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ABREVIATURAS

ALT= Alaninoaminotransferasa

Anti-HBs= Anticuerpo anti-antigeno de superficie del virus
de la hepatitis B.

Anti-HBc= Anticuerpo anti-antigeno core del virus de 1la
hepatitis B.

Anti-HBe= Anticuerpo anti-antigeno "e" del virus de 1la
hepatitis B.

Anti-HD= Anticuerpo anti-antigeno delta.

Anti-VHC= Anticuerpo anti virus de la hepatitis C.

ATG= Globulina antitimocitica.

Bil= Bilirrubina total.

DAP= Diagnéstico anatomopatolégico.

EIA= Enzimoinmunoanalisis.

FA= Fosfatasa alcalina.

HBsAg= Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.

HBcAg= Antigeno core del virus de la hepatitis B.

HBeAg= Antigeno "e" del virus de la hepatitis B.

HDAg= Antigeno delta.

RIA= Radiocinmunocanalisis.

TxH= Trasplante hepatico.

VHB= Virus de la hepatitis B.

VHD= Virus de la hepatitis Delta.

VHC= Virus de la hepatitis C.
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I. INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B (VHB).

La hepatitis B es una enfermedad de difusién mundial y
de gran repercusidn sociosanitaria por ser la causa mas
frecuente de enfermedad hepatica del mundo (216). Actualmente
se calcula gue existen en el mundo mads de 300 millones de
personas portadoras del virus de la hepatitis B (VHB) y que
2 millones de ellas fallecen cada afio a consecuencia de las
complicaciones de la enfermedad (216, 259}.

Desde el descubrimiento del antigeno Australia por Blum-
berg y col. en 1965 (16) hasta nuestros dias, la aplicacién
clinica de los conocimientos adquiridos respecto a la estruc-
tura viral, la expresién sérica e inmunohistoquimica de sus
marcadores de infeccién y los cuadros histopatolégicos gue
produce han permitido perfilar la metodologia diagndstica de
la infeccidn, conocer su evolucidén y patogenia y establecer

medidas terapéuticas y profildcticas contra la misma.

I.A. ESTRUCTURA DEL VHB E INTERACCION CON EI. HEPATOCITO.

El VHB es un virus ADN hepatotropo o hepadnavirus (201).
La forma completa del virus o particula DANE (44) tiene un
didmetro aproximado de 42 nm y estda constituido por una cu-
bierta externa glicolipoproteica que contiene el HBsAg (200)
y una envoltura interna o nucleocéapside que expresa los otros
dos antigenos virales, el HBeAg (4) y el HBcAg (233). En el
interior de la nucleccapside se encuentran el genoma viral
(199) (ADN circular de doble cadena incompleta) unido cova-

lentemente a un polipéptido (76), la ADN polimerasa (112) y
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la protein-quinasa (2).

En el interior del hepatocito, el VHB puede encontrarse
de dos formas distintas, frecuentemente exclusivas (73, 215):
a) Forma libre replicativa o episomal o extracromosémica: Es
la forma infectiva, caracterizada por la libre replicacion
del virus con completa transcripcidén del genoma viral y
produccién de viriones infecciosos intactos, ADN polimerasa,
HBeAg, HBcAg y HBsAg; b) Forma integrada o cromosdémica: En
esta forma de interaccidédn de caracter no infectivo el ADN
viral se integra al propio genoma hepatocitario y existe

solamente sintesis de HBsAg.

I.B. MARCADORES DEL VHB.
I.B.i. MARCADORES SEROLOGICOS

Los principales marcadores séricos del VHB corresponden
a la mayoria de los antigenos virales y sus respectivos anti-
cuerpos (detectables por técnicas comerciales de radioinmu-
noanalisis [RIA] o enzimoinmunoandlisis [EIA]}) y al ADN viral
(detectable por técnica de hibridacidén molecular [13, 247)
O por reaccidn en cadena de la polimerasa o PCR {113]).

El significado virolégico de seropositividad de cada uno
de los distintos marcadores es el siguiente:
. HBsAg: Indica infeccidén actual por el VHB. El1l HBsAg por si
mismo no es infectivo ni patégeno, correspondiendo Gnicamente
a la cubierta externa viral vacia del virus (200, 237).
. Anti-HBs: Indica curacidén e inmunidad contra el VHB y
aparece en suero cuando el HBsAg se negativiza, permaneciendo

positivo durante afios (117).
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. HBeAg: Marcador indicativo de replicacién activa del VHB
(51, 63).

. Anti-HBe: La seroconversién a anti-HBe gque sigue a 1la
pérdida de expresién seroldgica de HBeAqg habitualmente indica
relativa baja infectividad (216). Este marcador persiste
positivo en el suero uno o varios afios después de la curacidn
de la infeccién viral (118).

. Anti-HBe: Indica que ha existido contacto con el VHB,
siendo positivo en todos los sujetos con infeccién actual o
pasada por el virus (63}.

. Anti-HBc IgM: Indicativo de infeccién activa por el VHB y
considerado un buen marcador de respuesta inmunoldégica a la
replicacién viral (9, 219) y actividad de la lesién morfold-
gica hepatica (9, 31, 218). El1 anti-HBc IgM se negativiza con
la curacién de la infeccidn, pero puede persistir positivo
de forma residual durante dos o mas afios después de una
infeccidn aguda autolimitada (31, 75).

. ADN polimerasa: marcador indicativo de replicacién viral
activa (51).

. ADN viral: El aislamiento del ADN del VHB en el suero es

indicativo de replicacidén activa del virus (18, 86, 155).

I.B.2., MARCADORES TISULARES.

Los tres antigenos estructurales (HBsAg, HBcAg y HBelq)
y el ADN del virus constituyen los marcadores de infeccién
del VHB en el tejido hepatico, siendo el HBsAg y el HBcAg los

mas frecuentemente utilizados en el estudio de la infeccién

viral,
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La demostracién tisular de los antigenos del VHB puede
realizarse mediante estudio inmunoultraestructural (104, 256)
o inmunohistolégico con técnica de inmunofluorescencia (84,
181) o inmunchistoquimica (84, 105, 256). La distribuciodn
intrahepatocitaria y significado virolégico de cada antigeno
es:

. HBsAg: Se expresa solamente en el citoplasma y/o membrana
celular del hepatocito (104, 180). Se describen 5 patrones
basicos de tincién (100): a) Homogéneo (tincién gue abarca
difusamente todo el citoplasma de tipo fuerte o débil segln
la intensidad de la tincién [102]) ), b) globular (tincidn
focal de morfologia esférica que suele desplazar al nidcleo
hepatocitario), c¢) moteado (tincién focal ovoidea o irregular
generalmente miltiple), d) marginal o submembranoso (tincién
en forma de banda homogénea debajo de la membrana celular)
y e) membranoso (tincidn limitada a la membrana del hepatoci-
to). Aungque el HBsAg no constituye en si mismo un marcador
indicativo del estado viroldégico, en los pacientes crénica-
mente infectados por el virus el patrdén de tincidn de tipo
submembranoso se describe asociado al estado no replicativo
del VHB (102) el homogéneo (84, 102, 103) y membranoso (35,
162, 104) a replicacidn viral activa.

- HBcAg: Se puede expresar tanto en el ntcleo como en el
citoplasma del hepatocito (104, 180, 256). La localizacién
nuclear es indicativa de actividad replicativa viral (71,
101, 102, 154, 179) y la citoplasmatica se asocia a signos
histoloégicos de actividad necroinflamatoria (35, 71, 101,

103, 104) en la infeccién crénica por el VHB.
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Fn la expresién tisular de HBsAg y HBcAg se han descrito
distintos tipos de combinacidén de patrones, siendo general-
mente un punto en comin la relacién inversamente proporcional
gque existe entre ambos (extensa expresién de HBsAg cuando el
HBCAg es escaso y tincién focal del primero cuando el HBCAg

es difuso) (14, 35, 154, 180, 234).

. HBeAg: La distribucidn topografica de este antigeno es
similar a la del HBcAg, pudiendo localizarse tanto en el

nicleo como en el citoplasma del hepatocito (154).

La demostracidén tisular del ADN viral puede realizarse
mediante técnica de PCR (32, 122) o de hibridacidén molecular
"in situ" (81, 82), permitiendo esta UGltima técnica estable-
cer si éste se encuentra de forma libre o integradc al genoma

celular cuando se realiza sobre material congelado (22).

En relacién a su utilidad en el estudio y diagnéstico
de la infeccién viral, los distinteos marcadores del VHB se
pueden clasificar en:

- Marcadores diagnésticos de infeccidén: HBsAg (sérico y tisu-
lar) y Anti-HBcIgM.

- Marcadores de replicacion viral activa: HBeAg y ADN séricos
y HBcAg tisular, siendc los mas sensibles para determinarla
el ADN sérico y el HBcAg en tejido (80, 86, 155).

~ Marcadores de inmunidad: Anti-HBs y Anti-HBc.
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I.C. HISTORIA NATURAL DE 1A INFECCION POR EL VHB.

El curso evolutivo gque sigue a la primoinfeccidn por el
VHB (caracterizada por instauracién de actividad replicativa
viral seguida de cuadro clinico © subclinico de hepatitis
aguda [216] con nula o minima expresién antigénica tisular
[73, 74, 168, 225]) puede ser (95):
. Curacién, definida como normalidad clinica y morfoldgica,
pérdida de todos los marcadores de infeccién activa y apari-
cién sérica del anti-HBs antes de los 6 meses de seguimiento
(63). Esta es la evolucidén mas frecuente en la poblacidn
adulta inmunocompetente, aconteciendo aproximadamente en el
90% de los casos.

. Instauracién de hepatitis aquda fulminante B, cifrada en

torno al 1% de los casos clinicos. Las principales caracte-
risticas del curso fulminante son a) la instauracién de
necrosis hepatica masiva del higado (58, 108), b) precoz
clarificacidén de los marcadores de replicacidn viral {(en los
casos en que ésta estd presente, el HBeAqg es generalmente el
Gnico marcador positivo [24]) y del HBsAg sérico (24, 77,
239), c¢) temprana sintesis de Anti-HBs, Anti-HBe y, muy
especialmente, de altos titulos de Anti-HBcIgM (77, 239) y
d) frecuente ausencia de antigenos virales en el higado (10,
73, 225).

. Desarrollo de infeccidén crénica por el VHB, cifrada en
aproximadamente el 10% de los casos y determinada por la
persistencia serolégica del HBsAg durante mds de 6 meses,
casi siempre de forma permanente. Este estado de portador

crénico de HBsAg cursa habitualmente (70-90% de los casos)
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con minima o ausente lesién morfolégica hepatica (situacidn
denominada estado de portador crdénico "sano" del virus) y
solamente en un 10-30% de los casos produce hepatitis crdnica
activa con progresidén a la cirrosis. En la historia natural
de la infeccién crdnica por el VHB se han establecido 3 fases
evolutivas distintas (34, 101):

-Fase inicial con alta actividad replicativa y tolerancia
inmunolégica, caracterizada por presencia en el suero de
altos titulos de ADN y de HBeAg, generalizada expresidn de
HBcAg nuclear en el tejido hepitico y leve o nula lesidn
morfolégica hepatica. Este periodo tiene una duracién muy
prolongada, durando generalmente varios afios, con un limite
de afios habitualmente comprendido entre 1 y 10 (49).

-Fase intermedia con baja actividad replicativa y respuesta
inmune, caracterizada por bajos titulos de ADN sérico,
frecuente seroconversidén a anti-HBe, expresién sb6lo focal de
HBcAg nuclear y aparicidn de relevante actividad necroinfla-
matoria en el higado (hepatitis crénica activa). Su duracidén
es mas corta que el de la primera fase, abarcando desde
varias semanas a uno o dos afios (49).

-Fase final no replicativa, en la gue el ADN viral se suele
integrar al genoma del hepatocito, existiendo negatividad de
los 3 marcadores de replicacidn viral y ausencia de actividad
histolégica (espectro bipolar de la infecciédn por el VHB:
higado normal o con leves alteraciones vs. cirrosis inactiva,

hepatocarcinoma) .
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I.D. INMUNOPATOGENTA.

En el estudio de la hepatitis B del higado no trasplan-
tado, a pesar de que los mecanismos responsables de la lesidn
morfoldgica hepatica todavia no estan completamente estable-
cidos (259), actualmente se acepta que ésta no depende de la
accién citotéxica directa del virus scbre la célula (73, 144,
145, 243) sino del ataque inmune de los linfocitos contra los
hepatocitos que albergan este virus (73, 144, 145, 242, 243).
Entre las principales razones que justifican este principio
estan:

12) La relacidén inversamente proporcional existente entre

lesidn hepatocelular y nivel de replicacién viral o de anti-

genos en tejido, observada tanto en a) la infeccién aguda
viral en donde, especialmente en su forma fulminante, la
severa necrosis hepatocelular acontece coincidiendo con la
disminucién o cese de la replicacién viral (23, 77, 239) y
ausencia o s6lo escasa expresidn antigénica tisular (10, 73,
225), como en b) la infeccidn crénica del virus en donde el
grado de actividad necroinflamatoria es inversamente propor-

cional con la cantidad tisular de HBsAg (los mayores acimulos

de este antigeno se observan en portadores "sanos" del virus
[95, 159, 180, 234]) y con el nivel de replicacidén viral (ya
que, aungue para el establecimiento y progresidén de la lesidn
hepatitica es necesario que exista persistencia de actividad
replicativa [34, 73, 86, 101] su agresividad histolégica no
acontece paralelamente con altos niveles de replicacién viral
-12 fase- sino coincidiendo con el descenso a un bajo nivel

de infectividad ~-22 fase~ [34, 35, 71, 80, 101, 144, 154]).
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22) La nula o minima lesién degenerativa en los hepatocitos

infectados por el virus (73) al estudio éptico y ultraestruc-

tural.

32) La yuxtaposicién morfoldgica existente entre necrosis

hepatocelular e infiltrado inflamatorio mononuclear a nivel

del lobulillo hepético (146).

49) La relacién directa entre recuperacidén de la competencia

inmunolégica y desarrollo de severa hepatitis: En pacientes

portadores crénicos del VHB sometidos a tratamiento inmunosu-
presor o quimioterapico se describe (15, 88, 93, 236) posible
instauracién de hepatitis aguda fulminante cuando el paciente
recupera su competencia inmune por brusca interrupcién del

tratamiento.

I.E. INMUNCPROFILAXIS.

Existen dos tipos de inmunoprofilaxis contra la hepati-
tis B, que pueden administrarse de forma aislada o en combi-
nacioén:

- Inmunoprofilaxis activa: basada en la administracién de
vacunas especificas contra el VHB (tanto derivadas del plasma
humano como de tipo recombinante [141]) que producen protec-
cién duradera contra la infeccidén mediante la induccién de
sintesis de anticuerpos dirigidos contra el HBsAg (anti-HBs).
Aunque la respuesta individual a la vacuna es muy variable,
para la adecuada proteccién antiviral son necesarios niveles
séricos de anti-HBs superiores a 100 mUI/ml (207).

- Inmunoprofilaxis pasiva: basada en la administracién de

inmunoglobulinas standar (IG Standar) o hiperinmunes especi-
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ficas anti-HBs (IGHB) que producen una proteccién transitoria

(de 20-30 dias aproximadamente) contra la infeccién viral.

I.F. TERAPEUTICA ANTIVIRAL.

La administracién de tratamiento antiviral se utiliza
en pacientes cronicamente infectados por el VHB gue muestran
signos de actividad replicativa del virus, con el objetivo
de inhibir la replicacidn y, a ser posible, erradicar el VHB
del organismo (49).

Entre los farmacos antivirales utilizados destacan:

. Alfa-Interferon, proteina producida por los linfocitos B
y monocitos de doble accidén: antiviral (inhibiendo 1la
replicacidn del virus) e inmunorrequladora (estimulando 1la
respuesta inmune del huésped) (49). En la actualidad, es el
farmaco que ha consequido mejores resultados en el tratamien-
to de la hepatitis crénica B (57), habiéndose impuesto a las
anteriores terapias antivirales utilizadas (Arabindésido de
Adenina [94] y aciclovir [3]). Aungue su efectividad no ha
sido demostrada de forma definitiva y concluyente, su
administracién prolongada (superior a un mes) consigue
negativizacién de los marcadores seroldgicos de replicacidn
viral con seroconversiones estables a anti~HBe y remisién
clinica e histoldégica de la enfermedad en un 30-50% de los
casos (47, 96). El1 efecto del alfa-interferon sobre 1la
replicacién viral en el tejido hepatico es poco conocida,
habiéndose descrito (126) persistencia de la infectividad en

tejido post-tratamiento.
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. Foscarnet, conocido también como trisodium fosfonoformato,
es un nuevo agente antiviral que inhibe selectivamente un
namero determinado de polimerasas virales (la ADN polimerasa
del VHB entre ellas [7]) y que es utilizado especialmente en
el tratamiento de la infeccidn por citomegalovirus (8). Su
uso terapéutico en la infeccidn crdnica por el VHB todavia
es escaso, si bien los resultados cobtenidos hasta €1 momento
han sido poco alentadores por el efecto sélo parcial vy
transitorioc que el tratamiento ha producido en la inhibicién

de la replicacidén del virus (7).

I.G. EFECTO DE LA INMUNOSUPRESION NO RELACIONADA CON EL TxH.

Cuando un paciente desarrolla una infeccién aguda por
el VHB o es portador crénico del virus, la evolucidén natural
de la infeccidn viral sufre modificaciones si éste es
sometido a un prolongado estado de inmunosupresidén como un
trasplante renal (50, 62, 89, 106, 163, 164), administracién
continuada de quimioterapia (73) o de farmacos inmunosupreso-
res (205, 214) o instauracidn de infeccidén por HIV (144). Los
efectos de la inmunosupresién sobre la infeccidén por el VHB
son a nivel:
= Virolodogico, produciendo un marcado incremento de la repli-
cacién viral que se manifiesta tanto a nivel serolégico con
aparicién de altos titulos de ADN-VHB y HBeAg en suero (49,
62, 89, 106, 144, 205) como tisular con generalizado incre-
mento de HBcAg (73, 84, 144, 256, 257). Las consecuencias de
este aumento de infectividad son a) frecuente evolucidn a la

cronicidad con antigenemia mantenida si el cuadro desarrolla-
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do en estado de inmunosupresién es una primoinfeccién aguda
por el VHB (50, 62, 255) y b) reactivacidén y mantenimiento
de la replicacidén viral si el paciente es ya un portador
cronico del virus (50, 62, 89, 106, 205).

- Morfolégico, efecto todavia poco definido en la actualidad,
existiendo amplia controversia en la literatura respecto a
si la inmunosupresidn es beneficiosa o perjudicial para la
lesidn hepatitica. Mientras varios estudios describen, bajo
este estado, frecuente ausencia o s6lo leve actividad histo-
l6gica hepatica (18, 73, 84, 95, 144, 159, 204, 225), otros
trabajos refieren, por el contrario, prevalente instauracidn
de severa y progresiva hepatopatia (49, 89, 106, 163, 164)
la cual, por otra parte, en pacientes con trasplante renal
se ha descrito que puede cursar con perfil bioguimico

practicamente normal (89, 163, 164).
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II. INFECCICN POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS DELTA (VHD).

La infeccidn por el virus de la hepatitis Delta (VHD)
es menos frecuente que la del VHB. En la actualidad se estima
que existen en todo el mundo unos 15 millones de personas
crénicamente infectadas por este virus (197).

El VHD fué descubierto por Rizzetto en el afio 1977
(188) . Desde su deteccidn hasta el momentec actual, todos los
estudios clinicos y epidemioldgicos realizados en la pobla-
cién normal asi como los trabajos experimentales efectuados
con animales han detectado infeccidén por este virus solamente
en presencia de concomitante infeccidn por el VHB (140, 173).
En consecuencia, el VHD es considerado un virus de caracter
"defectivo", en el sentido de que necesita de la colaboracién
del VHB para poder replicar y expresarse (110, 139, 140, 189,
190) .

Sin embargo, hoy por hoy se desconoce con exactitud cual
es la naturaleza, extensién y grado de esta dependencia del

VHD para con el VHB (139).

IT.A. ESTRUCTURA Y REPLICACION.

El VHD es un pequefio virus ARN hepatotropo cuyoc dnico
reservorio conocido es el higado, no habiéndose aislado hasta
el momento en ningan drgano extrahepatico (19).

La particula completa o viridén tiene un diadmetro aproxi-
mado de 38 nm y estd constituida por una envoltura externa
que contiene el HBsAg del VHB, interiormente a la cual se

encuentran el genoma viral (una sola cadena circular de ARN)
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y el HDAg, Gnico antigeno estructural del virus (139}.

A pesar de los progresivos avances realizados en el
conocimiento de la biologia molecular del VHD, gran parte de
las caracteristicas de su ciclo replicativo completo siguen
siendo una incégnita (19). E1l papel del HDAg en dicho ciclo
estd poco definido (139, 223) pero se acepta que el antigeno
estd intimamente relacionado con la replicacién del genoma
viral (78, 119, 139). Respecto a la funcidén que el VHB pueda
desempefiar en la replicacién del VHD, aunque ésta esta poco
establecida, parece gue su papel podria limitarse al ensam-
blaje final del viridén delta y a la entrada y salida del

virus del hepatocito (19, 139, 223).

IT.B. MARCADORES DEIL VHD,
Los marcadores del VHD corresponden al ARN viral, al
HDAg {(detectables ambos en suero y tejido) y a los anticuer-

pos séricos que la antigenicidad del HDAg determina (56).

II.B.1. MARCADORES SEROLOGICOS.

La deteccién del ARN del VHD en el suero se realiza
mediante técnica de hibridacién molecular (222) y la del HDAg
Y sus anticuerpos mediante técnicas convencionales de EIA o
de RIA (56). El HDAg sérico también puede determinarse con
Western blot (inmunoblot) analisis (12).

El significado biolégico de la seropositividad de dichos
marcadores virales es:

- RNA viral: su aislamiento en el suero indica replicacién

activa del VHD (25, 26, 222).
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- HDAg: marcador indicativo también de replicacidn viral
activa (191). Su seropositividad se limita frecuentemente a
un breve periodo de la primoinfeccidén viral cuando es detec-
tado con técnicas convencionales (56).

- Anti-HD: marcador indicativo de exposicién al virus y posi-
tivo tanto en una infeccidén actual como pasada (191, 240).
Su positividad después de la curacidén de la infeccidn
solamente es transitoria (197).

- Anti«HD IgM: este marcador indica infeccidén activa por el

VHD (110).

Hasta el momento actual no se ha detectado un anticuerpo
marcador de la existencia de inmunidad y proteccién contra
la infeccid6n por el VHD como existe en la del por el VHB

(anti-HBs) (197).

IT.B.2. MARCADORES TISULARES.

La demostracidén intrahepatica del ARN viral se realiza
mediante técnica de hibridacidén molecular "in situ" (156),
y la del HDAg puede efectuarse mediante inmunofluorescencia
(188) o inmunohistoquimica (79, 232).

