
Raza (% Caucasicos) 77% 67% 100% <0,001
Child-Pugh (A, B, C) 14%/46%/40% 8%/46%145% 28%/46%/26% | <0,001
CHC (Conocido/incidental) 13.5% 9.5% 23.5% 0,002
Ingesta significativa de alcohol pre- 60% 67% 37% <0,001
OLT (%)
Factores de riesgo <0,001
Transfusion 39% 40% 35%
Drogadiccion intravenosa 24% 33% 0
Otros factores de riesgo de | 12% 11% 15%
transmision parenteral 3% 2% 5%
Familiar/sexual 22% 14% 45%
Desconocida
Tiempo presumible de infeccion pre- 0,02
OLT 16% 14% 23%
5-14 afios 60% 65% 43%
15-29 afios 24% 21% 34%
>30 afios
Afio del trasplante <0,001
1988-89 8% 11% 0
1990-91 21% 27% 5%
1992-93 28% 29% 27%
1994-95 33% 22% 60%
1996 10% 11% 7%
Genotipo 1 (%) 85% 80% 96% <0,001
Genotipo 1b (%) 57% 38% 94% <0,001
Niveles pre-OLT de ARN-VHC (%) <0,001
Indetectable* 43% 54% 0
Baja viremia 17% 13% 32%
Viremia intermedia 20% 17% 34%
Alta viremia 20% 17% 34%
Inmunosupresién de induccion
Ciclosporina 93% 91% 100% 0,004
Azatioprina 81% 74% 100% <0,001
Micofenolato 14% 19% 0 <0,001
FK506 7% 10% 0 0,004
# de rechazos (mediana, rango) 1 (0-5) 1 (0-5) 1(0-2) 0,03
Terapia de rescate
OKT3 18% 22% 7,5% 0,004
Bolos de MP >3 19% 21% 14% 0,2
# de pacientes tratados con interferon | 25% 25% 0 <0,001

post-trasplante

MP= Metil-prednisolona, CHC=Carcinoma hepatocelular, OLT=Trasplante hepatico
* Indetectable= debjo del limite de deteccién del b-DNA (0,2 Meg/ml) o del Amplicor (1000 copias/ml); Baja
viremia= 0,2-0,5 Meg/ml o 1000-54000 copias/ml, respectivamente; Viremia intermedia= 0,5- 1,7 Meg/ml o
54000- 243589 copias/ml); Alta viremia: > 1,7 Meg/ml 0 243589 copias/ml.
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Se analizaron 843 biopsias, 72% de las cuales correspondian a biopsias de
protocolo, con una media de 3+1.6 por paciente. En cada biopsia se valor6 por separado
el grado de actividad y el estadio de fibrosis, utilizando una escala de 0 a 4,
respectivamente. A partir del estudio histoldgico, se generaron dos curvas por centro:
una representando la progresion del estadio de fibrosis y la otra, la progresion del grado
de actividad con el tiempo desde el trasplante. Estas curvas se utilizaron como base

para definir la tasa de progresion histologica anual post-trasplante.

La tasa de progresion del estadio de fibrosis pre-trasplante se definio como el
gradiente entre 4 (estadio de cirrosis en el momento del trasplante) dividido por la
presunta duracion de la infeccion por el VHC. A su vez, definimos la duracion de la
infeccion por el VHC antes del trasplante como el tiempo transcurrido entre el
momento de la infeccion y la fecha del trasplante.

Para determinar con mayor precision el momento de la infeccion, administramos
un cuestionario muy detallado sobre factores de riesgo de adquisicion viral a la mayoria
de pacientes incluidos en el estudio. En aquellos casos en que no se pudo administrar el
cuestionario (n=130), los datos se obtuvieron a partir de las historias clinicas.

Los factores de riesgo de adquisicion viral se agruparon en 5 grupos: (1)
drogadiccion intravenosa, (2) transfusion sanguinea, (3) otros factores asociados con
transmision parenteral (trabajadores de la salud, tatuajes, acupuntura, cirujia mayor),
(4) sexual/familar (convivencia con un familiar seropositivo, homosexualidad o
promiscuidad sexual), y (5) esporadico en caso de no identificar un factor de riesgo.
Cuando un paciente referia mas de un factor de riesgo, seleccionamos aquel mas
probable segun la siguiente escala (1) transfusion sanguinea y drogadiccion
intravenosa, (2) otros factores asociados con transmision parenteral, (3) sexual/familar.
Si algun paciente tenia méas de un factor de riesgo perteneciente a la misma categoria,

elegimos aquel que habia ocurrido antes en el tiempo.

Los factores evaluados como posibles factores asociados con mayor progresion
histologica fueron los siguientes: (1) factores dependientes del virus, tales como genotipo
y nivel de viremia pre-trasplante; (2) factores dependientes del huésped tales como
edad, raza, sexo, edad al infectarse, presencia de carcinoma hepatocelular, clasificacion
de Child-Pugh, y numero/fecha de episodios de rechazo ocurridos durante el primer afio
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del trasplante; (3) factores de riesgo externos tales como via de infeccion, ingesta etilica
pre-trasplante, tipo y cantidad de inmunosupresion utilizada durante el primer afio
post-trasplante (“bolos” de 1 gramo de metilprednisolona y uso de OKT3), y fecha del

trasplante (en cohortes de 2 afios desde 1988 hasta 1996).

