UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

DEPARTAMENT DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

ALTERACIONES HIDROCARBONADAS EN LOS
PACIENTES CON INFECCION CRONICA POR EL VIRUS
DE LA HEPATITIS C: ESTUDIO DE PREVALENCIA Y DE

LOS MECANISMOS ETIOPATOGENICOS.

Albert Lecube Torell6
2005



ALTERACIONES HIDROCARBONADAS EN LOS
PACIENTES CON INFECCION CRONICA POR EL VIRUS
DE LA HEPATITIS C: ESTUDIO DE PREVALENCIA Y DE

LOS MECANISMOS ETIOPATOGENICOS.

Albert Lecube Torell6

TESIS DOCTORAL, 2005

DIRECTORES:

Dr. Rafael Sim6 Canonge
Dra. Cristina Hernandez Pascual

TUTOR:

Dr. Joan Genesca Ferrer

Universitat Autonoma de Barcelona
Departament de Medicina
Hospitals Vall d’'Hebron



A la Carol
i als meus pares,
José Manuel i Pepita

Cuando otros creen que se esta al final es cuando
verdaderamente hay que empezar.

K. Adenauer



AGRAIMENTS

Als Drs. Rafael Simé i Cristina Hernandez, més enlla del temps que han destinat a
ajudar-me en aquesta tesi, gracies per ser responsables de crear els meus fonaments
cientifics i despertar en mi un esperit de recerca que no coneixia. Perd sobre tot, per la

seva amistat.

Al Drs. Ignaci Esteban, Antonio Gonzalez, Lluis Viladomiu i Maria Buti, del Servei
d'Hepatologia, per la seva col-laboracié al ajudar-me a reclutar gran part dels pacients

inclosos en aquesta tesi.

Als Drs. Josep Maria Castellanos, Robert Catala i Rosa Galard, aixi com a la resta de
I'equip del Laboratori d'Hormones (Nuria Vilalta, Salvador Oliveros, Carme Molinos i
Gabriel Gaspar) pel seu inestimable ajut en el desenvolupament d'aquest treball, i per no

donar-me mai un no per resposta.

A la Dra. Alicia Carrera del Servei d'Hematologia i als Drs. Rosend Jardi, Lydia Garcia i
Francisco Rodriguez, del Servei de Bioquimica, pel seu valudés ajut en la realitzacio
d'algunes de les técniques de laboratori i la seva gran disponibilitat a I’hora de solucionar

els meus dubtes.

Al Dr. Jordi Mesa, de la Seccié d'Endocrinologia, per haver-me ensenyat bona part de
I'Endocrinologia, pel seu recolzament i la seva amistat. De la mateixa manera, i
especialment, als meus companys de la Seccid d'Endocrinologia per la seva

desinteresada col-laboracié en tot moment.

Al Dr. Joan Genesca, professor del Departament de Medicina, a més a més d'ajudar-me

en el reclutament dels pacients, per la tasca realitzada en qualitat de tutor de la tesi.
| per ultim, a tots els que sense adonar-se m’han ajudat a completar aquesta tasca.
Aquesta tesi ha estat finangada parcialment per la “Fundacié La Maraté TV3”, mitjangant

el projecte “Virus de I'hepatitis C com factor de risc per desenvolupar una diabetis

mellitus: estudi dels mecanismes etiopatogénics” (99/2.610).



Indice

1= INTRODUGCCION. ...t 1
1.1.- EPIdemiolOgia. . .....ceeeiiiiiiiieeee e 2
1.2.- Infeccién por el VHC en pacientes diabéticos............ccccoeeiiii 6
1.3.- Prevalencia de diabetes en pacientes con infeccién porel VHC..................... 8

1.4.- Mecanismos etiopatogénicos por los que el VHC favoreceria el desarrollo de

AIabeteS. ., 12
1.4.1.- Disfuncion de la célula beta..........cccccooiiiiiiiiii 12
1.4.2.- Aumento de la resistencia a lainsulina............cccccc 13
2.- OBUETIVOS . ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e s e s nnnseeeeeeeeeaannnes 18
3.-MATERIAL Y METODOS ........oooiiiiiieceeeeeeeeeee et en e 20
3.1.- Casuistica y sistematica de trabajo...........cccccciiii 21
3.1.1.- Prevalencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en
pacientes con infeccion crénica por el VHC considerando el grado de lesién
hepatica. Relacién con el genotipo del VHC y comparacion con la prevalencia
detectada en otras enfermedades hepaticas..............uuvueeiieiiiiiiiiiiiiieees 21
3.1.2.- Estudio de los mecanismos etiopatogénicos. Andlisis comparativo del
funcionalismo de la célula beta, la resistencia a la insulina y las citocinas
proinflamatorias en los pacientes no diabéticos con infeccion crénica por el
VHC y pacientes no diabéticos con otras enfermedades hepaticas................... 24
3.1.3.- Andlisis de la ferritina en los pacientes con hepatitis crénica por el VHC y
estudio de su relacion con la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas..... 26
3.1.4.- Estudio de los receptores solubles de la transferrina y la ferritina en
la diabetes Mellitus tiPO 2... .o 28
B T \V 11 (0o [o] [ o 1 =1 o3 1 o 1o > 29
3.2.1.- Criterios diagnésticos de las alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado y de las complicaciones de la diabetes..............ccovvvviiieennnn. 29
3.2.2.- Clasificacién del grado de lesidon hepatica: hepatitis crénica vs.
Lo 1 o] T 31
3.2.3.- Calculo del indice de masa corporal, del indice cintura-cadera y del
consumo de alCohol............oo i 32
3.3.- Metodologia de 1aboratorio............euueiiiiiiiie e 32
3.3.1.- Extraccion de las muestras de sangre, procesamiento y
=Y g F= Tt =Y o =T 0 1= o | (o T 32
3.3.2.- Determinaciones bioquimicas generales............cccccccoviiiiiiiiiiiie e 33
3.3.3.- Diagnéstico de la infeccion por el VHC y deteccion del RNA-VHC......... 34



Indice

3.3.4.- Estudio de los genotipos del VHC..........coovvviiiiiiiiiieeeee 34
3.3.5.- Valoracion de la resistencia a la insulina............ooooveeeeeoeieiieie i, 35
3.3.6- Evaluacion de la secrecion de inSUlNA.........ooeveeeeeeeeeee e 35

3.3.7.- Estudio de los parametros del metabolismo del hierro y de las mutaciones
del gen de la hemoCromMatOSIS.....ccuuuuueiii e e e e eeees 36

3.3.8.- Estudio de los marcadores inflamatorios relacionados con la resistencia

F= T =TT A 110 111 P 37
b B AN o P= 1T T =Yy = Lo L1 (oo T 38
d- RESULT AD O S ... oo ettt e e 39

4.1.- Prevalencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en
pacientes con infeccion crénica por el VHC considerando el grado de lesién
hepatica. Relacion con el genotipo del VHC y comparacion con la prevalencia
detectada en otras enfermedades hepaticas...............eevueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 40
4.2.- Estudio de los mecanismos etiopatogénicos. Analisis comparativo del
funcionalismo de la célula beta, la resistencia a la insulina y las citocinas
proinflamatorias en los pacientes no diabéticos con infeccion crénica por el

VHC y pacientes no diabéticos con otras enfermedades hepaticas .................. 44
4.3.- Analisis de la ferritina en los pacientes con hepatitis cronica por el VHC y
estudio de su relacion con la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas...... 51
4.4.- Estudio de los receptores solubles de la transferrina y la ferritina en la

diabetes Mellitus tiPo 2......ccooiiiii i 55

5= DISCUSION........oimimiiiiiiiieicee ettt 58
5.1.- Prevalencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en
pacientes con infeccion cronica por el VHC considerando el grado de lesién
hepatica. Relacion con el genotipo del VHC y comparacion con la prevalencia
detectada en otras enfermedades hepaticas...........cccvvvveiveiiiiiiiiiiiiiiian, 59
5.2.- Estudio de los mecanismos etiopatogénicos. Analisis comparativo del
funcionalismo de la célula beta, la resistencia a la insulina y las citocinas
proinflamatorias en los pacientes no diabéticos con infeccion crénica por el
VHC y pacientes no diabéticos con otras enfermedades hepaticas................... 63
5.3.- Analisis de la ferritina en los pacientes con hepatitis crénica por el VHC y
estudio de su relacion con la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas...... 68
5.4.- Estudio de los receptores solubles de la transferrina y la ferritina en la

diabetes Mellitus tiPo 2......ccoo oo 70



Indice

B.- CONCLUSIONES.......oooeoooeee oo e 72
T BIBLIOGRAFIA . ... ..o e e e e e e e e e e e 75
8.- PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES A CONGRESOS...........ccovooveeeeeen. 104



Introduccioén

1.- INTRODUCCION



Introduccioén

1.1.- EPIDEMIOLOGIA.

La diabetes mellitus (DM) y la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC)
representan importantes problemas de salud publica por su elevada prevalencia y
capacidad de ocasionar graves complicaciones a largo plazo, con el consiguiente
impacto sanitario, social y econémico.

Aproximadamente el 90% de los pacientes con DM presentan una DM tipo 2,
también conocida como diabetes del adulto o no insulino-dependiente " % La
prevalencia de la DM tipo 2 en los paises occidentales oscila entre el 4,0% y el 9,4% *

4 cifras que coinciden con las comunicadas en nuestro medio (9,0% en Cataluna °

®y 7,3% en el conjunto del estado espafiol ®). Existe una clara

6,1% en Aragon
relacion entre la DM tipo 2 y la edad. Asi, en sujetos mayores de 40 afos se ha
comunicado una prevalencia que alcanza el 12,3% *. Precisamente el aumento de
esperanza de vida de la poblacién general, junto con la adopcion de un estilo de vida
mas sedentario en los paises en vias de desarrollo y el incremento de la obesidad,
seran factores determinantes que contribuiran a incrementar la prevalencia de la DM
tipo 2 en los proximos afios > 7. Asi, se ha calculado que la cifra de personas con DM
tipo 2 en el mundo pasara de 135 millones en el afio 1995 a 299 millones en el 2025 °
y, por tanto, sera una de las auténticas epidemias del siglo XXI (Figura 1).

El impacto socio-sanitario de la DM tipo 2 esta condicionado fundamentalmente
por las severas complicaciones que puede producir tanto a nivel macrovascular
(cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular y arteriopatia periférica) como
microvascular (retinopatia, nefropatia y neuropatia). Desde el punto de vista
macrovascular la DM se considera un factor de riesgo de primera magnitud. Asi, por
ejemplo, en el estudio publicado por Haffner et al ” la incidencia de infarto agudo de
miocardio (IAM) en un individuo diabético sin antecendentes de cardiopatia isquémica
fue similar a la que presentaba un paciente no diabético que ya habia presentado un
IAM, con unas curvas de supervivencia practicamente superponibles. En este sentido,

la ATPIIl (Adult Treatment Panel Ill) considera a la DM como un equivalente de
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enfermedad cardiovascular (ECV), es decir, se asume que el paciente con una DM sin
historia de ECV tiene un riesgo equivalente al del paciente con ECV conocida &. En lo
referente a las complicaciones microvasculares, hay que tener en cuenta que la
retinopatia diabética es la primera causa de ceguera en la poblacién en edad laboral
en el mundo occidental ° y la nefropatia diabética la principal causa de insuficiencia
renal '°. En cuanto a la neuropatia diabética, es una complicacién muy frecuente y
esta directamente implicada en el origen del pie diabético, que aun persiste como la

principal causa de amputacién no traumatica de las extremidades inferiores ' 2.

Europa
Norte América 29,33 (39,20)
15,38 (24,50) s

Asia y Pacifico
53,81 (134,99)

L N2
América del h
Sur Africay j,
15,50 (39,32) Oriente Medio

21,24 (61,92)

Figura 1. Prevalencia de la DM tipo 2 en el mundo, expresada en millones de habitantes,
en 1995. Entre paréntesis aparece la prevalencia estimada para el aino 2025. En estos 30

ainos el nimero de personas con diabetes mellitus tipo 2 pasara de 135 a 299 millones 3,

La hepatitis C es una de las infecciones viricas de mayor prevalencia y la
principal causa de enfermedad hepatica en la mayoria de paises desarrollados. Se
estima que el 3% de la poblacion mundial, cerca de 170 millones de personas, sufre
una infeccion crénica por el VHC ™ ' (Figura 2). En Espafia, la prevalencia oscila
entre el 1,6% y el 2,6%, y al igual que ocurre con la DM tipo 2, aumenta de forma

progresiva con la edad, alcanzando el 4,1% en los mayores de 65 afios > '® .
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Figura 2. Prevalencia de la infeccion crénica por el VHC en el mundo, expresada en

millones de habitantes, en el 2002 ™.

El VHC fue identificado en 1989 ' y pertenece a la familia de los Flaviviridae *°,
familia que comprende virus con un genoma RNA de cadena unica. El VHC es de
transmision fundamentalmente parenteral y los principales factores de riesgo son la
adiccién a drogas por via parenteral 2> ?' la transfusion de sangre y derivados
plasmaticos #’ y el transplante de 6rganos de donantes infectados 2°. Sin embargo, a
partir del afo 1990, estas dos ultimas vias de infeccién virtualmente han desaparecido
debido al cribado rutinario para detectar la presencia de VHC %*. También se ha
descrito la infeccion en los pacientes con insuficiencia renal crénica sometidos a

%y en el personal sanitario tras la puncién accidental con material

hemodialisis
contaminado por el VHC %. Sin embargo, sélo en la mitad de los casos llega a
identificarse el antecedente epidemiolégico de la infeccién ?* %', Otras vias de contagio

del VHC, como la transmisién sexual, intrafamiliar y vertical, juegan un escaso papel
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en la poblacion sin conductas de alto riesgo, y justificarian so6lo el 10-15% de casos en
los que no es evidente el factor de riesgo 2" %

El VHC se divide en seis grupos principales (genotipos 1 - 6) que difieren entre
si un 30-40% de su secuencia génica y, que a su vez, se subdividen en tres subtipos
principales (a, b y c), cuyas secuencias difieren entre si en un 15-20% 2% *°. Los
genotipos 1, 2 y 3, y sus subtipos, estan ampliamente distribuidos por todo el mundo,
pero su prevalencia varia de un area geografica a otra *'. Los subtipos 1a 'y 1b son los

3

mas predominantes en Europa ** y son responsables del 70% de las infecciones

% El subtipo 1b se detecta preferentemente en las hepatitis

croénicas en Espana
croénicas postransfusionales o esporadicas, mientras que los individuos adictos a
drogas por via parenteral estan infectados predominantemente por los genotipos 2y 3
3.3 Por su parte, el genotipo 4 se distribuye basicamente por el Norte de Africa y
Oriente Medio, mientras que los genotipos 5 y 6 estan confinados a Sudafrica y Hong
Kong respectivamente *'.

El 80% de los individuos infectados por el VHC son portadores cronicos de la

enfermedad % ¥,

Un tercio de éstos desarrollara una cirrosis hepatica en los
siguientes 20 anos, y hasta un 7% de los individuos con cirrosis presentara con el
paso del tiempo un carcinoma hepatocelular *” %%, Sin embargo, la mayoria presenta
una infeccion crénica clinicamente asintomatica u oligosintomatica, que en ausencia
de otros factores sinérgicos, como el consumo de alcohol o la coinfeccién por el virus
de la hepatitis B, se mantendra estable, o con una lenta progresion del grado de
fibrosis hepatica, durante toda la vida % Mas aun, estudios recientes indican que el
porcentaje de progresion hacia la enfermedad hepatica avanzada puede ser incluso
inferior al asumido previamente %2,

La infeccién cronica por el VHC se ha asociado con una larga lista de
manifestaciones extrahepaticas “**°. Asi, se ha demostrado una relacién causa-efecto

|47

con la crioglobulinemia mixta esencial ** y la glomerulonefritis membranoproliferativa

8 Ademas, existen estudios epidemiolégicos que evidencian una asociacién con otras
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enfermedades como la porfiria cutanea tarda *°, el sindrome de Sjdgren **°', la tlcera
corneal de Mooren %, y los linfomas no Hodgkin de células B de bajo grado *3. No esta
bien establecido si el VHC juega un papel etiopatogénico en el desarrollo del liquen
plano o de la enfermedad tiroidea autoinmune, si bien el tratamiento con interferdn
podria estar también implicado en la aparicién de éstas y otras manifestaciones
extrahepaticas de la infeccion por el VHC 44654

Diversos estudios epidemiolégicos, que se revisan a continuacién, han
demostrado una asociaciéon entre la infeccion por el VHC y la DM tipo 2. Estos
estudios pueden dividirse en dos grandes grupos: los que evaluan la prevalencia de
infeccién por el VHC en los pacientes diabéticos y los que evaltan la prevalencia de

diabetes en pacientes infectados por el VHC.