El HDAg tisular, marcador indicativo de replicacién
viral activa (26, 41, 191, 156), puede localizarse tanto en
el nicleo como en el citoplasma del hepatocito, siendo 1la
localizacién mas frecuente la nuclear (188, 191, 232).

El ARN viral intrahepatico es generalmente positive a

nivel de los hepatocitos inmunotefiidos para HDAg (56).



INTRODUCCION - 17

El diagnéstico de infeccidn por el VHD se basa en la

deteccidn directa del virus, estableciéndose cuando el HDAg
y/o el ARN viral son positivos en suero y/o en tejido (19).
Los marcadores mas comunmente utilizados son el HDAg tisular
y el ARN sérico viral, existiendo generalmente buena correla-
cidén entre ellos (26, 56). El aislamiento del ARN del VHD a
nivel del tejido hepatico mediante técnica de hibridacién
molecular "in situ" es complejo y de dificil realizacidn y
no ha resultado ser mas sensible que el estudio inmunohisto-

guimico del HDAg tisular para la deteccidn del virus (56).

Respecto a la determinacidn sérica de los dos anticuer-
pos (anti-HD y anti-HD IgM}, si bien ambos son de gran utili-
dad en el diagnéstico de la infeccidn viral (19), su informa-
cién sobre estado de la infeccidén es solamente indirecta
(245) y ninguno resulta realmente valido para conocer el

curso de la misma (191).

IT.C HISTORIA NATURAL DE IA INFECCION POR EL VHD Y SU RELA-

CION CON_EL VHB.

El periodo de incubacidén del VHD en el hombre es poco
conocido y dificil de establecer (185). Los estudios experi-
mentales realizados con chimpancés refieren que en estos
animales oscila entre 4 y 20 semanas (185), y que cuando se
efectlian inoculaciones seriadas del virus a los chimpancés
susceptibles el tiempo de incubacidén suele reducirse a 7-14
dias (240).

En base a la referida dependencia del VHD para con el



INTRODUCCION - 18

VHB, se conocen 2 tipos distintos de primoinfeccidn (infec-
cién aguda) por el VHD (97, 110, 191):

-~ Coinfeccidén o infeccidn simultanea de este virus y del VHB
en un paciente sano: A pesar de la simultaneidad de la doble
infeccién viral, la replicacién del VHB precede a la del VHD
(158, 193, 240). La evolucién natural es muy similar a la de
la infeccidn aguda aislada por el VHB (191), siendo lo mas
frecuente (20% de los casos) que, después del cuadro de hepa-
titis aguda, se instaure la curacién y clarificacidén de ambos
virus (97).

- Superinfeccién por el VHD en un paciente crénicamente
infectado por el VHB: Es el tipo mas frecuente de infeccién
(185) . Habitualmente, la nueva infeccidén viral agrava las
lesiones histoldgicas debidas al VHB y precipita la evoluciédn
a severa enfermedad hepatica (174, 240). En consecuencia, el
posterior curso evolutivo suele ser (97, 185) la instauracién
de un cuadro de hepatitis fulminante o, mas frecuentemente,
la cronificacidén de la infeccidén por el VHD acompahada de
severa hepatitis crénica activa (con progresién a la cirrosis
en el 60-70% de los casos). La posibilidad de que la sobrein-
feccidn por el VHD produzca un cuadro autolimitado de reagu-
dizacidon de la previa hepatopatia o de hepatitis aguda auto-
limitada seguido de la posterior clarificacién de este virus

es excepcional (221).

Durante este compartido curso infectiveo entre el VHB y
VHD, ambos virus establecen una particular relacidn de sim-

biosis e interaccidén molecular (19) que se traduce en una
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matua y reciproca modulacién virolégica:
. Efecto modulador del VHB sobre el VHD, expresado fundamen-

talmente en dos hechos: a) la duracidn de la infeccién del

VHB condiciona la del VHD (110), fendmeno gue explica que el

curso habitual de la infeccidén por el VHD en la "coinfeccién"
sea la clarificacidén del virus (la corta duracidén de 1la
infeccidn por el VHB limita también la del VHD [191]), Yy en
la "superinfeccién" sea la cronicidad (el estado basal de
portador crénico del VHB permite y facilita el mantenimiento
del VHD en el higado [19, 244]); b) la actividad replicativa

del VHB favorece y potencia la replicacién y diseminacién del

VHD en el tejido hepatico (223, 240), circunstancia observada

en ambos tipos de infecciébn aguda por el VHD (1i%91) y muy
especialmente en el de la "superinfeccién viral", en donde
tras la instauracién de la primoinfeccién de este virus se
detecta una masiva explosidn de la expresién tisular del HDAg
facilitada por la previa y prolongada actividad replicativa
del VHB (240).

. Efectc modulador del VHD sobre el VHB, basado en la amplia-

mente referida inhibicidn gque el VHD ejerce sobre la activi-

dad replicativa del VHB: el expansivo incremento de la repli-

cacién del VHD durante la infeccién aguda de este virus
produce a su vez una inhibicién de la replicacién del VHB
(41, 87, 110, 191, 240, 255). En los casos en gue la infec-
cién por el VHD cronifica, dicho efecto inhibidor puede
persistir prolongadamente o producirse posteriormente espon-
tanea reaparicién de significativa actividad replicativa del

VHB coexistiendo con la del VHD (255).
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I1.D. PATOGENIA DE LA LESION HEPATITICA.

En la infeccidn sincrénica o metacrénica de un paciente
por el VHB y VHD, aungque los mecanismos responsables de la
lesién hepatitica todavia estan poco definidos (19) cléasica-
mente se ha considerado que ésta dependia fundamentalmente
del VHD (192, 195, 221).

Esta mdxima responsabilidad del VHD en el establecimien-

to de la lesidn morfoldgica hepatica se ha basado en las dos
caracteristicas ampliamente atribuidas a este virus:
= Elevada patogenicidad (140, 185, 190, 191, 195): E1l carac-
ter altamente patégeno del VHD se ha fundamentado en que la
infeccién viral (socbretodo cuando se establece en pacientes
crdnicamente infectados por el VHB) conlleva casi invariable-
mente severa enfermedad hepatica (97, 185, 240).
- Directa citotoxicidad (110, 190, 191, 240): los principales
rasgos clinicopatolégicos que han establecido el caracter
citopatico del VHD (cualidad que indica produccién de lisis
celular por toxicidad viral directa [130]) han sido:

a) el desarrollo casi constante de hepatitis clinica e
histoldgica tras la instauracidén de la infeccidn viral (66,
191, 240).

b) la presencia de HDAg tisular cursando invariablemente
con lesidén hepatocelular (188, 190, 191, 232).

¢} la directa relacidn existente entre maxima actividad
de la hepatopatia y maxima deteccidén de HDAg en el tejido
hepatico (173, 192) y de ARN viral en el suero (222).

d) la falta de yuxtaposicidén morfolégica entre degenera-

cién hepatocelular e infiltrado inflamatorio mononuclear
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(114, 128, 156, 191, 240).
e) la frecuente presencia de cambios "citopaticos"
(esteatosis microvacuclar) en la hepatitis histolégica (19,

173).

II.E. TRATAMIENTO ANTIVIRAL.

El Gnico agente antiviral que ha resultado parcialmente
eficaz en el tratamiento de la infeccién por el VHD ha sido
el alfa-interferén (194}). Su administracidén a pacientes
cronicamente infectados por el VHD suele producir inhibicién
de la actividad replicativa del virus (expresada por una
marcada disminucidn o total negativizacién del ARN sérico y
HDAg tisular) y notable mejoria o completa resolucién de la
lesién hepatitica (57, 67, 235). Sin embargo, generalmente
este efecto sélo es transitorio, siendo frecuente que tanto
la replicacidén viral como la actividad de la hepatopatia
reaparezcan de nuevo una vez suprimido el tratamiento (57,

67, 97).
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IIT. TRASPLANTE HEPATICO (TxH).

El trasplante hepatico (TxH), Gltimo eslabdn terapéutico
en el tratamiento de la enfermedad hepatica terminal, consis-
te en implantar un higado donante en un organismo con o sin
reseccidn del higado nativo. Se denomina trasplante hepatico
auxiliar cuando el higado enfermo es conservado y el injerto
hepadtico se implanta en una localizacidén ectépica, y tras-
plante hepatico ortotdpico cuando el higado nativo es reseca-

do y reeemplazado por el injerto mediante una reconstruccidn

anatémica normal (241).

IT¥.A. EVOLUCION HISTORICA Y ESTADQO ACTUAL.

La fase experimental del TxH en animales fué simulténea
e independientemente iniciada en 1958 por dos importantes
figuras del mundo de la cirugia, los Dres. Moore (de Boston)
y Starzl {(de Denver) (252).

El primer trasplante ortotdépico de higado practicado a
un ser humano lo realizé el Dr.Thomas Starzl en el afio 1963
(226) . Aungue &l y su equipo fueron virtualmente los pioneros
del TxH en el mundo, otros centros tambien pioneros en este
tipo de procedimiento terapéutico han sido el grupo de Cam-
bridge (Dr.Calne), el de Hannover (Dr. Pichlmayr) y el de
Groningen (Dr.Krom).

Durante los primeros afios (décadas de 1960 y 1970), los
resultados obtenidos con la practica del TxH fueron muy poco
alentadores. A pesar de las continuas mejoras en el perfec-

cionamiento de la técnica quirdrgica y preservacién del
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érgano donante y a pesar de que el rechazo del injerto hepa-
tico se comprobd que era menos grave que el del injerto
renal, la mortalidad era muy elevada y la supervivencia al
aho de seguimiento nunca superaba el 35% (228). Estos malos
resultados iniciales se debian fundamentalmente a dos causas:

12) la seleccidn de los pacientes, ya que durante estos ahos

la técnica estaba fundamentalmente reservada para enfermos
terminales afectos generalmente de hepatocarcinoma y cirrosis
complicada, y 22} y mas importante el tipo de tratamiento
inmunosupresor utilizadeo: La inmunosupresién (una de las
Areas de madxima prioridad en la realizacidn del trasplante
de 6rganos) para gque sea efectiva debe conseguir un nivel de
tolerancia inmunclégica lo suficientemente eficaz como para
prevenir y controlar el rechazo del injerto y lo suficiente-
mente selectiva como para evitar la instauracién de complica-
ciones tales como infecciones agudas letales. Durante estos
primeros afios el régimen inmunosupresor consistia Gnicamente
en azatioprina y prednisona. Con este tratamiento los pacien-
tes fallecian a consecuencia de fallo en la cicatrizacidn de
las heridas y de las severas infecciones agudas producidas
por la intensa disfuncidn granulocitica que este tratamiento
provocaba en el sistema inmune (252).

El acontecimiento decisivo que revoluciond por completo
las expectativas de futuro del trasplante hepatico fué 1la
incorporacién de la ciclosporina en los ensayos clinicos en
1979 (27). La ciclosporina, potente agente inmunosupresor,
no interfiere en la curacién de las heridas ni tampoco en la

funcién granulocitica (252). Su aplicacién al TxH fué inicia-
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da por el Dr.Calne (27). Pero el enorme efecto beneficioso
de esta nueva droga en la supervivencia postrasplante la
demostraron en 1981 Starzl y su egquipo (228) cuando combina-
ron el nuevo farmaco con los esteroides. A partir de enton-
ces, el establecimiento de la triple terapia (azatioprina,
prednisona y ciclosporina) permitié un mejor control en la
prevencién y manejo del rechazo, y gracias a ello el nivel
de supervivencia al afio de seguimiento incrementd de forma
espectacular, pasando del anterior 30% a mas del 70% (252).

Aungue es indudable que la principal razén de este
impactante cambio en la evolucidén del TxH se ha debido esen-
cialmente a la ciclosporina, han existido también otros
avances paralelos gque han contribuido notablemente a su
éxito. Entre estos acontecimientos cabe destacar: a) el
empleo del bypass veno-venosco durante el acto gquirdrgico
(252), b) la introduccidn del retrasplante hepatico como
nueva opcidn terapéutica al fracaso del injerto (241) y c)
la incorporacién de la biopsia hepatica en el control del
estado del injerto (252).

El conjunto de todos estos hechos ha condicionado que,
a partir de 1980, el trasplante hepatico dejara de ser un
procedimiento curativo experimental sostenido por su valor
tedrico y de investigacidén y se convirtiera ineludiblemente
en una real y eficaz opcién terapéutica en el manejo del
fallo hepatico terminal, practicado en numerosos hospitales

del mundo (252).

En Espafia, el primer trasplante hepatico fué realizado
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en el afio 1984 por los Dres. Margarit y Jaurrieta del Hospi-
tal de Bellvitge de Barcelona. Desde entonces el numero de
centros hospitalarios espaficles con programas de trasplante
hepatico ha ido en aumento.

En la actualidad, la serie del Hospital 12 de Octubre
de Madrid es la mas amplia de las existentes en nuestro pais.
Desde el inicio del programa de TxH en 1986 hasta el momento
actual, el Servicio de Cirugia Digestivo II (Prof.Dr. E.More-
no Gonzalez) ha efectuado un total de 303 TxH a 247 pacien-
tes. Los resultados en cuanto a morbi-mortalidad han sido
hasta el momento excelentes, con una supervivencia actuarial

al aho del 74,6% y a los 3 afios del 62,2% (37).

ITIT.B. INDICACTONES Y SELECCION DE PACTENTES.

Actualmente, ante casi cualquier paciente con evidencia
de hepatopatia terminal se considera la posibilidad de reali-
zar trasplante hepatico como medida terapéutica (91).

La adecuada seleccién de pacientes es, sin embargo,
dificil e inexacta, a pesar de que los criterios de seleccidn
de candidatos han ido aumentando en amplitud y uniformidad
a medida gue incrementaban también los conocimientos y expe-
riencia de este procedimiento terapéutico. En la mayoria de
los centros, la seleccidn y clasificacidn de los candidatos
a TxH la realiza un comité. Dicho comité también estructura
la llamada "lista de espera", en funcién de la prioridad y
urgencia de los potenciales candidatos. La urgencia del
trasplante esta fundamentalmente determinada por el grado de

descompensacién hepatica y las expectativas de supervivencia
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a corto plazo (132).

Las indicaciones actuales de TxH se dividen en 4 grandes
grupos: a) Hepatopatias crénicas severas e irreversibles, que
incluyen las de origen colestésico, hepatocelular (especial-
mente cirrosis postnecrética y etilica) y vascular, b) fallo
hepatico fulminante, c) neoplasias hepaticas malignas irrese-
cables confinadas al higado, y d) enfermedades metabdélicas
(132).

Hoy por hoy, el principal y mas numeroso grupo de hepa-
topatias terminales tributarias a trasplante hepatico son las
producidas por el VHB {cirrosis postnecroética fundamentalmnen-
te) (206, 229). El problema de someter a TxH a pacientes
infectados por el VHB es que con frecuencia se establece
recidiva de la infeccidn y hepatitis en el injerto (121). El
elevado riesgo de recurrencia de la enfermedad hepatica ha
provocado el gque en muchos centros siga siendo actual motivo
de debate y controversia el si debe incluirse o no a los
pacientes HBsAg seropositivos en la lista de espera de candi-
datos a trasplante hepatico (132, 198).

Por otra parte, aproximadamente un 5% de los pacientes
infectados por el VHB con severa enfermedad hepatica muestran
concomitante infeccidén por el VHD (198). Este relativo bajo
porcentaje de pacientes con hepatitis B y D justifica el que
la experiencia que hasta el momento existe respecto a su
curso evolutivo postrasplante sea todavia muy limitada (132)
Yy el namero de series publicadas en la literatura gue estu-
dian aspectos especificos del mismo escaso (1, 45, 46, 133,

136, 162, 187, 196).
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III.¢. UTILIDAD DE LA HISTOPATOLOGIA EN EL TxH.

El patdélogo, al asumir su participacién en un programa
de trasplante hepatico, se ve implicado en las siguientes
actividades hospitalarias (38):

- Protocolizacidn: Es precisa la sistematizacidn prospectiva
de los datos morfoldgicos orientada a la obtencién de expe-
riencia y al disefio de futuros trabajos de revisidén e inves-
tigacidén. Un modelo de protocolizacidn recomendable incluye
estudios histopatoldgicos sistematizados del a) higado nativo
vy b) injerto hepatico, tras su revascularizacidén (biopsia de
tiempo "0"), a la 12-22 semana postrasplante, en los episo-
dios de disfuncién del injerto, y anualmente.

- Seleccidn de pacientes: Es exigible que exista diagnéstico
bidpsico de la hepatopatia crdnica terminal del paciente
propuesto previamente al TxH. En algunos hospitales se prac-
tica la biopsia de seleccién del paciente incluso en las
hepatitis fulminantes, obteniéndola por wvia transyugular.
Respecto a la biopsia preoperatoria del érgano donante (rea-
lizada antes de su implantacién, en el momento de su "reco-
lecta™) habitualmente no se incluye en los proteocolos de los
equipos dedicados a esta actividad debido a que la permanente
disponibilidad del patdlogo no viene compensada por la
informacién obtenida en el estudio del tejide congelado. Por
tanto, la viabilidad del higado donante depende generalmente
del juicio macroscodpico que realiza el cirujano al resecarlo.
- Diagnéstico de la disfuncién del injerto hepiatico: El sin-
drome de disfuncién del injerto hepético viene definido como

la alteracién clinica o bioquimica en la funcidn hepéatica de
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grado moderado o severo mantenida durante mas de 48 horas.
Las causas gue producen disfuncidn del higado trasplantado
son miltiples y las alteraciones clinicas que originan no
suelen ser de suficiente especificidad, por lo que se precisa
la colaboracién de la histopatologia para su diagnéstico. La
mayor, aungue no la Unica, aportacién de la biopsia es el
diagnéstico del rechazo (28, 227}, cuya evidencia morfoldgica
exige reconsiderar la intensidad del tratamiento inmunosupre-
sS0r.

- Ccontrol de calidad del programa: Los indices de superviven-
clia postrasplante y el grado de calidad de vida son los méto-
dos adecuados para valorar el grado de éxito de un programa
de trasplante hepatico. Al patélogo le corresponde tabular
las causas morfoldgicas del fallo del injerto para descubrir
desviaciones de los criterios de indicacién, oportunidad de
variaciones en el tratamiento inmunosupresor e idoneidad de
las técnicas quirirgicas. El estudio de las piezas hepaticas,
obtenidas tras autopsia o tras hepatectomia del injerto en
los retrasplantes debe ser reglado. Es recomendable un corte
seriado del hilio, donde las lesiones secundarias a complica-
ciones quirGrgicas y a rechazo croénico son mas objetiva-
bles.

Junto a las actividades anteriormente mencionadas, 1la
participacién del patdélogo en un programa de TxH tiene otra
vertiente adicional: la de intentar identificar y definir
cuales son las causas y mecanismos responsables de los dis-
tintos tipos de hepatopatias establecidas en el injerto

{241).
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Especificamente, los centros de trasplante hepatico se
estdn convirtiendo, en un sentido amplio, en centros de la
enfermedad hepatica por excelencia al agrupar los mas varia-
dos tipos de hepatopatias terminales, varias de ellas pobre-
mente definidas.

Cuandoc el paciente es sometido a TxH, la particular
situacién que se establece entre el propio organismo, el
nuevo higado, y la inmunosupresidén, conlleva el que el injer-
to pueda desarrollar hepatopatias totalmente nuevas (iIntima-
mente relacionadas con el trasplante) o producir recidiva de
la enfermedad con posibles nuevas caras (241).

La obtencién protocolizada de biopsias hepaticas sucesi-
vas y piezas de hepatectomia del injerto (obtenidas por re-
trasplante o estudio autépsico} proporciona un amplio y rico
material que permite estudiar de forma secuencial el curso
de las enfermedades en él desarrolladas. La posibilidad de
poder realizar sobre dicho material, en concomitancia con el
convencional estudio morfelégico éptico, pruebas complementa-
rias como ultraestructura, inmunohistoquimica, hibridacién
molecular y tecnica de reaccidén en cadena de la polimerasa,
ofrece la oportunidad de identificar determinadas estructuras
celulares y virales a las que la histopatclegia convencional
no tiene acceso. El ulterior anidlisis comparativo entre los
cambios morfolégicos presentes en el injerto y los datos
obtenidos con las pruebas complementarias puede ayudar a

comprender y definir algunas de las caracteristicas biolégi-

cas de las hepatopatias establecidas.
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Por consiquiente, es también misién del patélogo el
intentar, en colaboracién con los restantes servicios perte-
necientes al programa de TxH, establecer mejores definiciones
de algunas enfermedades hepaticas e identificar qué mecanis-

mos las producen (241).
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IV. SITUACICN PECULIAR: INJERTO HEPATICO-INMUNOSUPRESION-

INFECCION POR EL VHB.

Desde que Starzl y su grupo realizaron en 1970 el primer
trasplante hepatico a un paciente HBsAg seropositivo (42) y
durante los primeros tiempos en la prictica de este procedi-
miento quirdrgico como tratamiento de la hepatitis terminal
producida por el VHB, se esperaba que con la extraccidn del
higado nativo y depuracién del virus circulante por el masivo
reemplazamiento sanguineo realizado durante la cirugia la
infeccidn viral podria ser erradicada (61, 121). Sin embargo,
la clarificacién o marcada disminucidn sérica postoperatoria
de HBsAg sélo fué un hecho transitorio, siendo frecuente que
éste reapareciera o su nivel incrementara posteriormente de
nuevo (42, 176, 254) con la frecuente aparicidn posterior de

signos de replicacidén viral activa (53).

En la actualidad, el conocimiento de la existencia de
numerosos reservorios extrahepdticos del virus tales como
células sangulneas mononucleadas, bazo, pancreas, gdnadas,
tiroides, suprarrenales y rifiones (23, 48, 172, 258) ha indu-
cido a considerar que la persistente sintesis extrahepéitica
de particulas virales representa la principal causa del
establecimiento de la infeccidn recurrente en el injerto (60,
69, 121, 152, 186, 207, 208, 260). El1l conocimiento de este
hecho, sumado a gue un nuimero relativamente pequefio de parti-
culas viricas es ya suficiente para infectar el higado puede

explicar la gran dificultad que existe en erradicar el virus
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del organismo y la elevada incidencia de infeccién recurrente

en el injerto (121).

En la mayoria de series publicadas de pacientes HBsAg
seropositivos sometidos a trasplante hepatico (17, 46, 53,
54, 72, 90, 98, 123, 142, 160, 161, 169, 230, 238) el riesgo
de recidiva de la infeccidn viral ha sido de al menos un 50%,
con un porcentaje medio de recurrencias cifrado en el 80%.

A pesar de este alto riesgo de recidiva, ésta no siempre
se establece, existiendo un porcentaje de pacientes que des-
pués de la cirugia consiguen clarificar de forma mantenida
todos los marcadores de infeccidn activa del VHB (53, 170,
176) .