Los resultados se exponen a continuacion:

1) En primer lugar evaluamos los cambios en el estadio de fibrosis y grado de
inflamacion antes y después del trasplante hepéatico, como marcadores indirectos de la
historia natural de la infeccion por el VHC en pacientes inmunocompetentes frente a
pacientes inmunodeprimidos. En las figuras 16 y 17 se representan los resultados de las
biopsias. En particular, la figura 16 refleja el tiempo medio para desarrollar los
distintos estadios de fibrosis en cada centro, mientras que la figura 17 refleja el

porcentaje de pacientes que alcanzan un estadio de fibrosis 4 o cirrosis anualmente.

Figura 16. Tiempo medio para el desarrollo de los distintos estadios de fibrosis.
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Figura 17: Porcentaje de pacientes gue desarrollan fibrosis 4 (=cirrosis) anualmente tras
el trasplante hepético.
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A partir de estos datos construimos la curva representando la tasa de progresion del
estadio de fibrosis. Los cambios en el estadio de fibrosis siguieron un patron lineal en

relacion con el tiempo desde el trasplante (Figura 18) con una mediana de progresion de
fibrosis del 0,3 (0,004-2,19) por afo.

Figura 18: Tasa de progresion del estadio de fibrosis después del trasplante hepatico.
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Antes del trasplante, la tasa de progresion del estadio de fibrosis fue significativamente
inferior {0,2/ afio (0,09-0,8)} a la observada después del trasplante (p<0,0001) (Tabla
12), y muy similar a la descrita previamente en el estudio de Poynard y cols. [85].

Tabla 12: Tasa de progresion del estadio de fibrosis por pais antes y después del trasplante

hepatico.

Variable Todos los U.C.S.F.(n=203) | LaFE (n=81) p
pacientes
(n=284)
Tasa de progresion de 0,09
fibrosis post-OLT
(estadio/afio): 0,3 (0,004-2.19) | 0,28 (0,004-2,08) | 0,48 (0,01-2,19)
Mediana (rango); 0,49 (0,43-0.55) | 0,45 (0,39-0,51) 0,59 (0,47-0,72)
Media (95% IC)
Tasa de progresion de 0,9

fibrosis pre-OLT
(4/duracion estimada
de infeccion C): 0,2 (0,09-0.8) 0,2 (0,09-0,8) 0,2 (0,09-0,8)

Mediana (rango); i ) i
Media (95% IC) 0,23 (0,21-0,25) | 0,23 (0.21-0,25) 0,25 (0,21-0,30)

IC=Intervalo de confianza, OLT=Trasplante hepético

El grado de actividad también aumenté con el tiempo desde el trasplante,
obteniéndose una relacién précticamente lineal hasta el sexto afio post-trasplante,
perdiéndose la linearidad a partir de esa fecha.

Figura 19: Tasa de progresion del grado de actividad inflamatoria después del

trasplante hepatico
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Estos datos sugieren que la progresion histoldgica, en particular la progresion
del estadio de fibrosis es mayor en pacientes inmunodeprimidos que en pacientes

inmunocompetentes.

A este ritmo de progresion, y utilizando un modelo matematico, estimamos que
la mediana de tiempo desde el trasplante hasta el desarrollo de fibrosis 4 o cirrosis del

injerto es de aproximadamente 10 afios (9-12 afios).

2 A continuacion, analizamos los mismos parametros en el grupo de pacientes
sometidos a trasplante hepatico en la Universidad de California, San Francisco frente a
aquellos intervenidos en el Hospital Universitario La Fe de Valencia, para comprobar si
la historia natural de la hepatitis C post-trasplante difiere en estos dos centros. Pese a
gue tanto la tasa global de mortalidad a 5 afios como aquella relacionada con el VHC
fueron similares en ambos grupos (Figuras 20 y 21), la tasa de progresion post-
trasplante del estadio de fibrosis fue superior en el grupo de pacientes Espafioles que en
el grupo de San Francisco {0,48 (0,01-2,19) frente a 0,28 (0,004-2,08); p=0,09} (Tabla
12).

Por tanto, el tiempo transcurrido entre el trasplante hasta el desarrollo de cirrosis
fue significativamente menor en el grupo de la FE (Valencia) que en el grupo de UCSF
(San Francisco) (p=0,09), con una mediana de tiempo estimada hasta cirrosis del injerto
de 7 (6,5-7,4) y 12,5 (11,2-14,4) afios respectivamente.

Figura 20: Supervivencia del injerto en los dos centros (UCSF v la FE)
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Figura 21: Supervivencia del paciente en los dos centros (UCSF vy la FE)
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(3) En contra de lo observado en el periodo post-trasplante, la tasa de progresion
del estadio de fibrosis pre-trasplante no difirio entre el grupo de pacientes Espafioles y
el grupo de pacientes Norte-Americanos (Tabla 12), sugiriendo que la mayor
agresividad de la historia natural de la hepatitis C recurrente observada en Valencia en
comparacion con la de San Francisco no se debe a diferencias intrinsecas del huésped o
del virus sino a factores externos relacionados con el manejo del trasplantado o del

organo donante.