1.2.- INFECCION POR EL VHC EN PACIENTES DIABETICOS.

Los estudios en los que se analiza la prevalencia de infeccion por el VHC en la
poblacion diabética se resumen en la Tabla 1. Como puede observarse, esta
prevalencia oscila entre el 1,78% y el 12,1% en los pacientes con una DM tipo 2 %2,
muy superior a la de los sujetos control en la mayoria de los estudios.

En un estudio que incluyé 176 pacientes diabéticos y 6172 donantes de sangre
equiparados por edad, sexo, uso de drogas por via parenteral e historia previa de
transfusiones, detectamos una prevalencia de positividad anti-VHC del 11,5% en los
pacientes diabéticos frente al 2,5% de la poblacién control (p<0,001; razén de odds
4,39, IC 95%: 2,61-7,24) " En este estudio, ademas de ser el primero en el que se
controlaron los principales factores para adquirir la infeccién por el VHC, se descart6 la
posibilidad de que los pacientes diabéticos tuvieran una mayor prevalencia de
infeccion por el VHC debido a un mayor numero de ingresos hospitalarios,
intervenciones quirurgicas o instrumentalizacion médica asociada a sus

complicaciones tardias. Ademas, en los pacientes diabéticos anti-VHC positivos con

antecedentes de transfusion, ésta siempre fue anterior al diagnostico de la diabetes.
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Todo ello nos hizo proponer la hipotesis de que la infeccion por VHC favoreceria el
desarrollo de la diabetes. Apoyando esta hipotesis, estudios posteriores han
demostrado que cuando se intenta establecer una relacion cronolégica entre la
infeccién por VHC vy el diagnéstico de diabetes, el probable factor de riesgo para el
contagio del VHC precede al descubrimiento de la diabetes en el 52-74% de los casos

%9.83 Al mismo tiempo, a diferencia del VHC, no encontramos mayor frecuencia de

Tabla 1. Estudios que evalian la prevalencia de anticuerpos frente al VHC en la
poblacién diabética.

DM (n) ANTI-VHC (+) | CONTROL (n) | ANTI-VHC (+) p

Ozyilkan et al, 100 8 % - - -
1994 % - 25 tipo 1 - 0%

- 75 tipo 2 - 10,6%
Gray et al, 200 tipo 2 7,5 % - - -
1995 %
Simé et al, 176 11,5 % 6172 25% <0,001
1996 > - 60 tipo 1 - 6,6%

- 116 tipo 2 -12,1%
Rudoni et al, 259 3,09 % 14100 0,04 % <0,001
1999 > - 45 tipo 1 -0%

- 214 tipo 2 -3,73%
Mason et al, 596 [1] 4.2% 377 1,6 % 0,02
1999 *
Sotiropoulos et al, 423 1,65 % - - -
1999 - 30 tipo 1 -0%

- 393 tipo 2 -1,78 %
Ryu et al, 627 [1] 2,1 % - - =
2001 *'
Okan et al, 692 tipo 2 7,5% 1014 0,1% <0,0001
2002 %

[1] : no se detalla el porcentaje de DM tipo 1 ni DM tipo 2. DM: diabetes mellitus.



Introduccioén

infeccidn por el virus de la hepatitis B, que comparte similares vias de transmision con

el VHC, en los pacientes diabéticos en comparaciéon con la poblaciéon general ©,

observacién confirmada posteriormente en otros estudios °% ' 626,
Ademas de la importancia epidemioldgica de los estudios referidos en la Tabla

1, de ellos se desprende que ante una elevacién de las transaminasas en un paciente

diabético debe descartarse siempre una infeccién por el VHC.

1.3.- PREVALENCIA DE DIABETES EN PACIENTES CON INFECCION POR EL
VHC.
En el afo 2000, dentro del estudio NHANES Il (Third National Health and

Nutrition Examination Survey) se realizé un amplio estudio transversal

que incluyo a
9841 individuos mayores de 20 afos, de los que 1242 (8,37%) eran pacientes
diabéticos tipo 2 y 230 (2,14%) eran sujetos infectados por el VHC. Se observé que la
prevalencia de diabetes era mayor en los pacientes anti-VHC (+) que en los sujetos
anti-VHC (-) para cada franja de edad a partir de los 40 afos. De forma global, las
personas mayores de 40 afos tenian una probabilidad 3 veces superior de tener una
DM tipo 2 si presentaban una infeccion por el VHC. Ademas, como en el 15-20% de
los sujetos infectados no se cronifica la infeccion a pesar de que la determinacion de

los anticuerpos contra el VHC resulta positiva ¢ %

, se evalué también a un subgrupo
de 230 pacientes anti-VHC (+) en los que se habia determinado el RNA del virus y los
resultados fueron similares: el riesgo de tener una diabetes de los pacientes RNA-VHC
(+) era de 2,48, frente al 0,98 de los pacientes RNA-VHC (-) ®°. Otro estudio
transversal, en el que se incluyeron 2327 individuos mayores de 35 afios, observo
también una probabilidad tres veces superior de tener una diabetes en los pacientes
anti-VHC (+) en comparacion con los sujetos anti-VHC (-) en la franja de edad entre 35

6

y 49 afios ®. Estos datos apoyarian la hipétesis de que la infeccién por el VHC

favoreceria el desarrollo de la diabetes.
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Diversos estudios han evaluado la prevalencia de diabetes en pacientes con
infeccién por el VHC y la han comparado con la que existe en otras enfermedades
hepaticas. En este tipo de estudios es fundamental tener en cuenta el grado de lesion
histolégica, dado que la incidencia de diabetes se correlaciona directamente con la
severidad de la hepatopatia ® . Sin embargo, en muchos trabajos no se ha tenido en
cuenta esta variable de confusion y se han evaluado de forma conjunta pacientes con
diversos grados de lesién histolégica ** "°"*. En las Tablas 2 y 3 se resumen los
resultados de los estudios en los que se han considerado por separado pacientes con
hepatitis cronica y pacientes con cirrosis hepatica. Sélo dos estudios han evaluado la
prevalencia de diabetes tanto en los pacientes con hepatitis cronica como en los
pacientes cirréticos 7.

En la Tabla 2 puede observarse que la prevalencia de diabetes en los

pacientes con hepatitis cronica por el VHC oscila entre el 4,9% y el 33% 61637 'y eg

siempre superior a la que se observa en pacientes con otras enfermedades hepaticas.

Tabla 2. Prevalencia de DM tipo 2 en la hepatitis créonica por VHC.

VHC (n) Diabetes Grupo Control (n) Diabetes p
Mangia et al, 102 4,9 % 22 VHB 0% *
1998 " [1,9] 14 OH 0% *
Mason et al, 212 18,4 % 144 VHB 9,7 % 0,02
1999 *° [1,d]
Knobler et al, 45 33 % 88 VHB 12 % 0,004
2000 & [1,9]
Ryu et al, 68 23,5 % 157 VHB 8.2% 0,002
2001 ' [+, W]

Criterio diagnostico de diabetes: [1] glucemia basal > 126 mg/dl; [$] glucemia basal > 140
mg/dl. Criterio diagnostico hepatitis crénica: [®] por biopsia hepatica; [W] no especifica. * : no
se realiza comparaciéon estadistica con el grupo control. OH: hepatopatia endlica; VHB:
infeccion cronica por el VHB.
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Como es légico, la prevalencia de diabetes en los pacientes cirréticos es mayor que en
los que presentan hepatitis cronica y en los pacientes infectados por el VHC oscila
entre el 19% y el 50% (Tabla 3). Sin embargo, en este caso, las diferencias entre las
prevalencias de diabetes entre VHC (+) y otras hepatopatias no son tan claras como
en el caso de la hepatitis cronica. A diferencia de lo que ocurre en la hepatitis crénica,
el numero de estudios en los que se comunica una mayor prevalencia de diabetes en

59, 75-79

los pacientes VHC (+) es similar al de los que no encuentran diferencias con los

pacientes con cirrosis de otra etiologia °' 748081,

Existen algunos estudios en los que se ha intentado relacionar a los genotipos

|59 |63

del VHC con una distinta prevalencia de diabetes. Mason et al > y Knobler et a

comunicaron mayor potencial diabetégeno para los genotipos 2a y 1b

respectivamente, mientras que Hui et al ®

asocian el genotipo 3 con una menor
resistencia a la insulina en sujetos infectados por el VHC no diabéticos. Sin embargo,
otros autores han observado una distribucién similar de los genotipos entre los
pacientes VHC (+) con y sin diabetes 3. La principal limitacién de estos trabajos es
el reducido nimero de pacientes diabéticos que incluyen, que oscila entre 12 3y 23 %,
Este pequefio tamafio de la muestra condiciona la disparidad de los resultados e
impide realizar un analisis estadistico que permita extraer conclusiones definitivas.
Recientemente se ha comunicado que el genotipo 3 del VHC se relaciona con un
mayor grado de esteatosis hepatica  #’. Sin embargo, estos estudios no evaluan la
asociacion entre este hallazgo, el control glucémico y la resistencia a la insulina.

En resumen, aunque parece existir una relacion entre la infeccion crénica por el
VHC y la DM tipo 2 en los pacientes con hepatitis crénica, los resultados no son tan
evidentes cuando se analiza la cirrosis. La falta de uniformidad de los estudios en
cuanto a los criterios diagnodsticos, tanto de la diabetes como del grado de lesion

hepatica, asi como la no consideracion de otras variables que pueden influir en la

aparicion de diabetes (ej: edad e indice de masa corporal) contribuyen, sin duda, a que

10



Introduccioén

la posible relacion entre la infeccidén por el VHC y la diabetes sea todavia un tema

controvertido.

Tabla 3. Prevalencia de DM tipo 2 en la cirrosis por VHC.

VHC (n) Diabetes Grupo control (n) Diabetes ¢]
Allison et al, 34 50 % 66 VHC (-) 9% <0,0001
1994 ° (W, §, 8]
Olmo et al, 112 23,3% 75 OH 253 % ns
1996 % [P] 51 VHB 27,5 % ns
Guerrero et al, 28 28,6 % 47 VHC (-) 10,6 % < 0,05
1998 "¢ [1,5]
Mangia et al, 157 34,3 % 38 VHB 31,5 % ns
1998 ™ [1] 49 OH 28,5 % ns
Mason et al, 145 33,1 % 88 VHB 20,5 % 0,04
1999 % [1]
Caronia et al, 1151 23,6% 181 VHB 9,4% 0,0002
1999 7 (D]
Zein et al, 64 25% 78 CLD 1,3% 0,0001
2000 ® [1, §] 53 OH 19% 0,36
Bigam et al, 110 29% 53 VHB 6% <0,001
2000 " [1, §] 115 CLD 4% <0,001
Garrido et al, 50 36% 50 VHC (-) 18 % < 0,05
2001 ”° [t, 8]
Ryu et al, 28 25% 102 VHB 13,7% 0,07
2001 *' [1] 43 OH 30,2% ns
Thuluvath et al, 97 19,6% 194 VHC (-) 11,5% 0,06
2003 %' [t, §, &)

Criterio diagnéstico de diabetes: [f] glucemia basal > 126 mg/dl; [§] glucemia basal > 140
mg/dl; [®] requerimiento de hipoglucemiantes orales o insulina; [W] glucemia basal > 216
mg/dl. [§] pacientes en situacidon de pretransplante hepatico. [6] grupos equiparados por edad,
sexo y estadios de Child-Pugh. OH: hepatopatia endlica; VHB: infeccién crénica por el VHB;
CLD: enfermedad colostasica.
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1.4.- MECANISMOS ETIOPATOGENICOS POR LOS QUE EL VHC FAVORECERIA
EL DESARROLLO DE DIABETES.

Los mecanismos especificos responsables del desarrollo de diabetes en los
pacientes infectados por el VHC todavia se desconocen. Entre los potenciales
mecanismos involucrados podrian incluirse la disfuncién de la célula beta pancreatica,
mediada o no por fenbmenos autoinmunitarios, y/o un aumento de la resistencia a la

insulina.

1.4.1.- Disfuncidon de la célula beta.

Autoinmunidad contra la célula beta. El| VHC se asocia a manifestaciones
extrahepaticas de  origen  autoinmunitario, como la  glomerulonefritis
membranoproliferativa *® y la crioglobulinemia mixta esencial */, que estan causadas
por el depdsito de inmunocomplejos en los vasos de pequefio y mediano calibre 4" 2.
Ademas, una region de la secuencia de aminoacidos del VHC muestra gran homologia
con la descarboxilasa del acido glutamico (GAD), uno de los principales antigenos de
los islotes pancreaticos 8. Por ello, previamente analizamos si la infeccién por el VHC
desencadenaba una respuesta autoinmunitaria contra las células beta pancreatica. Sin
embargo, no detectamos mayor prevalencia de autoanticuerpos contra la célula beta
(ICA, antiGAD, 1A2) en los sujetos con infeccion por el VHC respecto a la poblacion
general, por lo que concluimos que la mayor prevalencia de diabetes en los pacientes
VHC (+) no se explicaria por la presencia de fendmenos autoinmunitarios %°. De forma
similar, otros autores tampoco han detectado un incremento de marcadores
inmunolégicos contra la célula beta en los pacientes con infeccién crénica por el VHC

59, 63, 71

Lesion directa de la célula beta no mediada por autoanticuerpos. Aunque

el VHC afecta principalmente al higado *

, la demostracion en otros tejidos de la
replicacion viral confirma que es capaz de infectar también otros 6rganos. Asi, se ha

podido detectar su replicacion en multiples localizaciones extrahepaticas como células
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mononucleares '

, hodulos linfaticos, cerebro, glandula adrenal, corazén, rifidn,
intestino, tiroides, médula dsea, bazo y también en pancreas **°*. Concretamente en el
pancreas se ha detectado la replicacion activa del VHC en las células acinares del
pancreas exocrino y en las células epiteliales de los conductos pancreaticos %. Sin
embargo, si bien es posible que el VHC pueda infectar también la célula beta

pancreatica e interferir asi en la sintesis y la secrecion de insulina, la replicacién del

VHC en el pancreas endocrino atin no ha podido ser confirmada %.

1.4.2.- Aumento de la resistencia a la insulina.

Es légico pensar que en la infeccion por el VHC se produce un aumento de la
resistencia a la insulina, ya que se trata de un proceso infeccioso que ademas produce
una lesién hepatica ® %°. Sin embargo, deben existir algunos mecanismos especificos
asociados a la infeccién por VHC que condicionen una mayor prevalencia de diabetes
que la observada en otras hepatopatias. En este sentido existen datos que nos
permiten especular que la produccion de citocinas proinflamatorias y el aumento de los
depdsitos de hierro podrian ser responsables del mayor potencial diabetégeno del
VHC.