En un intento de poder predecir, antes del trasplante,
el riesgo de recurrencia de la infeccidn viral, varios auto-
res han estudiado si existe relacién entre su desarrollo y
las siguientes caracteristicas virolégico-morfolégicas pre-
trasplante:

- Replicacidn viral: La existencia de signos de replicacién
activa del VHB pre-TxH se ha descrito (11, 54, 152, 169, 207,
208, 238) que representa un importante factor de riesgo de
recidiva de la infeccidn viral.

- Tipo de hepatopatia terminal: La relacidén entre el tipo de
hepatopatia terminal indicativa del trasplante hepatico
(hepatitis fulminante, cirrosis) y el desarrollo o no de
reinfeccién es un tema algo controvertido. La controversia
radica en si los pacientes trasplantados por hepatitis fulmi-

nante representan un grupo de menor riesgo con respecto al
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de los cirrdticos. Mientras varios estudios demuestran este
hecho (11, 109, 166, 176, 207, 208) existen otros que, por
el contrario, refieren un similar porcentaje de recidivas
entre las formas agudas y crdnicas de infeccidén (121, 169,

238) .

El elevado porcentaje de casos recurrentes ha conducido
a intentar prevenir la infeccidn viral del injerto hepatico
utilizando las siguientes medidas terapéuticas:
- Alfa interferon: La experiencia gue existe con este tipo
de tratamiento antiviral en pacientes HBsAg seropositivos
sometidos a TxH es relativamente escasa. Ellc se debe a que
su aplicacidén se ha visto muy limitada por los problemas que
puede ocasiocnar cuando se administra a) en el periocdo preope-
ratorioc, por ser frecuentemente mal tolerado en pacientes con
severa hepatopatia (121, 137) y b} después del trasplante
hepatico, debido al referido riesgo de incremento de la inci-
dencia y severidad del rechazo (115, 116) por el aumento que
el alfa-interferon produce en la expresién de antigenos del
sistema HLA en las células hepaticas (134, 171). Los escasos
trabajos publicados (98, 157, 178, 238, 248) coinciden, sin
embargo, en gue su uso pre- y/o postoperatorio no ha resulta-
do eficaz en la prevencién de la reinfeccidn viral. Respecto
a su utilidad como medida terapéutica de la recurrencia ya
establecida, los pocos estudios realizados (98, 157, 253)
refieren asimismo la frecuente ausencia de respuesta al
tratamiento, incapaz de prevenir o reducir el nivel de repli-

cacién del VHB (98, 157) y de suprimir la actividad de 1la
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hepatitis (253). Esta falta de respuesta al alfa-interferon
postrasplante hepatico se ha atribuilde al efecto de la
inmunosupresiéon (98, 238).

- Inmunoprofilaxis activa: La activa inmunizacién del pacien-
te mediante pauta de vacunacién del VHB tampoco ha consegui-
do, segin los estudios publicados (30, 54, 90, 123, 196, 211,
238) evitar la reinfeccidén viral, siendo escasa o nula la
respuesta inmunoldégica y sintesis de anticuerpos anti-HBs,
hecho que también se ha atribuido al estado de inmunosupre-
sién (30).

~ Inmunoprofilaxis pasiva: La administracidén prolongada de
inmunoglobulina especifica hiperinmune anti-HBs a dosis sufi-
cientes para mantener sus niveles séricos por encima de 100
UI/L ha sido, hasta el momento, el tratamiento gque ha obteni-
do mejores resultados en la prevencidn de la reinfeccidn por
el VHB. En la mayoria de los trabajos realizados (40, 70,
124, 152, 157, 187, 207, 208) se ha conseguido, con su apli-
cacidén, reducir el porcentaje de recurrencias por debajo del
50%. El1 mecanismo por el cual la inmunizacién pasiva prolon-
gada del paciente puede evitar la infeccién del injerto
hepatico, aungue es poco conocido, se ha atribuido (207, 208)
a la posible capacidad de la inmunoglobulina de bloguear la
sintesis de particulas virales extrahepaticas. A pesar de los
alentadores resultados obtenidos, su eficacia estd siendo
actualmente cuestionada (11, 121, 198) debido al referido
retraso que frecuentemente produce en el establecimiento de
la reinfeccidn viral (29, 124, 152, 207, 208) hecho gue puede

acontecer incluso a los dos afios de sequimiento (152, 207,
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208). En base a ello, se questiona (121) si es posible que,
mas gque evitar de forma definitiva la recidiva, su efecto sea
solamente postergarla.

cuando la pasiva inmunizacién del paciente no se ha
efectuado de forma prolongada, limit&dndose a un determinado
periodo de tiempo postoperatorio, ésta no ha conseguido
prevenir la infeccién del injerto en los estudios realizados

(53, S4, 98, 123, 147, 161, 207, 230, 238).

En relacidn al curso evolutivo que ha seguido la infec-
cién recurrente por el VHB, los estudios publicados refieren:
a) una casi constante evolucidén a la cronicidad {17, 40, 46,
53, 54, 72, 98, 124, 131, 142, 147, 152, 161, 169, 207, 208,
238), b) la frecuente aparicidén de marcadores seroldgicos de
replicacién viral activa acompafiando a la seropositividad
para HBsAg (46, 53, 54, 72, 98, 131, 142, 161, 169, 207, 208,
238), y ¢) la instauracién de hepatitis recurrente en el
injerto en un elevado porcentaje de casos, cifrado entre un
65 y 100% seglin las series (16, 46, 53, 54, 98, 142, 152,
161, 169, 207, 208, 238).

Estas tres caracteristicas representan, hoy por hoy, el
aspecto mas conocido del curso evolutivo que muestra la rein-
feccidn viral postrasplante hepatico. Los restantes aspectos
virolégicos y morfoldgicos de la enfermedad recurrente estén,

por el contrario, poco definidos.
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El implante de un higado sano en forma de injerto en un
paciente previamente infectado por el VHB crea una situacién
peculiar en la que el drgano diana del VHB es expuesto direc-
tamente al viridén sin previa puerta de entrada externa for-
tuita en un paciente ya inmunodeprimido. La tolerancia
inmunolégica yatrogénicamente provocada y la exposicién
directa de hepatocitos sanos al VHB origina una situacién
peculiar que tedricamente podria ser clinica, evolutiva y
morfolégicamente distinta a la historia natural ya conocida

de la enfermedad provocada por este virus.
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Determinar la incidencia de infeccidén del injertc por
el VHB y su relacidén con a) el estado infectivo viral
pretrasplante hepatico, b) el tipo de hepatopatia
terminal indicativa del trasplante, y c¢) las medidas

terapéuticas preventivas utilizadas.

Describir el curso viroldégico y los cambios morfolégi-

cos de la infeccidn recurrente por el VHB.

Correlacionar los cambios histopatolégicos con 1la

expresidén y extensidén tisular de los antigenos virales.

Establecer la incidencia de hepatitis B recurrente en
el injerto hepatico y detallar sus tipos anatomoclini-

COos.

En los pacientes HBsAg y anti-HD seropositivos, definir
la relacidén e interaccidn secuencial entre la recurren-

cia de la infeccidén por el VHB y VHD postrasplante

hepatico.

Confrontar las caracteristicas viroldégico-patoldgicas
descritas en la infeccidén por el VHB y por el VHD gel
paciente no trasplantado con las objetivadas en el

curso postrasplante.
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I. PACIENTES.

Este trabajo incluye 26 pacientes sometidos a TxH por
hepatopatia terminal, todos ellos portadores del VHB (HBsAg
positivo en suero) en el momento del trasplante. Todos los
casos cumplen los siguientes criterios de inclusién: 1) Haber
sobrevivido durante un periodo superior a 60 dias post-TxH,
2) Ser receptor de un injerto hepatico sin patologia previa
y, 3) Poseer seguimiento histolégico (de un especimen hepati-
co como minimo, excluyendo la biopsia del tiempo "0") post-
TxH.

Diecinueve de estos pacientes proceden del Hospital "12
de Octubre" de Madrid, cuyo programa de TxH se inicidé el 16
de Abril de 1986. Desde esta fecha hasta el 15 de Diciembre
de 1990 (abarcando un periodo de 5 afios y 8 meses), el Servi-
cio de Cirugia Digestiveo II (Jefe de Servicio Prof.Dr. E.
Moreno Gonzdlez) ha realizado 169 TxH a 143 pacientes. Vein-
tiuno de estos enfermos (14,6%) mostraban, en el momento del
trasplante, positividad seroldgica para HBsAg, si bien dos
de ellos no han sido incluidos en este estudio (por carecer
de seguimiento histolégico en un caso y por sobrevivir menos
de 60 dias post-TxH en el otro).

Los 7 casos restantes proceden del Servicio de Cirugia
Digestivo (Jefe de Servicio Prof.Dr. C. Pera) del Hospital
"Reina Sofia" de Cérdoba. En este Centro, el programa de TxH
se inicié el 15 de Julio de 1989 y, desde esta fecha hasta
el 15 de Diciembre de 1990 (abarcando un periocdo de 1 afio y

6 meses) se han realizado 35 TxH a 34 pacientes, 8 de los
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cuales (23.5%) fueron seroldgicamente positivos para el HBsAg
en el momento del TxH. El caso no incluido en este trabajo
correspondia a un receptor que recibidé un higado donante
portador de una hepatopatia crdénica no filiada. E1 Servicio
de Medicina del Aparato Digestivo (Dr. M. de la Mata) nos ha
facilitado los datos bioquimicos y serolégicos de los 7
pacientes, y el Servicio de Anatomia Patolégica (Dra. T.
Marchal) nos ha suministrade material tisular representativo
de los 7 higados nativos y de todos los especimenes post-TxH
de cada uno de los casos.

El estudio del sequimiento clinico, serclégico e histo-
patoldégico de los pacientes vivos se ha detenido el 15 de
Junio de 1991. El seguimiento de los pacientes ha sido supe-
rior a 5 meses en todos los casos, excepto en dos pacientes
en que fué menor de 5 meses.

Al realizar este trabajo se ha valorado en cada pacien-
te, ademas de los datos de filiacién (edad y sexo, detalladcs

en la tabla 1), las siguientes caracteristicas:

I.A. INDICACION DEL TRASPLANTE.

La seleccidén del receptor se efectud, tras el estudio
de cada caso en particular, en sesidén conjunta por las
comisiones de TxH de los respectivos centros hospitalarios.
Todos los miembros firmaron su acuerdo con la indicacién del
TxH como la tdnica o mejor terapetGtica posible. La seleccién
del donante se realizé seglin las caracteristicas del protoco-

lo existente en ambos centros.
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El tipo de hepatopatia terminal (detallada en tabla 1)
gque determiné la indicacién del TxH fué:
. Hepatitis fulminante B en 7 pacientes.
. Cirrosis posthepatitis B en 15 pacientes.

. Cirrosis posthepatitis B-Delta en 4 pacientes.

I.B. TECNICA QUIRURGICA.

Los 26 receptores fueron sometidos a homotrasplante
ortotdpico total de higado y la reconstruccidén biliar se
efectud mediante coledoco-coledocostomia termino-terminal o
mediante hepato-yeyunostomia (148-151}.

En seis pacientes, el estudio de su seguimiento pos-—
trasplante finalizé6 coincidiendo con la realizacidn de un
retransplante hepatico (ReTxH). La ausencia de un seguimiento
post-ReTxH se debid, en tres de ellos, a que habian sobrevi-
vido menos de 60 dias al ReTxH y, en los tres restantes, a
que éste se habla efectuado escasos dias antes del cese de

esta recogida de datos y de material de seguimiento.

I.C. PROTOCCLO DE INMUNOSUPRESION.
El tratamiento inmunosupresor se ha protocolizado como

se describe a continuacién.
- Protocolo inicial de inmunosupresidén basal, que incluyd la
administracién simultéanea de :

. Ciclosporina A, hasta alcanzar niveles de 300-~500 ngrs/
ml, administrada inicialmente por via endovenosa y posterior-
mente por via oral cada 12 horas, controlandose su dosifica-

cidén mediante determinaciones diarias de sus niveles plasma-
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ticos por R.I.A. o, alternativamente, Globulina antitimociti-
ca (ATG) a dosis de 8-10 mgrs/kgf/dia durante 8 dias. La
eleccién de uno de los dos farmacos dependidé del estado de
la funcién renal y del numero de plaguetas o de leucocitos
circulantes.

. Metilprednisolona, a dosis de 10 mgrs/kg/dia por via
endovenosa, continuando durante los dos primeros dias posto-
peratorios con dosis de 2 mgrs/kg/dia, disminuyendo poste-
riormente la dosis de forma progresiva hasta 0,2 mgrs/kg/dia
por via oral.

. Azatioprina, a dosis de 2 mgrs/kg/dia tanto en la admi-
nistracién endovenosa (inicial) como en la oral.

- Protocolo de inmunosupresién en los episodios de rechazo,
constituido por la administracidén de un médximo de tres bolos
de metilprednisolona por via endovenosa a una dosis de 10
mgrs/Kg/dia. Si el rechazo no respondia a los corticoides,
se procedia a la administracidén de ATG a dosis de 8 mgrs/Kg/
dia durante 10-15 dias. En caso de que el rechazo fuera
también resistente al tratamiento con ATG, o bien se susti-
tuia la terapia anterior por la administracidn de OKT3 a
dosis de 5 mgrs/Kg/dia durante 10 dias o bien se recurria al

ReTxH.

- Protocolo de inmunosupresién basal permanente, aplicada a
los pacientes una vez dados de alta del hospital, de forma
permanente y sin haberse suprimido ante ninguna circunstan-
cia. El1 tratamiento en este periodo consistidé en la triple
terapia con Ciclosporina A, Metilprednisolona y Azatioprina

a dosis basales estandar.
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I.D. BIOQUIMICA HEPATICA

Del estudio analitico periddico efectuado para el con-
trol del paciente (gue incluia hemograma completo, analitica
basica sanguinea, estudios de coagulacidon y bioquimica hepa-
tica), en el presente estudio se han valorado exclusivamente
los siguientes pardmetros del perfil bioguimico hepéatico:
Alanina Aminotransferasa (ALT), Fosfatasa Alcalina (FA) y
Bilirrubina total.

El control de los mismos se efectud : a) intraoperato-
riamente, b) durante la estancia hospitalaria, al principio
2 veces al dia y posteriormente cada 2-3 dias, y ¢) una vez
dados de alta del hospital, a una frecuencia de 2 veces/
semana durante las 3 primeras semanas y, posteriormente, de
1 vez/semana hasta la normalizacién de la funcién hepatica.
A partir de entonces los periodos de control se fueron
prolongando hasta llegar a controles trimestrales.

El perfil bioquimico hepatico se efectud mediante un
autoanalizador biogquimico modelo HITACHI 704, utilizando

reactivos Boehringer Mannheim.

I.E. INMUNOPRCFILAXIS
Los 26 pacientes que constituyen este trabajo han queda-
do distribuidos en tres grupos distintos en relacidén con la
aplicacién o no de inmunizacidén contra el VHB y con el tipo
de preofilaxis utilizada (datos detallados en tabla 1).
- Grupo de pacientes tratados con INMUNCPROFILAXIS PASIVA
de forma prolongada a lo largo de todoc el seguimiento pos-

trasplante (sin administracién de inmunoprofilaxis activa):
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Este tipo de praofilaxis se efectud en 7 pacientes. La dosis
de Ig anti-HBs (Laboratorios Abbott, North Chicago, IL, USA)
fué de 5.000 UI y se aplicd segln la siguiente pauta de
administracidén: a) durante el periodo intraoperatorio, dos
dosis endovenosas consecutivas (la primera en la fase anhepa-
tica y la segunda al finalizar la intervencién), b) a lo
largo de los dos primeros meses post-TxH, una dosis intramus-
cular diaria durante la primera semana Yy, posteriormente,
dosis intramusculares a los 1492, 212, 282, 452 y 60¢ dias,
y ¢) a partir del tercer mes y de forma permanente, una dosis
intramuscular mensual, con objeto de mantener niveles séricos
de Ig anti-HBs superiores a 100 UI/L.

- Grupoc de pacientes tratados con INMUNOPROFILAXIS ACTIVA
(sin administracién de inmunoprofilaxis pasiva prolongada):
La aplicacidén de la vacuna contra el VHB se realizd en 16
pacientes. Debido a modificaciones en el protocolo de vacuna-
cién a lo largo del periodo de programa de TxH, su pauta no
fué homogénea. La inmunizacidén se efectudé mediante wvacuna
recombinante (Laboratorios Smith Kline & French, Madrid). Los
16 pacientes recibieron la vacuna a lo largo del primer afio
postransplante, aplicada en un maximo de tres dosis intramus-
culares de 20 o 40 pugrs y a intervalos irregulares. En S
pacientes se administré ademds inmunizacidén activa durante
el periodo preoperatorio (un maximo de dos dosis intramuscu-
lares de 20 ugrs) y en otros 3 durante la fase anhepatica del
periodo intraoperatorio (una dosis de 20 ugrs).

Si bien ninguno de estos pacientes recibié inmunoprofi-

laxis pasiva de forma prolongada a lo largo del seguimiento
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post-TxH, en 3 casos (n2l, 12 y 16) se administré inmunoglo-
bulina especifica pero su aplicacidén gquedd limitada al perio-
do intraoperatorio (2 pacientes, que recibieron 40.000 UI en
este periodo} o al del postoperatorio inmediato (1 paciente,
que recibid 10.000 UI durante la fase anhepatica y 15.000 UI
a lo largo de las dos primeras semanas postransplante).

- Grupo de pacientes en los que no se realizd NINGUN TIPO
DE INMUNOPROFILAXIS: En los restantes 3 pacientes no se
empled ningdn tipo de inmunoprofilaxis antiviral (activa o

pasiva) .

I.F. TRATAMIENTO ANTIVIRAIL.

Se realizd tratamiento antiviral en los pacientes con
marcadores seroldgicos de replicacién activa del VHB y/o VHD
(HBeAg y/o DNA del VHB y/o RNA del VHD positivos en suero},
aplicandose en el periodo pretransplante con el propdsito de
inhibir la replicacidén viral para evitar la reinfeccién del
injerto o en el periodo postransplante como tratamiento de
la recidiva de la infeccidn. Se utilizé:

- Alfa-interferdén: El1 tratamiento con alfa-interferdn se
efectué durante el periodo a) pre-TxH, a todos los pacientes
con infeccidén crénica por el VHB (cirrosis posthepatitis B
o cirrosis posthepatitis B-Delta) y marcadores seroldégicos
de replicacidén viral activa (datos detallados en tabla 1) y
b) post-TxH, a 2 de entre los pacientes reinfectados por VHB
Yy VHD con marcadores seroldgicos de replicacidn viral
positivos en suero (casos n2l y 2). El producto utilizado fué

alfa Interferdn 2a (Roféron-A, F.Hoffmann-La Roche, Basilea,
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suiza) o alfa Interferén 2b (Intrdén A, Schering Corporation,
Kenilworth, NJ, USA), segin la disponibilidad del medicamen-
to. Se administraron dosis de 3x10° UI o de 18x10° UI (la
dosis fué variable segin cada caso) 3 veces/semana, desde el
inicio de la deteccidén de la replicacién viral hasta su total
negativizacion.

- Foscarnet: E]l tratamiento con Foscarnet (Foscabil, Astra,
Suecia) se efectud solamente en el periode post-TxH en 1
paciente (caso n94) con signos de replicacién viral activa
del VHB a lo largo del seguimiento. La pauta administrada
consistid en tres ciclos de 21 dias (separados por intervalos
de 1 mes) con dosis endovenosas de 200 mgrs/Kg/dia y bajo

control periédico del metabolismo del calcio.



TABLA 1. DATOS CLINICOPATOLOGICOS Y MARCADORES DEL VHB, VHD, Y VHC
PRETRASPLANTE HEPATICO.

Caao Sexo Edad HT Serologia del VHB, VHD y VHC. tnmunohistoquimica inmunopr
{(afios) Estado HBa ADN-VHB Anti=HD ARN=-VHD Anti=VHC HEBsAg HBCcAg HOAg
nuc/cit
a1 v 27 ci anti-HBe - + - nr + -/- - activa
At 2 v 28 (o] antl-HBe - + - nr -+ -/- -+ activa
r 3 M 30 cl anti-HBe - * - ne » -f- * activa
n* 4 v 24 (o] anti-HBa it * - - i+ -/- *+ activa
n* s v 49 Ci anti-HBe - - nr - + —/- - activa
n* s M 21 HF HBeAg - - ne ar - -/- - ningune
n*7 v 36 (o] anti-HBe - - nr nr + +/- - activa
n* 8 v 43 cl anti-HBa - - nr nr + -/- - activa
n* ¢ Y 50 Cl anti=HBs - - nr nr - -/- - activs
n* 10 v 48 cl anti-HBe - - ne nr *+ -/- - activa
n* 11 M 158 HF HBeAg - - ar nr - /- - ninguna
n* 12 '} 48 Cli anti-HBe ar - nr nr *+ refee - activa
n* 13 v 26 HF HBseAg nr - nr - - -/- - activa
n* 14 v 38 cl anti-HBe - - ne ne + -/- - activa
n* 15 \Y 58 Cl anti-HBe nr - nr - + +/++ - activa
n* 18 v 32 Cl anti-HBe —-w - nr - ++ /e - active
ne 17 v 61 c) anti-HBe - - nr - AAA RS L VE LD active
n* 18 v 80 Ct anti-HBe - - nr - *+ /= - activa
n* 19 v 38 ci anti-HBe - - nr - *+ -] - - pasiva
n* 20 v 28 HF anti=-HBa - - nr - ++ +/= - pasiva
n* 21 M 32 HF anti-HBa - - nr - - -/- - pasiva
n* 22 M 26 HF anti=HBe - - nr - - o - pasive
n* 23 v 27 c anti=HBe - - nr * - o - pasiva
n* 24 v 31 Cl anti~HBe - - ar - ++ -/~ - pasiva
n* 28 v Fy HF anti-HBe - - ne - - -/= - pasiva
ne 28 M 14 cl anti-HB& - - ne ne - -/- - ninguns

HT~hapetopatia termingl; Cl=cirrosis; HF~hepatitia fulminante; nreno realizado;inmunopre=inmunoaprofilaxis; *~postratamiento con
Glfa interferon; Gradiente de hepatocitos positivose + ocaslonal; ++, lava; *++ moderado; ++++ alavado.

8% - SOAOLIW A TVIHILVI ‘STINAIDVA
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II. MATERIAL

IT.A. MATERIAL SERQLOGICO.

El protocolo viroldgico ha incluido determinaciones de
marcadores virales efectuadas en los periodos a) pre-TxH,
habiéndose realizado un minimo de dos controles (el primero
antes de la seleccidn del paciente como candidato a TxH, y
el Gltimo en el preoperatorio inmediato), y b) post-TxH,
efectudndose los controles cada 1-3 meses. Los marcadores

virales explorados han correspondido a:

II.A.1. SEROLOGIA DEL VHB

. Antigenos y anticuerpos: El perfil vireoldégico ha incluido
la determinacidén en suero de HBsAg, Anti-HBs, HBeAg, Anti-
HBe, Anti-HBc y Anti-HBc IgM. El estudio de estos marcadores
se ha efectuado en todos los pacientes.