(4) El siguiente paso fue determinar las variables asociadas con la progresion de
fibrosis post-trasplante. Las caracteristicas de los dos grupos de pacientes incluidos
estan resumidas en la tabla 11. Los pacientes Espafioles eran mayores en el momento
del trasplante, estaban mas frecuentemente infectados por el VHC genotipo 1b, y tenian
una mayor prevalencia de carcinoma hepatocelular en el momento del trasplante que el
grupo de pacientes de San Francisco. Estos por su parte, eran mas heterogéeneos en
cuanto a raza, y tenian una funcién hepatica mas grave al trasplantarse. Tanto la
inmunosupresiéon de induccién como la terapia de rescate fueron mas agresivas en el

grupo de San Francisco que en el Espafiol.
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En el analisis univariado, las variables asociadas con una mayor tasa de progresion
del estadio de fibrosis incluyeron: (i) variables pre-trasplante tales como los niveles de
ARN-VHC en el momento del trasplante, el centro trasplantador, y la raza; y (ii) variables
post-trasplante tales como la fecha del trasplante, el nimero de episodios de rechazo y
namero de bolos de metilprednisolona durante el primer afio post-trasplante, el uso de

OKT3y el tratamiento de induccién con micofenolato (Tabla 13, figuras 22-9).

Tabla 13: Factores predictivos de progresion del estadio de fibrosis en analisis univariado y

multivariado.

Variable p para todos|p para los|p para los
los pacientes | pacientes de | pacientes de La

U.CS.F. FE

Niveles pre-trasplante de | 0,003 0,04 0,3

ARN-VHC*

Raza (Caucésica  vs | 0,04 0,004 NA

otras)*

Ao del trasplante* <0,0001 <0,0001 0,005

Induccion con | 0,05 0,01 NA

Micofenolato

OKT 3 0,1 0,08 0,4

NuUmero de rechazos 0,03 0,1 0,02

Numero de bolos de metil- | 0,03 0,2 0,05

prednisolona*

NA= No aplicable, NS=no significativo

En el estudio multivariado, los niveles de ARN-VHC pre-trasplante (p=0,01), la
raza (p=0,02), el afio del trasplante (p=0,0001) y el nimero de bolos metil-prednisolona
(p=0,03) se asociaron independientemente con la tasa de progresion post-trasplante del

estadio de fibrosis.
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Figura 22: Tasa de progresion del estadio de fibrosis por niveles pre-trasplante de ARN-
VHC
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Figura 23: Tasa de progresion del estadio de fibrosis segun la raza.
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Figura 24: Tasa de progresion del estadio de fibrosis segun el numero de episodios de

rechazo.
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Figura 25: Tasa de progresion del estadio de fibrosis sequn el numero de bolos de metil-

prednisolona.
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Figura 26: Tasa de progresion del estadio de fibrosis por centro transplantador
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Figura 27: Tasa de progresion del estadio de fibrosis por afio de trasplante.
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Figura 28: Tasa de progresion del estadio de fibrosis segun el uso de OKT3.
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Figura 29: Tasa de progresion del estadio de fibrosis sequn el uso de micofenolato.

3 Micofenolato

No Micofenolato

Estadiae fibrositinea ajustada

con 1Gel95%

o 1 2 3 4 5 3 7 B

Afos desde el trasplante

En el andlisis multivariado, las variables independientemente asociadas con la tasa
de progresion del estadio de fibrosis incluyeron: afio del trasplante (p=0,0001), raza
(p=0,02), numero de bolos de metil-prednisolona (p=0,03), y niveles pre-trasplante de
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ARN-VHC en suero (p=0,01) (Tabla 13); De tal forma que aquellos pacientes con una
mayor tasa de progresion, y por tanto menor tiempo para desarrollar cirrosis, se
caracterizaban por haber sido sometidos a trasplante mas recientemente, no pertenecer
a la raza caucésica, historia de tratamiento con un numero elevado de bolos de
metilprednisolona, y tener niveles elevados pre-trasplante de ARN-VHC (Tablas 13y 14,
Figuras 22, 23, 25, 27).

Tabla 14: Mediana estimada de tiempo para el desarrollo de cirrosis del injerto segun los

factores de riesqgo.

Variable No Tasa de progresion | Mediana estimada de tiempo
post-trasplante del | para el desarrollo de cirrosis
estadio de fibrosis | del injerto (afios)
(mediana, rango)

Ao del trasplante

1988-89 23 0,13 (0,006-1,05) *
1990-91 59 0,24 (0,004-1,80) 9,8-13
1992-93 80 0,30 (0,008-1,57) 6,8-7,5
1994-95 93 0,44 (0,03-2.15) 3,5-3,9
1996 29 0,64 (0,2-2,19) 1,62-1,64
Niveles pre-OLT de
ARN-VHC
Indetectable | 84 0,26 (0,01-1,77) 7,7-8,5
Baja viremia | 33 0,38 (0,04-2,09) 7,5-8,7
Intermedia | 39 0,25 (0,01-2,19) *
Alta viremia | 39 0,65 (0,02-2,15) 59-6,1
Raza
Caucaésica 218 0,27 (0,004-2,19) 9,5-11,8
No-caucasica 66 0,44 (0,02-1,9) 9,1-9,9
NUmero de rechazos
>3 24 0,39 (0,01-1,80) 7,1-75
<3 257 0,29 (0.004-2,19) 9,8-12,1
Bolos de Metil-
prednisolona
Yes 146 0,37 (0,004-2,19) 8,3-9,9
No 135 0,26 (0,009-2,08) 11,7-15,1
OKT 3
Si 50 0,45 (0,004-2,15) 10,2-14,1
No 231 0,27 (0,008-2,19) 9,3-10,8
Induccion con
Micofenolato 38 0,42 (0,02-1,9) 4,0-4,3
Si 243 0,29 (0,004-2,19) 9,7-11,9
No