Citocinas proinflamatorias. Es bien conocido que la resistencia a la insulina
se asocia a un aumento de la actividad proinflamatoria, con elevacion de citocinas

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6) ¥-'%2. El TNF-

o favorece la fosforilacion de la serina del sustrato 1 del receptor de la insulina,

103, 104

disminuyendo asi la actividad tirosincinasa de este receptor , Y SU expresion se

relaciona directamente con la resistencia a la insulina y la hipertrigliceridemia ' "%, E|
TNF-a ejerce su efecto bioldgico a través de la interaccion con dos tipos de receptores
que se expresan en la membrana celular, tipo 1 (TNFR1 6 p55) y tipo 2 (TNFR2 6 p75)

%7 Estos receptores pueden circular también como proteinas solubles tras desligarse

proteoliticamente su dominio extracelular (sTNFR1y sTNFR2) "% % | a cuantificacion
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en plasma de los dos receptores constituye el mejor indicador de la activacién global
del sistema, al tener una vida media mas prolongada, unos niveles plasmaticos mas
elevados y una menor variabilidad que el TNF-a "'®'". Por su parte, la IL-6 es una

citocina multifuncional, producida por una gran variedad de tipos celulares, incluyendo

114, 115

el sistema inmune, los hepatocitos y el tejido adiposo , que media tanto en la

reaccion inflamatoria como en la respuesta inducida por el estrés ''*. La IL-6 favorece
la insulin-resistencia a través de la inhibiciéon de la transcripcion del transportador de
glucosa GLUT-4, del sustrato 1 del receptor de insulina y del receptor de la activacion
de la proliferacion de los peroxisomas (peroxisome proliferator-activated receptor,

PPAR) "¢ " | os niveles circulantes de IL-6 se relacionan con la resistencia a la

102, 106, 118-120

insulina en los seres humanos y predicen el riesgo de desarrollar una DM

tipo 2 13,

En pacientes con infeccién cronica por el VHC se han detectado mayores

121-123

concentraciones tanto de TNF-a como de sus receptores solubles, sTNFR1 y

sTNFR2 "% v también de IL-6 "> ' en comparacién con la poblacién general.

Ademas, se ha relacionado la concentracion de estas citocinas con el grado de

122-125,

severidad de la lesién hepatica 127130 " Sin embargo, hasta la fecha ningin

estudio ha evaluado la relacién entre TNF-a, sTNFR1, sTNFR2 e IL-6 con la
resistencia a la insulina y/o la diabetes en los pacientes infectados por el VHC en

comparacion con pacientes con otras enfermedades hepaticas.

Aumento de los depodsitos de hierro. Otro posible mecanismo por el que el
VHC podria favorecer la aparicion de una diabetes es a través del aumento de los

depositos de hierro. Es bien conocido que el aumento de estos depdsitos, como ocurre

131-133

en la hemocromatosis o tras la administracion parenteral de hierro en modelos

134, 135

animales se asocia a la aparicion de diabetes. En la poblacién general la ferritina

136, 137

se correlaciona estrechamente con los depdsitos de hierro y se ha demostrado
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que el aumento de la concentracion de ferritina se relaciona con un mayor riesgo para
desarrollar una diabetes **"'*'. Asi, se ha llegado a proponer a la ferritina como otro
componente mas del sindrome de resistencia a la insulina **'*. De hecho, se ha
demostrado que las sangrias mejoran la resistencia a la insulina en pacientes con DM
tipo 2 "> ¢ Asimismo, también se ha evidenciado mejoria del control glucémico en
pacientes con DM tipo 2 y ferritina elevada tras el tratamiento con desferoxamina 147,
En los pacientes con infeccion crénica por el VHC también se ha observado un

79, 148-152

incremento de los niveles plasmaticos de ferritina , Y la concentraciéon

intrahepatica de hierro se ha relacionado de forma directa con el grado de fibrosis

hepatica .

Por tanto, se podria especular que el aumento de los depdsitos de hierro
seria uno de los mecanismos por los que el VHC facilitaria el desarrollo de diabetes.
Con esta hipotesis, nuestro grupo realizé en el afio 2000 un estudio piloto caso-control
para investigar si la mayor prevalencia de diabetes observada en los pacientes
infectados por el VHC estaba asociada a un aumento de la ferritina '**. Para ello
evaluamos a 123 pacientes anti-VHC (+) (55 diabéticos y 68 no diabéticos) y
observamos que la concentracion de ferritina sérica era significativamente mayor en
los pacientes diabéticos que en los no diabéticos (205 ng/ml [14-861] vs. 58 ng/ml [15-
494]; p<0,0001). De este estudio concluimos que los niveles de ferritina estaban
relacionados con la presencia de diabetes en los pacientes infectados por el VHC. En
concordancia con estos resultados, en el estudio NHANES Ill (Third National Health
and Nutrition Examination Survey) también se observaron niveles de ferritina mas
elevados en los pacientes infectados por el VHC que presentaban una DM tipo 2 en
comparacion con los no diabéticos, aunque la diferencia no alcanzé significacion
estadistica '*°.

Aunque estos estudios sugieren que el aumento de los depdsitos de hierro es
un mecanismo que explicaria la mayor prevalencia de diabetes en los sujetos
infectados por el VHC, también podria ser que la diabetes fuera un factor mas

importante en el aumento de los niveles de ferritina que la propia infeccién por el VHC.
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En este sentido, hay que tener en cuenta que si bien la ferritina es un buen reflejo de

| 13 137 podria no ser asi en los

los depodsitos de hierro en la poblacion genera
pacientes diabéticos. Como es bien conocido, la ferritina se comporta como un
reactante de fase aguda '° y existe cada vez mas evidencia de que la inflamacion
desempefia un papel fundamental en la etiopatogenia de la DM tipo 2 % . En este
sentido, varios estudios han demostrado un aumento de la concentracion sérica de

ferritina en los pacientes con DM tipo 2 38 139 158 159

Por otra parte, estudios
autépsicos no han demostrado un mayor depdsito hepatico de hierro en los pacientes
con DM tipo 2 que en los sujetos no diabéticos . Por tanto, el aumento de ferritina
que se detecta en la poblacion diabética podria atribuirse mas al proceso inflamatorio
subyacente que a un aumento de los depédsitos de hierro. Para poder demostrar esta
hipdtesis deberia realizarse un estudio que analizara la relacion entre los depdsitos
hepaticos de hierro y los niveles de ferritina en poblacion diabética y controles sanos.
Sin embargo, ello comportaria la realizacidon de biopsias hepaticas a poblacién sin
hepatopatia y, por tanto, dificiimente podria ser aprobado por ningin Comité Etico.
Otra manera de abordar el problema es determinar los receptores solubles de la
transferrina (sTfR).

El receptor de la transferrina (TfR) es un receptor de membrana con una alta
afinidad para la transferrina, que es la principal proteina de transporte del hierro .
Cuando la transferrina se une al TfR se produce un complejo de membrana que es
internalizado por endocitosis y liberado en el citosol, para que el hierro pueda
emplearse en la sintesis de constituyentes celulares esenciales '°* '®®. La sintesis de
los TfR y de la ferritina estan reguladas de forma reciproca a nivel post-transcripcional

en funcién de la concentracion intracelular de hierro .

Durante el proceso de
endocitosis, una parte del complejo se libera a la circulacion sistémica, dando lugar a
la fraccion soluble de los TfR (sTfR). Esta fraccién puede cuantificarse en el suero y es

proporcional a la concentracién de los TfR expresados a nivel de la membrana celular

164 | a concentracion sérica de sTfR esta estrechamente relacionada con la demanda
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celular de hierro y, en consecuencia, a mayores concentraciones de ferritina menor
concentracién del sTfR y viceversa '®°. Asi, se han detectado niveles disminuidos de
sTfR en los pacientes con hemocromatosis y elevados en los sujetos con ferropenia
166168 Ademas, es importante mencionar que la concentracién del sTfR, al contrario
que la ferritina, no se comporta como un reactante de fase aguda '®°, por lo que se
considera un buen indice para estimar los depdsitos de hierro en pacientes con
procesos inflamatorios "°. Por este motivo, la determinacién del sTfR nos permitira
evaluar si el incremento de los niveles séricos de ferritina detectados en la DM tipo 2
reflejan un verdadero aumento de los depésitos de hierro o, si por el contrario, son un
reflejo del proceso inflamatorio subyacente que existe en la diabetes '*’. Hasta el
momento los sTfR sdélo han sido evaluados en la DM tipo 1 con el objetivo de estudiar
su utilidad en el diagnéstico del déficit de hierro en los pacientes con gastritis atréfica

asociada '"".
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2.- OBJETIVOS



Obijetivos

1.- Analizar la prevalencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en los
pacientes con infeccion cronica por el VHC y compararla con la que presentan los
pacientes con otras enfermedades hepaticas, considerando el grado de lesion

hepatica y los genotipos del VHC en el analisis de los resultados.

2.- Evaluar los mecanismos etiopatogénicos por los que el VHC puede favorecer el

desarrollo de diabetes.

3.- Analizar si el aumento de ferritina que existe en los pacientes infectados por el VHC

es debido a la propia infeccion por el VHC o, si por el contrario, puede atribuirse a la

mayor prevalencia de diabetes en estos pacientes.

4 .- Determinar, mediante el analisis de los sTfR, si la concentracion de ferritina en los

pacientes diabéticos tipo 2 es un buen indicador de los depdsitos de hierro.

19



Material y métodos

3.- MATERIAL Y METODOS



Material y métodos

3.1.- Casuistica y sistematica de trabajo.

A fin de obtener resultados valorables que permitan alcanzar los objetivos
planteados se han efectuado cuatro estudios por separado, con el calendario que se
muestra en la Figura 3.

En todos los estudios los pacientes fueron informados de los propdésitos vy
metodologia del estudio, y aceptaron libre y voluntariamente su participacion. Estos
estudios fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospital Universitario Vall

d’Hebron.

3.1.1.- Prevalencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en
pacientes con infecciéon crénica por el VHC considerando el grado de lesion
hepatica. Relacidon con el genotipo del VHC y comparacion con la prevalencia
detectada en otras enfermedades hepaticas.

Entre Junio del 2000 y Diciembre del 2001 se incluyeron un total de 642
pacientes que acudieron de forma consecutiva, los lunes y martes de cada semana, a
las consultas externas de la Unidad de Hepatologia del Hospital Universitario Vall
d’Hebron. Los pacientes se dividieron en dos grupos en funcién de la presencia o no
de anticuerpos anti-VHC: anti-VHC positivo (n = 498) y anti-VHC negativo (n = 144).
Las caracteristicas clinicas de los 642 pacientes incluidos en el estudio se recogen en

la Tabla 4. Se consideraron criterios de exclusion los siguientes:

a) Tratamiento con corticoides o haber recibido tratamiento con interferén.
b) DM tipo 1.

c) Pancreatitis cronica o neoplasia pancreatica.

d) Enolismo mayor de 50 gr de alcohol diarios.

e) Enfermedad hepatica atribuible a mas de una etiologia.

f) Infeccién concomitante en el momento de la inclusidon o evidencia de
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cualquier enfermedad crénica a excepcion de la hepatica y la diabetes.

g) Hemocromatosis.

Para evaluar la prevalencia de las alteraciones hidrocarbonadas se siguieron
los criterios recomendados por el Comité de Expertos en el Diagnéstico y Clasificacion
de la Diabetes "%, que se fundamentan en la determinacién de la glucemia basal. A fin
de averiguar si la prevalencia de diabetes podia incrementarse tras la practica de una
sobrecarga oral de glucosa (SOG), a los primeros 50 pacientes anti-VHC positivo con
hepatitis cronica y sin criterios de diabetes segun el valor de la glucemia basal se les

realizé una SOG. Otros 50 pacientes con hepatitis cronica anti-VHC negativo y no

Tabla 4. Principales caracteristicas clinicas de los 642 pacientes incluidos en el estudio.

ANTI-VHC (+) ANTI-VHC (-)
n =498 n= 144 p

Edad media ( afios * DE) 52,9+ 14,1 54,7 £ 15,2 n.s.
Hombre / Mujer ( %) 45 /55 511749 n.s.
IMC ( Kg / m?) 258+4,2 26,2+5,3 n.s.
Hepatitis cronica, n (%) 380(76,3%) 92 (63,9 %) n.s.
Cirrosis, n (%) 118 (23,7 % ) 52 (36,1 %) n.s.
Etiologia primaria (n)

Infecciéon VHC 498 -

Alcohdélica - 46

Infeccién VHB - 33

Esteatosis / esteatohepatitis - 29

Hepatitis crénica autoinmune - 15

Cirrosis biliar primaria - 14

Criptogenética - 7

IMC: indice de masa corporal; VHC: virus hepatitis C; VHB: virus hepatitis B
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diabéticos segun los criterios arriba mencionados, equiparados por edad, indice de
masa corporal y sexo, que accedieron a realizar una SOG, se seleccionaron como
grupo control. Las caracteristicas clinicas de estos 100 pacientes de recogen en la
Tabla 5.

El genotipo del VHC se determind en 259 de los 498 pacientes (52%) con
infeccidn crénica por el VHC. Para el andlisis de los resultados se excluyeron los

pacientes en los que coexistian dos 0 mas genotipos (n=12).

Tabla 5. Principales caracteristicas clinicas de los 100 pacientes que realizaron un test

de tolerancia oral a la glucosa.

ANTI- VHC (+) ANTI-VHC (-)
n=50 n=50 p
Edad ( afios ) 56 + 11 54 + 14 n.s.
Hombre/Mujer ( % ) 22128 19/ 31 n.s.
IMC ( Kg / m?) 255149 27651 n.s.

IMC: indice de masa corporal.

La hemocromatosis de descarté mediante el estudio de las mutaciones
His63Asp y Cys282Tyr del gen de la hemocromatosis (ver Metodologia de laboratorio)
en los pacientes infectados por el VHC o por un indice de saturacion de transferrina

superior al 45% en el resto '"°.

3.1.2.- Estudio de los mecanismos etiopatogénicos. Andlisis comparativo del
funcionalismo de la célula beta, la resistencia a la insulina y las citocinas
proinflamatorias en los pacientes no diabéticos con infeccion crénica por el VHC

y los pacientes no diabéticos con otras enfermedades hepaticas.
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Entre Julio del 2002 y Diciembre del 2002 se realizdé un estudio caso-control
que incluyé a 14 pacientes anti-VHC negativo, no diabéticos y con el diagndstico
histolégico de hepatitis cronica. Por cada paciente anti-VHC negativo se escogieron
dos pacientes anti-VHC positivo (n=28) de nuestra base de datos, equiparados por
todas las caracteristicas que pueden influir en la resistencia a la insulina, como la

edad, el sexo, la glucemia basal, el indice de masa corporal (IMC), el indice cintura-

Tabla 6. Principales caracteristicas clinicas de los 42 pacientes incluidos en el estudio.

ANTI- VHC (+) ANTI-VHC (-)
n =28 n=14 p

Edad ( afos ) 48,54 + 11,64 48,43 £ 14,34 n.s.
Hombre/Mujer (n) 10/18 5/9 n.s.
Glucosa ( mg/dl ) 94,91 £ 8,50 92,52 £ 11,23 n.s.
IMC ( Kg/m?) 25,88 + 3,21 25,89 + 4,30 n.s.
ICC 0,84 + 0,06 0,85+ 0,08 n.s.
A. F. de Diabetes ( %) 25,00 (7/28) 21,4 (3/14) n.s.
AST (Ull) 37,42 + 14,48 38,57 + 15,68 n.s.
ALT (UIn) 52,19 + 27,59 58,79 + 36,75 n.s.
Triglicéridos (mg/dl) 78,0 (46-207) 100,5 (39-195) n.s.
Etiologia primaria (n)

Infeccién VHC 28 -

Esteatosis / esteatohepatitis - 5

Infeccion VHB - 4

Criptogenética - 3

Hepatitis cronica autoinmune - 1

Cirrosis biliar primaria - 1

IMC: indice de masa corporal; ICC: indice cintura cadera; AST: aspartato aminotransferasa;
ALT: alanino aminotransferasa.
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cadera (ICC) y los antecedentes familiares de diabetes. Los dos grupos fueron
también equiparados por los niveles de transaminasas y de triglicéridos. Las
caracteristicas clinicas de los dos grupos se muestran en la Tabla 6.

A los pacientes de ambos grupos se les determinaron los niveles de citocinas
proinflamatorias relacionadas con la resistencia a la insulina (TNF-a, sTNFR1, sTNFR2
y IL-6). También se les evalud la resistencia y la secrecién de insulina mediante
pruebas funcionales que se detallan en el punto 3.2.5. Se consideraron los mismos

criterios de exclusion que en el apartado anterior.

3.1.3.- Analisis de la ferritina en los pacientes con hepatitis crénica por el VHC y
estudio de su relaciéon con la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas.