. ADN viral: La determinacidén del ADN del VHB en suero se
ha realizado en 23 pacientes durante el periodo pre-TxH
{(detallados en tabla 1) y en 24 a lo largo del seguimiento
postrasplante (los Onicos dos pacientes en los gque no se

determiné fueron los casos n22 y n212).

IT.A.2. SEROLOGIA DEL VHD.

. Anticuerpos: Se ha determinado Anti-HD en todos los
pacientes.

- ARN Viral: El estudio del ARN del VHD en suero solamente
se ha realizado a los 4 pacientes trasplantados por cirrosis

posthepatitis B-Delta, no habiéndose efectuado a los 22 res-
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tantes por ser anti-HD seronegativos. La determinacidén del
ARN viral se ha practicado, en todos ellos, tanto en el
periodo pre-TxH como a lo largo del seguimiento postrasplan-

te.

II.A.3. SEROLOGIA DEL VHC.

El anticuerpo especifico del VHC (Anti-VHC} ha podido
estudiarse en 22 pacientes. En 14 de ellos se ha efectuado
la pauta de control establecida (determinaciones en los
periodos pre-TxH y post-TxH) debido a que todos ellos fueron
trasplantados cuando se dispuso de las recientes técnicas de
estudio del Anti-VHC (Julio de 1989) entre los marcadores
serolégicos de virus hepatotropos. Los controles, en los 8
restantes pacientes, se limitaron exclusivamente al periodo
post-TxH (abarcando todo el tiempo de seguimiento o bien la
Gltima etapa del mismo). La positividad del anti-VHC ha sido
el Gnico marcador viral utilizado para determinar la infec-

cién por el VHC (120).

IT.B. MATERIAL TISULAR.

El material tisular de este estudio lo constituyen todos
los especimenes obtenidos de cada acto quirGrgico de TxH
(higados nativos y piezas de ReTxH) y todos los especimenes
obtenidos para el estudio histoldgico de seguimiento postras-
plante (biopsias hepaticas e higados de autopsia).

Las biopsias hepaticas post-TxH se han realizado de

forma protocolizada, obteniéndose:
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- en el "tiempo 0", con el propdésito de valorar el grado de
lesién histoldégica sufrida durante la fase de isquemia fria
asi como de evidenciar la existencia de previas hepatopatias
no conocidas en el higado donante.

- En el periodo entre el octavo y decimoquinto dia del tras-
plante, practicadas fundamentalmente como control del estado
inmunoldgico del injerto y del grado de respuesta al trata-
miento inmunosupresor.

- En todos los episodios de disfuncién del injerto en los que
se sospechaba rechazo o cualquiera de las otras complicacio-
nes post-TxH, para diagnosticar o sugerir la patologia hepa-
tica responsable del mismo.

- Anuales, como control eveclutivo del injerto.

La obtencidén de la biopsia del "tiempo 0" se ha efectua-
do durante el acto quirGrgico, despues de la revasculariza-
cidn del injerto, mediante cufia hepatica y/o aguja de Menghi-
ni. El resto de las biopsias post-TxH se han realizado de

forma percutanea con aguja de Menghini.

La totalidad del material hepatico de este trabajo esta
constituido por 161 especimenes hepaticos, distribuidos en:
a) 26 higados nativos resecados procedentes de los 26 pacien-
tes trasplantados, b) 11 piezas de hepatectomia de injertos
hepaticos procedentes de los 6 pacientes retrasplantados y
de 5 pacientes fallecidos a los que se les practicd autopsia
y ¢) 124 biopsias post-TxH, distribuidas en 20 cilindros vy

6 cuhas hepéaticas de "tiempo 0" y en 98 biopsias percuténeas
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de seguimiento.

Por lo tanto, el nimero total de especimenes obtenidos
para el estudio de los 26 injertos realizados (excluyendo las
biopsias de "tiempo 0") es de 109. La tabla 2 muestra el
nimero de muestras por paciente y el tiempo postrasplante en

gue éstas fueron tomadas.

TABLA 2 . DISTRIBUCION CRONCLOGICA DE LOS ESPECIMENES

N2 de N2 de Dias postrasplante
especimenes pacientes Intervaioc (mediatDS)
i 2 363-400 (382119)
2 6 7-551 (212+190)
3 5 7-768 (174+208)
4 4 5-827 (177+242)
6 3 6-584 (136%145)
7 3 7-539 (186+183)
8 2 8-729 (330%250)
9 1 8-834

El muestreo de los tejidos hepaticos se ha efectuado :
a) incluyendo todo el tejido remitido, si eran biopsias
hepaticas, y b) realizando 4 cortes representativos de 1 x
1 x 0,1 cms (dos en el 1ldédbulo hepatico derecho y dos en el
izquierdo), si los tejidos a estudio eran piezas de hepatec~
tomia, efectuandose ademds seriacidn completa del hilio en
el caso de gque se tratara de un injerto hepatico resecado.
Todos los especimenes fueron fijados en formol tamponado al
10% durante 12 o 24 horas segin el grosor de la pieza e

incluidos posteriormente en parafina por el procesamiento

habitual.
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En cada una de las muestras se efectuaron un minimo de
16 cortes histoldégicos de 4-5 micras de grosor (excepto en
las procedentes del hilio hepatico en las que se limitdé a 7),
destindndose 7 de ellos para realizar el ESTUDIO HISTOPATOLO-
GICO y las 9 restantes para la determinacidédn tisular de

HBsAg, HBcAg y HDAg mediante ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.
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III. METODOS.

ITIT.A. ESTUDIO SERQOLOGICO.

IIT.A.1. ANTIGENOS Y/O ANTICUERPOS DEL VHB, VHD Y VHC.

La deteccidn, en suero o plasma, de los respectivos
antigenos y/o anticuerpos especificos del VHB, VHD y VHC se
ha efectuado mediante método de enzimoinmunocandlisis (EIA)
con anticuerpos monoclonales, habiéndose utilizado reactivos
de Laboratorios Abbott (Chicago, IL, USA) para la determina-
cidén de Anti-HBs, HBeAqg y Anti-HBe, reactivos de los labora-
torios Sorin Biomedica (Saluggia, VC, Italia) para la deter-
minacién de HBsAg, anti-HBc IgG, anti-HBc IgM y anti-HD, y
reactivos de los laboratorios Ortho Diagnostics (Raritan, NJ,

USA) para la determinacién del anti-VHC.

El tipo de método enzimdtico empleado respectivamente
para cada uno de los marcadores ha sido:

a) directo no competitivo, para la determinacién de HBsAg y
HBeAg.

b} indirecto competitivo, para Anti-HBs, Anti-HBe, Anti-HBc,
Anti-HD y Anti-VHC.

c) indirecto de captura para Anti-HBc IgM.

En el estudio del anti-VHC, los resultados positivos
fueron confirmados por un nuevo ensayo con inmuncblot utili-
zando antigeno recombinante (4-RIBA}, habiéndose empleado un

total de 4 antigenos (5-1-1, c100-3, c¢33¢, c©22-3, SOD).
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ITI.A.2. ADN DEIL VHB Y ARN DEL VHD.

La deteccién del ADN del VHB en suero se efectud median-
te técnica de hibridacién molecular de test simplificado tipo
"Dot~-blot hybridization" (13), utilizando una sonda de ADN
especifico (obtenida del plasmido pBH 20-HBV) marcada radiac-
tivamente con P¥ (P¥»PNAVER nor el método nick-translation. El
revelado posterior se realizd por autorradiografia, a -70¢C
y durante un periodo minimo de 24 horas.

La determinacién en suero del ARN del VHD se efectud
mediante técnica de hibridacidén molecular tipo "Slot-blot
hybridization" (222). La sonda de ARN especifico se obtuvo
del plasmido recombinante pGBD3 y ésta estaba marcada por la
actividad de la ARN polimerasa T7 (Promega, Biotec, Madison,
WI). El1 revelado posterior se efectud mediante autorradiogra-
fia, a -709C y durante un periodo de 4-7 dias.

Ambas técnicas se efectuaron con controles de calidad
positivo y negativo. La interpretacién de los resultados fué:
positivo=impresidén de la placa; negativo=no impresidén de 1la

placa.

ITII.B. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

ITI.B.1. TECNICAS REALIZADAS.

Los 7 cortes de cada especimen destinados al diagnéstico
histopatolégico se tifieron respectivamente con hematoxilina-
eosina, tricrémico de Masson, tincidén de Wilder para fibras
de reticulina, dcido peridédico de Schiff (PAS) previa diges-

tidén con diastasa y azul de prusia de Perls.
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ITI.B.2. INTERPRETACION DIAGNOSTICA EN HIGADOS NATIVOS.

El estudio histopatolégico de la hepatopatia terminal
del higado nativo (Necrosis hepatica submasiva o masiva
_Hepatitis Fulminante_ o Cirrosis), determinante de la indi-
cacidén al TxH, se efectud en base a los signos morfoldgicos

clasicos, especificados mas adelante.

IIT.B.3. INTERPRETACION DIAGNOSTICA EN INJERTOS HEPATICOS.
Los criterios morfolégicos utilizados en el diagnéstico
anatomopatolégico (DAP) de las distintas causas de disfuncidn
del injerto hepatico en cada muestra histolégica estudiada
fueron (36):
. Rechazo agudo o celular: Infiltrado portal mixto (frecuen-
temente con eosindéfilos) acompafiade de lesidn ductal y/o
endotelitis (52) graduado segln la metodologlila de Snover y
col. (224, 249}).

. Rechazo crénico o vascular: Endarteriopatia fibrooblitera-

tiva con © sin macréfagos espumosos, lesiones de ductos
(Guctopenia del 50% y cambios epiteliales), colestasis y
atrofia centrolobulillar (83, 175, 249, 250).

. Patologia por alteracidon de la perfusidén sanquinea: Objeti-

vacién de Areas infarticas focales, de necrosis isquémica
centrolobulillar (zonal) o de estasis venoso (21, 213).

. Patologia biliar: signos parenquimatosos morfoldgicos
caracteristicos de obstruccién biliar extrahepatica y/o
colangitis (55, 127, 175).

. Colestasis funciocnal, inespecifica o inexplicada: pigmento

biliar lobulillar con o sin cambio hidrépico hepatocitario
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centrolobulillar, sin infiltrado inflamatorio asociado (182,
251).

. Virasis oportunistas: presencia de inclusiones nucleares
y/o citoplasmaticas (diagndésticas) o de acimulos inflamato-
rios mixtos focales o diseminados sin preferencia por una
zona lobulillar determinada "sugestivos" de virasis oportu-
nista (203).

. Recurrencia de la infeccidn por virus hepatotropos: Se ha

definido reinfeccidén por el VHB a la presencia, ademas del
HBsAg sérico, de algin antigeno del VHB (HBsAg y/o HBcAg) en
el injerto hepatico y/o a la existencia de signos de replica-
cidén viral en el curso postrasplante (53, 162). Se ha consi-
derado gque existia replicacidén del VHB cuando HBeAg y/o DNA
séricos y/o HBcAg tisular eran positives (18, 86, 102). Se
ha definido recurrencia de la infeccién por el VHD cuando el
ARN sérico y/o el HDAg tisular hepatico eran positivos en
algin momento del curso postrasplante (162). Los tipos de

expresidn morfoldédgica hepatica de la infeccién viral en cada

especimen estudiado han sido: a) Estado de portador sin
hepatitis: demostracién de algGn antigeno del VHB o del VHD
en el injerto hepatico sin que existiera lesidén necroinflama-
toria o fibrosante atribuible a la infeccidn viral (168); b)
Hepatitis lobulillar: lesién preferente del lobulillo (trabé-
culas irregqulares, frecuentes cuerpos aciddéfilos e inflama-
cién leobulillar), sin o con necrosis confluente submasiva o
masiva (Necrosis hepdtica submasiva o masiva) (108); c)
Hepatitis crénica: lesidn portal con infiltrado inflamatorio

de linfocitos y células plasmaticas acompafiada de escasa
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(Hepatitis crénica persistente) o relevante (Hepatitis créni-
ca activa) necrosis erosiva (107). Se denomindé Hepatitis
Subaguda cuando se afiadia necrosis confluente evolucionando
a la fibrosis (20). Se denomindé Hepatitis colestasica
fibrosante (46) cuando existia fibrosis perisinusoidal con
pérdida de hepatocitos, trabéculas irregulares de epitelio
ductal y abundante pigmento biliar; d) Cirrosis: nédulos
regenerativos de hepatocitos hiperplasicos rodeados por
septos fibrosos. En los casos en que el especimen a estudio
correspondia a una pieza de hepatectomia se ha especificado
el tipo morfoldégico desarrollado (macroncdular, macromicrono-
dular o micronodular (6). Estos DAPs se han aplicado a cada
especimen independientemente de que el injerto haya evolucio-
nado de uno a otro.

. Cambicos minimos o ausencia de lesiones.

. Reacciones a farmacos y téxices: Presencia de los inespeci-
ficos cambios morfoldgicos que se han descrito asociados a
hepatotoxicidad por ciclosporina A (colestasis) (111) o por

Azatioprina (hemorragia centrolobulillar y micropelicsis)

(143).
. Cuadros plurietioldgicos: Presencia de uno o mds de los

patrones histolégicos anteriores (182).

JIT.C. ESTUDIO INMUNOHISTQOUIMICO.

La determinacién tisular de HBsAg, HBcAg y HDAg se efec-
tud en todos los especimenes, utilizdndose (de los 9 cortes

histoldégicos/muestra gque se destinaron para este fin), 2
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cortes para la deteccidén de cada uno de los tres antigenos
y los tres cortes restantes para sus respectivos controles

negativos.

III.C.1. TECNICAS REALIZADAS.

El estudio inmunohistoquimico de los tres antigenos se
ha efectuado mediante técnica de inmunoperoxidasa.

El método empleado para la deteccidédn de HBsAg y HBCAg
ha sido el de Avidina-Biotina peroxidasa complex (ABC) de Hsu
(99) . Los anticuerpos especificos primarios utilizados fueron
de tipo policlonal, empleandose ac. prediluido de cabra como
Anti-HBs (Biogenex, San Ramén, CA, USA), y ac. prediluido de
conejo como Anti-HBc (Diagnostics Products Corporation, Los
Angeles, CA, USA).

Para la determinacién de HDAg se utilizdé un método de
inmunoperoxidasa indirecto (209) utilizando como ac. especi-
fico primario IgG humana purificada del suero de un paciente
con elevado titulo de Anti-HD (gentilmente cedido por el Dr.
Bruguera, Unidad de Hepatologia del Hospital Clinico de

Barcelona).

. Procesamiento previo del material.

Todos los portaobjetos destinados a sujetar material
para estudio inmunochistoguimico fueron pretratados con un
bafio de 5 minutos de gelatina cromica para facilitar 1la
adherencia tisular a los mismos. Tras el montaje de las
secciones, para incrementar la adherencia se dejaron secar

en una estufa durante toda la noche a 372C o bien durante 2
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horas a 559C si se iba a realizar la inmunotincién el mismo
dia.

Antes de iniciar la reaccidén de inmunoperoxidasa para
cada uno de 1los tres antigenos, los cortes histolégicos
fueron sometidos a un proceso de desparafinizacidén mediante
un bafho de 30 minutos de Xileno puro, seguido de posterior
rehidratacién con alcocholes etilicos consecutives de 100¢,
962 y 702 y de ulterior inhibicién de la peroxidasa endége-
na mediante un bafioc de 10 minutos de H202 al 0.3% en metanol
absoluto. Posteriormente se efectuaron lavados consecutivos
con buffer fosfato salinc (PBS: 0.01M a ph 7.4), sin permitir

ya que las secciones se secaran durante el resto del proceso.

Para la deteccién de HDAg se realizé a continuacidén
proteclisis enzimdtica del tejido mediante un bafio de 5 minu-
tos con solucidén de proteasa VII (Sigma, St.Louis, MO, USA)
al 0.5% en PBS, seguido de otros 10 minutos de lavados conse-
cutivos con PBS, no efectudndose dicho tratamiento enzimatico

en la determinacidén de los otros dos antigenos.

. Deteccidn de HBsAg

Los especimenes se preincubaron durante 20 minutos con
suero normal de conejo (Vector, Burlingame, CA, USA} diluido
a 1/100 en PBS. Inmediatamente después, tras decantamiento
de los portaobjetos, se procedid a la incubacién con el ac.
especifico primario Anti-HBs prediluido de cabra, adminis-
trando 100 microl sobre cada especimen durante un periodo de

tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente. Finalizada esta
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fase y tras 10 minutos de lavados consecutivos con PBS, se
procedid a incubar el material durante 30 minutos con el ac.
secundario biotinado, constituido por una solucidn de ac.
purificado de conejo anti IgG de cabra (Vector, Burlingame,
CA, USA) diluido 1/200 en una solucidén de suero normal de
conejo al 1% en PBS. Posteriormente, tras 10-15 minutos de
lavados con PBS, para la reaccién histoquimica final de 1la
peroxidasa los tejidos fueron incubados 30 minutos con solu-
cidn Avidina-Biotina-Peroxidasa-Complex (Vector, Burlingame,
CA, USA), estando diluidos a 1/100 en PBS cada uno de sus dos
componentes (A: Avidina; B:Biotina conjugada con peroxidasa)
y habiendose preparado la solucidn 30 minutos antes de reali-
zar la incubacién. La deteccidn de dicha reaccidn se efectud,
previo nuevo lavado con PBS, con el sustrato cromdgeno de
Diaminobenzidina (solucién de 10 mgrs. de diaminobenzidina
en 20 ml de TrisClH 0.05 M a ph 7.6, al que se anaden 0.2 ml
de H202 al 1%).

Una vez finalizada la reaccidén, el material se lavd
abundantemente con agua y se contratifid 1-2 minutos con Hema-
toxilina, siendo a continuacién sometido inmediatamente a un
proceso de deshidratacidn con alcoholes crecientes (702, 9638,

1002/ Xilol) vy ulterior montaje.

. Deteccién de HBcAg

La preincubacién se efectud con sueroc normal de cabra
(Vector, Burlingame, CA, USA) diluido a 1/100 en PBS durante
20 minutos. Tras decantacidn y eliminacién del exceso de

liquido, se procedid a la incubacién con el ac. especifico
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anti-HBc prediluido de conejo aplicandose una cantidad de 100
microL sobre cada especimen, durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La incubacidén de los tejidos con el ac. secundario
biotinado (previo lavado con PBS) se realizdé mediante una
solucién purificada de ac. de cabra anti IgG de conejo (Vec-
tor, Burlingame, CA, USA) diluido 1/200 en solucidn de suero
normal de cabra al 1%. Los pasos siguientes corresponden a
los mismos que los descritos ya anteriormente para la reac-
cién de deteccidn de HBsAg (aplicacidén del complejo Avidina-~
Biotina-peroxidasa-complex, deteccidn de la reaccidn con el
sustrato cromégenc diaminobenzidina, contratincién con hema-

toxilina, deshidratacidén y montaje).

. Deteccidén de HDAg

Tras el proceso de proteolisis enzimatica y posterior
lavado en PBS, se efectud preincubacién del material mediante
un bafho de 30 minutos con suero fetal de ternera diluido a
1/5 en PBS, a temperatura ambiente. Posteriormente, previa
eliminacién del exceso de liquido, los especimenes fueron
incubados con el ac. especifico primario anti-HD mediante la
aplicacién de 100/200 microL/especimen de IgG humana purifi-
cada diluida a 1/5000 en PBS. Finalizada la incubacidén con
el ac. primario y tras nuevos lavados con PBS, se procedid
a la aplicacién del ac. secundario (de conejo) anti IgG
humana conjugado con peroxidasa (Laboratorios Dako, Glostrup,
Dinamarca) diluido a 1/100 en una solucién de suero fetal de
ternera al 10% en PBS. Los sidquientes pasos son los mismos

que los utilizados en la deteccidn de los otros dos antigenos
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( aplicacién de diaminobenzidina, contratincién, deshidrata-

cidén y montaje).

- Control de calidad.

La técnica de inmunoperoxidasa para la determinacién
tisular de cualquiera de los tres antigenos se ha efectuado
siempre con controles biolégicos positivo y negativo, es
decir, con un corte histolégico de un caso en el que existia
seguridad absoluta de presencia tisular del antigeno a estu-
dio (control biolégico positivo) y de otro caso con certeza
absoluta de ausencia del mismo (control biocldégico negativo).
El sentido de efectuar la reaccién con ambos controles ha
sido en base a confirmar la funcionalidad y especificidad de
los anticuerpos especificos empleados y/o la correccidén de
la técnica realizada.

Ademds de los controles bioldégicos generales (positivo
y negative), la reaccién de inmunoperoxidasa para cada uno
de los tres antigenos se ha realizado con los respectivos
controles negativos de calidad particulares de cada especimen
hepatico a estudio. Estos controles negativos para cada uno
de los casos problema se han efectuado sustituyendo la apli-
cacidén del ac. especifico por PBS. El sentido de realizar un
control negativo para cada caso concreto se ha hecho en base
a descartar la existencia de posibles uniones inespecificas
entre los distintos componentes tisulares y los anticuerpos

"no especificos" utilizados.
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IITI.C.2. VALORACION E INTERPRETACION DIAGNOSTICA.
- Porcentual:

En base al niimero de hepatocitos con inmunotincién posi-
tiva para HBsAg, HBcAg o HDAg, se han establecido distintos
grados porcentuales de afectacidn:

ausente, cuando no hay ningdn hepatocito tefiido.
ocasional, cuando el nimero de hepatocitos positivos es
inferior al 5%.

leve, cuando el nimero de hepatocitos positivos oscila
entre un 5% - 30%.

. moderado, cuando el namero de hepatocitos positivos
oscila entre un 30% -70%.

elevado, cuando el nimero de hepatocitos positivos es

superior al 70%.

- De distribucién intrahepatocitaria:

. De HBsAg: La valoracién de los patrones de tincién celular
del HBsAg ha sido realizada segln la establecida por Hsu y
col. (102), con algunas modificaciones. En base al tipo de
distribucién intracitoplasmatica y a su grado de intensidad,
los tipos de patrones valorados han sido cuatro:

Homogeneo intenso, cuando la tincidn abarcaba la totali-
dad del citoplasma de forma difusa e intensa.

. Homogeneo debil, cuando abarcaba la totalidad del cito-

plasma de forma difusa pero débil.

Focal, cuando abarcaba sdlo parte del citoplasma del
hepatocito, existiendo zonas del mismo respetadas (estan
incluidos en este tipo los cléasicos patrones de tincién

globular, moteada y marginal).
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Membranoso, cuando la tincién estaba limitada a la mem-
brana celular.
. De HBcAg y HDAg: La localizacién intracelular de ambos
antigenos se valord como a) nhuclear (tincién a nivel del
nicleo) y/o b) citoplasmidtica (tincidén a nivel del citoplasma

del hepatocito).