* Imposible de estimar la mediana de tiempo para el desarrollo de cirrosis del injerto por

el escaso nimero de eventos.
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Uno de los hallazgos mas significativos del estudio fue la observacion de un
empeoramiento progresivo en la evolucion histolégica de la hepatitis C post-trasplante con
los afios, de tal forma que aquellos pacientes trasplantados a partir de 1994 tenian una
mediana de progresion de fibrosis hepatica de 0,64 frente a una mediana de 0,13 en
aquellos trasplantados en 1988-89, lo cual se traduce en un menor tiempo para el
desarrollo de cirrosis del injerto en los altimos afios (Tabla 14 y figura 27 ). Teniendo en
cuenta que los niveles de viremia pre-trasplante y la distribucion de razas no han variado
con el tiempo (datos no mostrados), estos hallazgos sugieren que con los afios se han
producido cierto tipo de cambios en el manejo del paciente responsables de la mayor
progresion del estadio de fibrosis observado recientemente. En un intento de verificar esta
hipotesis, analizamos el cambio en tratamiento inmunosupresor con el tiempo. Pese a
observarse una disminucion en el uso de OKT3y bolos de metilprednisolona con el tiempo,
el uso de nuevos y més potentes farmacos inmunosupresores, tales como micofenolato han

aumentado con el tiempo (Tabla 15).

63



Tabla 15;: Cambios en inmunosupresion con el tiempo.

Variable 1988- | 1990- | 1992- |1994- |199% |P
Pacientes (n=284) 89 91 93 95

OKT3 39% |286% |[15% |[13% (4% 0,001
# bolos de MP >3 30% [22% [(21% |[13% |[11% |0,02
Induccién con |0 0 6 % 13% | 75% |0,001
micofenolato*

Induccién con | 96% [84% |91% [84% |25% | 0,001
azatioprina*

Induccidén con tacrolimus* | 0 16% |4% 7% 4% 0,4
Induccién con|100% [84% |96% |93% |[96% |04
ciclosporina*

# rechazos > 2* 13 % 16 % 6 % 5% 7% 0,06

UCSF (n=203)

OKT3 (%) 39 % 30% [17% |19% |5% 0,002
# MP boluses>3 30 % 22% |19% |19% |[14% |0,18
Induccién con |0 0 9% 28% |95% | 0,001
micofenolato

Induccién con | 96 % 83% |88% |656% [5% 0,001
azatioprina

Induccién con tacrolimus | 0 17% | 5% 13% |5% 0,96
Induccién con | 100% 83% [|95% [86% |95% | 0,96
ciclosporina

# Rechazos > 2 13 % 17% | 9% 12% |9% 0,4
La FE (n=81)

OKT3 (%) NA 0 9% 8% 0 0,9

# Bolos de MP > 3 NA 25 % 27 % 8% 0 0,02

MP=Mgetil-prednisolona
* Los pacientes de La FE fueron tratados durante el primer afio de todo el periodo de
estudio con triple terapia ciclosporina-azatioprina-prednisona. Ninguno de estos pacientes

experimenté mas de dos episodios de rechazo.

Estos cambios en el tratamiento inmunosupresor son probablemente responsables
del aumento en la tasa de progresion del estadio de fibrosis observado en los ultimos afios.
El escaso numero de pacientes tratados con nuevos farmacos inmunosupresores, la no
evaluacion de los niveles de ciclosporina o tacrolimus, y el hecho de determinar solamente
la inmunosupresion del primer afio constituyen desafortunadamente factores que han
dificultado un analisis méas detallado del efecto de la inmunosupresiéon sobre la historia

natural de la hepatitis C recurrente. Son necesarios por tanto estudios con un mayor
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namero de pacientes tratados con nuevos inmunosupresores para poder responder

adecuadamente a esta pregunta.

Los hallazgos mas significativos de este estudio pueden resumirse, por tanto, en:
(i) la tasa de progresion del estadio de fibrosis post-trasplante aumenta linealmente con el
tiempo, observandose una tasa de progresion mayor después que antes del trasplante; (ii)
La tasa de progresion pre-trasplante del estadio de fibrosis es similar en los pacientes
Espafioles y Norte-Americanos, y similar a la descrita previamente por Poynard y cols. en
pacientes con hepatitis cronica C [86]; (iii) La mediana estimada de tiempo hasta el
desarrollo de cirrosis del injerto varia entre 9 y 12 afios; (iv) La tasa de progresion post-
trasplante del estadio de fibrosis hepatica es mayor en el Hospital La FE de Valencia que
en la University of California, San Francisco. Esta tasa parece acercarse entre ambos
centros en los ultimos afios, desde la introduccion de nuevos farmacos inmunosupresores;
(v) Las variables asociadas independientemente con una mayor tasa de progresion de
fibrosis incluyen el afio del trasplante, la raza, el nimero de bolos de metilprednisolona y
la carga virica pre-trasplante.