Entre Enero de 2001 y Abril de 2002 se incluyeron de forma consecutiva un
total de 634 pacientes que acudieron de forma programada a las consultas externas
de la Seccién de Endocrinologia (Grupo B) y de la Unidad de Hepatologia (Grupos A'y
C) del Hospital Universitario Vall d’'Hebron. Los 634 sujetos se clasificaron en 4 grupos
en funcion de la presencia o no de anticuerpos anti-VHC y de DM tipo 2: Grupo A (anti-
VHC positivo y DM tipo 2), Grupo B (anti-VHC negativo y DM tipo 2), Grupo C (anti-
VHC positivo y no diabético) y Grupo D (anti-VHC negativo y no diabético). Los sujetos
del grupo D eran las parejas o familiares de los pacientes incluidos en el grupo B. Las
caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion del grupo se detallan en la Tabla 7.

Para este estudio, se consideraron como criterios de exclusion los siguientes:

a) Mujeres premenopausicas.

b) Episodio hemorragico en los 6 meses previos a la inclusién.

c) Ferritina < 10 ng/ml en las mujeres y < 20 ng/ml en los hombres.

d) Tratamiento con hierro, corticoides o interferon en los doce meses
previos a la inclusion.

e) DM tipo 1.
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f) Enolismo mayor de 50 gr. de alcohol diarios.

g) Cirrosis hepatica.

h) Pancreatitis cronica o neoplasia pancreatica.

i) Enfermedad hepatica atribuible a mas de una etiologia.

i) Infeccion concomitante en el momento de la inclusién o evidencia de
cualquier enfermedad crénica a excepciéon de la diabetes.

k) Hemocromatosis.

La hemocromatosis de descartdé mediante el estudio de las mutaciones
His63Asp y Cys282Tyr del gen de la hemocromatosis (ver Metodologia de laboratorio)
en los pacientes infectados por el VHC (Grupos A y C) o por un indice de saturacion

de transferrina superior al 45% en el resto (Grupos B y D) '*°.

Tabla 7. Principales caracteristicas clinicas y parametros de laboratorio de los 634

pacientes incluidos en el estudio.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Anti-VHC (+) Anti-VHC (-) Anti-VHC (+) | Anti-VHC (-)
con diabetes con diabetes sin diabetes sin diabetes
mellitus mellitus mellitus mellitus
n 53 242 191 148
Edad (afios) 62,9+9,8 64 + 11 56 + 13 55+ 14
Hombre/Mujer (%) 50 /50 46,2 /53,8 46,8 /53,2 427157,3
IMC (Kg/m?) 25,7 £ 4,1 315469 257 4,3 28,153
Glucosa (mg/dl) 158 £ 55 167 + 58 93+10 9%6+9
Fructosamina (mg/dl) 394 + 114 353 + 77 - -
HbA1c (%) 84+16 8,9+1,6 55%0,2 55%0,3
AST (Ui 65 + 40 19+9 50 + 41 229
ALT (Ul 83 £ 60 23+14 72+ 71 25+ 17
GGT (Un) 70 £49 33+39 40 + 49 39+ 50
IMC: indice de masa corporal; HbA1c: hemoglobina glucosilada; AST: aspartato

aminotransferasa; ALT: alanino aminotransferasa; GGT: gammaglutamil transpeptidasa.
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Ademas, en el andlisis de los resultados, consideramos como una
concentracién elevada de ferritina la correspondiente al tertil superior del grupo control.
Es decir, una concentracién de ferritina > 158 ng/ml en los hombres y > 72 ng/ml en las
mujeres.

3.1.4.- Estudio de los receptores solubles de la transferrina y la ferritina en los
pacientes diabéticos tipo 2.

Entre Enero y Marzo del 2003 se incluyeron un total de 84 pacientes con DM
tipo 2 que acudieron de forma consecutiva (los siete primeros pacientes de cada
martes) a las consultas externas de la Secciéon de Endocrinologia del Hospital Vall
d’Hebron. Como grupo control se seleccionaron 60 individuos presuntamente sanos
entre el personal laboral del hospital o sus familiares equiparados por edad y sexo. Las

caracteristicas clinicas de los pacientes en funcién del grupo se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8. Principales caracteristicas clinicas y parametros de laboratorio de los 144
sujetos incluidos en el estudio.

Pacientes diabéticos Grupo control

n=284 n =60 ’
Edad (afos) 60,7 + 12 57,9 +13 0,11
Hombre / Mujer (n) 38/46 26 /34 0,48
IMC (Kg / m?) 31,6 £6,2 28+6,4 0,04
Duracidn diabetes (afos) 12,7+ 8 - -
HbA1c (%) 8,6 +1,95 - -
Tratamiento con insulina (%) 54,7 - -
Complicaciones diabetes (%) 50 - -

IMC: indice de masa corporal; HbA1c: hemoglobina glucosilada. Tratamiento con insulina: se
incluyen pacientes en tratamiento combinado con hipoglucemiantes orales. Complicaciones de
la diabetes: retinopatia, nefropatia y/o neuropatia.

Se consideraron criterios de exclusion los siguientes:
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a) Episodio hemorragico en los 6 meses previos a la inclusion.

b) Ferritina < 10 ng/ml en las mujeres y < 20 ng/ml en los hombres.

c) Tratamiento con hierro en los 12 meses previos a la inclusion.

d) DM tipo 1.

€) Enolismo mayor de 50 gr. de alcohol diarios.

f) Infeccién concomitante en el momento de la inclusion o evidencia de
cualquier enfermedad cronica a excepcion de la diabetes.

g) Hemocromatosis.

3.2.- Metodologia clinica.

3.21.- Criterios diagnosticos de las alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado y de las complicaciones de la diabetes.

El diagndstico de diabetes méllitus se estableci6 en base a la anamnesis
dirigida. Se considerd que el paciente presentaba una DM tipo 1, y por tanto era
excluido del estudio, cuando existia historia previa de cetoacidosis y/o inicio del
tratamiento con insulina antes de los 30 afios. Asi pues, basandose en la informacion
clinica, todos los pacientes incluidos en los distintos estudios pueden considerarse
como diabéticos tipo 2. En todos los pacientes no diagnosticados previamente de
diabetes, se utilizaron los criterios diagnésticos recomendados por el Comité de

2 v aceptados por la

Expertos en el Diagnéstico y Clasificacion de la Diabetes
Organizaciéon Mundial de la Salud "*. El principal cambio en relacién con los criterios
previos es la disminucion del valor de glucemia basal en ayunas para el diagnostico de
DM tipo 2, pasando de 140 a 126 mg/dl, y la introduccion de una nueva categoria
diagnéstica, la glucemia anémala en ayunas (impaired fasting glucose, IFG) '*°,

considerada un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes y enfermedad vascular

78 Los criterios diagndsticos son los siguientes:
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DM: - Sintomas de DM y una glucemia al azar > 200 mg/dl,
- Glucemia plasmatica en ayunas > 126 mg/dI.

IFG: - Glucemia plasmatica en ayunas entre 110 y 125 mg/dl.

La glucemia debe confirmarse en una segunda ocasion si resulta patoldgica,
que en todos los casos incluidos en el estudio se realizé en un plazo no superior a los
6 meses.

Los 100 pacientes del punto 3.1.1. en los que se realizé la sobrecarga oral de
glucosa (SOG) fueron citados por via telefénica al Laboratorio de Hormonas del
Hospital Vall d’Hebron, al que acudieron entre las 8:30 y 9:30 horas. Tras confirmar
mediante entrevista que habian completado una noche de ayuno, se realizé una
extraccion basal y se les dié a beber, en un maximo de 5 minutos, una solucion
preparada con 75 gr de glucosa disueltos en un volumen de 200 ml (Glucomedics-75®
Sabor Naranja, Biomedics, S.L., Madrid, Espana). Se repitieron las extracciones a los
30, 60, 90 y 120 minutos. Durante las 2 horas que dura la prueba el paciente
permanece sentado o acostado, sin tomar alimentos, fumar ni beber (excepto agua).
Los criterios diagnosticos de diabetes y de intolerancia oral a la glucosa (I0OG) tras la

sobrecarga de glucosa son los siguientes:

DM: - Glucemia plasmatica a las 2 horas > 200 mg/dl.

I0G: - Glucemia plasmatica a las 2 horas entre 140 y 199 mg/dl.

En los pacientes diabéticos, la presencia de retinopatia se objetivdé mediante
oftalmoscopia con dilatacién pupilar previa °. El examen fue efectuado exclusivamente
por oftalmélogos de la Seccién de Retina de nuestro hospital. Para el estudio de la

nefropatia determinamos la creatinina plasmatica y la microalbuminuria en orina de 24
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horas. La recogida de orina de 24 horas se efectud en régimen domiciliario y siguiendo
una actividad fisica normal. La ausencia de nefropatia se defini6 como la excrecion
urinaria de albumina inferior a 20 ug/minuto. La presencia de nefropatia se clasifico
como: nefropatia incipiente (excrecion urinaria de albumina entre 20-200 pg/minuto en
al menos 2 de tres determinaciones efectuadas en el ultimo afo), nefropatia
establecida (excrecion urinaria de albumina superior a 200 pg/minuto) y nefropatia
establecida con insuficiencia renal (excrecion urinaria de albumina superior a 200
pg/minuto con creatinina plasmatica mayor o igual a 1,4 mg/dl) °. El diagnéstico de
neuropatia clinica se efectué siguiendo las recomendaciones del consenso de San

Antonio '’

. Es decir, evidencia de sintomas o signos compatibles junto con la
demostracion objetiva mediante estudio neurofisiolégico de afectacion neurolégica
periférica no atribuible a otra etiologia distinta a la diabetes mellitus.

La presencia de enfermedad macrovascular (cardiopatia isquémica,
enfermedad cerebrovascular y arteriopatia periférica) se obtuvo mediante revision de

la historia clinica, anamnesis dirigida y exploracién fisica que incluia la practica de un

electrocardiograma en todos los casos.

3.2.2.- Clasificacion del grado de lesion hepatica: hepatitis cronica vs. cirrosis.

La cirrosis hepatica se diagnosticd por biopsia hepatica o por la presencia de
signos clinicos de hipertension portal (esplenomegalia, ascitis, varices esofagicas),
hiperesplenismo (plaquetopenia, pancitopenia) y/o fallo hepatocelular (reduccién del
tiempo de protrombina, hipoalbuminemia).

El diagndstico de hepatitis cronica se establecid mediante biopsia hepatica en
todos los pacientes con transaminasas elevadas (n=285) y en 91 de los 187 pacientes
con transaminasas normales (AST y ALT inferiores al limite superior de normalidad en

tres ocasiones) '"®. En los pacientes VHC (+) no biopsiados (n=96), se asumio el
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diagnostico de hepatitis cronica ya que las transaminasas y la ecografia abdominal

fueron normales durante los siguientes 12 meses a la inclusién.

3.2.3.- Calculo del indice de masa corporal, del indice cintura-cadera y del
consumo de alcohol.

El indice de masa corporal (IMC) es el resultado del cociente entre el peso,
expresado en kilogramos, y el cuadrado de la talla medida en centimetros (Kg/m?).
Este indice, aunque simple, tiene un gran valor epidemioldgico. Segun la Sociedad
Espafiola para el estudio de la Obesidad un IMC inferior a 18,5 Kg/m? equivale a un
peso insuficiente, entre 18,5 y 24,9 Kg/m? a una situacién de normopeso, entre 25 y
29,9 Kg/m? a sobrepeso, entre 30 y 39,9 Kg/m?a obesidad y un IMC igual o superior a
40 Kg/m? equivale a una obesidad moérbida **°.

El indice cintura-cadera (ICC) se calculd6 mediante el cociente entre la
circunferencia corporal medida al nivel de la cresta iliaca y la circunferencia a nivel del
trocanter mayor. Este indice permite valorar la distribucién de la grasa corporal: un ICC
superior a 1,0 en el hombre y de 0,85 en la mujer se asocia con una distribucion

% v se correlaciona estrechamente con el grado de

central del tejido adiposo
insulinoresistencia ®'.

El consumo de alcohol se calculé tras entrevista personal con cada paciente y
se considerd que era significativo cuando era igual o superior a 50 gr. diarios. El
calculo de los gramos de alcohol consumidos se realiza con la siguiente férmula:

volumen (cc) x grados de alcohol x 0,8 / 100. La constante de 0,8 corresponde a la

densidad del alcohol '8

3.3.- Metodologia de laboratorio.

3.3.1.- Extraccion de las muestras de sangre, procesamiento y almacenamiento.
Para la obtencién de suero se utilizaron tubos de 6 ml (BD Vacutainer,

Plymouth, Reino Unido). Todas las muestras de sangre, a los 30 minutos de su
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obtencion, se centrifugaron a 1800 r.p.m. Posteriormente, toda la muestra de suero no
utilizada para la determinacion de los parametros bioquimicos en fresco se dividio en
alicuotas de 250 microlitros y se conservé inmediatamente a —80° centigrados hasta

su procesamiento. Para la obtencién de sangre total se utilizaron los mismos tubos.

3.3.2.- Determinaciones bioquimicas generales.

En suero se realizaron las siguientes determinaciones analiticas: glucemia,
fructosamina, creatinina, alanino aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST), gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), colesterol total, colesterol HDL y
triglicéridos. La glucosa se determiné mediante el método de la hexoquinasa (Olympus
Diagnostica GmbH, Hamburg, Alemania). La fructosamina se determiné mediante un
test colorimétrico (Sentinel CH, Milan, Italia). La creatinina se determiné por el método
de Jaffé (Olympus Diagnostica GmbH, Hamburg, Alemania). El colesterol total y el
colesterol HDL se determinaron siguiendo el método CHOD-PAP (Olympus
Diagnostica GmbH, Hamburg, Alemania) y los triglicéridos mediante el método GPO-
PAP (Olympus Diagnostica GmbH, Hamburg, Alemania). El colesterol LDL, cuando los
triglicéridos eran menores de 300 mg/dl, se determindé aplicando la férmula de
Friedewald (colesterol LDL= colesterol total — colesterol HDL — (triglicéridos/5)) 'y,
cuando los triglicéridos eran mayores de 300 mg/dl, por ultracentrifugacién mediante
una Ultracentrifuga Beckman L8-M (Beckman Instruments, USA).

La ALT y la AST se determinaron en suero siguiendo las recomendaciones de
la Federacion Internacional de Quimica Clinica (Olympus Diagnostica GmbH,
Hamburg, Alemania). La GGT se determiné mediante el método de Szasz (Olympus
Diagnostica GmbH, Hamburg, Alemania).

Las determinaciones de insulina y péptido-C también se realizaron en suero. La
insulina se determind mediante un método IRMA (INSI-CTK IRMA, DiaSorin Inc,
Reutlinger, Alemania) y el péptido-C mediante un método RIA (C-PEP-RIA-CT,

BioSource Europe S.A, Bélgica).
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Las muestras de sangre total se utilizaron para la determinacion de la
hemoglobina glucosilada (HbA1c) mediante cromatografia, del hemograma mediante
las técnicas de laboratorio estandar utilizadas en nuestro hospital y de las mutaciones
del gen de la hemocromatosis (ver apartado 3.3.7).

Todas las determinaciones arriba descritas se realizan de forma rutinaria en el
Servicio de Bioquimica y en el Laboratorio de Hormonas de nuestro hospital,

disponiendo ambos de la Certificacién de Calidad ISO 9001:00.

3.3.3.- Diagnéstico de la infeccién por el VHC y deteccion del RNA-VHC.

El diagnostico serolégico de la infeccidon por el VHC se realizé mediante la
detecciéon de los anticuerpos I1gG frente al VHC utilizando un test de
enzimoinmunoanalisis de segunda generacion (Abbot Laboratories, Chicago, USA).
Para confirmar el diagndstico de infeccidon por el VHC, todas las muestras de suero
anti-VHC positivas fueron también analizadas utilizando una prueba de immunoblot
(LIA-HCV-3, Sorin Biomedica, Saluggia, Italia). Ademas, en los sujetos con
transaminasas normales, la infeccion activa por el VHC se confirmé mediante la
deteccion del RNA del virus (AmplicorTM, Roche, Molecular Systems, New Jersey,

USA) o durante el genotipage del VHC.

3.3.4.- Estudio de los genotipos del VHC.

El genotipage del VHC se realizé por amplificacion mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) de un fragmento de la region del core del RNA, y la
posterior hibridacion de ese fragmento con los oligonucleétidos especificos de cada
genotipo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (HCV Genotyping, DNA
Enzyme Immunoassay, DiaSorin, Italia). Esta técnica esta disefiada para reconocer los

genotipos 1a, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5y 6 del VHC.