ITITI.D. ESTUDIO ESTADISTICO.

Todos los resultados se han presentado con media * des-
viacién estandar (m*zds). Para valorar la dependencia de las
variables cualitativas se ha utilizado la prueba exacta de
Fisher. El analisis actuarial del periodo de tiempo entre
infeccién del injerto por el VHB y desarrollo de hepatitis

ha sido calculado utilizando el método de Kaplan-Meier.



RESULTADOS
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El andlisis de los milltiples datos obtenidos ha produci-
do la estructuracidn Jjerdrgica de los resultados en dos
grandes grupos:

I. Estado clinicopatoldgico en el momento del TxH.

IT. Evolucidén postrasplante hepéatico.

A.- Resultados generales: seguimiento se-
cuencial global (clinico, virolégico y
morfolégico) de los pacientes.

B.- Distribucién de los especimenes segln
diagndsticos anatomopatoldégicos: sequi-
miento secuencial de los tejidos hepati-
cos ordenados seglin progresiva altera-

cidén morfolégica.

En cada grupo, los resultados obtenidos se han reportado
con el conveniente encabezamiento:
- Datos morfoldgicos
- Datos serolbégicos

- Datos inmunohistoquimicos
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I. ESTADO CLINICOPATOLOGICO EN EL MOMENTO DEL TXH.

Los 26 pacientes trasplantados corresponden a 20 varcnes
y 6 mujeres, con una edad (media * desviacidn estandar) de
35+12 afios (intervalo: 14-60 ahos).

Los principales marcadores serologicos y tisulares de
infeccidén del VHB, VHD y VHC pre-TxH estdn detallados en la

tabla 1.

I.A. ESTUDIQ HISTOPATOLOGICO DE I0OS HIGADOS NATIVOS.

El estudio histopatoldgico de los higados nativos proce-
dentes de los 7 pacientes trasplantados por hepatitis fulmi-
nante mostraba un cuadro morfoldgico de necrosis hepatica
masiva en 6 casos y de necrosis hepdtica submasiva en el
otro. E1 DAP de los restantes 19 casos fué de cirrosis post-
necroética, de tipo macronodular en 11 casos y de tipo macro-

micronodular en los 8 restantes.

I1.B. ESTADO VIROLOGICO DEL VHB.

- Estudio seroldgico: En el momento del TxH, todos los
pacientes eran HBsAg y anti-HBc seropositivos. El1 anti~HBc
IgM fué positivo en los 7 pacientes trasplantados por
hepatitis fulminante, y negativo en los restantes 19 casos
trasplantados por cirrosis. Los marcadores seroldgicos de
replicacién del VHB fueron negativos en 23 pacientes (todos
mostraban positividad para anti-HBe y el DNA sérico fué nega-
tivo en los 21 casos testados). Estdan incluidos en este grupo

los 4 pacientes (casos n%4, n29, n9l6 y n2l7) gque fueron
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tratados con alfa-interferon en el periodo pretrasplante.
Todos ellos eran HBeAqg y DNA seropositivos antes de iniciar
el tratamiento y los cuatro desarrollaron, tras la terapia
antiviral, seroconversién a anti-HBe y aclaramiento del DNA
viral. En el momento del TxH, solamente 3 pacientes (tras-
plantados por hepatitis fulminante) mostraban signos serolé-
gicos de replicacidén, siendo el HBeAg el Gnico marcador
positivo.

-Estudio inmunohistoquimico: El estudio inmunohistoqui-
mico mostrd presencia de algGn antigeno del VHB en 18 higados
nativos (69,2%), correspondientes a 16 casos cCOn cirrosis y
2 con necrosis hepidtica (submasiva y masiva respectivamente).
E1l HBsAg estaba presente en todos ellos excepto en el que
mostraba un cuadro morfolégico de necrosis hepdatica masiva.
El porcentaje de hepatocitos positivos fué variable, predomi-
nando un gradiente de afectacidén ocasional o leve (15 casos)
sobre unc moderado o elevado (2 casos). En todos los casos
se observaron dos o mas patrones de tincién asociados,
existiendo generalmente predominio de un patrén sobre otro.
Los tipos de inmunotincién dominantes fueron el citoplasma-
tico difuso débil y el focal (especialmente en sus formas
marginal y globular [figura 1]), adoptando ambos patrones
frecuente disposiciédn en grupos. No se observd, en ningin
caso, expresidn de tipo membranoso. El HBcAg se detectd en
8 de los higados nativos inmunopositivos para algin antigeno,
pertenecientes a los 2 casos con cuadro morfoldgico de
necrosis hepatica (submasiva y masiva) y a 6 de los higados

con cirrosis. Excepto un caso que mostrd un elevado gradiente
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de inmunotincién hepatocitaria, el resto presentaban un
porcentaje ocasional o leve de hepatocitos positivos. La
expresidén antigénica fué de constante localizacidn nuclear
y en el 50% de ellos existia ademas un componente cito-
plasmatico asociado.

-Estudio global: El estudio global (seroldgico e inmu-
nohistoguimico) de los marcadores de infeccidén viral ha
demostrado gque 10 pacientes (38,5%) fueron trasplantados en
estado replicativo del VHB. Pertenecian a este grupo 6 de los
15 casos trasplantados por cirrosis posthepatitis B y 4 de
los 7 trasplantados por hepatitis fulminante. En los 6 pa-
cientes con cirrosis posthepatitis B el HBcAg tisular fué el
Gnico marcador positivo de replicacién viral. La existencia
de replicacién pre-TxH en los 4 pacientes con hepatitis ful-
minante vino determinada por HBeAg sérico positiveo aislado
(2 casos), HBcAg tisular aislado (1 caso)} o por la presencia
de ambos marcadores (1 caso). Los restantes 16 pacientes
fueron sometidos a TxH sin signos de actividad replicativa
del VHB, perteneciendo a este grupo los 4 casos trasplantados
por cirrosis posthepatitis B-Delta (datos representados en

el grafico 1).

I.C. ESTADO VIROLOGICO DEI. VHD,

-BEstudio serolégico: Los 4 pacientes trasplantados por
cirrosis posthepatitis B-Delta eran anti-HD positivos en el
momento del trasplante y el ARN sérico era negativo en todos

ellos. El anti-HD era negativo en todos los casos restantes.
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-Estudio inmunohistoquimico: E1 HDAg se detectdé en 3 de
los 4 higados nativos procedentes de los pacientes anti-HD
positivos. Todos ellos mostraron un gradiente ocasional o
leve de hepatocitos HDAg-positivos y el patrén de tincién fué
exclusivamente nuclear en los 3 casos. Ninglin paciente anti-

HD negativo mostrd HDAg tisular.

I.D. ESTADO VIROLOGICO DEI, VHC.
En el momento del TxH, el anti-VHC fué positivo exclusi-
vamente en un paciente cirrdético (caso n223), siendo éste

negativo en los restantes 13 casos testados.

GRAFICO 1 REPLICACION DEL VHB PRETRASPLANTE HEPATICO EN LOS
28 PACIENTES,

\ N
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Cl=Cirrosis posthepalitis B; HF:Hepatilis lulminante
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II. EVOLUCION POST-TxH: A. RESULTADOS GENERALES.

El HBsAg sérico permanecié positivo postrasplante en 13
(50%) de los 26 pacientes trasplantados y el estudio inmu-
nohistoquimico demostrd en todos ellos la infeccidn recurren-
te en el injerto. Los restantes 13 pacientes negativizaron
todos los marcadores de infeccidén viral activa en el curso
postrasplante y en ningGn caso se demostrd infeccidn del
injerto por el VHB.

El tiempo medio de segquimiento postrasplante ha sido de
5324296 dias (68~1215), y tanto en el grupo de pacientes
reinfectados por el VHB como en el de los no reinfectados
ha superado el afic de seguimiento, habiendo sido incluso mas
prolongado en los pacientes sin recurrencia de la infeccidn
viral (620+257 dias) que en los que desarrollaron la infec-

cidn del injerto (4431306 dias).

De las asociaciones establecidas entre recurrencia de
la infeccién por el VHB y 19) indicacién del trasplante, 22)
replicacidén viral pre-TxH y 392) tipo de inmunoprofilaxis
utilizada, se han obtenido los siguientes resultados:
-Asociacién entre indicacién del TxXH y recurrencia de la
infeccidén viral: La infeccidn del injerto por el VHB no se
ha asociado de forma significativa con un tipo determinado
de hepatopatia terminal indicativa del TxH. Se observd
recurrencia de la infeccién en 3 de los 7 pacientes trasplan-
tados por hepatitis fulminante asi como en 10 de los 19

trasplantados por cirrosis (p=0,5). (Datos expresados en
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grafico 2).

-Asociacién entre replicacién del VHB pre-TxH y recurrencia
de la infeccidn viral: Se ha demostrado que existe una aso-
ciacién estadisticamente significativa entre la presencia de
replicacién del VHB pre-TxH y la recurrencia de la infeccidn
viral. La infeccién del injerto ocurrié en 8 de los 10 pa-
cientes con algln marcador de replicacidén viral positivo pre-~
TxH v s6lo en 5 de los 16 que fueron trasplantadcs con los
marcadores de replicacidén negativos (p=0,02) (datos expresa-
dos en el grafico 3). En relacidn al estudio individual de
los marcadores de replicacién viral activa utilizados, el
HBcAg ha sido el mds sensible para detectar la presencia de
un estado replicativo del VHB pre-TxH (estaba presente en 8
de los 10 cascs replicantes mientras solo 3 pacientes
mostraron HBeAg sérico positivo y ninguno seropositividad
para el ADN viral). Los 6 pacientes trasplantados por
cirrosis posthepatitis B tenian HBcAg tisular como Unico
marcador positivo de replicacidédn viral antes del TxH y todos
ellos infectaron el injerto.

-Asociacidn entre tipo de inmunoprofilaxis utilizada y recu-
rrencia de la infeccidn viral: La recurrencia de la infeccidn
por el VHB fué significativamente (p=0,03) menos frecuente
en los pacientes tratados con inmunoprofilaxis pasiva
prolongada (reinfectdé 1 de 7) que en los que no recibieron
este tratamiento, estando incluidos en este Gltimo grupo
tanto los pacientes tratados con inmunoprofilaxis activa como
los dque no recibieron ningtn tipo de tratamiento (reinfec-

taron 12 de 19) (datos expresados en grafico 4).
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GRAFICO 2 ASOCIACION ENTRE INDICACION DEL TxH ¥ RECURRBENCIA
DE LA INFECCION VIRAL
12
p:=0,5

104
; '
a 87
c
I
3 )
n
t
€ 4

-

{l 7

Hepatilis fulminante Cirosis
B reinfectados 22 No reinfectados
GRAFICO 3. ASOCIACION ENTRE REPLICACION DEL VHEB PRE-TxH Y
RECURRENCIA DE LA INFECCION VIRAL
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GRAFICO 4. ASQCIACION ENTRE TIPO DE INMUNQOPROFILAXIS Y
RECURRENCIA DE LA INFECCION VIRAL
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L.os 4 pacientes anti~HD positivos pre-TxH desarrollaron
recurrencia de la infeccidn por el VHD. Ningiin paciente anti-
HD negativo pretrasplante mostré infeccidn del injerto por
el VHD.

En el curso postrasplante se demostrd infeccidn por el
VHC en 10 (45,5%) de los 22 pacientes de esta serie en los
que el anti-HC pudo ser determinado. Uno de ellos (caso n223)
correspondia al paciente que era ya anti-VHC positivo antes
del trasplante, el cual permanecidé seropositivo para este
marcador a lo largo de todo el seguimiento. En los otros 9
casos el anti-VHC fué negativo durante un periodo del segui-
miento, detectandose la seroconversidn a anti-VHC en la etapa
mas tardia del mismo (a los 607%330 dias). Los restantes 11
pacientes fueron anti-VHC negativos durante todo el curso

postrasplante.
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A.1. PACIENTES CON RECURRENCIA DE LA INFECCION POR EL VHB.

El diagnéstico de la recurrencia de la infeccidn por el
VHB vino determinada: a) en los 13 casos (100%), por la
demostracidén inmunchistoquimica de la infeccién en el injer-
to, vy b) en 11 pacientes (84,6%) por presentar ademads signos
de replicacidén viral activa post-TxH.

En este grupo de pacientes con infeccidén recurrente por
el VHB estan incluidos: a) tres de los 4 pacientes anti-HD
positivos reinfectados también por el VHD, y b} cuatro de los
10 pacientes gque mostraron infeccidén por el VHC en el curso
postrasplante.

Los marcadores de infeccidn del VHB, VHD y VHC post-TxH
asi como los DAPs al final del seguimiento vienen detallados

en la tabla 3.

A.l1.a. EVOLUCION MORFOLOGICA DE LOS INJERTOS HEPATICOS

El desarrollo de hepatopatia en el injerto se observd
en 10 (76,9%) de los 13 pacientes reinfectados, con un tiempo
de seguimiento histolégico (media * desviacidn estandar) de
3891252 dias (intervalo: 179-8272 dia). El1 primer DAP de
hepatitis se realizé a los 200*+169 dias post-TxH (intervalo:
402-671¢ dia). Este primer DAP fué de hepatitis 1lobulillar
en 5 injertos y de hepatitis crénica (portal) en los otros
5. E1l seguimiento de los 5 injertos con hepatitis lobulillar
mostrd: en un caso, la resolucién espontdnea del primer
cuadro de hepatitis; en otro, el desarrocllo de una necrosis

hepatica masiva; y en los 3 restantes el establecimiento de
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una hepatitis crénica. Los 8 injertos con hepatitis crénica
expresaron distintos tipos de lesidén morfolégica hepatica.
En 6 de ellos el cuadro histolégico fué el de una hepatitis
crénica activa, en otro el de una hepatitis subaguda (con
puentes de necrosis) y en el restante el de una hepatitis
colestasica fibrosante. El seguimiento biépsico posterior de
estas hepatitis crénicas documentd una progresidén hacia 1la
cirrosis en 3 casos y la completa resolucidn de la previa
lesidén hepatitica en otro.

Los 3 injertos infectados por el VHB gque no desarrolla-
ron hepatitis en el curso postrasplante permanecieron en
estado de portador no agresivo durante todo el periodo de
seguimiento.

Asi pues, el estudio histopatoldgico de los 13 injertos
al final del seguimiento documenté 8 (61,5%) hepatopatias
(una necrosis hepatica masiva, 4 hepatitis crdénicas y 3
cirrosis) y 5 injertos portadores del VHB sin hepatitis (2
de ellos con previa hepatitis morfolégicamente resuelta).

El estudio estadistico de andlisis actuarial ha demos-
trado que la probabilidad de que un injerto infectado por el
VHB desarrolle hepatopatia durante los 12 primeros meses

postrasplante es del 75%.

A.1.b. EVOLUCION VIROQLOGICA DE LA REINFECCION POR EL VHB
El estudio seroldgico e inmunohistoquimico realizado a

lo largo de todo el periodo de seguimiento ha permitido

conocer la evolucidén de los marcadores de infeccidén del VHB

en los 13 pacientes reinfectados.



TABLA 3. PACIENTES CONIINFECCION RECURRENTE POR EL VHB: DAPs FINALES Y

MARCADORES VIRALES POST-TxH.

Serologia VHB Inmunchistoquimica

Caao HBaAg ADN ARN-VYHD Anti-VHC HBsAg HBcAg HDAg DAPs
ne 19 - + + ne + + + Portador VHB-VHD/Rechazo cronico
nt 28 - + + nr * * * Portador VHB=-VHD/Rechazo crénlico
ne 4% - - - * * * + Clrrosis
nt s - - nr nr + + - Portador VHB/Isquemia
nt7 + + nr nr + * - Clrrosis
nt a - - ar * + - - Heapatitis créonica activa
nt 11 + * ar * + + - Cirroais
nt 12 - ne nr nr - + = Portador YVHB/Coleatasls funcional
n* 16 + * nr - * * - Portador VHB/Cambios minimos
n* 18 + + nr - + * - Hapatitis colestdsica fibrosante
n® 17 - + nr + + * - Hepatitis crénica activa
n' 18 - +* nr - + + - Hepatitla subagudea
n* 28 - - nr - + - - Nacrosls hepédtica masiva

Totale: 4 8 12 11

HBasag sérico posaltivo en loa 13 paclentes.
avantl-HD positive pre y poat«TxH; beretrasplante an este momanto: Vevive; Evexltus.

Seguimiento
{dias)

2630
890
tagb
sa b
619
167
750
20
584
198
2885
216
270
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- Estudio serologico.

En este grupo de pacientes el tiempo de seguimiento
serolégico (media * desviacién standar) fué de 443%306 dias
(intervalo:68-1157) .

El curso evolutivo postrasplante de los distintos marca-
dores serolégicos de infeccién por el VHB ha sido el siguien-
te:

. HBsAg: Los 13 pacientes desarrollaron positividad para el
HBsAg sérico. La seropositividad se detectd ya desde el
primer mes post-TxH en todos los casos excepto en un paciente
(caso n225) que la mostrd tardiamente, el dia 2602 postras-
plante. Una vez detectado, el HBsAg permanecid positivo hasta
el final del seguimiento en todos los casos salvo en el n?24
(tratado con Foscarnet) que lo clarificé al 2002 dia del TxH,
permaneciendo desde entonces HBsAg seronegativo.

. Anti-HBs: Los 13 pacientes mostraron negatividad para el
anti-HBs post-TxH. La seronegatividad se detectd también
desde el primer mes post-TxH en todos ellos excepto en el
mismo paciente que positivizé tardiamente el HBsAg sérico
(caso ne25) que coincidiendo con ello negativizdé el marcador
de inmunidad. El anti-HBs se mantuvo negativo desde su detec-
cidén hasta el final del seguimiento en todos los casos.

. Anti-HBc: Este marcador fué permanentemente positivo post-
TxH en los 13 pacientes.

» Anti-HBc IgM: Desde el inicio al final del seguimiento el
anti-HBc IgM se mantuvo negativo en los 10 pacientes que ya
eran anti-HBc IgM negativos en el momento del trasplante

(casos trasplantados por cirrosis) y positivo en 2 de los 3
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pacientes que eran positivos pre-TxH para este marcador
(casos trasplantados por hepatitis fulminante). El otro
paciente trasplantado por hepatitis fulminante y anti-HBc IgM
positivo pre-TxH (caso n225) fué el UGnico que positivizé el
marcador post-TxH coincidiendo con el establecimiento de la
infeccién del injerto por el VHB y reaparicién sérica de
HBsAg.

. Marcadores serologicos de replicacién viral activa (HBeAg
y DNA-VHB séricos): En todos los pacientes se demostréd,
después del TxH, al menos un periodo de negatividad serolégi-
ca para ambos marcadores de replicacién viral. Durante este
periodo, solamente el paciente de menor seguimiento seroldgi-
co (68 dias) fué también negativo para el anti-HBe, siendo
todos los demas anti-HBe positivos. A los 15713108 dias del
trasplante hepatico, 8 pacientes mostraron signos seroldgicos
de replicacidén viral activa, determinada en los 8 por seropo-
sitividad del DNA viral y en 4 de ellos por mostrar ademas
el HBeAg sérico positivo (en los otros 4 se mantuvo el estado
anti-HBe). Una vez detectados, tanto uno como otro perma-
necieron positivos a lo largo del restante curso postrasplan-
te en todos los casos con evolucidn espontanea de la reinfec-
cidén viral (ausencia de tratamiento antiviral).

La evolucién de los marcadores seroldgicos de replica-
cién del VHB en 1los pacientes sometidos a tratamiento
antiviral durante el curso postrasplante viene detallada més

adelante.
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- Estudio inmunohistoquimico.

Los 13 injertos infectados expresaron uno o ambos anti-
genos del VHB. Se detectd HBsAg y HBcAg en 10 casos, HBsAg
aislado en 2 casos y HBcAg aislado en uno. La infeccién del
injerto (deteccién inicial de HBsAg y/o HBcAg) se ochservd a
los 179+199 dias del sequimiento postrasplante (intervalo:
172-827¢9 dia).

El curso evolutivo de los antigenos virales en los 13
injertos infectados ha sido el siguiente:

. HBcAg: El HBcAg estaba presente en 11 injertos. Este fué
el antigeno del VHB que aparecié més precozmente, habiendo
sido detectado ya durante el primer mes postrasplante. Su
demostracidn en el injerto siempre precedid o coincidid con
la del HBsAg y en ningin caso se detectd posteriormente a
éste. Respecto a su propio curso evolutivo, el porcentaje de
hepatocitos HBcAg-positivos varié en funcién de la etapa del
seguimientec. En las biopsias mas tempranas (realizadas duran-
te los 3 primeros meses post-TxH) el HBcAg fué siempre esca-
so, siendo el porcentaje de nicleos hepatocitarios inmunote-
hidos inferior al 5%. El estudio inmunohistogquimico posterior
en los injertos con evolucidn espontdnea de la reinfeccidn
viral mostrd un progresivo incremento del ntmero de nicleos
positivos, incremento que no dependié de la presencia o
ausencia de hepatopatia en el injerto. El1 porcentaje de
hepatocitos HBcAg-positivos que expresaron todos ellos al
final del seguimiento fué superior al 65%, siendo el gradien-
te de inmunotincién moderado (inferior al 70%) o, mas fre-

cuentemente, elevado (superior al 70%) (figura 2).
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. HBsAg: El1 HBsAg se detectd en 12 injertos. Excepto uno que
mostrd expresién tisular temprana (dia 68 post-TxH), en los
restantes injertos la primera deteccidén del antigeno se
observd pasados ya los 3 primeros meses del trasplante hepa-
tico. El curso evolutivo que se describe a continuacidn ha
sido comin a todos los casos. En el momento de la deteccidn
inicial de HBsAg el porcentaje de hepatocitos positivos fué
variable. Asimismo, en esta primera demostracidn antigénica,
el patrén basico de tincidn era de tipo citoplasmatico homo-
géneo débil. En las biopsias posteriores de los pacientes con
evolucidén espontanea de la reinfeccidn viral se observd un
progresivo incremento del namero de hepatocitos positivos,
incremento que adoptd un patrdén de tincidén distinto en fun-
cidén del desarrollc o no de hepatopatia en el injerto. Al
final del seguimiento el gradiente de inmunotincién abarcd
al menos el 65% de los hepatocitos en todos los casos excepto
en el que desarrolld una necrosis hepatica masiva. En éste,
la hepatopatia terminal (establecida pocos dias después de
la deteccién tisular inicial de HBsAg) cursd con pérdida de
dicha expresidn antigénica.

La evolucidn del HBsAg y del HBcAg en los injertos de
los pacientes que fueron sometidos a tratamiento antiviral

en el curso postrasplante viene detallada mas adelante.