Este estudio es el primero en evaluar la historia natural de la hepatitis C recurrente
a largo plazo utilizando un modelo matematico basado en el analisis de un gran namero de
biopsias de protocolo post-trasplante. Igualmente, es el primer estudio que compara
directamente la historia natural de la hepatitis C en pacientes inmunocompetentes y
pacientes inmunodeprimidos al utilizar a cada paciente como su propio control. Nuestros
hallazgos (i) confirman los resultados de previos estudios no controlados que sugerian un
efecto deletéreo de la inmunosupresion sobre la progresion de la enfermedad hepatica por
el VHC [126, 127]; y (ii) permiten explicar las discrepancias observadas en previos
estudios sobre la historia natural de la hepatitis C post-trasplante, en particular el escaso
efecto descrito de la infeccion por el VHC sobre la morbi-mortalidad del trasplantado [11-
15]. En efecto, estos estudios se han caracterizado por (1) incluir periodos de seguimiento
no superiores a una década, en general de 5-7 afos; y (2) no realizar biopsias de protocolo
en todos los pacientes; e (3) incluir pacientes con diferentes regimenes inmunosupresores.
Todos estos factores muy probablemente expliquen las discrepancias entre estudios
previos, y sugieren que en los préximos afos, asistiremos a un aumento progresivo en la
incidencia de cirrosis del injerto por el VHC. Con estas premisas y teniendo en cuenta la
falta de organos donantes, el gran problema que van a encontrarse los cirujanos y
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hepatologos es la de decidir la inclusion o no de esta nueva etiologia como indicacion
rutinaria de trasplante.

No todos los enfermos, sin embargo, se caracterizan por una progresion del
estadio de fibrosis con el tiempo. En efecto, aunque la tasa de progresion del estadio de
fibrosis se representé como una linea ascendente con el tiempo, estos cambios no
siguieron una distribucion normal, existiendo pacientes con una progresion acelerada y
otros con préacticamente escasos 0 nulos cambios tras varios afios de seguimiento. AUn
desconocemos si estos pacientes desarrollaran eventualmente lesiones histologicas mas
graves. Esto es sin embargo poco esperable ya que estos pacientes representan muy
probablemente un grupo de pacientes catalogados como “slow fibrosers”, una
terminologia utilizada previamente por Poynard y cols., para definir aquellos pacientes
sin factores de riesgo de progresion [86]. En este sentido, nosotros tambien definimos
un subgrupo de pacientes con una tasa lenta de progresion frente a otros subgrupo con
una tasa rapida de progresion; de tal forma que aquellos sometidos a trasplante
después de 1994 y con alta carga viral pre-trasplante se caracterizaban por tener una
elevada probabilidad de desarrollar una cirrosis del injerto en menos de 4 afios,
mientras que aquellos pacientes trasplantados antes de 1994 y baja carga viral tenian
pocas probabilidades de desarrollar una cirrosis del injerto en menos de 8 afos (tabla
16, Figura 30).

Tabla 16: Mediana estimada de tiempo para el desarrollo de cirrosis del injerto por

factores de riesgo agrupados.

Riesgo Pacientes agrupados por factores de | Mediana de tiempo hasta
riesgo fibrosis= 4
Elevado (1) Cohorte 1994-96, Niveles de viremia | 3,1-3,3
intermedios o altos
Bajo (1) Cohorte 1988-93, Niveles de viremia | 7,3-8,1
indetectables o bajos
Elevado (2) Cohorte 1994-96, > 3 bolos de| 3,4-3,6
metilprednisolona
Bajo (2) Cohorte 1988-93, Numero de bolos de | 10,7-14,2
metilprednisolona 0-3

Indetectable= debjo del limite de deteccion del b-DNA (0,2 Meg/ml) o del Amplicor (1000 copias/ml); Baja
viremia= 0,2-0,5 Meg/ml 0 1000-54000 copias/ml, respectivamente; Viremia intermedia= 0,5- 1,7 Meg/ml o
54000- 243589 copias/ml); Alta viremia: > 1,7 Meg/ml o0 243589 copias/ml.
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Figura 30: Probabilidad acumulada de desarrollar cirrosis por el VHC del injerto segun

el afo del trasplante v los niveles pre-trasplante de viremia.
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4. Histologia:
La hepatitis aguda C del injerto suele hacer su aparicion a partir de la 32 semana

posttrasplante, cursando por lo comdn de forma asintomatica. Por lo general, se pone de
manifiesto por disfuncion del injerto, al igual que sucede con el rechazo agudo celular. El
examen histoldgico de la biopsia hepatica es pués, esencial para confirmar el diagnostico, si
bien la distincion histologica entre hepatitis y rechazo, a menudo, resulta dificil por la
superposicion de hallazgos histologicos. EI examen histolégico de la biopsia hepatica [5]

puede revelar:

4.1 Hallazgos tipicos:

La lesion inicial consiste en la necrosis hepatocitaria. Al cabo de 2-4 semanas, ésta se
asocia a infiltrado mononuclear del espacio porta y del parénquima. No es infrecuente
encontrar balonizacién perivenular de los hepatocitos, esteatosis y agregados linfoides. Las
lesiones de los ductulos/ductos suelen ser poco intensas y consisten tipicamente en un

infiltrado periductular linfocitario con infiltracion ocasional de la pared ductal.