3.3.5.- Evaluacion de la resistencia a la insulina.
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La resistencia a la insulina se ha calculado utilizando el homeostasis model
assessment (HOMA) '®* que considera las concentraciones plasmaticas basales de

glucosa (mg/dl) e insulina (mU/I), mediante la siguiente férmula:

HOMA = [(glucemia / 18) x insulina] / 22,5

El calculo de la resistencia insulinica mediante el HOMA se correlaciona
estrechamente con el clamp euglucémico hiperinsulinémico, que es el método
considerado de referencia '®* '®. Ademas, a diferencia del clamp, es un método no
invasivo y mas economico, por lo que se considera de eleccion para el estudio de

grandes poblaciones.

3.3.6.- Evaluacion de la secrecion de insulina.

La secrecion pancreatica de insulina se evalué mediante la respuesta del
péptido C a la ingesta de una comida estandar y a la prueba de estimulacién con
glucagon intravenoso. Se han escogido estas dos pruebas porque presentan una alta
reproducibilidad en sus resultados " '®8_Ademas, la ingesta de una comida estandar
permite valorar de forma integrada la funcién de la célula beta y el efecto de las
hormonas gastrointestinales del eje énteroinsular sobre la secrecion de insulina '8%'%°.

Ambas pruebas se realizaron en un intérvalo maximo de 2 semanas. Los
pacientes acudieron al Laboratorio de Hormonas del Hospital Vall d’Hebron, entre las
8:30 y 9:30 horas vy, tras confirmar mediante entrevista que habian completado un
minimo de 8 horas de ayuno, se coloco un catéter en la vena antecubital y se realizo
una extraccion basal. Para la prueba de estimulacién mediante la ingesta de una
comida estandar se les dié a tomar 200 ml de una comida semiliquida estandarizada

en un maximo de 10 minutos (Fortisip ®, NUTRICIA, S.A., Madrid, Espafa). Tras

completar la ingesta se repitieron las extracciones a los 30, 60, 90, 120 y 180 minutos.
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Durante las 2 horas que dura la prueba el paciente permanecié sentado, sin tomar
alimentos, fumar ni beber (excepto agua).

Para la prueba del glucagoén intravenoso, tras confirmar mediante entrevista
que el sujeto habia completado una noche de ayuno, se colocé un catéter en la vena
antecubital, se realizé una extraccioén basal y se inyecté 1 mg de glucagén biosintético
(Glugacon-Gen Hypokit ©, Novo Nordisk Pharma, S.A., Bagsvaerd, Dinamarca) por via
intravenosa. Las extracciones se repitieron a los 5y 15 minutos.

El calculo del area bajo la curva de la secrecion de insulina y péptido C en
estas pruebas funcionales se realizé mediante el paquete informatico GW-Basic 3.22

(Copyright Microsoft 1987) para Windows.

3.3.7.- Estudio de los parametros del metabolismo del hierro y de las mutaciones
del gen de la hemocromatosis.

Los parametros séricos utilizados para evaluar los depésitos de hierro han sido
la ferritina, la transferrina, la sideremia, el indice de saturacién de transferrina (IST) y el
receptor soluble de la transferrina (sTfR). Tanto la ferritina como la transferrina se
determinaron mediante una prueba inmunoturbidimétrica (Olympus Diagnostica
GmbH, Hamburg, Alemania). La sideremia se determind mediante un test colorimétrico
siguiendo el método TPTZ (Olympus Diagnostica GMBH, Hamburg, Alemania). El IST
se calculé mediante la siguiente férmula: [sideremia x 70,9] / transferrina. El sTfR se
determiné mediante nefelometria (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg, Alemania).

Para excluir a los pacientes con hemocromatosis, y asi evitar un posible sesgo
en el analisis de los resultados, se realizé un estudio de las mutaciones His63Asp y
Cys282Tyr del gen de la hemocromatosis (HFE). Este estudio se realizé basandose en

la técnica descrita por Bollhalder et al ™'

utilizando una muestra de sangre total con
anticoagulante EDTA. El método consiste en la amplificacion por PCR a tiempo real de
dos fragmentos de los exones 2 y 4 del HFE a partir de ADN de los linfocitos. El

proceso de amplificacion y la posterior deteccién de las mutaciones se realiza
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mediante curvas de fusién en el termociclador LightCycler (Roche Diagnostics,

Alemania).

3.3.8.- Estudio de los marcadores inflamatorios relacionados con la resistencia a
la insulina.

Las determinacién de los niveles de TNF-a, sTNFR1, sTNFR2 y de IL-6 se
realizé en muestras de suero utilizando una técnica quantitativa de inmunoensayo no
competitiva (Quantikine®, R&D Systems Europe, Abingdon Lane, Reino Unido). En la
tabla 9 estan representados los coeficientes de variacion intraensayo e interensayo de

cada una de los marcadores inflamatorios estudiados.

Tabla 9. Coeficientes de variacidn intraensayo e interensayo en la determinacion de los

marcadores inflamatorios estudiados.

INTRAENSAYO INTERENSAYO
Concentracion (pg/ml) | 48,1 317 587 45,8 301 587
TNF-a Desviacion estandar 2,5 13,2 27,1 3,4 13,7 31,6
CV (%) 5.2 4,2 4,6 7.4 4,6 54
Concentracion (pg/ml) 54 263 355 54,8 252 356
sTNFR1 |Desviacién estandar 3,7 7,6 9,7 4,8 9,3 20,6
CV (%) 6,9 2,9 2,7 8,8 3,7 5,8
Concentracién (pg/ml) | 102 201 452 89,8 197 444
sTNFR2 | Desviacién estandar 25 50 7,2 4,6 6,9 16,2
CV (%) 2,5 2,5 1,6 5,1 3,5 3,6
Concentracion (pg/ml) | 16,8 97,7 186 17,2 101 191
IL-6 Desviacion estandar 0,7 1,6 3,8 1,1 3,3 7,2
CV (%) 4,2 1,6 2,0 6,4 3,3 3,8

CV: coeficiente de variacion; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; sTNFR1: receptor soluble
tipo 1 del TNF-a; sTNFR2: receptor soluble tipo 2 del TNF-a,; IL-6: interleucina 6.
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3.4.- Analisis estadistico

Para evaluar si las variables continuas seguian una distribucion normal se
utilizé la prueba de Kolmorogov-Smirnov. En caso de que las variables no siguieran
una distribucion normal, se procedié a su transformacién logaritmica decimal (ej.
ferritina, sTfR, ALT, AST, GGT, triglicéridos y péptido C) para conseguir que su
distribucion fuese similar a la normal y utilizar test paramétricos. Los resultados de las
variables distribuidas normalmente se expresan como media + DE, y las que siguen
una distribucién asimétrica se expresan como mediana (rango). La comparacion de las
variables continuas entre los distintos grupos de estudio se realizé mediante la prueba
t-Student (2 grupos) y ANOVA (3 6 mas grupos). Las variables categéricas se
compararon mediante el test de y2. Para estudiar la existencia de correlacién entre dos
variables continuas se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson. El estudio
multivariante se realizé6 mediante analisis de regresion logistica o de regresiéon multiple
por el método stepwise en funcion de las caracteristicas de la variable dependiente
estudiada (categorica o continua, respectivamente).

El procesamiento estadistico de los datos se realizd6 mediante el paquete
informatico SPSS 10.0 (Statistical Package for the Social Sciences) para Windows. La

significacion estadistica se acepté ante una p < 0,05.
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4.- RESULTADOS



Resultados

4.1. Prevalencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en
pacientes con infecciéon créonica por el VHC considerando el grado de lesion
hepatica. Relaciéon con el genotipo del VHC y comparaciéon con la prevalencia
detectada en otras enfermedades hepaticas.

La prevalencia de las alteraciones hidrocarbonadas, diabetes y glucemia
anomala en ayunas (IFG), en los grupos anti-VHC positivo y negativo se muestra en la
-Tabla 10. Considerando de forma global a todos los pacientes (n=642), la diabetes
resultd ser mas prevalente en los pacientes con infeccion crénica por el VHC (23%)
que en los pacientes con otras enfermedades hepaticas (18%), si bien esta diferencia
no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, la prevalencia de IFG si fue
significativamente superior en los pacientes anti-VHC positivo que en los anti-VHC
negativo (14% vs. 6%, p=0,007). Al considerar de forma conjunta ambas categorias
diagnésticas, es decir, la diabetes y la IFG, las diferencias fueron estadisticamente
significativas (37% vs. 24%, p=0,005).

En la cohorte de pacientes con hepatitis crénica, tanto la diabetes como la IFG
fueron significativamente mas prevalentes en los pacientes anti-VHC positivo que en
los anti-VHC negativo (17% vs. 7%, p=0,03 y 15% vs. 5%, p=0,009, respectivamente).
Ademas, cuando se evalud solo a los pacientes con hepatitis cronica y transaminasas
normales, las diferencias continuaron siendo estadisticamente significativas (IFG +
DM: 24,5% vs. 5%, p=0,003). Por el contrario, en los pacientes con cirrosis, a pesar de
que tanto la diabetes como la IFG resultaron ser mas prevalentes en los pacientes
anti-VHC positivo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

En el andlisis de regresion logistica se demostré que la infeccion por el VHC se
relaciona de forma independiente con las alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado en el total de los pacientes y en los sujetos con hepatitis cronica
(Tabla 11). El riesgo relativo para la infeccion por el VHC fue de 2,26 (IC 95%: 1,47-

3,70) cuando todos los pacientes fueron incluidos, y de 4,26 (IC 95%: 2,03-8,93) en los
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pacientes con hepatitis cronica. Por el contrario, el VHC no aparecié como un predictor
independiente de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en los pacientes

con cirrosis.

Tabla 10. Prevalencia de las alteraciones hidrocarbonadas en los pacientes anti-VHC
positivo y negativo, de forma global, en la hepatitis cronica, en la cirrosis hepatica y en

aquellos con hepatitis crénica y transaminasas normales.

ANTI-HCV (+)  ANTI-HCV (-) p
TODOS LOS PACIENTES n =498 n =144
Diabetes 23 % 18 % 0,19
IFG 14 % 6 % 0,007
IFG + Diabetes 37 % 24 % 0,005
HEPATITIS CRONICA Y
TRANSAMINASAS NORMALES n =147 n=40
Diabetes 14,3 % 5 % 0,08
IFG 10,2 % 0 % 0,02
IFG + Diabetes 24,5 % 5% 0,003
HEPATITIS CRONICA n =380 n=292
Diabetes 17 % 7% 0,03
IFG 15 % 5 % 0,009
IFG + Diabetes 32 % 12 % 0,0003
CIRROSIS n=118 n =52
Diabetes 40 % 36 % 0,45
IFG 12 % 7 % 0,32
IFG + Diabetes 52 % 43 % 0,30

IFG: glucemia anémala en ayunas.
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Tabla 11. Analisis de regresion logistica considerando la presencia de anti-VHC, el grado
de lesiéon hepatica, el sexo, el IMC, la edad y los triglicéridos como variables
independientes y la presencia de alteraciones del metabolismo hidrocarbonado (diabetes
o IFG) como variable dependiente. Valor predictivo del modelo: 76% (todos los
pacientes), 75% (pacientes con hepatitis cronica) y 80% (pacientes con cirrosis

hepatica).

p OR (95% IC)

TODOS LOS PACIENTES (n = 642)

Anti-VHC (negativo/positivo) 0,001 2,26 (1,47-3,70)

Grado de lesion hepatica (hepatitis crénica/cirrosis) 0,005 1,86 (1,21-2,86)

Sexo (hombre/mujer) 0,022 1,56 (1,07-2,29)

IMC (Kg/m?) 0,002 1,11 (1,04-1,19)

Edad ( afios ) 0,000 1,06 (1,05-1,07)

Triglicéridos ( >1.7 mmol/L) n.s. -
HEPATITIS CRONICA (n = 472)

Anti-VHC (negativo/positivo) 0,000 4,26 (2,03-8,93)

Sexo (hombre/mujer) 0,002 2,16 (1,33-3,49)

IMC (Kg/m?) 0,005 1,12 (1,04-1,22)

Edad ( afios ) 0,000 1,07 (1,04-1,08)

Triglicéridos ( >1.7 mmol/L) n.s. -
CIRROSIS (n =170)

Anti-VHC (negativo/positivo) n.s. -

Sexo (hombre/mujer) n.s. -

IMC (Kg/m?) 0,047 1,15 (1-1,33)

Edad ( afios ) 0,002 1,05 (1,02-1,08)

Triglicéridos ( >1.7 mmol/L) n.s. -

IMC: indice de masa corporal.

Los resultados de la SOG, realizada en el subgrupo de 100 pacientes con

hepatitis cronica en los que la diabetes no habia sido diagnosticada previamente
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mediante la glucemia plasmatica en ayunas, se muestran en la tabla 12. La SOG
permitié el diagnéstico de un 18% mas de nuevos casos de diabetes y de un 30% mas
de 110G en los pacientes anti-VHC positivo, cifras significativamente superiores a las

obtenidas en los pacientes anti-VHC negativo (p=0,02 y p=0,04, respectivamente).

Tabla 12. Prevalencia de diabetes y I0G tras la sobrecarga oral de glucosa en pacientes
con hepatitis crénica en los que la diabetes no fue diagnosticada mediante la glucemia

plasmatica en ayunas.

ANTI- VHC (+) ANTI-VHC (-)
n=50 n=50 p
Diabetes (%) 18 4 0,02
10G (%) 30 18 0,04

10G: intolerancia oral a la glucosa.

La distribucion de los genotipos observada en nuestro estudio fue la siguiente:
207 pacientes con genotipo 1 (83,8%), 12 pacientes con genotipo 2 (4,8%), 18

pacientes con genotipo 3 (7,3%) y 10 pacientes con genotipo 4 (4%). No se

Tabla 13. Distribuciéon de los genotipos del VHC y prevalencia de las alteraciones del
metabolismo hidrocarbonado en el total de los pacientes evaluados (n=247) y en los
pacientes con hepatitis crénica (n=207).

ALTERACIONES DEL METABOLISMO
HIDROCARBONADO
n(%) EDAD Total pacientes Hepatitis cronica
Genotipo 1 207 (83,8% ) 55+ 14 39,1 % 20 %
Genotipo 2 12(4,8%) 51+ 14 33 % 14,3 %
Genotipo 3 18 (7,3%) 43+£12 16 % 20 %
Genotipo 4 10 (4%) 40,2+10,9 33 % 22,2 %
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observaron diferencias en la prevalencia de las alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado entre estos 4 genotipos (genotipo 1: 39,1%, genotipo 2: 33%, genotipo
3: 16%, genotipo 4: 33%, y? = n.s.). Cuando se considerd solo a los pacientes con
hepatitis cronica, la prevalencia se igualé aun mas en todos los grupos (20%, 14,3%,

20% y 22,2%, respectivamente, y? = n.s.) (Tabla 13).

4.2.- Estudio de los mecanismos etiopatogénicos. Analisis comparativo del
funcionalismo de la célula beta, la resistencia a la insulina y las citocinas
proinflamatorias en los pacientes no diabéticos con infeccién crénica por el VHC
y pacientes no diabéticos con otras enfermedades hepaticas.

Los pacientes anti-VHC positivo presentaron unos niveles de insulinemia basal
y unos valores de resistencia a la insulina, calculada mediante el HOMA,
significativamente superiores a los pacientes anti-VHC negativo. Los niveles de
péptido C fueron también significativamente superiores en los pacientes anti-VHC
positivo (Tabla 14). Al evaluar los marcadores inflamatorios relacionados con la
resistencia a la insulina, los pacientes anti-VHC positivo presentaron unos valores
significativamente superiores de TNF-a, STNFR1, sTNFR2 e IL-6 en comparacién con
los pacientes anti-VHC negativo.

En las figuras 4-6 se representan las curvas de glucosa, péptido C e insulina
obtenidas tras la estimulacién de la célula beta mediante la administraciéon de 1 mg de
glucagén endovenoso y tras la ingesta de una comida estandar. En las tablas 15y 16
se muestran los valores medios y la desviacién estandar o rango. Como puede
observarse los niveles de glucemia alcanzados los dos grupos en ambas pruebas fue
similar. Sin embargo, los pacientes anti-VHC positivos alcanzaron valores de

insulinemia y péptido C significativamente mas elevados en diversos puntos.