- Estudio global.
El estudio global (seroldgico e inmunohistoquimico) de

los marcadores de infeccidén del VHB ha demostrado que:
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12) La deteccidén del HBsAg sérico precedid a la infec-
cién del injerto en todos los casos excepto en el gue positi-
vizé tardiamente el HBsAg sérico (caso n223) el cual mostrd
simultaneamente la positividad antigénica en suero y en
tejido.

22) Once pacientes (84,6%) desarrollaron signos de
replicacidén viral activa en el curso postrasplante. El HBCAg
tisular fué positivo en todos ellos y 8 casos expresaron
ademas signos seroldgicos de replicacién viral. En ausencia
de tratamiento antiviral, el ADN sérico fué positivo siempre
y solamente cuando existia en el injerto hepatico un gradien-
te de positividad para HBcAg nuclear superior al 5% de los

hepatocitos.

A.l.c. LA REINFECCION POR EL VHD EN PACIENTES CON INFECCION
RECURRENTE POR EL VHB.

Tres de los 4 pacientes trasplantados por cirrosis post-
hepatitis B-Delta (casos n2l, n22 y n24) desarrollaron, en
el curso postrasplante, recurrencia de la infeccién por ambos
virus hepatotropos (VHB y VHD). La secuencia evolutiva con
respecto a la doble reinfeccién viral ha sido la misma en los

tres casos y ha presentado dos periodos infectivos:

. Primer periodo: Reinfeccidén aislada por el VHD

En esta etapa inicial de al menos 3 meses de duracién
los tres pacientes desarrollaron exclusivamente reinfeccién
por el VHD, no evidencidndose en ningln momentc signos de

infeccién recurrente por el VHB. En todos los casos este
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hecho vino demostrado por: a) permanente negatividad de los
marcadores serolégicos de actividad replicativa del VHB, b)
ausencia de expresién tisular de HBsAg y HBcAg y c¢) presencia
constante de HDAg en el injerto. El otro comin denominador
durante todo este periocdo infectivo fué la ausencia de hepa-
titis en el injerto.

Respecto a la evolucidn de los marcadores de infeccidn
del VHD, el HDAg se demostrd muy precozmente en los tres
injertos (a los 177 dias post-TxH) y en esta primera detec-
cién antigénica tisular el porcentaje de hepatocitos HDAg
positivos fué siempre ocasional (inferior al 5%) y de locali-
zacién exclusivamente nuclear (figura 3). En biopsias poste-
riores de este periodo, dicho porcentaje no se modificdé (2
casos) o sbdlo se incrementdé levemente (1 caso, cuyo indice
final de tincidén hepatocitaria fué inferior al 30%). Durante
toda esta etapa no se detectd ARN sérico del VHD en los dos
pacientes que mantuvieron un gradiente ocasional de HDAg
tisular. En el otro caso se detectd seropositividad para el
ARN viral coincidiendo con el incremento de HDAg en el injer-
to. Se demostrd, por tanto, una mayor sensibilidad del método
inmunchistogquimico frente al método de hibridacidn molecular

del ARN viral sérico para detectar replicacidén del VHD.

. S8equndo periodo: Infeccidén recurrente por el VHB

Después de la etapa inicial de reinfeccidn aislada por
el VHD los 3 pacientes entraron en el segundo periodo infec-
tivo: el de la reinfeccién por el VHB. Dicha sobreinfeccién

viral se detect® a los 125+10 dias post-TxH y en los 3 casos
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vino expresada por la aparicién de HBcAg tisular (en este
momento sélo 2 de ellos mostraron HBsAg en el tejido hepati-
co). La expresién inmunohistoquimica de los antigenos del VHB
en esta primera demostracién fué la comin a todos los casos
de recurrencia de la infeccidn por el VHB en su etapa ini-
cial.

En este segundo periodo infectivo y coincidiendo con la
aparicidén de HBcAg en el tejido hepatico se observaron los
2 siguientes cambios: a) un marcado incremento en la expre-
£ién tisular de HDAg en los 3 injertos (de localizacidn
nuclear con ocasional positividad citoplasméatica)}, alcanzando
los tres un porcentaje de hepatocitos HDAg-positivos superior
al 70%, y b) la presencia de signos histoldégicos de hepatitis
en 2 de ellos (casos ne2 y 4, cuya lesién morfoldgica fué una
hepatitis aguda 1lobulillar y una hepatitis crénica activa
respectivamente) (figura 4).

Los marcadores tisulares de replicacidén activa del VHB
y VHD (HBcAg y HDAg) se acompafiaron de los respectivos signos
seroldégicos de replicacidn viral en 2 pacientes (nel y 2).
Ambos casos mostraron el ADN-VHB y ARN-VHD positivos en
suero.

Una vez establecida la doble infeccién en el injerto los
3 pacientes fueron sometidos a tratamiento antiviral, siendo
ellos los dnicos de esta serie que lo recibieron en el curso
postrasplante. Se administré alfa-interferén a los 2 casos
seropositivos para el ADN-VHB y ARN-VHD, y foscarnet al pa-
ciente con ambos marcadores seroldgicos de replicacién nega-

tivos.
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La evolucién virolégica y morfoldégica gue mostraron con

el tratamiento fué:

- Pacientes tratados con alfa-interferdén (n2l y 2): Los dos
pacientes: a) negativizaron el ADN y ARN séricos antes de
finalizar el periodo de seguimiento, permaneciendo desde
entonces seronegativos para los dos marcadores; b) mantuvie-
ron positivos los antigenos virales en tejido pero, a dife-
rencia de los pacientes con una evolucidén espontanea, no
mostraron el progresivo incremento antigénico tisular; por
el contrario, el gradiente inicial se mantuvo estable
respecto a los antigenos del VHB y disminuyd hasta un grado
de tincién ocasional en el HDAg; c) el estado histeldgico
final de sus injertos fué un rechazo crdnico, tanto en el que
nunca mostrd signos de hepatitis (n¢l) como en el gue habia
desarrollado una hepatitis aguda lobulillar pretratamiento,
cuadro gque después de progresar a hepatitis crénica activa

se acabd finalmente resolviendo (n22).

- Paciente tratado con foscarnet (n24): Este paciente: a)
permanecid seronegativo para el ADN del VHB y el ARN del VHD
hasta el final del seguimiento y el dia 200 post-TxH clarifi-
cO ademas el HBsAg sérico, marcador que mantuvo desde enton-
ces negativo; b) negativizdé los 3 antigenos virales en tejido
el 4552 dia de seguimiento y los mantuvo negativos el restan-
te curso postrasplante; c) el cuadro de hepatitis crdnica
activa que desarrolld antes de iniciar el tratamiento evolu-

ciond a la cirrosis.
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A.l1.d. LA INFECCION POR EL VHC EN PACIENTES CON INFECCION
RECURRENTE POR EL VHB.

Cuatro de los pacientes que mostraron infeccién por el
VHC post-TxH al final del seguimiento eran casos con infec-
cién recurrente por el VHB (aislada en 3 pacientes y asociada
a reinfeccién por el VHD en uno). En todos ellos el estudio
histolégico documenté desarrollo de hepatopatia en el injerto
(hepatitis crdénica en dos casos y cirrosis en los otros dos).

Se demostrd un periodo postrasplante en el que los 4
pacientes fueron anti-VHC negativos. La positividad para el
anti~HC se detectd pasados un minimo de 9 meses de seguimien-
to, cuando todos ellos habian expresado ya la reinfeccidn por

el VHB y la hepatopatia en el injerto.

A.2. PACIENTES SIN RECURRENCTIA DE LA TINFECCION POR EIL VHB.

Los 13 pacientes que no desarrollaron infeccidén recu-
rrente por el VHB fueron seguidos serolégicamente durante
(mediatdesviacidn estandar) 6204257 dias post-TxH (intervalo:
1552-12152 dia), e histoldgicamente durante 454%f174 dias
(intervalo: 1552-834¢2 dia).

Los marcadores de infeccién del VHB, VHD y VHC post-TxH

Y los DAPs finales de estos pacientes vienen detallados en

la tabla 4.

El estudio histoldgico de los 13 injertos no infectados
por el VHB documentd desarrollo de hepatitis en 4 pacientes

con infeccién por el VHC. El primer DAP de hepatitis se
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realizé a los 321%210 dias post-TxH (intervalo: 1052-6249
dia), y fué de hepatitis aguda lobulillar en un injerto y de
hepatitis crénica en los otros tres. El injerto con hepatitis
aguda lobulillar desarrolld también, en el seguimiento poste-
rior, una hepatitis crénica. Las hepatitis crénicas instau-
radas correspondian a 1 hepatitis crdnica persistente que se
mantuvo histoldgicamente estable y a 3 hepatitis crénicas
activas, dos de las cuales evolucionaron a la cirrosis.

Los restantes 9 injertos no mostraron signos morfolégi-
cos de hepatitis en ninglin momento del curso postrasplante.
El cuadro morfoldégico al final del seguimiento fué de cambios
minimos en 7 casos, patologia biliar en uno, y rechazo créni-

co en otro injerto.

Los 13 pacientes negativizaron post-TxH todos los marca-
dores serolégicos de infeccidn activa del VHB: HBsAg, HBeAq,
DNA viral y anti-HBcIgM. La evolucidn seroldgica de cada uno
de ellos fué la siguiente: E1 HBSAg fué negativo desde el
primer mes post-TxH en todos los casos excepto en el paciente
anti-HD positivo (n23) que lo clarificd a los 2,5 ahos de
seguimiento; el HBeAg y el DNA viral fueron permanentemente
negativos en todos los pacientes; el anti-HBcIgM fué también
negativo desde el primer mes post-TxH en todos los pacientes
salvo en un caso anti-HBcIgM positivo pre-TxH (n213) el cual
mantuvo positivo el marcador durante todo el primer afio de
seguimiento, clarificdndoleo posteriormente.

Los otros 2 marcadores serolégicos del VHB mostraron el

siguiente curso evolutivo: El1 anti-HBc permanecid positivo



RESULTADOS - 89

durante todo el seguimiento en los 13 pacientes; el anti-HBs
solamente lo expresaron esponténeamente 3 pacientes, uno de
ellos desde el primer mes post-TxH (caso n®9) y los otros dos
pasado el primer afio de seqguimiento (casos n23 y n2l13). En
los restantes casos la positividad para el marcador de inmu-
nidad sdlo se objetivé si éste habia sido administrado pre-
viamente (aplicacién de inmunoprofilaxis pasiva).

Los marcadores tisulares de infeccidén del VHB (HBsAg y
HBcAg) fueron permanentemente negativos en los 13 injertos

hepaticos.

El paciente anti-HED positivo pre~TxH que no desarrolld
reinfeccién por el VHB en el curso postrasplante (caso n®23)
si mostrd recurrencia de la infeccién por el VHD. Igual que
los otros 3 pacientes anti-HD positivos, en este caso se
observd también una fase inicial de al menos 3 meses de
duracién de aislada infeccién del injerto por el VHD. Durante
todo este periodo el gradiente de hepatocitos HDAg-positivos
fué solamente ocasional (inferior al 5%) y el ARN sérico
negativo. En el sequimiento posterior el paciente negativizé
la expresidén tisular de HDAg y no se detecté en ningln

momento positividad para el ARN viral.

Los 6 pacientes no reinfectados por el VHB que mostraron
infeccidon por el VHC post-TxH correspondieron: a) uno de
ellos al que ya era positivo pre-TxH y gue permanecid anti-
VHC positivo durante todo el sequimiento postrasplante, y b)

los 5 restantes a los que positivizaron el marcador de infec-
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cidén viral durante el curso post-TxH, cuya deteccidn se
objetivé en los 5 después del primer afio de seguimiento.

El desarrollo de hepatitis en 4 de estos casos se obje-
tivé en el paciente previamente seropositivo y en 3 de los
gue seroconvirtieron post-TxH, los cuales expresaron siempre
antes la hepatopatia en el injerto que la seroconversidn a

anti-VHC.



TABLA 4. PACIENTES SIN INFECCION RECURRENTE POR EL VHB: DAPs FINALES Y
MARCADORES VIRALES POST-TxH.

Sarologia inmunohistoquimica
Caso HBsAg Anti-HBs  Anti-HD Anti-VHGC HBsAg HBCAg HDAg DAPs Saguimiento
{dias)
n* 3 - + hd - - - + Cambios minimos v 1218
n* 3 - - - - - - - Rechaze cronico vV 380
nt g - * - - - - - Cambios minimoa E 685
n* 10 - - - +* - - - GCamblos minimos vV 828
nt 13 - * - + - - - Cirrosls v 404P
nt 14 - - - + - - - Hepatitis cronica persistente v BoGB
nt 19 - +8 - - - - - Patologia billar € 180
n* 20 - +8 - * - - - Cambios minimos v 492
n* 21 - +4& - - - - - Camblos minimos vV 800
n* 22 - -8 - - - - - Cambiocs minimos v 810
n* 23 - +e - + - - - Hapatitis crénica activa VvV 870
n 24 - +8 - - - - - Camblos minimos v 800
n* 28 - - - + - - - Cirrosis v asab

HBeAg y DNA-YHB negativos en los 13 pacientes.
a~tratamianto con inmuncprofiiaxls pasiva proiongada; beretrasplanta en este momanto.
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II. EVOLUCION POST-TxH: B. DISTRIBUCION DE LOS ESPECIMENES

SEGUN DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO (DAP).

Los 109 especimenes que permitieron evaluar los aconte-
cimientos morfolégicos descritos se han reagrupado segin sus
DAPs con la finalidad de describir la evolucidn histopato-

légica y establecer una correlacidn clinicopatolégica.

B.1. DAP: ESTADO DE PORTADOR DEL VHB SIN HEPATITIS (12

especimenes, 6 pacientes) ( Datos en tabla 5).

Estos especimenes hepaticos portadores del VHB sin hepa-
titis corresponden a los de los S5 pacientes gque 1o fueron
durante todo el seguimiento o en su Gltimo periodo, y al de
otro caso (n2l17) que sdlo lo fué al principio del mismo.

En estos tejidos fué mas frecuentemente positivo el
HBcAg (100%) que el HBsAg (75%). El HBcAg siempre mostrd una
tincidn exclusivamente de tipo nuclear. E1 HBsAg, en las
biopsias tempranas, fué escaso y mostrd el caracteristico
patrén citoplasmatico homogéneo anteriormente descrito en el
apartado general. El incremento antigénico progresivo objeti-
vado en el injerto de largo sequimiento (caso 15) fué a
expensas de un patrdn de tincidn de tipo membranoso (figura
5}. En estos tejidos hepaticos se realizaron otros DAPs en
relacidén con complicaciones propias del curso postrasplante.
Las alteraciones de los tests de funcidn hepatica se atribu-

yeron a estas complicaciones.



TABLA 6. DAP: ESTADO DE PORTADOR DEL VHB SIN HEPATITIS

Caso

n*

CMrcamblos minimosa; RCrrachazo crénico; I=iaquamia; CF=colostasia funcional; #-en tto con aifa interferon; Teedias
pust-TxH; ALT=alaning transferasa (normai«40 WU/L); FA=fosfatasa aicaling fnormal <110 U/L); BiL~bilirrubine {normal

12

15

17

TI

114
184y
2834

G409,
S01y
690,

448

17
178
288

884

27

DAPa

CM
RC
RC

RC

RC
RC

CF
cM™
cM
CM

CM

Bioguimica hepdtica lnmunohiatogqimica Berologie
ALT FA BiL HBsAg HEBEcAg HOAg vHB VHO VHE
nuc/eit sAg &8 4AAg a0 ADN &HD ARN aHC
740 G694 10,9 * +f= rers @ - - o = + o+ or
200 900 20 * /- s + = - o+ * -+ nr
221 9365 25 - +/- * + - - o = . - ar
328 B42 43 *r ke f= & - = = o - - - ne
848 1838 42 . Fef= e + = = &+ = .« - ar
273 1080 82 -+ e f- * * - - * - + - fr
200 300 4 + - - + - - - - - ar ar
193 309 4.9 - +/- - - - - o - - ne
230 6B7 1,8 ++  rrf- - + - + - =+ - nr -
79 80 2 b - - +* - * - * - nr -
228 182 1,9 et FrEE [ + - * - ¢+ - ar -
238 &8 1 - *f- - I - nr -

<1 mg/100ml); sAgeHBaAg; as=anti-HBs; aAgrHBeAQ; sesanti-HBe; aHD~anti-HD; aHCeanti~VHC; nren¢ realizade;
*=spofitiviza mis tards; Gradiente de hepatocitos positivos: +=ocRaional, *+riava, +++vmodaradao, *+++=aleavado.
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B.2. DAP: HEPATITIS LOBULILLAR (7 especimenes, 6 pacientes)

(datos detallados en la tabla 6).

El diagndstico de hepatitis lobulillar se realizé el dia
148+82 post-TxH (intervalo: 402-2609 dia). Las alteraciones
microscobpicas mas caracteristicas fueron descrden trabecular
debido a anisocitosis y anisocariosis de los hepatocitos y
a frecuentes cuerpos acidéfilos, y escaso infiltrado inflama-
torio interhepatocitario (figura 6).

Las 6 hepatitis lobulillares desarrolladas en pacientes
con infeccidn recurrente del VHB cursaron con una variable
expresidén antigénica tisular. El estudio inmunohistoquimico
mostré en tejido tanto HBcAg aislado (2 casos), como HBsAg
aislado (1 caso), presencia de ambos antigenos virales (1
caso) o ausencia de los dos (2 casos). La negatividad antigé-
nica en estas dos Ultimas hepatitis agudas se debid, en una
de ellas a que el desarrollo de la misma precedid a la demos-
tracidén de los antigenos virales en el injerto (caso nes),
y en la otra a gue el cuadro instaurado fué una necrosis
hepatica masiva que cursd con pérdida de la previa antigeni-
cidad tisular (caso n225).

La hepatitis lobulillar del injerto no infectado por el
VHB pertenecia a un paciente anti-VHC positivo en este momen-
to, correspondiendo al Unico que lo fué permanentemente
durante todo el seguimiento.

Los test de funcidén hepatica realizados durante estas
tomas bidpsicas mostraron preferente hepatocitolisis y mode-

rada colestasis.



TABLA 6. DAP: HEPATIT|S LOBULILLAR

Caso T DAPs Bioquimica hapdtica Inmuaohistoquimica Seroicgia
ALT FA BIL HBsAg HBcAg HDAg VHB VHD VHC
nuc/clt 8Ag &8 GAg ae® ADN eHD ARN [1:
ne 2 140 HL 2328 177 10 - +/= Fe+s + - = + = + - ne
nt e 40 HL 288 30¢ 4 -* -" - + - - - - - nr nr
nt 7 70 HL 170 &1 1,4 - +/- - * - = o+ = = ar nr
n* 18 180 HL TAS 147 1,1 )= - * - - * + - nr -
n* 23 108 HL 183 189 2.6 - -/= - - - 0+ = - ar +
n* 28 260 HL 542 176  &,4 + w/- - + = = s = - nr -
270 NHM 1300 3820 28,3 - -/- - *+ = - + = - ar -
media: 148 788 193 7,3
8D: 82 730 1.1 7,9

HLehepatitis fobuliflar; NHM=nacroais hepética masiva. Qtras abreviaturas raferidas en la Tabla 8.
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B.3. DAP: HEPATITIS CRONICA (22 especimenes, 12 pacilentes)

(datos detallados en la tabla 7).

El DAP mas inicial de hepatitis crénica se hizo a los
310+192 dias pos-TxH (intervalo: 1022-6712 dia).

Los especimenes con hepatitis crénica activa mostraron
necrosis erosiva periportal con relevante infiltradeo inflama-
torio plasmocelular en la periferia de los espacios porta
(figura 7A). Frecuentemente se observd ademds un componente
de necrosis multifocal a nivel del 1lobulillo con escaso
infiltrado inflamatorio interhepatocitario. E1 estudio
histoldégico en biopsias sucesivas mostré una progresiva
ampliacién fibrosa porto-portal que evoluciondéd hasta la
formacién de septos fibrosos porto-portales (figura 7B).

Se observaron variaciones de este cuadro morfolégico
caracteristico de hepatitis crdnica activa. En un injerto la
necrosis erosiva era escasa y se mantuvo estable 4 meses por
lo gque se considerd una hepatitis crdénica persistente. En
otro injerto el cuadro histoldgico fué de hepatitis crénica
activa con necrosis en puentes (hepatitis subaguda) (figura
8) . Finalmente, en otro el progresivo cuadro desestructurante
fué el de una hepatitis colestasica fibrosante (figura 9).

Entre los 8 injertos infectados por el VHB, 7 mostraron
HBsAg y HBcAg y el otro (caso n@28) que expresd solamente
HBsAg. La tincién del HBcAg fué constantemente nuclear y
citoplasmatica y en todos los tejidos hepéticos sin efecto
antiviral se observd un gradiente moderado o extenso de hepa-

tocitos inmunopositivos (figura 10).



TABLA 7. DAP: HEPATITIS CRONICA

Cano T+  DAPs Bigquimics hepatica
ALT FA BiL
n* 2 475 HCA 1011 822 e,5
489y¢ HCA 53 327 . A
n* 4 123 HGA 1877 181 30
n* 7 102 HCA 48 38 +
189 HCA 243 43 1,1
nt B 871  HCA 60 86 1,2
827 HCA ez oo 1,1
n* 11 230 HCA 278 400 1,5
n* 13 147 HCA 128 77 1,8
287 HCA 140 @0 2
323 HCA 273 136 1,8
n* 14 410 HCP 31 128 1,8
as1 HCP 38 120 1
n* 18 127  HCF 336 208 5.5
172 HGF 384 S04 13
196 HGF 108 171 24
n* 17 183 HCA 482 101 2,2
n* 18 204 HS 120 190 a8
218 HS 110 188 9,4
n* 23 410 HCA 70 1) 3
n* 26 a24 HCA 520 418 1.3
843 HCA 846 334 32
media: 310 369 187 7.3
8n: 192 431 118 9.3

HCA=hepatitls cronica activa; HCP=hepatitis
#+en tratamiento con alla-intarferon; Otras

Inmunohistoquimica B Serciogis
HBsAg HBCAg HOAg vYHB vHD VHC
nuc/eit SAg as eAg a8 ADN aHD ARN aHC
e +efe ree * - - - * + + nr
s el + e + - - + - - - ne
+* e i +EEs + - - * - s - -
-+ e/ - +* - * * +* - nr nr
ret 4rejfres - - - - - + - ar nr
- - - * - - - - - nr -
FY - - + - - - - - e -
tre  trejfee - * - * - * - ar =*
- ~/- - - - - - - - nr -
- ~/- - - - - - - - ar -
- ~/- - - - - - - - ne -
- -l_ - - - - »* - - ar -
- -/_ - - - - - - - nr -
rr+ rerferee - + - - - e - ne -
t4¥F Frerfoeers - +* - * - * - e -
et e rErrf e -~ - - * - * - nr -
+red rrrifers - +* - - * - - nr -
e, ree fe - * - - *> +* - nr -
+Hrt  rerr fe - * - - * * - ar -
- -I— - - +» - o> — - or L 3

créonica persistente; HCF=hepatitis colestasica fibrosante; HS=hepatitls subaguda;

abreviaturas referidas en la Tabla &.
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El HBsAg mostrd un grado moderado o elevado de hepatoci-
tos inmunotefiidos y el patrén de tincidén fué constantemente
de tipo citoplasmatico homogéneo (figura 11).