4.2 Hallazgos atipicos:

Incluyen 1) extensa balonizacion de los hepatocitos o necrosis acidofila con escasa
inflamacién, simulando un cuadro de isquemia; 2) Lesion ductal/ductular severa con
infiltrado mixto del espacio porta, simulando un rechazo agudo; 3) proliferacion ductular
marcada en los espacios porta simulando un cuadro de obstruccion biliar. En estos casos, la
realizacion de otras pruebas diagndsticas (colangiografia, ecografia doppler, arteriografia),
y/o la realizacidon de biopsias seriadas facilitan el diagndstico. Pese a todo, y ante la duda
diagnostica, fundamentalmente entre rechazo y hepatitis C del injerto, ha sido bastante
frecuente el iniciar tratamiento anti-rechazo y valorar la respuesta, “decision” que hoy en dia
se cuestiona por sus posibles consecuencias desfavorables a largo plazo. En caso de existir
datos que apoyen la presencia de ambas entidades, es licito intentar un tratamiento anti-
rechazo. En estos casos, la biopsia de control post-tratamiento puede ayudar en el
diagnostico. Algunos autores sugieren que la cuantificacion seriada del ARN-VHC puede ser

de utilidad, al existir una correlacion entre hepatitis aguda C y pico de viremia [129].

4.3 Hepatitis colestésica:
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Una minoria de pacientes (<10%) desarrolla una forma agresiva y acelerada de
hepatitis que ocasiona el fallo del injerto dentro del primer afio [17] . Se caracteriza
fundamentalmente por una colestasis progresiva, siendo la hiperbilirrubinemia el Gnico
indicador fiable de un pronostico desfavorable. Aunque los signos histoldgicos iniciales no se
diferencian del resto de pacientes con hepatitis postrasplante, la histologia del injerto muestra
signos de cirrosis o de necrosis hepatocitaria confluente, con escaso infiltrado inflamatorio, y
colestasis severa. El lapso de tiempo existente entre el trasplante y el inicio del cuadro
colestasico es de aproximadamente 10 meses, y entre éste y la necesidad de retrasplante unos
4 meses. Los resultados del retrasplante han sido hasta el momento extremadamente malos,
probablemente en relacion con la tardanza en decidir el retrasplante, siendo la causa mas
frecuente de muerte, el desarrollo de un cuadro séptico, fundamentalmente en presencia de
insuficiencia renal. Se han descrito tasas de recidiva de la hepatitis C tras el retrasplante

similares a las observadas con el primer injerto [130].

5. Factores asociados con el desarrollo de la hepatitis C del injerto:

Los factores que predisponen a una evolucion desfavorable no estan definidos pero
probablemente estén relacionados con i) las caracteristicas intrinsecas de la cepa virica
infectante, i) las caracteristicas geneticas del trasplantado, e iii) influencias externas del

entorno y/o iatrogenicas.

5.1 Factores viricos:

Los factores dependientes del virus pueden ser importantes en la patogénesis de la lesion
hepatica bien directamente a través del dafio celular relacionado con el acimulo de viriones o
proteinas viricas, bien indirectamente a través de la respuesta inmune variable asociada con una

u otra cepa.

1- Genotipo viral:
Existen controversias respecto al papel que desempefia el genotipo en la evolucién de

la hepatitis C post-trasplante. Aunque algunos autores, fundamentalmente Europeos, han
descrito la asociacion entre la infeccion por el genotipo 1b y el desarrollo de hepatitis
agresiva [11, 15, 131], con independencia de la duracion de la infeccion C postrasplante,

otros autores no han obtenido los mismos resultados [13, 16, 132, 133]. Diversas causas
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contribuyen probablemente a las discrepancias: (i) distribucion variable de los genotipos segun
la localizacion donde se haya realizado el estudio; (ii) métodos de genotipaje, (iii) tipo y
cantidad de inmunosupresion utilizada; (iv) tiempo de seguimiento; y (v) metodos y definicion
de la gravedad de la enfermedad. En el estudio comparativo Espafia-Estados Unidos con
mas de 200 pacientes incluidos, el genotipo no constituy6 un factor predictivo de la tasa de

progresion del estadio de fibrosis tras el trasplante hepatico [16].