44



Resultados

Tabla 14. Resultados del HOMA, insulinemia, péptido C y niveles circulantes de citocinas

proinflamatorias en los dos grupos de pacientes estudiados.

ANTI-VHC (+) ANTI-VHC (-)
n=28 n=14 p
Insulina (mU/1) 19,04 + 9,43 11,04 + 6,96 0,008
HOMA 447 +£2,23 2,58 +1,74 0,009
Péptido C (ng/ml) 3,80 (1,20-8,00) 2,25 (1,70-7,10) 0,038
TNF-a (pg/ml) 6,47 + 3,44 2,71 £ 3,06 0,007
sTNFR1 (pg/ml) 173,95 + 34,73 149,41 + 27,06 0,040
sTNFR2 (pg/ml) 299,91 + 78,55 241,75 + 81,55 0,046
IL-6 (pg/ml) 3,78+ 1,45 2,07 £1,02 0,002

HOMA: homeostasis model assessment; TNF-a: factor de necrosis tumoral o; sTNFR1:
receptor soluble tipo 1 del TNF-a; sTNFR2: receptor soluble tipo 2 del TNF-a; IL-6: interleucina

6
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Figura 4. Curva de glucosa obtenida con los niveles medios de glucosa (mg/dl) durante

la prueba de estimulacion de la célula beta pancreatica con 1 mg de glucagoén ev (figura

superior) y tras la ingesta de una comida estandar (figura inferior). B: pacientes anti-VHC

(+); ®: pacientes anti-VHC (-).
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Figura 5. Curva de péptido C obtenida con los niveles medios de péptido C (ng/ml)

durante la prueba de estimulacion de la célula beta pancreatica con 1 mg de glucagén ev

(figura superior) y tras la ingesta de una comida estandar (figura inferior). B: pacientes

anti-VHC (+); ®: pacientes anti-VHC (-); *: p < 0,05.
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Figura 6. Curva de insulina obtenida con los valores medios de insulina (mU/I) durante la

prueba de estimulacién de la célula beta pancreéatica con 1 mg de glucagén ev (figura

superior) y tras la ingesta de una comida estandar (figura inferior). B: pacientes anti-VHC

(+); ®: pacientes anti-VHC (-); * : p < 0,05.
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Tabla 15. Niveles de glucosa, péptido C e insulina plasmaticos obtenidos durante la

estimulacién de la célula beta pancreatica con 1 mg de glucagén ev.

ANTI-VHC (+) ANTI-VHC (-)
n =28 n=14 p

Glucosa (mg/dl) 0’ 107,64 + 9,11 108,78 + 15,76 0,817
5 119,14 + 9,09 121,92 + 17,59 0,607

15’ 136,71 + 16,85 144,71 + 23,40 0,309

Péptido C (ng/ml) 0’ 3,75 (1,2-8,00) 2,50 (1,80-7,10) 0,030
5 8,30 (4,10-26,20) 4,90 (3,30-14,90) 0,012

15° 6,70 (2,20-15,80) 5,10 (2,60-62,50) 0,317

Insulina (mU/l) 0’ 17,30 £ 8,74 11,77 £ 7,37 0,049
5 92,20 + 43,50 60,01 + 34,64 0,048

15’ 62,18 + 32,84 40,44 + 22,10 0,050

Valores expresados media+ DE en mediana (rango).
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Tabla 16. Niveles de glucosa, péptido C e insulina obtenidos durante la estimulacién de

la célula beta pancreatica tras la ingesta de una comida estandar.

ANTI-VHC (+) ANTI-VHC (-)

n =28 n=14 p
Glucosa (mg/dl) 0’ 106,07 + 14,71 109,85 + 14,98 0,515
30’ 138,92 + 25,77 138,21 + 25,72 0,944
60’ 132,46 + 28,70 135,78 + 37,17 0,798
90’ 122,69 + 38,08 114,42 + 31,35 0,543
120’ 118,46 + 29,41 110,21 + 36,45 0,526
180’ 95,92 + 14,27 93,92 + 22,12 0,785
Péptido C (ng/ml) 0O’ 3,40 (2,00-6,20) 2,55 (1,17-4,30) 0,030
30’ 6,95 (5,20-15,20) 6,05 (1,48-22,50) 0,094
60’ 9,00 (6,30-19,10) 7,50 (0,50-20,70) 0,067
90’ 7,85 (5,10-20,90) 5,85 (0,86-12,40) 0,025
120° 9,05 (3,10-19,30) 6,00 (3,10-9,20) 0,010
180’ 5,40 (2,30-9,20) 4,37 (2,00-7,10) 0,034
Insulina (mU/l) 0’ 18,20 + 9,04 11,26 + 7,90 0,019
30’ 74,71 + 49,78 65,06 + 36,96 0,580
60’ 81,10 £ 41,66 66,68 + 37,20 0,361
90’ 64,03 £47,25 48,21 + 33,87 0,337
120’ 46,15 + 24,02 36,47 + 25,45 0,328
180’ 31,25 + 37,28 18,44 + 13,91 0,257

Valores expresados en mediat+ DE y mediana (rango).
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4.3.- Andlisis de la ferritina en los pacientes con hepatitis crénica por el VHC y
estudio de su relacién con la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas.

Los parametros del metabolismo del hierro de los 634 pacientes incluidos en
este estudio se muestran en la tabla 17. No se observaron diferencias significativas de
estos parametros entre los 4 grupos a excepcién de la ferritina sérica (ANOVA:
p<0,01). Los niveles de ferritina en los sujetos anti-VHC positivo con DM tipo 2 (Grupo
A) fueron significativamente superiores a los hallados en los otros tres grupos (A>B,
p<0,01; A>C, p<0,001; A>D, p<0,001). Los sujetos diabéticos sin infeccion por el VHC
(Grupo B) mostraron mayor concentracion de ferritina que los sujetos anti-VHC
positivo sin diabetes (Grupo C) y que el grupo control (Grupo D) (B>C, <0,001: B>D,
p<0,001). Sin embargo, los sujetos anti-VHC positivo no diabéticos (Grupo C)

presentaron unos niveles de ferritina sérica similar a la del grupo control (Grupo D)

(p=0,8).

Tabla 17. Parametros relacionados con el metabolismo del hierro en los 4 grupos de

pacientes incluidos en el estudio.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Anti-VHC (+) | Anti-VHC (-) con | Anti-VHC (+) sin | Anti-VHC (-) sin
con diabetes diabetes diabetes diabetes
mellitus mellitus mellitus mellitus
N 53 242 191 148
Sideremia (ug/dl) 123 + 99 78 + 30 106 + 37 91,3+ 32
Transferrina (mg/dl) 287 + 54 235+ 38 281 +48 247 + 44
IST (%) 38,7+16 342+14 38,1+14 38,1+16
Hemoglobina (g/dl) 14,3+37 13,6 +1,3 14,3+1,2 13,8+ 1,4
Hematocrito (%) 42 + 4.2 40,3+ 3,7 422 +4 40,7 + 3,7
Ferritina* (ng/ml) 184 (16-828) 111 (10-831) 85 (10-348) 91 (11-959)

IST: indice de saturacion de transferrina. *Diferencias en las concentraciones de ferritina sérica
entre los grupos: A>B (p<0,01), A>C (p<0,001), A>D (p<0,001), B>C (p<0,001), B>D (p<0,001),
y C=D (p=0,8). No se han observado diferencias en los otros pardmetros relacionados con el
metabolismo del hierro entre los grupos. Unidades expresadas como media + DS o mediana
(rango).
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La relacién por sexos entre la ferritina y las variables clinicas y de laboratorio

en los pacientes infectados por el VHC (Grupos A y C) y en los sujetos diabéticos

(Grupos A y B) se muestra en las tablas 18 y 19. En la infeccién crénica por el VHC la

concentracion elevada de ferritina se relacioné con una mayor glucemia basal, una

mayor prevalencia de DM tipo 2 y unos niveles mas elevados de transaminasas. Sin

embargo, cuando evaluamos sélo a los sujetos infectados por el VHC sin diabetes

Tabla 18. Comparaciéon de las variables clinicas y de laboratorio considerando los

niveles de ferritina en los pacientes anti-VHC positivo (grupos A y C; n=244), y tras

excluir a los pacientes diabéticos (grupo C; n=191).

Hombres Mujeres
Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina

>158 ng/ml | <158 ng/ml p >72ng/ml | <72 ng/ml p
Grupos Ay C
N (%) 51 (41) 72 (59) - 61 (50) 60 (50) -
Edad (afios) 54 +13 53 15 0,49 59 + 11 56 + 11 0,11
IMC (Kg / m?) 251+28 | 247+3,7 | 050 | 26,2+4,5 | 251+4,93 | 0,40
Glucosa (mg/dI) 124 + 47 100 + 27 0,01 113 +48 98 + 22 0,05
DM, n (%) 23 (45) 10 (14) 0,003 16 (26) 4(7) 0,01
Triglicéridos (mg/dl) | 87 (36-238) | 83 (28-635) | 0,48 | 87 (37-625) | 88 (49-203) | 0,64
AST (Ul 50 (15-233) | 40 (11-138) | 0,014 | 40 (15-311) | 30 (14-148) | 0,03
ALT (U 64 (19-425) | 51 (10-349) | 0,015 | 46 (9-360) | 35(11-289) | 0,03
GGT (UIn) 44 (11-187) | 36 (11-126) | 0,13 | 24 (13-455) | 22 (6-77) 0,09
Grupo C
N 39 (43) 51 (57) - 45 (45) 56 (55) -
Edad (afios) 51+13 49 £ 17 0,49 57 £ 11 55+ 12 0,42
IMC (Kg / m?) 251+29 | 243+42 | 055 | 258+3,8 | 252+54 0,69
Glucosa (mg/dl) 93+8 90 £ 11 0,22 91+9 93 £ 11 0,40
Triglicéridos (mg/dl) | 84 (36-191) | 84 (28-635) | 0,78 | 78 (46-162) | 85 (49-188) | 0,12
AST (Ul 38 (15-91) | 37 (11-138) | 0,20 | 33 (15-311) | 30 (15-141) | 0,27
ALT (Ul 59 (19-123) | 50 (18-349) | 0,23 | 36 (9-360) | 34 (15-289) | 0,29
GGT (UIn) 42 (17-134) | 35(11-109) | 0,14 | 20 (13-455 | 22 (6-67) 0,22
IMC: indice de masa corporal; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanino

aminotransferasa; GGT: gamma glutamiltransferasa. Resultados expresados como media + DS

0 mediana (rango).
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(Grupo C) la relacion entre la ferritina y las transaminasas se perdié. En los pacientes
diabéticos, la concentracién elevada de ferritina se asocié con las transaminasas y

con la presencia de infeccién por el VHC.

Tabla 19. Comparacidon de las variables clinicas y de laboratorio considerando los
niveles de ferritina en los pacientes diabéticos (grupos A y B; n=295), y tras excluir a los

pacientes infectados por el VHC (grupo B; n=242).

Hombres Mujeres
Ferritina Ferritina Ferritina Ferritina

>158 ng/ml | <158 ng/ml p >72ng/ml | <72 ng/ml p
Grupos Ay B
N (%) 79 (55) 64 (45) - 90 (59) 62 (41) -
Edad (afios) 60+ 10 61+ 11 0,60 668 67 £ 11 0,15
IMC (Kg / m?) 28+4 27 +4 0,11 0,96
Infeccién VHC, n (%) 23 (29) 10 (16) 0,04 16 (18) 4 (6) 0,03
Glucosa (mg/dl) 156 + 52 157 £ 60 0,9 175 + 56 174+65 | 0,46
HbA1c (%) 9,2+0,7 8,9+0,4 0,43 9,62 97+1,2 | 0,70
Triglicéridos (mg/dl) | 155(57-1300) | 140(47-550) | 0,32 | 143(37-625) | 139(45-589) | 0,67
AST (Ul 21(9-233) | 18 (11-111) | 0,12 | 19(10-153) | 17 (10-97) | 0,001
ALT (UIN) 31(11-425) | 20 (9-124) | 0,000 | 23 (7-168) 18 (7-56) | 0,000
GGT (Uln) 30 (11-239) | 25(9-360) | 0,04 | 22(7-219) 19 (8-77) | 0,03
Grupo B
N (%) 56 (50) 57 (50) - 73 (56) 57 (44) -
Edad (afios) 6010 62 + 11 0,12 65+8 67 £ 11 0,13
IMC (Kg / m?) 30+4 27 +4 0,02 347 34+8 0,36
Glucosa (mg/dI) 152 £ 55 164 + 59 0,30 175+ 55 176 £+ 66 | 0,89
HbA1c (%) 932 9,02 0,4 982 9,7+15 | 0,68
Triglicéridos (mg/dl) | 175(57-1300) | 142(57-435) | 0,08 | 147(54-432) | 145(45-589) | 0,39
AST (Ul 18 (9-46) 17 (11-57) | 0,69 | 18(10-86) | 17 (10-32) | 0,04
ALT (U 22 (11-107) 18 (9-60) | 0,01 20 (7-82) 17 (7-56) | 0,02
GGT (UlIn) 27 (12-239) | 23(9-360) | 0,15 | 20 (7-206) 19 (8-73) | 0,06
IMC: indice de masa corporal; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanino

aminotransferasa; GGT: gamma glutamiltransferasa. Resultados expresados como media + DS

0 mediana (rango).

En el analisis de regresién multiple observamos que, ademas del sexo, los

niveles de ALT y la presencia de diabetes eran variables independientemente
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asociadas con las concentraciones séricas de ferritina (Tabla 20). Sin embargo, la
presencia de infeccion por el VHC no se asocié con la concentracion sérica de ferritina
al considerar de forma global a todos los sujetos del estudio (Grupos A, B, C y D) ni al

considerar so6lo a los pacientes con diabetes (Grupos Ay B).

Tabla 20. Variables independientemente asociadas con las concentraciones de ferritina
en todos los sujetos (grupos A, B, C y D), en los pacientes anti-VHC positivo (grupos A 'y

C) y en los pacientes diabéticos (grupos A y B).

B Std. Error Beta t p
Todos los sujetos [1]
Sexo (H/M) -0,29 0,042 -0,362 -7,14 <0,0001
Diabetes (si/no) -0,26 0,048 -0,288 -5,36 <0,0001
ALT (log) 0,33 0,070 0,256 4,67 <0,0001
Constante 2,32 0,126 18,49 | <0,0001
Pacientes anti-VHC positivo[]
Sexo (H/M) -0,29 0,064 -0,350 -4,65 <0,0001
Diabetes (si/no) -0,25 0,071 -0,266 -3,63 <0,0001
ALT (log) 0,24 0,109 0,168 2,20 0,028
Constante 2,49 0,277 8,99 <0,0001
Pacientes diabéticos [®]
Sexo (H/M) -0,37 0,061 -0,430 -6,098 | <0,0001
ALT (log) 0,47 0,112 0,299 4,240 | <0,0001
Constante 1,96 0,194 10,114 | <0,0001

[11: R?= 0,52. No entran en la ecuacion: infeccion por el VHC (si/no), edad, IMC, AST (log),
GGT (log), triglicéridos (log) . [t]: R?= 0,57. No entran en la ecuacion: edad, IMC, AST (log),
GGT (log), triglicéridos (log). [®]: R*= 0,58. No entran en la ecuacion: infeccion por el VHC
(si/no), edad, IMC, AST (log), GGT (log), glucosa, HbA1C, fructosamina, triglicéridos.
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4.4.- Estudio de los receptores solubles de la transferrina y la ferritina en la
diabetes mellitus tipo 2.

Los parametros del metabolismo del hierro en el grupo de pacientes con DM
tipo 2 y en el grupo control se muestran en la Tabla 21. No se detectaron diferencias
en los niveles de sideremia, transferrina ni IST entre los dos grupos, pero los pacientes
diabéticos presentaban mayor concentracion de ferritina sérica que el grupo control
(114 ng/ml (12-831) vs. 74 ng/ml (11-697); p=0,006). Sin embargo, no existian
diferencias en la concentracién del sTfR entre los pacientes diabéticos y el grupo

control [1,27 mg/l (0,69-2,47) vs. 1,24 mg/l (0,77-2,80), p=0,24].