Los 4 injertos no infectados por el VHB pertenecian a
pacientes que mostraron infeccidén por el VHC en el curso
postrasplante, pero en este momento el anti-VHC fué positivo
solamente en el caso que lo fué durante todo el seguimiento.

Coincidiendo con estas tomas biépsicas, los test de
funcién hepatica mostraron un cuadro de hepatocitolisis con
una tasa media de ALT moderadamente aumentada. Sin embargo,
en el 50% de los especimenes el estudio bioquimico paralelo
mostré solamente discreta elevacidn enzimatica, con niveles

de ALT inferiores a 3 veces el valor normal.

B.4. DAP: CIRROSIS (12 especimenes, 5 pacientes) (datos

detallados en la tabla 8).

Los primeros especimenes que documentaron la cirrosis
fueron obtenidos el dia 4751201 post-TxH, si bien una de
ellas se diagnosticd el dia 180¢.

Tres de las 5 cirrosis mostraron un patrén morfoldgico
micronodular (figura 12). En 4 casos se estudiaron las piezas
de reseccidén del injerto y 2 de ellas asociaban ductopenia
mayor del 50% y estenosis luminales de arterias hiliares por
acimulos de macrdéfagos espumosos subendoteliales (rechazo

crénico).



TABLA 8. DAP: CIRROSIS

Casg

nt 4

nt 7

n" 13

media:
D8

Ci=cirrosis; RCerecharzo créonico; Otras abreviaturas refaricdas an la Tabla 5.

T

160 #
200 #
458
594
729

487
518

53¢

ari
404

781
834

478
201

DAPs

cl
c!
Cl
Ct
Cl1

L]
Gl

Cl

Cl
CI/RC

Cl
Ci1/RC

Biogquimica hepdtica Inmunohistoquimica Serotagie
ALT FA BIL HBsAg HBcAg HDAg VHB VHD VHC
nuc/eit sAg &% «eAg &6 ADN eHD ARN aHC
163 211 9,5 + wf- + ¢« = - + = . = -
1486 214 8,9 - -f- * - - - * - * - -
3a¢9 173 3,8 - -f/- - T - - *
372 283 4,1 - -/- - - = = o+ - + - -
172 133 7 - -f= - - - - +* - + - *
180 108 7,8 bt e[y - + - +* - * - nr nr
138 112 14,3 *edr FErfer - * - * - - - ar ar
132 117 0,5 +EEE FE+S e - + - + - * - nr —
119 986 48,5 - -/- - - = - - - nr -
128 aso 40 - —l-— - - L ] - - - - nr -
322 804 29 - -/~ - - - - - - - ar *
328 229 7 - -/~ - - . = e a - nr +
218 324 14,8
100 280 14,5

66 - SOAYLINSTd
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Los 3 injertos cirrdéticos infectados por el VHB expresa-
ron ambos antigenos tisulares (HBsAg y HBcAg). E1 gradiente
antigénico tisular fué elevado y mantenido excepto en el
paciente antiHD positivo tratado con foscarnet (caso n24).
El HBsAg mostrd el caracteristico patrén citoplasmatico
difuso propio de los especimenes con hepatitis crénica
existiendo ademds con frecuencia un componente membranoso y
marginal asociado (figura 13). La tincidén del HBcAg fué,
igual que en los tejidos hepaticos con hepatitis crénica, de
tipo nuclear y citoplasmatico.

Las 2 cirrosis desarrolladas en injertos no infectados
por el VHB pertenecian a pacientes anti-VHC positivos.

Los test de funcidén hepadtica mostraron una bioquimica

hepatocitolitica y muy colestéasica.

B.5. DAP: CAMBIOS MINIMOS (8 especimenes, 8 pacientes)

{(datos detallados en la tabla 9).

Minimas alteraciones microscépicas se observaron en los
8 especimenes de los 8 pacientes asintomaticos no reinfecta-
dos por el VHB ni por el VHD que autorizaron biopsias tardias
protocolizadas (4451138 dias postrasplante). En 7 casos éste
fué el cuadro morfoldgico del injerto al final del seguimien-
to, mientras que en el restante paciente (caso n926) consti-
tuyd solamente la etapa evolutiva previa al posterior desa-
rrollo de hepatopatia en el injerto. Los test de funcién
hepatica paralelos al momento de la toma bidpsica fueron casi

normales.



TABLA 9. DAP: CAMBIOS MINIMOS

Caso

nte

n* 10

n* 21

n* 22

nt 24

nt 28

media:
8D:

T

768

4863

326

482

400

a3

388

433

451
130

DAPs

CM

CM

CM

CM

CM

CM

cM

CM

Bioquimica hepdtica Inmunohistoquimice Sarclogia
ALT FA BIL HBsAg HBcAg HDAg VHB VHD YHC
aAg 48 @Ag &8 ADN aHD ARN aHC
21 81 0,8 - - - » - - s - + - -
40 90 1,2 - - - -+ = o+ = - ar -
38 178 1 - - - - - - * - - ne -
se 102 o,B - - - - & - + - - ar +
21 100 1 - - - - * - + - - ar -
29 104 1,3 - - - - = - - e -
21 78 1,7 - - - - * - + - - nr -
182 185 0,9 - - - - - = - - - ar -
48 108 1
44 40 0,3

CMe=cambios minimoa; avnagetiviza espontdneamente

B0 dias después; Otras

abreviaturas referidas an la Tabla 5.
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B.6. DAPs: DISFUNCIONES HEPATICAS NO RELACIONADAS CON T.A IN-

FECCION DEL INJERTC POR VHB, VHD O VHC (datos deta-

llados en la tabla 10).

Los hallazgos histopatolégicos identificaron también
variadas causas de disfuncidén del injerto en periodos previos
a la hepatopatia atribuible al VHB, VHD y/o VHC. Los diagnds-
ticos microscédpicos realizados fueron los habituales en el

curso de cualquier serie de pacientes trasplantados.

TABLA 10. DISFUNCIONES HEPATICAS NO RELACIONADAS CON LA

INFECCION DEL INJERTO POR VHB, VHD O VHC.

Rechazo agudo 11 18 2627 (7-96)
Patolegia biliar 4 8 56157 (6-155)
Colestasis func. 4 7 50+28 (8-86)

Isquemia 2 2 21+4 (17-25)

Hepatitis CMV 2 2 41+1 (40-41)

Rechazo crénico 1 1 336
Esteatosis 1 1 5
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Los resultados han mostrado gque algunos de los pacientes
reinfectados por el VHB durante el cursc postrasplante han
sufrido coinfeccién o superinfeccidn por otros virus hepato-
tropos (VHD, VHC). Con el fin de comentar ordenadamente estos
resultados y de poder valorar la interrelacidén que ha existi-
do entre estas infecciones y el curso clinicopatolégico, los
comentarios se han distribuido en tres apartados:

I. Recurrencia de la infeccidén por el VHB.
II. Recurrencia de la infeccidn por el VHD.

IIT1. Infeccidn por el VHC.
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I. RECURRENCIA DE LA INFECCION POR EL VHB

La indicacién del trasplante hepdtico como terapéutica
de las hepatopatias terminales HBsAg-seropositivas es cues-
tionada por el alto porcentaje de recurrencia de reinfeccidn
y de hepatitis en el injerto. En ésta y en otras series (17,
46, 53, 54, 72, 90, 98, 123, 142, 160, 161, 169, 230, 238)
se ha observado recidiva en al menos la mitad de los pacien-
tes. Sin embargo, los porcentajes de reinfeccién se reportan
tambi&n ma&s bajos (40, 124, 152, 157, 187, 207, 208). Esta
variabilidad en la prevalencia de la recidiva puede estar
condicionada por aquellos factores a los que se ha atribuido
capacidad de influir en la reinfeccidén viral: 1) el estado
replicativo del VHB pre-TxH, cuyo conocimiento depende de los
tests empleados para valorarlo, 2) el uso de inmunoprofilaxis
y/o de otras terapéuticas antivirales y 3) el tipo de hepato-

patia terminal indicativa del TxH.

I.A. FACTORES DE RIESGO Y TERAPIAS PREVENTIVAS.

La existencia de replicacidén del VHB pre-TxH se ha refe-
rido que constituye un importante factor de riesgo de recidi-
va de la infeccidn viral (121, 137, 152, 198). En el presente
estudio este hecho ha sido también observado. En nuestros
pacientes, la infeccién del injerto por el VHB se ha asociado
significativamente con la presencia de un estado replicativo
del VHB en el momento del trasplante. Pero aunque este resul-
tado ha sido concordante con el de la mayoria de los estudios

publicados que especifican esta asociacién (11, 54, 152, 169,
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207, 208, 238), nuestro estudio difiere en el numero de
marcadores virales utilizados para determinar la replicacién
del VHB pretrasplante hepatico. En dichas series, los Gnicos
marcadores de replicacidn que se han valorado para conocer
el estado infectivo pre-TxH han sido los seroldgicos (HBeAyg
y/o DNA viral séricos), sin considerar la positividad o
negatividad del HBcAg tisular en el higado nativo. Sus
resultados muestran que la recidiva de la infeccidn viral
acontece en la practica totalidad de los pacientes HBeAqg y/o
ADN-VHB seropositivos pretrasplante, pero también en un
relevante porcentaje (oscilante entre un 29 y un 75%) de
casos trasplantados con estos marcadores negativos. En el
presente trabajo, ademds de los marcadores serolégicos,
también se ha valoradco el HBcAg en el higado nativo para
determinar la actividad replicativa del VHB pre-TxH. La
incorporacidén de este marcador ha resultado ser de gran
utilidad en el estudio de la replicacidn pretrasplante, y por
consiguiente, muy Gtil también en la prediccidén de un mayor
riesgo de recidiva. Seis de nuestros 10 pacientes replicantes
eran casos con cirrosis cuyo Gnico marcador positivo de
replicacién del VHB fué el HBcAg en el higado nativo. A pesar
de su estado anti-HBe y de la negatividad del ADN viral en
suero pre-TxH, todogs ellos infectaron el injerto. Estos
resultados indicarian que la ausencia preoperatoria de HBeAg
y del ADN del VHB en el suero no siempre significa replica-
cién viral inactiva o ausente y por tanto bajo riesgo de
recidiva, ya que puede existir en el higado nativo actividad

replicativa del VHB serologicamente silente. Por lo tanto,
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creemos gue es importante valorar el HBcAg tisular en el
estudio preoperatorio de la replicacidn viral, especialmente
en aquellos pacientes cirréticos HBsAg-seropositivos que son
propuestos para trasplante por tener los marcadores seroldgi-

cos de replicacidédn viral negativos.

La inmunoprofilaxis pasiva administrada de forma prolon-
gada ha sido, hasta el momento, la medida terapéutica que ha
obtenido mejores resultados en la prevencidén de la reinfec-
cién viral. La mayoria de los estudios realizados (40, 70,
124, 152, 157, 187, 207, 208) han conseguido, con este trata-
miento, reducir el porcentaje de recurrencias hasta cifras
que oscilan entre el 18 y el 36%. En nuestro trabajo, la
administracién prolongada de inmunoprofilaxis pasiva ha
cursado también con un significativo menor ntmero de recidi-
vas. Solamente el 14% de los pacientes que la recibieron
infectaron el injerto, frente al 63% de recurrencias gque
mostraron los que no la recibieron. Sin embargo, se describe
que la inmunoprofilaxis pasiva puede retrasar el inicio de
la reinfeccidén viral (29, 124, 152, 207, 208), hecho que
implica que se cuestione parcialmente su éxito (11, 121,
198). En general, casi todas las recidivas tardias que se han
descrito con este tratamiento han ocurrideo durante los
primeros 15 meses de seguimiento, pero se refieren también
casos aislados mas tardios, a los 2 afios del trasplante (152,
207, 208). En nuestra serie, el Unico paciente reinfectado
entre los tratados con inmunoprofilaxis pasiva prolongada

desarroclld la infeccidn del injerto tardiamente, a los 10
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meses de la cirugia. El tiempo medio de seguimiento en los
restantes casos asi tratados fué de 16 meses. Este periodo
de seqguimiento ha sido similar o superior al de la mayoria
de los estudios realizados que utilizan este tipo de modali-
dad terapéutica para prevenir la reinfeccidn viral (17, 39,
40, 70, 124, 147), siendo la posibilidad de una recurrencia
pasados 16 meses del trasplante ya muy baja (152). Por lo
tanto, el presente trabajo apoya que este tipo de medida
preventiva consigue reducir el nimero de recidivas, si bien
son necesarios méds estudios con largo seguimiento para poder

determinar realmente su eficacia a muy largo plazo.

La influencia gue puede ejercer el tipo de hepatopatia
terminal en la reinfeccién viral es un tema actualmente con-
trovertido. El alto riesgo de recidiva en el grupo de pacien-
tes cirréticos HBsAg-seropositivos es un dato ampliamente
demostrado (11, 486, 53, 152, 160, 161, 169, 208, 238). La
controversia radica en si el grupo de pacientes trasplantados
por hepatitis fulminante B muestran, con respecto a 1los
cirrdéticos, menor riesgo de infeccién recurrente postrasplan-
te. Mientras varios autores describen este hecho (11, 109,
166, 176, 207, 208), otros refieren, por el contrario, simi-
lares porcentajes de recurrencias entre unos pacientes y
otros (121, 169, 238). Los resultados obtenidos en el presen-
te estudio concuerdan con estos dltimos. La incidencia de
infeccién del injerto por el VHB no fué significativamente
menos frecuente en los pacientes agudos urgentes que en los

trasplantados por cirrosis. E1 bajo o nulo porcentaje de
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recidivas observado en algunas series de pacientes trasplan-
tados por hepatitis fulminante se ha atribuido a la ausencia
de actividad replicativa viral gque éstos mostraban pretras-
plante (207, 208). Tanto en este trabajo como en el de Todo
y col (238), existid un similar porcentaje de recurrencias
objetivado en los dos grupos y ello coincide con que también
el porcentaje de casos con replicacién viral pretrasplante
era similar en ambos. Todo ello apoya dgue el mayor O menor
riesgo de recidiva en los pacientes trasplantados por hepati-
tis fulminante podria estar basicamente condicionado por el
estado infectivo del VHB (replicativo, no replicativo) que
éstos presentan en el momento del trasplante. Sin embargo,
la incompleta e irregular informacidén que sobre este factor
se detalla en la literatura que ha estudiado la reinfeccién
postrasplante en la hepatitis fulminante B (64, 109, 166,
176, 231) junto a la todavia limitada experiencia que hasta
hoy existe en este campo, impiden descartar que en las dis-
cordancias deban ser considerados otros factores (protocoli-

zacidn previa, etc.)

I.B. EVOLUCTON MORFOLOGICA DE I.0S INJERTOS

I.B.1. Posibilidades evolutivas

El estudio morfolégico secuencial de los 13 injertos
hepdticos con infeccidén recurrente por el VHB documentd el
establecimiento de 4 tipos bdsicos de posibilidades evoluti-
vas: 3 injertos permanecieron durante todo el seguimiento
en estado de "portador no agresivo" del VHB, dos mostraron

un cuadro de hepatitis autolimitada, uno instaurd una
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necrosis hepatica masiva (hepatitis fulminante), y los 7
restantes (54%) desarrollaron una hepatitis crdnica progresi-
va que en 3 casos evoluciond a la cirrosis.

La recurrencia de la infeccidén ha provocado, en éste y
en la mayoria de los estudios publicados que especifican la
evolucién morfolégica de los injertos hepaticos reinfectados
por el VHB (4%, 54, 121, 161, 207, 208, 238) el desarrollo
de hepatitis crénica en mas de la mitad de los casos,
proporcidén netamente superior que las restantes posibilidades

evolutivas.

I.B.2. caracteristicas de las hepatitis recurrentes

Histologicamente, las hepatopatias observadas en el
injerto hepatico han sido las descritas en la infeccidén por
virus hepatotropos del higado no trasplantade (6, 107, 108)
perc con peculiaridades morfoldgicas y patocrodnicas.

En las hepatitis lobulillares jiniciales y en el compo-
nente lobulillar de las hepatitis crénicas, el infiltrado
inflamatorio que acompafiaba a la necrosis hepatocelular fué
escaso. Este signo histoldégico, descrito inicialmente por
Demetris y col. (53, 54) y referido posteriormente por otros
autores (46, 153) se ha atribuido al estado de inmunosupre-
sién del paciente (53, 54).

En un caso, la lesidn hepatitica estuvo caracterizada
por una intensa fibrosis, proliferacién ductulillar y coles-
tasis, descripcién morfoldgica detallada ya por Corman y col.
(42) y definida posteriormente por Davies y col. (46) como

hepatitis colestasica fibrosante, entidad clinicopatolégica
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observada Gnicamente en el higado trasplantado.

Casi todos los cuadros histoldégicos con criterios de
hepatitis crénica y también una de las tres cirrosis estable-
cidas se diagnosticaron antes del afo postrasplante. Este
peculiar curso acelerado de la hepatitis recurrente, detalla-
do también en otros estudios (46, 54, 125, 152, 207, 238)
podria estar influenciado por el tratamiento inmunosupresor
(49, 164). Sin embargo, dentro del controvertido efecto que
la inmunosupresidn ejerce sobre la lesidn hepatitica produci-
da por el VHB (59) incluso los mas desalentadores estudios
realizados en pacientes inmunodeprimidos por trasplante renal
(106, 163) describen un curso morfoldgico menos agresivo,
detallando evolucién a la cirrosis generalmente no antes de
los 3 ahos de seguimiento. Por lo tanto, la extrema rapidez
y agresividad de la hepatopatia en el injerto hepatico no
parece explicable solamente por el estado de inmunosupresidn
y sugiere la participacién de otros mecanismos asociados.

El otro hallazgo llamativo fué el frecuente patrén
micronodular que expresaron estas cirrosis postrasplante, en
contraste con el clasico patrén macronodular que habitualmen-
te produce la infeccidén crdnica por virus hepatotropos en el
higado no trasplantado (108, 212). Este cambio morfoldgico
sugiere una escasa regeneracidén hepatocelular del nddulo
cirroético.

Entre todas estas hepatopatias, la hepatitis cronica
activa que se diagnostica en un periodo temprano postrasplan-
te plantea frecuentemente problemas de diagnéstico diferen-

cial con el rechazo celular. Ademas de la necrosis erosiva
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y la ausencia de endotelitis como signos altamente sugestivos
de hepatitis crénica activa (53), el alto componente inflama-
torio de células plasmaticas en el infiltrado inflamatorio
portal, presente en la mayoria de los especimenes con hepati-
tis crénica activa, ha sido también otro signo morfolégico
de gran utilidad para distinguir ambos procesos clinicopato-

légicos en su presentacién.

I.B.3. Correlacgién clinico-patoldgica.

Los test de funcién hepatica en las distintas formas
anatomoclinicas de hepatitis han mostrado un perfil preferen-
temente hepatocitolitico con variable intensidad del compo-
nente colestisico, cuadro bioquimico de caracteristicas
cualitativas habituales de las hepatitis en la poblacidn
normal pero a veces cuantitativamente muy distinto en las
hepatitis crdnicas postrasplante. En los pacientes no inmuno-
suprimidos el grado de hepatocitolisis es generalmente con-
cordante con el de la actividad de la hepatopatia (71, 165,
210). Por el contrario, en el presente estudio esta concor-
dancia frecuentemente no se ha objetivado. En el 50% de los
especimenes con DAP de hepatitis crénica, el estudio analiti-
co de la funcidn hepatica obtenido simultaneamente a la toma
bibpsica mostraba discreta elevacidn enzimatica (niveles de
transaminasas s6lo 2 o 3 veces superior a lo normal) a pesar
de la severidad histolégica de la lesidédn hepatitica. Esta
escasa alteracién bioguimica discordante con la agresividad
de los cambios morfolégicos es un hecho frecuentemente des-

crito en hepatitis de pacientes inmuncdeprimidos por tras-
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plante renal (89, 163, 164). En el trasplante hepatico,
Miiller y col. (152), unos de los pocos autores que estudian
la correlacidn entre la hepatopatia recurrente en el injerto
y el perfil bioguimico hepético, descubren también escasa
elevacién enzimdtica en sus hepatitis recurrentes postras-
plante. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, los
de Miiller y col., y lo observado durante el curso clinico de
hepatitis en el contexto de pacientes con trasplante renal
demuestra gque los enzimas hepéaticos son un marcador poco
predictivo del grado de actividad de la hepatopatia en el

paciente inmunosuprimido yatrogenicamente.

I.C. EVOLUCTON SEROLOGICA E INMUNOHISTOQUIMICA

En este estudio, la seropositividad para HBsAg precedid
a la deteccidn de la infeccidén viral en el injerto en casi
todos los pacientes. El1 HBsAg sérico fué positivo desde el
primer mes de la cirugia y, durante un periodo variable de
tiempo su positividad cursdé en ausencia inmunchistogquimica
de antigenos del VHB en el injerto. La persistencia en el
suero del HBsAg postrasplante sin demostrable infeccidn
hepatica concomitante representa probablemente la expresién
seroldgica de sintesis extrahepatica del VHB (121, 131, 246).
Por lo tanto, la observacién de este hecho precediendo a la
demostracidén de los antigenos virales en el injerto, hallazgo
observado en éste y en otros estudios (53, 54, 238, 248) es
concordante con la hipétesis actualmente mds aceptada (60,
69, 121, 152, 186, 207, 208, 260) gque atribuye a la sintesis

extrahepatica del VHB (23, 48, 172, 258) causa principal del
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establecimiento de la infeccidn en el injerto hepatico.

Una vez instaurada la infeccién viral en el injerto,
todos los pacientes permanecieron HBsAg seropositivos y la
mayoria de ellos desarrollaron ademas signos de replicacidn
activa del VHB. Paraddjicamente, el anti-HBcIgM sérico estuvo
ausente en casi todos ellos. Este anticuerpo, marcador
serolégico positivo en pacientes inmunocompetentes con hepa-
titis B aguda y crdnica (9, 92, 129, 217), es considerado un
buen indicador tanto de la actividad replicativa del virus
(9, 219) como del grado de lesidén morfoldgica hepatica (9,
31, 218). En el presente estudio, sin embargo, este hecho
(correlacidn negativa entre ausente expresidn seroldgica de
anti-HBcIgM y replicacidn viral / severidad de la hepatopa-
tia) no se ha observado. El idnico paciente gque positivizéd
este marcador coincidiendo con el inicio de la reinfeccidn
por el VHB fué el que desarrollé una hepatitis fulminante,
entidad clinicopatolégica constantemente asociada a un muy
alto titulo de anti-HBcIgM en el suero (77, 239). En los
restantes casos la recurrencia no se acompafid® de la aparicién
serolégica del mismo a pesar de la existencia de actividad
replicativa e instauracién, en varios de ellos, de severa
hepatopatia en el injerto. Nuestros resultados son similares
a los obtenidos por O’Grady y col. (161), unos de los escasos
autores que estudian la evolucidn de este marcador en la
recurrencia de la infeccidn por el VHB postrasplante hepati-
co. En su trabajo, ellos describen tambi&n escasa expresidn

serolégica del mismo a pesar de la intensa actividad replica-



DISCUSION - 115

tiva y severa lesién hepatitica que mostrd la recurrencia de
la infeccién viral. En pacientes no trasplantados con hepati-
tis B, la marcada disminucién o pérdida del anti-HBcIgM que
acontece tras la administracién de tratamiento estercideo se
ha atribuido al efecto inhibidor gque éste ejerce sobre la
inmunidad humoral (220). En base a ello, la supresidn de la
inmunidad humoral que padece el paciente trasplantado (89)
podria también justificar esta falta de respuesta inmunolégi-
ca a la actividad de la infeccidén viral recurrente postras-

plante hepéatico.