2- Viremia:

Los niveles de ARN-VHC aumentan unas 10-20 veces respecto a los niveles pre-trasplante
a partir de las 72 horas tras el trasplante [19, 114, 123, 124], con una correlacién positiva
entre los niveles pre y post-trasplante [123]. La mayoria de estudios que han valorado la
relacion entre la gravedad de la hepatitis C post-trasplante y la carga viral, no han encontrado
una asociacion entre estas dos variables [123, 124], sugiriendo que el mecanismo patogénico
de lesién celular no es por via citopatica directa sino a través de la respuesta inmune del
huésped. En general, sin embargo, los estudios se han realizado de forma transversal
cuantificandose la carga viral en tiempos distintos del seguimiento y solamente en suero. En
el anico estudio donde se midieron longitudinalmente los niveles intra-hepaticos de ARN-VHC,
los autores detectaron niveles elevados coincidiendo con el desarrollo de la hepatitis aguda con
una posterior disminucion coincidiendo con el paso a formas crénicas y de forma paralela a la
disminucion de la inmunosupresion [134]. Esta disminucion fue mas marcada en los pacientes
infectados por el genotipo 1b. Estos datos podrian explicar la mayor gravedad de la hepatitis C
recurrente en pacientes infectados por el VHC genotipo 1b. El sistema inmune del huésped seria
capaz de controlar la replicacion intrahepatica del VHC a medida que disminuye la
inmunosupresion, pero a costa de provocar dafio hepatico, siendo este proceso mayor en los
pacientes infectados por el genotipo 1b.

En algunos casos de evolucion desfavorable con desarrollo de hepatitis colestasica y
fallo del injerto, los niveles de ARN-VHC aumentan progresivamente [135], por lo que se
ha sugerido que en estos casos, y dada la ausencia de infiltrado inflamatorio hepatico, la
lesion histoldgica se produce fundamentalmente por via citopatica directa.

Recientemente se ha descrito una asociacion entre niveles elevados de ARN-VHC pre-
trasplante y peor evolucion de los trasplantados por cirrosis VHC [13, 16]. En concreto, en el
estudio multicéntrico Norte-Americano [13], la supervivencia a 5 afios de los pacientes con
niveles pre-trasplante de ARN-VHC = 1 x 106 VEg/mL fue signficativamente peor que la de los
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pacientes con niveles < 1 x 106 vEg/mL ( 57% vs 84%, respectivamente; p=0,0001).
Igualmente, en el estudio comparativo Espafia-Estados Unidos [16], la carga virica pre-
trasplante constituyd una de las variables independientes predictivas de mayor tasa de

progresion del estadio de fibrosis post-trasplante (figura 22).

3- Diversidad del VHC:

Varios estudios, fundamentalmente en immunocompetentes han analizado el papel de la

diversidad del VHC en la gravedad de la hepatopatia con resultados no siempre homogéneos
[136]. Diversas causas contribuyen probablemente a las discrepancias entre estudios tanto en
pacientes inmunocompetentes como en inmunodeprimidos en relacion a la diversidad viral: (1)
nimero escaso de pacientes, (2) diferencias en los métodos utilizados para evaluar la
heterogeneidad del VHC (polimorfismos de conformacion de la cadena sencilla, técnica de
mobilidad del heteroduplex, secuenciacion), (3) diferencias en el objetivo evaluado
(complejidad viral o ndmero de variantes, diversidad viral o diferencia cualitativa entre
variantes, o divergencia viral con el tiempo), (4) region del genoma analizada, y (5) diferencias
en la definicion de hepatitis grave/leve.

Los estudios que se han centrado en trasplantados hepaticos [137-140] han incluido en
general un namero reducido de pacientes y diversos métodos de analisis de la diversidad viral.
En uno de éstos [137], la complejidad de la region hipervariable del VHC se analiz6 mediante la
deteccion de polimorfismos de conformacion de la cadena sencilla en 3 trasplantados hepaticos.
El nimero de bandas o complejidad virica disminuyé durante los 3 primeros meses post-
trasplante para retornar posteriormente a la situacion basal pre-trasplante, lo cual sugiere que la
escasa presion inmunoldgica ejercida durante el periodo inicial post-trasplante condiciona una
poblacion VHC homogénea que varia con el tiempo. En otro estudio [138] de 5 trasplantados
donde la diversidad del VHC se analiz0 mediante la nueva técnica de mobilidad del
heteroduplex, se constatd que en los 3 pacientes con hepatitis grave del injerto, las variantes
predominantes se propagaron de forma muy eficiente tras el trasplante, mientras que en los 2
pacientes con formas leves, las variantes menores pasaron a ser las predominantes tras el
trasplante.

En un estudio reciente en el que particip6 la doctoranda, [140], se comparé tanto la
complejidad como la diversidad viral de un grupo de pacientes trasplantados con hepatitis

C recurrente grave del injerto con la de un grupo de pacientes con hepatitis C leve del
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injerto {HCV quasispecies evolution: a mechanism of severe posttransplantation

recurrence}.
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HCV  QUASISPECIES EVOLUTION: A MECHANISM OF SEVERE
POSTTRANSPLANTATION RECURRENCE (Referencia # 140):

En este estudio, se analizaron tanto la complejidad como la diversidad genética del
virus en 6 pacientes con hepatitis C grave del injerto de tipo colestasica, en 6 pacientes con
ausencia 0 minima lesion histoldgica del injerto, y en 5 pacientes controles
inmunocompetentes con hepatitis cronica por el VHC no tratados previamente con
interferon. En la tabla 17 se resumen las caracteristicas de estos pacientes.