Tabla 21. Parametros de laboratorio de los 144 pacientes incluidos en el estudio.

Pacientes diabéticos Grupo control o]
n=284 n =60
Ferritina ( ng/ml ) 114 (12 — 831) 74 (11 -697) 0,006
sTfR ( mg/L) 1,27 (0,69 —2,47) 1,24 (0,77 — 2,8) 0,24
Sideremia ( pg/dl) 80,3 + 33,2 84,7 + 32 0,23
Transferrina ( mg/dl ) 239+ 40 245+ 44 0,12
IST (%) 37,1+ 16 353+14 0,48

sTfR: receptor soluble de la transferrina; IST: indice de saturacién de la transferrina.
Resultados expresados como mediana (rango) o media + DE.

En el grupo control detectamos una correlacion negativa entre la ferritina y la
concentracion del sTfR, pero no en los pacientes diabéticos (Figura 7). Realizamos
también un analisis de regresibn multiple para explorar las variables
independientemente relacionadas con las concentraciones de ferritina en los pacientes
diabéticos y en el grupo control (Tabla 22). Las variables consideradas en los sujetos
control fueron la edad, el sexo y el sTfR, mientras que en los pacientes diabéticos

también se incluyeron la HbA1c y la presencia de complicaciones tardias relacionadas
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Figura 7. Correlaciéon entre el sTfR (log) y la ferritina (log) en los sujetos con DM tipo 2

(O) [r=-0,02; p=0,83; Y=0,153-0,015xferritina(log)]
p=0,03; Y=0,255+0,082xferritina(log)].

y en el grupo control (e®) [r=-0,29;
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con la diabetes (retinopatia, nefropatia y/o neuropatia). En los sujetos control, la edad
y el sexo se relacionaron de forma independiente con la ferritina. Ademas, y como era
de esperar, la concentracion de sTfR se asocié de forma inversa e independiente a la
concentraciéon de ferritina. Sin embargo, en los pacientes diabéticos sélo se observo
relacion entre la ferritina y el sexo (mayor en los varones) pero no con la edad ni con

los sTfR.

Tabla 22. Analisis de regresion multiple de las variables independientes asociadas con

las concentraciones de ferritina en los pacientes diabéticos y en el grupo control.

Variable dependiente: ferritina (log)

Pacientes diabéticos Grupo control
p T p p T p
Sexo (H/M) -,4820 -5,236 <0,001 -,4693 -5,335 <0,001
Edad -,1642 -1,349 0,18 ,0079 2,46 0,02
sTfR (log) ,0572 0,483 0,63 -,76112 2,18 0,03
Complicaciones* ,0233 0,197 0,84 - - -
R? 0,61 0,65

H: hombre; M: mujer; * Complicaciones tardias relacionadas con la diabetes (nefropatia,
retinopatia y/o neuropatia).
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Discusion

5.1.- Prevalencia de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en
pacientes con infecciéon créonica por el VHC considerando el grado de lesion
hepatica. Relaciéon con el genotipo del VHC y comparaciéon con la prevalencia
detectada en otras enfermedades hepaticas.

Hasta la fecha, entre los trabajos que han evaluado la prevalencia de diabetes
en pacientes con infeccion por el VHC, sélo dos han realizado un analisis multivariante
considerando la etiologia y el grado de lesidén histolégica como variables
independientes. Los resultados han sido discordantes. Asi, Mangia et al " observaron
que en pacientes hospitalizados, la cirrosis, pero no la infeccién por el VHC, era la
variable que se asociaba de forma independiente con la presencia de diabetes. Sin
embargo, Mason et al *® hallaron que era la infeccién por el VHC, pero no el grado de
lesiéon histoldgica, la que se relacionaba de forma independiente con la diabetes.
Ademas, cabe destacar la falta de uniformidad en cuanto a los criterios diagndsticos
de la diabetes. Asi, mientras que Mangia et al '"? siguen los nuevos criterios de la

| 175 utilizan los criterios de la

ADA "2 para el diagnostico de la diabetes, Mason et a
Ooms '°,

Nuestro estudio es el primero en el que ademas de la prevalencia de diabetes
se evalua también la de IFG en pacientes infectados por el VHC controlados de forma
ambulatoria. Para analizar la frecuencia de alteraciones hidrocarbonadas en los
pacientes con enfermedad hepatica es fundamental tener en cuenta el grado de lesion
histolégica, dado que la incidencia de diabetes se correlaciona directamente con la
severidad de la hepatopatia °* ®® ®°. En este sentido cabe destacar que, en el presente
estudio, la amplia muestra de pacientes incluidos nos ha permitido determinar la
prevalencia de estas alteraciones considerando por separado los pacientes con
hepatitis cronica y los pacientes con cirrosis. Ademas, ambos grupos (hepatitis crénica
y cirrosis) son similares con relacién al sexo, la edad y el IMC.

Al evaluar a los pacientes con hepatitis cronica, hemos observado una

prevalencia unas 3 veces superior de diabetes (17% vs. 7%, p=0,03) y de IFG (15%
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vs. 5%, p=0,009) en los sujetos anti-VHC positivo frente a aquellos con otras
enfermedades hepaticas. Sin embargo, en los sujetos con cirrosis, a pesar de que los
pacientes anti-VHC positivo presentaban una mayor frecuencia de alteraciones del
metabolismo hidrocarbonado, al compararlos con los sujetos anti-VHC negativo, las
diferencias no alcanzaban la significacién estadistica. Estos datos sugieren que los
mecanismos por los que la infeccion por el VHC favoreceria el desarrollo de la
diabetes operarian ya en estadios iniciales de la enfermedad hepatica. En este
sentido, cabe destacar que en los pacientes con hepatitis cronica anti-VHC positivo y
transaminasas normales, la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas detectada en
nuestro estudio es 5 veces superior a la observada en los sujetos con hepatitis crénica
anti-VHC negativo y transaminasas normales.

Transcurridos ya 15 afos desde su identificacion 8 el VHC se ha convertido en
la principal causa de enfermedad hepatica en la mayoria de paises, y el 3% de la
poblacion mundial esta infectada '*. En estudios recientes se ha puesto de manifiesto
que el porcentaje de progresion hacia la enfermedad hepatica avanzada es inferior al

asumido previamente 4% 41 42

y que solo una minoria de individuos infectados va a
desarrollar una enfermedad hepatica progresiva y severa *’. Asi, Salomon et al ** han
estimado que la duraciéon media entre la infeccion y el desarrollo de una cirrosis es de
46 anos para los hombres infectados a la edad de 25 afios, mientras que menos del
30% de las mujeres infectadas a la misma edad progresaran hasta la cirrosis, incluso
tras mas de 50 afios de infeccion. De forma paralela, las actuales campafas sanitarias
promueven la determinacion de anti-VHC en los individuos con factores de riesgo para
la infeccion, lo que favorece el diagndéstico de un gran numero de casos clinicamente
asintomaticos, aumentando asi el grupo de sujetos con hepatitis cronica con menor
grado de inflamacion y fibrosis. Esta importante consideracién deberia tenerse en
cuenta al elaborar las guias de tratamiento y la politica sanitaria a seguir en los

pacientes con infeccion crénica por el VHC. En este sentido, tanto la alta prevalencia

de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado como la lenta progresion de la
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enfermedad hepatica sugieren que el despistaje de la diabetes debe realizarse de
forma sistematica en los pacientes anti-VHC positivo, y que deben implementarse las
medidas destinadas a conseguir los mismos objetivos terapéuticos que en los
pacientes diabéticos anti-VHC negativo. Ademas, el alto porcentaje de nuevos casos
de diabetes que hemos diagnosticado utilizando la SOG en el subgrupo de sujetos con
hepatitis cronica sugiere que esta prueba deberia ser recomendada en el cribaje de las
alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en estos pacientes.

Si la infeccién por el VHC es la causa de la diabetes o, si por el contrario, los
pacientes diabéticos estan mas predispuestos a adquirir la infeccion por el VHC ha
sido una tema de debate en los ultimos afios. Nuestro grupo comunico previamente la
ausencia de factores de riesgo especificos que contribuyeran a explicar una mayor
predisposicion para adquirir la infeccion en la poblacion diabética. Ademas, en los
pacientes diabéticos anti-VHC positivo con antecedentes de transfusion, ésta siempre
fue anterior al diagnéstico de la diabetes °’. Recientemente, en el estudio NHANES lII,
el riesgo ajustado por edad de tener una DM tipo 2 en los sujetos anti-VHC positivo
con positividad del RNA fue del 2,48 (95% IC: 1,23-5,01) comparado con el 0,98 en los
que no se detectd el RNA %, es decir, sujetos que habian estado en contacto con el
virus pero en los que la infeccion no se habia cronificado. En el presente estudio,
hemos mostrado también que no soélo la diabetes sino también la IFG es mas
prevalente en los pacientes con hepatitis cronica por el VHC. Ademas, al contrario que
con el VHC, no parece que el virus de la hepatitis B se asocie a mayor prevalencia de
diabetes ®. En conjunto, estos hallazgos van en contra de la hipétesis de que la
diabetes predispone a la infeccién por el VHC y, mas bien sefialan que es la propia
infeccién por el VHC la que favorece el desarrollo de las alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado. Asi, es posible que la infeccion por el VHC contribuya de forma
importante al incremento en la prevalencia de DM tipo 2 que se observa actualmente a
nivel mundial ®. Ademas, cabe mencionar que la infeccion por el VHC incrementa el

riesgo de desarrollar una DM tipo 2 pricipalmente en los individuos en los que
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coexisten otros factores de riesgo asociados con el desarrollo de diabetes, como la

193 63, 84

obesidad, la edad avanzada ", los antecedentes familiares de diabetes , la raza
afroamericana ®' y la coinfeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana . En
este ultimo grupo de riesgo, por ejemplo, la alta prevalencia de coinfeccion por el VHC
asociada al aumento de la supervivencia conseguida con la introduccién de los
farmacos antiretrovirales ha provocado un aumento de la incidencia de nuevos casos
de diabetes "%

La relacion entre los genotipos de VHC y la prevalencia de diabetes es un tema

58, 59, 63, 83—85_ ASI', [ 63

controvertido mientras Knobler et al °° sugieren que la diabetes es

| *° detectan

mas prevalente en los individuos infectados por el genotipo 1b, Mason et a
mayor prevalencia del genotipo 2a entre los sujetos diabéticos. Sin embargo, cabe
destacar que el mayor grupo de sujetos infectados por el VHC con diabetes evaluado
en estos trabajos fue de 23 individuos ®. En el presente estudio, hemos incluido un
numero de pacientes mucho mayor y no hemos observado diferencias en la
prevalencia de las alteraciones hidrocarbonadas entre los principales genotipos. Sin
embargo, llama la atencion la menor prevalencia de estas alteraciones en los
pacientes con el genotipo 3, resultado que concuerda con una observacion reciente
realizada por Hui et al # en el que los pacientes con el genotipo 3 presentan menores
niveles de resistencia a la insulina. Debe mencionarse que, en nuestro estudio, los
pacientes con este genotipo tenian también una edad menor que el resto, lo que se
explica en parte por la via de adquisicion, principalmente a través del uso de drogas
por via parenteral ** *. Asi pues, la menor frecuencia de alteraciones hidrocarbonadas
en el genotipo 3 podria atribuirse a una menor prevalencia de cirrosis por el menor
tiempo de evolucion de la infeccion. En este sentido, cuando consideramos sélo a los
pacientes con hepatitis cronica, la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas es
muy similar en todos los grupos. Sin embargo, dado que hay cuatro genotipos

principales con una prevalencia muy distinta entre ellos, el tamafio de la muestra para
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los genotipos menos prevalentes no permite todavia ofrecer una conclusion definitiva
sobre el tema.

En resumen, los pacientes con infecciéon por el VHC presentan una mayor
prevalencia tanto de diabetes como de glucémia anémala en ayunas en comparacion
con los pacientes con enfermedades hepaticas de otra etiologia. Este hallazgo se
debe principalmente al grupo de pacientes con hepatitis crénica. Dado que la infeccion
por el VHC es un importante predictor de diabetes, seria recomendable indicar un
cribado sistematico en estos pacientes que deberia incluir la practica de una SOG.
Ademas de optimizar el diagnéstico de la diabetes en este grupo de riesgo, son
necesarios estudios para disefar las estrategias especificas que nos permitan prevenir

la diabetes en los pacientes infectados por el VHC.

5.2.- Estudio de los mecanismos etiopatogénicos. Analisis comparativo del
funcionalismo de la célula beta, la resistencia a la insulina y las citocinas
proinflamatorias en los pacientes no diabéticos con infeccion crénica por el VHC
y pacientes no diabéticos con otras enfermedades hepaticas.

Hasta la fecha no se conocen los mecanismos especificos responsables por los
que el VHC favorece la aparicién de diabetes. En un estudio anterior, nuestro grupo
descart6 que los fendmenos autoinmunitarios contra la célula beta desemperfien algun
papel en la etiopatogenia de la diabetes mellitus asociada a la infeccién por el VHC #°.
Por otra parte, tal como se ha comentado en la introduccién, aunque es posible que el
VHC pueda producir una lesién directa en la célula beta pancreatica y mermar asi su
capacidad de secrecion de insulina, la replicacion del VHC en el pancreas endocrino
aln no ha podido ser confirmada %. Por tanto, la hipétesis mas plausible es que la
infeccién por el VHC pueda causar un incremento de la resistencia a la insulina
relacionado con un aumento de los depdsitos de hierro y/o de las citocinas

proinflamatorias % 124 138. 152,192
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Diversos estudios han demostrado la presencia de insulinresistencia en la
cirrosis hepatica ® . Sin embargo, un problema importante en la interpretacion de los
resultados es la heterogeneidad en la etiologia de la enfermedad y de su estadio
clinico. En los trabajos en los que se ha evaluado solo a pacientes cirréticos anti-VHC
positivo se ha observado una pérdida progresiva de la funcién secretora de la célula
beta "’y un aumento de la resistencia a la insulina en relacién con la severidad de la
enfermedad hepatica '®°.

Dado que el aumento de la prevalencia de las alteraciones hidrocarbonadas en
los pacientes infectados por el VHC se manifiesta ya en los estadios iniciales de la
infeccién, y que la insulinresistencia antecede a la aparicion de la IFG o diabetes
mellitus, hemos considerado de especial interés investigar la secrecién pancreética y
la resistencia a la insulina en un grupo de pacientes con hepatitis cronica antes de que
presenten alteraciones del metabolismo hidrocarbonado. Ademas, cabe mencionar
que en los pacientes cirréticos el menor aclaramiento hepatico de insulina impide que
ésta sea un parametro fiable para calcular la resistencia a la insulina '.

Este es el primer estudio en el que se evalua de forma conjunta el
funcionalismo de la célula beta, la resistencia a la insulina y el papel de las citocinas
proinflamatorias en pacientes infectados por el VHC. Ademas los grupos comparados
(sujetos anti-VHC positivos y negativos) han sido equiparados por los principales
factores asociados a la aparicidon de diabetes, como son la edad, el sexo, el IMC, el
ICC y los antecedentes familiares de diabetes, asi como también por el grado de
lesién hepatica.

En los pacientes anti-VHC positivo hemos demostrado un aumento de la
resistencia a la insulina en comparacién con los pacientes anti-VHC negativo. El
incremento de la insulinemia basal y la disminucién de la sensibilidad a la insulina se
ha comunicado previamente en los sujetos infectados por el VHC con grados

96, 197,

moderados o severos de fibrosis hepatica '8 Si bien la fibrosis hepatica,

independientemente de la etiologia, puede causar un aumento de la resistencia a la
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insulina, los pacientes infectados por el VHC sin fibrosis (fibrosis grado 0) presentan
también mayores niveles de HOMA que los pacientes con cirrosis biliar primaria y
diversos grados de fibrosis hepatica (fibrosis grados 1 a 3), y que los individuos sanos
82 Estos datos sugieren que el VHC puede ser capaz de producir un incremento en la
resistencia a la insulina, incluso antes de causar una minima fibrosis a nivel hepatico,
en los sujetos infectados con factores genéticos y/o medioambientales que
predispongan a la aparicién de IFG y diabetes 8" 8 9% 223 Ep esta linea se hallan
nuestros resultados, al observar que los pacientes con hepatitis cronica en estadios
iniciales ya presentan una mayor prevalencia de alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado que los sujetos anti-VHC negativo.

En cuanto a los mecanismos por los que el VHC aumenta la resistencia a la
insulina, en el presente estudio hemos detectado un aumento estadisticamente
significativo de las citocinas proinflamatorias (sistema TNF-a e IL-6) en los pacientes
anti-VHC positivo en comparacion con los pacientes con otras hepatopatias. Estos
mediadores proinflamatorios se han relacionado, tanto en la poblaciéon general como
en la poblacién diabética, con la resistencia a la insulina "% 1%%1%%.1%9 En |3 tabla 23 se
resumen los mecanismos por los que el TNF-a induciria resistencia a la insulina. La
primera causa de activacion del sistema TNF-a en los pacientes infectados por el VHC
es la inflamacién hepatica. La principal célula productora in vivo de TNF-a y de sus dos
receptores es el macréfago, incluyendo tanto a los macrofagos que infiltran el higado
procedentes de la circulacion sistémica como a los macréfagos hepaticos o células de

200, 201

Kupffer . Su expresion hepatica esta aumentada en los sujetos infectados por el

VHC %" y se relaciona estrechamente con los marcadores de dafio hepatocelular y el

grado histolégico de inflamacién 22124 127130, 201, 202

, siendo ésto mas marcado para el
STNFR2 '22124. 127, 203 Eqta mayor activacion del sistema TNF- o puede estar
relacionada con el tipo de respuesta celular inmune inducida por el VHC, que esta

mediada mediada de forma caracteristica por los linfocitos Th1 (linfocitos TCD4+ tipo 1

0 T helper cells type 1). Estos linfocitos secretan interferon gamma (INF-y) como
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citocina predominante 20420

, citocina capaz a su vez de regular y aumentar la
produccién de TNF-a por los macréfagos 2.

Alternativamente, la resistencia a la insulina se ha descrito como un factor
predictor independiente de la presencia de fibrosis hepatica en los individuos anti-VHC
positivo %. En este sentido, son diversos los trabajos que observan que la diabetes
mellitus afecta de forma adversa el curso de la infeccién cronica por el VHC,

asociandose a un incremento de la esteatosis y de la fibrosis hepatica 5% 8 105 197. 212-

215 216, 217

, @ una mayor prevalencia de carcinoma hepatocelular y a una menor

respuesta al tratamiento con interferon '?. Existen diversos mecanismos que podrian

Tabla 23. Mecanismos por los que el TNF-a induciria la aparicién de resistencia a la

insulina.

o EI TNF-a favorece la fosforilacion de la serina del IRS-1, disminuyendo asi la
actividad tirosinquinasa del receptor '%.

o EI TNF-a estimula la lipolisis, con lo que incrementa la concentracion de acidos
grasos libres y favorece la aparicion de resistencia a la insulina a nivel
muscular y hepatico 2°% 2%°,

e EI TNF-q, a nivel del adipocito, disminuye la transcripcion de los genes que
codifican proteinas como el IRS-1, GLUT-4, PPAR-gamma y adiponectina 2'°.

o EI TNF-a puede interferir la funcion de la célula beta por toxicidad directa o

disminuyendo su sensibilidad a la accion de la insulina ?'".

IRS-1 (sustrato 1 del receptor de insulina), GLUT-4 (transportador de glucosa), PPAR-gamma
(receptor de la activacion de la proliferacion de los peroxisomas)

explicar el papel de la resistencia a la insulina en el desarrollo de la fibrogénesis
hepatica. Por una parte, la hiperinsulinemia es capaz de estimular la proliferacion de
las células estrelladas y aumentar asi la secrecién de matriz extracelular 2'®. Por otra,

tanto la hiperglucemia como la hiperinsulinemia estimularian la sintesis del factor de
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crecimiento del tejido conectivo (connective tissue growth factor), citocina implicada en
la progresion de la fibrosis en diversas enfermedades 2'% 2%,

El aumento de las concentraciones de citocinas proinflamatorias en los
pacientes anti-VHC no diabéticos sugiere que, ya en fases iniciales de la infeccion, la
activacion del sistema TNF-a y el incremento de IL-6 son responsables de la mayor
resistencia a la insulina observada en estos pacientes. Este aumento de citocinas,
especialmente del TNF-a, favoreceria tanto la aparicion de alteraciones del

82,221,222 (

metabolismo hidrocarbonado como el desarrollo de fibrosis hepatica Figura 8).

Infeccion VHC

Respuesta celular inmune

mediada por linfocitos Th1

Activacion del sistema TNF- a

Fibrosis <4———
matriz extracelular

CTGF

> Resistencia a la insulina

Diabetes Mellitus tipo 2

Figura 8. Esquema por el que la infeccion por el VHC favoreceria la aparicion de
alteraciones hidrocarbonadas. CTGF: connective tissue growth factor.
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Apoyando este resultado, recientemente se ha comunicado que un modelo de ratén
transgénico, capaz de expresar las proteinas del core del VHC, muestra una marcada
resistencia a la insulina que se corrige tras la administraciéon de anticuerpos dirigidos
contra el TNF-a %22,

Al evaluar el funcionalismo de la célula beta no hemos observado disminuciéon
en la secrecién de insulina ni de péptido-C en los pacientes anti-VHC positivo. Al
contrario, en diversos momentos de ambas pruebas de estimulacion los pacientes anti-
VHC positivo alcanzan valores de péptido C significativamente superiores a los del
grupo control, confirmando que no existe alteracion secretora inicial. De este modo, en
estas fases iniciales, la célula beta es capaz de compensar la resistencia a la insulina
mediante la hiperinsulinemia.

En conclusion, hemos observado que los pacientes con hepatitis cronica anti-
VHC positivos no diabéticos no presentan un déficit severo de la funcion secretora de
la célula beta, por lo que virtualmente puede excluirse la afectacion directa del
pancreas endocrino como un mecanismo causante de la diabetes asociada al VHC.
Ademas, estos pacientes presentan un incremento de citocinas proinflamatorias que
seria el fundamento fisiopatoldgico de la insulinresistencia y la diabetes asociada al

VHC.

5.3.- Andlisis de la ferritina en los pacientes con hepatitis crénica por el VHC y
estudio de su relaciéon con la prevalencia de alteraciones hidrocarbonadas.
Diversos estudios han comunicado un aumento de los niveles séricos de
ferritina en los pacientes con infeccién cronica por el VHC 79 148 150,152,155, 224-226 g hyjay
la magnitud de esta asociacion no ha sido completamente establecida. Asi, muchos de
estos trabajos no disponen de un grupo control "9 150:152.224 "y |55 estudios controlados
79,185, 225,226 50 dificiles de interpretar porque no han considerado factores que pueden
influir en los niveles de ferritina como el sexo, el consumo de alcohol, la severidad de

la lesion hepéatica (hepatitis cronica vs. cirrosis) o la presencia de mutaciones en el gen
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de la hemocromatosis. Ademas, ningun trabajo ha considerado tampoco la alta
prevalencia de DM tipo 2 en esta poblacion.

En nuestro estudio, tras haber considerado todos los factores de confusion
mencionados, hemos evidenciado que entre los sujetos infectados por el VHC sélo
aquellos que también son diabéticos tienen una concentracién sérica de ferritina
elevada. Sin embargo, los pacientes anti-VHC positivo no diabéticos muestran una
concentracién de ferritina comparable a la del grupo control. Los pacientes diabéticos
si tienen, por el contrario, un nivel de ferritina significativamente superior a la del grupo
control. Ademas, en el analisis de regresién multiple la diabetes, pero no la infeccion
por el VHC, se relaciona de forma independiente con la ferrina. Por tanto, nuestros
resultados sugieren que el incremento de la ferritina observado previamente en la
infeccién por el VHC esta intimamente relacionado con la alta prevalencia de diabetes
observada en estos pacientes, y no con la infeccion por el VHC en si misma. Los
mecanismos especificos responsables de la elevacién de la ferritina en la DM tipo 2 se
discutiran en el siguiente apartado.

En nuestro estudio, al igual que la diabetes, los niveles de ALT también se
asocian de forma independiente con la ferritina sérica, tanto en la infeccion por el VHC
como en la DM tipo 2. En los sujetos anti-VHC positivo esta asociacion podria
atribuirse a la liberacion de hierro provocada por la necrosis hepatocelular inducida
por el VHC. Sin embargo, diversos autores han observado que la infeccion crénica por
el VHC no se asocia a una elevacion concomitante de la concentracion intrahepatica

150, 152, 224, 227

de hierro , ¥ en nuestro estudio, cuando los pacientes diabéticos son

excluidos del global de pacientes anti-VHC positivo desaparecié la relacion entre los
niveles de ferritina y transaminasas. Estos resultados sugieren que la DM tipo 2 es el
nexo de unién entre los niveles elevados de ferritina y la ALT en los sujetos infectados

por el VHC. En este sentido cabe recordar que la esteatosis hepatica se relaciona

144, 228-230

estrechamente con la resistencia a la insulina y que en la esteatohepatitis no

228, 231

alcohdlica los niveles de ferritina estan elevados en 58-77% de los casos . Por
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tanto, la esteatosis hepatica podria ser el sustrato en el que se fundamenta la
asociacion entre niveles de ALT y de ferritina en la diabetes.

La mayor concentraciéon de ferritina observada en el grupo de pacientes anti-
VHC con diabetes probablemente pueda explicarse por la concurrencia de dos
procesos inflamatorios. Asi, en la infeccién crénica por el VHC, y al igual que en la DM
tipo 2, se ha detectado una elevacién de mediadores proinflamatorios como el TNF-
alfa y la IL-6 2" 23223 por tanto, podriamos hipotetizar que los pacientes infectados
por el VHC con diabetes presentan una mayor concentracion de mediadores
inflamatorios que aquellos sin diabetes y, en consecuencia, una mayor concentracion
de ferritina sérica. También es posible que en los pacientes infectados por el VHC las
alteraciones del metabolismo hidrocarbonado no se manifiestan hasta alcanzar cierto
umbral inflamatorio, a partir del cual el componente inflamatorio propio de la diabetes
aumentaria aun mas los niveles de ferritina. Esta base inflamatoria de la
hiperferritinemia en los pacientes anti-VHC positivo podria contribuir a explicar porque
los niveles elevados de ferritina son un marcador predictivo de mala respuesta al
tratamiento con IFN en estos pacientes 2**?*®. Por el mismo motivo, es probable que
los sujetos diabéticos anti-VHC positivo presenten también una peor respuesta al
tratamiento con interferén, aunque faltan estudios que confirmen este Ultimo supuesto.

En conclusion, aportamos evidencias de que los pacientes con hepatitis crénica
por el VHC sin diabetes no tienen niveles mas elevados de ferritina que los sujetos
sanos y que el incremento de la concentracion sérica de ferritina detectado en la
infeccién cronica por el VHC esta intimamente relacionado con la presencia de
diabetes. De ello puede desducirse que el aumento de los depdsitos de hierro,
evaluados mediante los niveles séricos de ferritina no parece un elemento fundamental
en la etiopatogenia de la diabetes asociada al VHC. Por otra parte, nuestros resultados
también indican que la DM tipo 2 debe ser una variable a considerar siempre que se

quiera estudiar el metabolismo del hierro en los pacientes infectados por el VHC.
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5.4.- Estudio de los receptores solubles de la transferrina y la ferritina en la
diabetes mellitus tipo 2.

Al igual que en trabajos previos %% 3915815 'hemos confirmado un aumento de
la concentracién de ferritina en los pacientes diabéticos en comparacion con el grupo
control. Es importante destacar que la presencia de sobrecarga férrica ha

experimentado un incremento progresivo en diversas poblaciones durante las ultimas

239, 240 241

décadas , incluso en la poblacion catalana adulta <*', y ello podria ser atribuible,

en parte, al incremento paralelo de la DM tipo 2 que se ha observado en estas edades
242_

Los niveles de sTfR circulante no estan influenciados por la respuesta de fase
aguda que ocurre en los procesos inflamatorios '®°. Por tanto, su determinacién nos ha
permitido investigar si el origen de esta elevacién es reflejo de un aumento de los
depdsitos de hierro o reflejo del proceso inflamatorio crénico de baja intensidad que
existe en la diabetes '*". Hemos observado que el incremento de las concentraciones
de ferritina en los pacientes diabéticos no se acompana de un descenso reciproco de
los niveles de sTfR. Ademas, no hemos detectado diferencias en el IST, un marcador
de sobrecarga de hierro, entre los pacientes con diabetes y el grupo control. Por lo
tanto, nuestros resultados apoyan de forma consistente el concepto de que es la
inflamacién el principal factor responsable de la elevacion de las concentraciones de
ferritina en los pacientes diabéticos '*° " 3 Apoyando nuestros resultados, se ha
comunicado que la concentracion intrahepatica de hierro, estudiada en la autopsia de
un grupo de sujetos diabéticos, es similar a la de los sujetos no diabéticos .

En resumen, los niveles de ferritina estan incrementados en la DM tipo 2 en
ausencia de alteraciones en el sTfR ni en otros parametros de sobrecarga de hierro.
Este hallazgo sugiere que el incremento de las concentraciones de ferritina en la DM
tipo 2 se debe principalmente a la existencia de fendmenos inflamatorios mas que a un
aumento de los depositos tisulares de hierro, o en otras palabras, que la ferritina se

comporta como un reactante de fase aguda en los pacientes diabéticos. Estos
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resultados demuestran que la ferritina, al no ser un indice fiel de los depdsitos de
hierro en los pacientes con DM tipo 2, no es un buen parametro para efectuar el
diagnéstico de anemia ferropénica en estos pacientes, lo cual tiene transcendencia en

la practica clinica.
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Conclusiones

1.- Los pacientes con infeccién por el VHC presentan una elevada prevalencia tanto de
glucemia andmala en ayunas como de diabetes en comparacién con los pacientes con
otras enfermedades hepaticas no atribuibles al VHC. Este aumento de prevalencia se
produce fundamentalmente en los pacientes con hepatitis cronica e incluso se objetiva

en sujetos con transaminasas normales.

2.- El analisis del genotipo no parece util para identificar una poblacion de pacientes
infectados por el VHC con mayor riesgo para desarrollar alteraciones del metabolismo

hidrocarbonado.

3.- La infeccién por el VHC debe ser considerada un factor de riesgo para el desarrollo
de diabetes. Por tanto, es recomendable realizar un cribado sistematico de las

alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en los pacientes infectados por el VHC.

4.- En los pacientes infectados por el VHC la prueba de la sobrecarga oral de glucosa

es el método de eleccién para realizar el diagndstico de la diabetes.

5.- En los pacientes infectados por el VHC que aun no han desarrollado una diabetes
existe un hiperinsulinismo, tanto en situacién basal como tras la estimulacion con
glucagén endovenoso o la ingesta de una comida estandar, lo que traduce un estado

de insulinresistencia.

6.- El aumento de resistencia a la insulina en los pacientes infectados por el VHC se

asocia a un incremento de citocinas proinflamatorias.

7.- Los pacientes infectados por el VHC no diabéticos presentan concentraciones

similares de ferritina que la poblacién general. De ello puede deducirse que el aumento
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de los depdsitos de hierro, evaluados mediante los niveles séricos de ferritina, no

parece un elemento fundamental en la etiopatogenia de la diabetes asociada al VHC.

8.- La diabetes mellitus es el principal factor relacionado con el aumento de las
concentraciones séricas de ferritina observado en los pacientes con infeccidén crénica
por el VHC. Por tanto, la diabetes mellitus debe ser tenida en cuenta al evaluar el

metabolismo del hierro en los pacientes infectados por el VHC.

9.- El aumento de la ferritina en los pacientes diabéticos no se acompafia de un

descenso reciproco de los niveles de sTfR, lo que sugiere que es un reflejo del estado

inflamatorio crénico de baja intensidad caracteristico de la DM tipo 2.

10.- La determinacion de la concentracion sérica de ferritina no es un marcador util de

los depositos de hierro en los pacientes con DM tipo 2.
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