Tabla 17: Caracteristicas basicas de los tres grupos de pacientes incluidos

Pacientes Controles Recidiva leve Recidiva Grave
(N=5) (N=6) (N=6)
Genotipo VHC 2a,1a/1b, la, 1a,1 la,1a, la
1a,1a,ND 1b,1b, 1b 1b,1b, 1b
Histologia _
Seguimiento precoz: No aplicable
Grado de actividad 1(0-1) 1(0-2)
Estadio de fibrosis 0 0(0-1)
Seguimiento tardio
2 (0-2 1(1-2 -4
Grado de actividad 1 ggg (0 ) :i ggsg
Estadio de fibrosis
ARN VHC (MEg/mL) . , .
Inicial/Pre-tranplante 8,6 (8,4 - 27,3) 0,76 (0,2-2,9) 0,53 (0,2-9,1) "
Post-trasplante precoz No aplicable 35 (04-3.7) 3 24.8(3.9-1446.3) 3
. ‘ 4 5 4,5
Post-trasplante tardio 6,5 (0,2-12,7) 14,3 (0,2-41,0) 11,9 (0,2-12,7)

Bioquimica hepatica

Inicial/Pre-trasplante
Bilirrubina sérica (mg/dL) 0,7 (0,6-1,0) 2,0 (0,8-2,6) 3,2 (1,3-31,5)
ALT sérica (IU/L) 64 (54-92) 156 (31-257) 72 (21-300)

Post-trasplante tardio
Bilirrubina sérica (mg/dL)
ALT sérica (1U/L) 0,5 (0,4-0,7) 0,9 (0,5-1,6) 3,4(1,1-13,3)
79 (76-83) 78 (41-244) 126 (61-276)

Abreviaturas: ND = no disponible; Todos los valores se presentan como medianas con rango.
*

Los hallazgos histoldgicos se basaron en la biopsia hepatica obtenida lo mas cerca posible al tiempo del
seguimiento utilizado para evaluar la diversidad del VHC. En los pacientes con recidiva grave de la
hepatitis C , la evolucién histoldgica posterior fue hacia el empeoramiento con desarrollo de signos
compatibles con hepatitis colestésica fibrosante.

1 2 3 4 5
p=0,07; ~ p=0,927; “p=0,01; p=0,713;  p=0,296
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El método utilizado para valorar tanto la complejidad como la diversidad fue la
técnica de movilidad del heteroduplex (HMA, del inglés “Heteroduplex Mobility Assay’)
Utilizando este método, las variantes viricas con cambios en la secuencia de nucleétidos de
la region analizada migran en el gel como heteroduplex a diferente distancia de una sonda
de referencia que representa una de las variantes elegidas al azar en cada paciente
(homoduplex). Tedricamente, a mayor distancia en relacién al homoduplex, mas distintas
son las variantes, y por tanto mayor es la diversidad del virus [139, 140, 141]. Se estudio la
region hipervariable 1 (HVR1) del VHC. Se analizaron por la técnica de movilidad del

heteroduplex de 10 a 20 clones por muestra en cada tiempo (total de 540).

La heterogeneidad virica se evalu6 en tres tiempos en los pacientes trasplantados
{pre-trasplante, post-trasplante inmediato, y post-trasplante tardio (en caso de tratamiento
antivirico en los pacientes con hepatitis grave, se elegié la muestra més cercana al inicio del
tratamiento)} y en dos tiempos en los pacientes controles.

Ademas, se secuenciaron un total de 294 clones para (i) validar la técnica de
movilidad del heteroduplex, y (ii) construir arboles filogenéticos con el objetivo de
confirmar los cambios en la filogenia de las variantes.

Las figuras 31 a 33 representan tres casos tipicos: la primera de un paciente con
hepatitis colestasica del injerto, la segunda de un paciente con hepatitis leve, y la tercera de
un control con hepatitis crénica C no trasplantado. En estas figuras, se muestra el gel
obtenido tras realizar el analisis de movilidad de heteroduplex de 20-30 clones en 3
tiempos de seguimiento para cada paciente.

En el eje de las abscisas, cada clon unico es etiquetado con una letra distinta del

alfabeto. Cuando la sonda se une a un clon homologo, su migracion en el gel es maxima,
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denominandose homoduplex. Por contra, cuando la sonda se una a un clon diferente a
esta, su migracion en el gel es menor, denominandose heteroduplex.

Figura 31: Ejemplo de un gel de HMA correspondiente a un_paciente con hepatitis
colestasica.

—— e o a——— ——

Heteroduplex| e -- -
ssDNA |[ == - - 8
-y, -
Homoduplex = . e e o
DUaaaaaaaaaa, bbbbbbbbbb, ccdcecfghi,
Pre - transplant Early post - transplant Late post - transplant
Pre-trasplante Post-trasplante Post-trasplante
precoz tardio

En la muestra obtenida antes del trasplante, solamente se identificd una variante. En el post-
trasplante precoz, las variantes del pretrasplante habian desaparecido siendo remplazadas por nuevas
especies. En el post-trasplante tardio, se produjé un nuevo cambio en el perfil del gel, observandose 6

nuevas variantes que no estaban presentes ni en el pretrasplante ni en el post-trasplante precoz.
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Figura 32: Ejemplo de un gel de HMA correspondiente a un paciente con hepatitis minima.
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En la muestra del pre-trasplante, se observaron 3 variantes. En el post-trasplante precoz,

aparecieron 2 nuevas variantes, las cu