En su prevalente evolucién a la cronicidad, la reinfec-
cidén viral mostrd un progresivo y marcado incremento de la
actividad replicativa del VHB. En las fases mds iniciales de
la recurrencia, el nivel de actividad replicativa todavia era
muy bajo, como indica la expresidn sdlo ocasional del HBcAg
nuclear en el tejido hepatico y la ausencia del DNA sérico
viral (210). Sin embargo, pasados los tres primeros meses de
seguimiento el estudio inmunchistoquimico de los injertos
documentd un intenso incremento de la expresién nuclear del
HBcAg, incremento gue persistid hasta alcanzar una expresidn
masiva y abarcar virtualmente la practica totalidad de los
nicleos hepatocitarios. Asimismo, paralelamente a esta inten-
sa expresién inmunohistoquimica nuclear de HBcAg (localiza-
cidén topografica del antigeno indicativa de replicacidn viral
[71, 101, 102, 154, 179]) el ADN sérico del VHB fué constan-
temente positivo. Este incremento progresivo y severo del

nivel de actividad replicativa en la cronificacidén de la
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infeccién viral recurrente por el VHB post-TxH es un hecho
que también han descrito otros autores. Demetris y col. (54),
Davies y col. (45), Phillips y col. (169} y Hopf y col. (98)
relatan, en sus trabajos, similar curso evolutivo del HBcAg
nuclear en los injertos hepaticos, refiriendo también 1la
progresién de un inicial patron de expresién de tipo focal
hacia un patrén de tincién de tipo difuso a medida que aumen-
ta el tiempo de seguimiento. Por otra parte, O’Grady y col.
(161) en su serie de pacientes HBsAg-seropositivos sometidos
a trasplante hepatico describen también, mediante estudio de
cuantificacién del ADN viral en suero, un masivo incremento
del mismo en la practica totalidad de los casos recurrentes
gque evolucionan a la cronicidad. Este patrén altamente infec-
tivo de la reinfeccidn viral postrasplante hepatico es con-
gruente con el gue se ha descrito en pacientes crédnicamente
infectados por el VHB sometidos a trasplante renal, donde
tras el prolongado estado de inmunosupresién se describe
también un marcado incremento de la replicacidédn viral (50,

62, 89, 106).

Un hallazgo relevante ha sido el peculiar curso inmu-
nohistoquimico gque ha expresado el HBsAg en el injerto para-
lelamente al progresivo incremento de HBcAg nuclear. En el
higado no trasplantado, entre las distintas combinaciones
descritas entre la expresién tisular de HBsAg y HBcAg, un
punto generalmente en comdn es la relacidén inversamente pro-
porcional que existe entre ambos antigenos virales (14, 35,

154, 180, 234), es decir, extensa expresidén de HBsAg cuando
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el HBcAg es escaso o ausente y, por el contrario, focal
tincién del mismo cuando el HBcAg es difuso. En el presente
trabajo, junto al progresivo incremento de HBcAg tisular se
aprecid también un paralelo incremento del HBsAg el cual,
ademis, mostré preferentemente un patrdn de tincidn de tipo
citoplasmatico homogéneo. Esta sorprendente expresidén tisular
masiva y simultdnea de ambos antigenos la relatan también
otros autores. Davies y col. (46) en su definicién de 1la
hepatitis colestasica fibrosante, describen similar expresién
antigénica en todos los injertos que desarrollan esta parti-
cular forma morfoldgica de hepatitis B. Aungue los autores
no especifican la evolucidn y relacidn secuencial entre ambos
antigenos a lo largo del seguimiento, detallan en estos
injertos extensa positividad para HBcAg nuclear junto a una
relevante y generalizada expresién citoplasmatica homogénea
de HBsAg. La similitud con nuestros resultados todavia es
mayor en el recientemente publicado trabajo de Phillips y
col. (169), ya que estos autores también estudian secuencial-
mente el cursc de ambos antigenos. En su trabajo, ellos
describen también un simulténeo, rapido y masivo incremento
de HBsAg citoplasmatico homogéneo paralelamente a HBCAg
nuclear. Esta sobrecarga antigénica compartida entre HBcAg
y HBsAg citoplasmitico homogéneo, observado en éste y en los
anteriormente citados estudios, no se ha descrito en la
hepatitis B del higado no trasplantado. Lo excepcional no es
que en el tejido hepatico el HBcAg nuclear coexista con un
patron citoplasmatico homogéneo de HBsAg (asociacidén que si

se ha descrito con frecuencia en la hepatitis B del higado
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no trasplantado (35, 102, 103) sino que ambos antigenos se
expresen con tanta intensidad. La razdn de esta severa sobre-
carga de antigenos se ha sugerido (169) que podria estar
relacionada con la dosis de virus a que el injerto es expues-

to bajo el ya establecido estado de inmunosupresién.

I.D. CORRELACION VIROLOGICO-MORFOLOGICA

Analizadas separadamente las caracteristicas histopato-
légicas y las caracteristicas viroldgicas que la infeccién
recurrente por el VHB ha mostrado en el curso postrasplante,
el otro importante punto a comentar es la correlacidén gue ha
existido entre ambas.

En el contexto de la hepatitis B que se desarrolla en
un higado no trasplantado, los mecanismos por los que se
explican las lesiones hepatocelulares resultan de la combina-
cidén de un virus B infectivo pero no citopatico y del ataque
inmune contra los hepatocitos que albergan este virus (73,
144, 145, 242, 243). Algunas de las principales razones gque
apoyan este tipo de mecanismo son:

12) La yuxtaposicidén morfolégica que en el lobulillo hepa-
tico existe entre necrosis hepatocelular y infiltrado infla-
matorio mononuclear (143).

29) La relacidn inversamente proporcional existente entre
el grado de actividad necroinflamatoria histolégica y a) la
cantidad de HBsAg en el tejido hepatico: los mayores acimulos
de HBsAg se observan en portadores "sanos" del virus (95,
159, 180, 134) y b) nivel de expresién tisular de la activi-

dad replicativa viral: mientras altos niveles de replicacidn



DISCUSION - 119

(abundantes nicleos hepatocitarios con positividad inmunohis-
togquimica del HBcAg) cursan frecuentemente sin o con sélo
minima lesién hepatitica, la agresividad de la hepatopatia
y progresiva evolucién a la cirrosis habitualmente acontece
con bajo nivel de replicacién viral (34, 35, 71, 80, 101,
144, 154).

En el contexto de la hepatitis B que se desarrolla en
un higado trasplantado las observaciones antedichas no estéan
presentes:

1) En éste y en otros estudios (46, 53, 54, 153, 238)
la extensa degeneracidn acidéfila de los hepatocitos gque
mostrd el lobulillo hepatico contrastaba con un escaso o nulo
componente inflamatorio adyacente.

2) Los intensos cambios histopatoldgicos documentados
en este estudioc en los diagndsticos de hepatitis crénica y
su rapida progresidédn hacia la cirrosis coexistieron con un
alto nivel inmunohistoguimico de replicacién viral (patrén
difuso de HBcAg nuclear) y abundante expresidn inmunohisto-
quimica de HBsAg. Resultados muy similares describen 1los
estudios postrasplante anteriormente citados, especialmente
el de Phillips y col. (169) que también refiere una instaura-
cién y una progresién de la hepatopatia crdénica paralelas a
una masiva expresidn tisular de ambos antigenos y, aungue en
menor grado, el de Davies y col. (46), que refiere idéntico
espectro inmunohistoquimico si bien situado en el subtipo de
hepatopatia por ellos denominada hepatitis colestasica fibro-

sante.
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Recientemente, estudios experimentales con distintos
modelos de animales (33, 43, 167) han demostrado que un pro-
gresivo acimulo intracitoplasm&tico de HBsAg producido tras
la sintesis excesiva del mismo puede ser citotéxico para los
hepatocitos. Es interesante resaltar que la masiva expresidn
tisular de HBsAg citoplasmatico homogéneo fué exclusivo de
los injertos que desarrollaron hepatitis crénica. También es
oportuno destacar que el caso que permanecid en constante
estado de portador sin hepatitis con largo seguimiento expre-
sé un patrdén HBsAg tisular del tipo membranoso, clasicamente
descrito en pacientes inmunodeprimidos portadores no agresi-
vos del VHB (14, 84, 180, 257).

Por otra parte, estudios clinicos (85, 101, 103) han
sugerido que la localizacién citoplasmatica del HBcAg podria
tener efecto citopatico para los hepatocitos y, muy reciente-
mente, estudios experimentales con cultivos celulares (202)
han demostrado el efecto citotdoxico de este antigeno cuando
se acumula a alto nivel intracelular. En este trabajo la
practica totalidad de los especimenes con hepatitis crénica
expresaban extensa positividad inmunohistoquimica para HBcAg
citoplasmatico, a diferencia de la expresidén exclusivamente
nuclear que el antigeno mostrd en los tejidos hepaticos
portadores del VHB sin hepatitis.

Por lo tanto, la simulténea presencia de sintesis masiva
intracelular de estos dos antigenos virales y severidad pro-
gresiva de las lesiones morfoldgicas junto con la disociacidn
entre abundante dafio celular y componente inflamatorio ausen-

te no apoya un mecanismo patogénico inmunolégico de la lesidn
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hepatocelular. Por el contrario, estas observaciones sugieren
que en el injerto hepatico el dafio celular podria ser debido

al propuesto potencial citopatico del VHB.

En sintesis, en el presente estudio se ha demostrado gque
la infeccidén crénica por el VHB del higado trasplantado
difiere con respecto a la descrita en el no trasplantado en:
1) una mayor prevalencia de hepatitis crénica, 2) un curso
morfoldgico de la misma mucho més rapido, 3) una falta de
yuxtaposicién morfolégica entre necrosis hepatocelular e
infiltrado inflamatorio interhepatocitario y 4) una relacién
directamente proporcional entre la cantidad de antigenos
virales intracelulares y la severidad de la lesidn hepatiti-
ca. En base a estas diferencias, este trabajo apoya fuerte-
mente la reciente propuesta de Lake y Wright (121) de que la
hepatitis B recurrente postrasplante hepdtico es una enferme-
dad fisiopatologicamente distinta a la que se describe en el

paciente no sometido a trasplante hepatico.
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II. RECURRENCIA DE LA INFECCION POR EL VHD.

Los 4 pacientes cirrodticos anti-HD positivos desarrolla-
ron recurrencia de la infeccién por el VHD en el curso pos-
trasplante. Este resultado confirma el alto riesgo de recidi-
va de la infeccién viral, referida entre el 70% y el 100% de
los casos segin las series (1, 45, 46, 135, 136, 162, 187,

196) .

ITI.A. EVOLUCION VIROLOGICA.

El concepto del VHD como "defectivo" esta basado en las
observaciones de que la infeccién por el VHD no puede instau-
rarse (es decir, éste no puede replicar ni expresarse) sin
la ayuda de la infeccibén activa del VHB (110, 139, 140, 189,
190) . En consecuencia, hasta ahora se ha pensado que las dos
Gnicas formas posibles de interaccidén entre ambos virus son:
a) la coinfeccidén simulténea por el VHB y VHD en un paciente
sano, y b) la superinfeccidn por el VHD en un paciente créni-
camente infectado por el VHB (97, 110, 191).

En el presente trabajo, el estudio serolégico e inmu-
nohistoguimico postrasplante hepatico ha demostrado, por el
contrario:

12) Instauracién de la infeccidén recurrente por el VHD sin
acompafiante reactivacién de la del VHB: Durante al menos los
3 primeros meses postrasplante, se detecté una mantenida
expresién tisular de actividad replicativa del VHD sin demos-
tracién simultanea de coinfeccidn hepatica ni replicacidn

seroldgica del VHB. Estos resultados han sido también recien-
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temente referidos por otros autores (45, 46, 133, 162, 196).
La observacién, en éste y en los previamente citados estu-
dios, de establecimiento de la infeccién por el VHD en el
injerto a pesar de la ausencia de signos de actividad del VHB
apoya por tanto la sugerencia de Ottobrelli y col. (162) de
gue la infeccidén por el VHD puede no ser necesariamente
dependiente de la del VHB.

22) Desarrollo de la recurrencia de la infeccidén por el VHB
prosiguiendo a la del VHD: En los 3 pacientes que desarrolla-
ron recurrencia de la infeccidén por el VHB, la expresién
tisular de HBcAg fué posterior a la del HDAg. Esta instaura-
cién de la replicacién del VHB después de la del VHD sd6lo ha
sido descrita en el contexto del trasplante hepatico (45, 46,
133, 162). En el higado no trasplantado, incluso en la coin-
feccibn simultéanea por el VHB y VHD, la actividad replicativa
del VHB precede a la del VHD (158, 193, 240). Por consliguien-
te, esta particular relacién virolégica secuencial entre el
VHB y el VHD observada postrasplante hepatico traduce una
posible tercera forma de interaccién entre ambos virus: 1la

sobreinfeccién por el VHB.

En el curso virolégico postrasplante hepatico, otros
hallazgos de interés han sido:
32) La precocidad con que fué detectada la reinfeccidn por
el VHD: El1 HDAg fué demostrado muy tempranamente, a los 17%7
dias de la cirugia. Este breve espacio de tiempo entre el
implante del injerto hepatico y su infeccién por el VHD

también ha sido referido en otras series de pacientes anti-HD
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positivos sometidos a TxH (133, 162). Ello es indicativo del
corto periodo de incubacidén de este tipo de reinfeccidn
viral. Esta brevedad en la instauracidn de la replicacién del
VHB habia sido observada a nivel experimental en cultivos
celulares (78) e en inoculaciones seriadas del virus en
chimpancés (239). Su interés reside en la aportacién al
escaso conocimiento que existe en cuanto a su real tiempo de
incubacién en el hombre.

49) La modificacién del curso infectivo del VHD en funciodn
de la instauracidén o no de la recurrencia del VHB: Posterior-
mente al periodo inicial de aislada reinfeccidn por el VHD,
el HDAg tisular experimenté un marcado incremento coincidien-
do con la deteccidn de HBcAg en los 3 injertos que desarro-
llaron la infeccidén por el VHB, y desaparecid del tejido
hepatico estudiado en el injerto gue no la instaurd. La
mayoria de los estudios gque describen desarrollo de 1la
reinfeccién del VHB después de la del VHD (45, 46, 133, 162)
también relatan un masivo incremento de inmunotincién
hepatocitaria del antigeno coincidiendo con el establecimien-
to de la segunda reinfeccién wviral. Algunos (46, 187)
refieren asimismo transitoriedad del HDAg tisular si no se
instaura posteriormente la reinfeccidén por el VHB. Esta
modificacién de la actividad replicativa del VHD en funcién
de la reactivacién o no del VHB postrasplante hepatico es
congruente con el referido (223, 240) papel modulador que el

VHB ejerce sobre el VHD.
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52) La mayor sensibilidad de los métodos de demostracidn del
HDAg tisular frente a los del ARN sérico para detectar la
recurrencia del VHD postrasplante: En el curso postrasplante,
la expresién inmunohistoquimica del HDAg en el tejido hepati-
co fué el marcador mas precoz para detectar la instauracién
de la reinfeccién viral. En los 4 pacientes la inicial posi-
tividad tisular de HDAg no se acompafi®d de paralela presencia
sérica del ARN viral y esta ausencia inicial persistid, en
3 de ellos, durante al menos los tres primeros meses de
seguimiento. La expresidn inmunohistoquimica de HDAg en el
tejido hepatico como Gnico signo de actividad infectiva del
VHD es un hecho descrito por otros autores (1, 136, 187,
196). La similitud de resultados estre éste y los anterior-
mente citados estudios califica al estudio inmunchistoquinmico
como el mejor método diagnéstico de recidiva de la infeccién

por el VHD postrasplante hepatico.

II.B. CORRELACION VIROLOGICO-MORFOLOGICA.

Clasicamente, el desarrollo de la hepatitis histolégica
gue sigue a la sincrénica o metacrénica infeccién de un pa-
ciente por el VHB y VHD se ha considerado que dependia funda-
mentalmente del VHD (192, 195, 221) en base a su caracter
altamente patdégeno (140, 185, 190, 191, 195) y citopatico
(110, 190, 191, 240). Ademas, una de las principales razones
indicativas de esta directa citopatogenicidad del VHD habia
sido que la presencia intrahepatica de HDAg se asociaba inva-

riablemente a lesidén hepatocelular (188, 190, 191, 232).
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En el presente trabajo, la secuencia de acontecimientos
virolégico-morfoldégicos que ha tenide lugar a lo largo del
curso postrasplante ha sido distinta. El correlativo estudio
inmunchistoguimico e histopatoldgico de los injertos ha docu-
mentado:
1¢9) La permanente expresién tisular de HDAg no se acompafod
de signos histoldgicos de hepatitis durante la etapa inicial
de aislada infeccidn del injerto por el VHD. Este hecho
demuestra la existencia de un estado de portador no agresivo
del virus postrasplante. Nuestros resultados han sido muy
similares a los descritos por los trabajos que han estudiado
la evolucidn morfolégica del injerto tras la recurrencia de
la infeccidn por el VHD (45, 46, 133, 162), en los dque se
relata también constante ausencia de lesidén hepatitica
mientras existe Gnicamente infeccidn recurrente por el VHD.
22) El1 desarrcllo de hepatitis histolégica se objetivdé una
vez instaurada la infeccidédn recurrente por el VHB. Esta
hepatopatia coincidid con la aparicidn de HBcAg e incremento
del HDAg en el tejido hepatico. Esta interdependencia de
ambos virus necesaria para que se establezca la lesidén morfo-
légica es un rasgo gue también refieren los previamente
citados estudios (45, 46, 133, 162).

Por lo tanto, la observaciédn en el presente trabajo de
un periodo de "portador sano" del VHD y de instauracién del
cuadro hepatitico sélo cuando existe concomitante infeccién
hepatica por el VHB, apoya la hipdétesis de Ottobrelli y col.
(162) y de Davies y col. (45) de que el VHD aislado puede no

ser citopatico.
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TII. INFECCION POR EL VHC.

La recidiva postrasplante de la infeccién VHC ha sido
reportada con variada frecuencia (138, 177, 183) y, al menos,
se observd en un paciente de esta serie. En otros 9 pacientes
se demostré infeccidn por el VHC postrasplante hepitico. Esta
infeccidn por el VHC pudo provenir del receptor, del injerto
implantado o de la sangre transfundida (184). El fendmeno
"ventana" en la determinacién serolégica del anti-VHC (5, 65,
68) hace posible posible que el VHC pueda ser responsable de
hepatitis inesperadas en el injerto hepatico. En 4 pacientes
gque habian negativizado postrasplante todos los marcadores
de infeccién del VHB, la infecciédn por el VHC explicd el
desarrollo de una hepatopatia crénica en el injerto. En otros
4 pacientes con hepatitis en el injerto la infeccién por el
VHC coexistid con infeccidn por el VHB. La secuencia evoluti-
va demostrd antigenos del VHB y hepatitis en el injerto antes
de la serocconversién a anti-VHC. Sin embargo, no fué posible
determinar que grado de respensabilidad tuvo cada uno de
estos virus en la lesidén hepatica.

En base a esta frecuente coexistencia de infeccidén de
mas de un virus en el seguimiento postrasplante de pacientes
HBsAg seropositivos, la posibilidad de una etiologia multivi-

ral de las hepatitis postrasplante debe ser tenida en cuenta.
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En un tiempo de seguimiento de 532%296 dias, el 50% de
los pacientes HBsAg seropositivos sometidos a trasplan-
te hepatico desarrollaron infeccién del injerto por el

VHB.

La recurrencia fué significativamente mas frecuente en
los pacientes con replicacidn viral activa pretrasplan-
te que en 1los no replicativos (p=0,02). Fué menos
frecuente en los pacientes tratados con inmunoprofila-
xis pasiva prolongada que en los gue no recibieron este

tratamiento (p=0,03).

La histologia de los injertos hepéaticos infectados por
el VHB documentd:

- desarrollo de hepatitis en el 76,9% y ejemplificacién
de los siguientes tipos anatomoclinicos: lobulillar,
subaguda, fulminante, crénica activa y colestéasica
fibrosante.

- una secuencia evolutiva extraordinariamente réapida

desde infeccidn sin lesién hasta cirrosis.

El primer signo de infeccién del injerto por el VHB fué
la expresidén inmunohistoquimica focal de HBcAg. Esta
fué sequida de réapida progresidén a patrdn difuso de
HBcAg y HBsAg, rasgo indicativo de sobrecarga viral

hepatocelular permitida por la inmunosupresién.
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La rapida y masiva extensién intrahepatica de los anti-
genos virales asociada al curso acelerado de la hepato-
patia permiten describir a la hepatitis B recurrente
postrasplante hepatico como una enfermedad fisiopatolé-
gicamente distinta a 1la hepatitis B del paciente no

trasplantado.

62. En los pacientes HBsAg y anti-HD seropositivos:

- la infeccidn del injerto por el VHD fué muy precoz
(17+7 dias postrasplante) y siempre precedié a la del
VHB.

- la hepatitis histoldégica no se desarrolld hasta el
momento en que el injerto expresd la infeccidn recu-
rrente por el VHB. Este hallazgo indica que el VHD

aislado puede no ser citopatico.

En esta serie de casos el trasplante hepatico también
prolongd la supervivencia de los pacientes. Un factor
imprevisto y fortuito fué la infeccidn por el VHC que
empeord el curso postrasplante de pacientes que habian

superado la infeccidn por el VHB.
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FIGURA 1. HBsSAG EN HIGADO NATIVO CIRROTICO: Patrones
de tincidn dominantes: A.) de tipo marginal; B.) de
tipo globular (Inmunoperoxidasa, x400).
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FIGURA 2. INCREMENTO SECUENCIAL DE HBcCAG EN EL INJERTO:
A.) Positividad nuclear ocasional en biopsia inicial
(dia 27 posTxH); B.) Tincién nuclear masiva al final
del seguimiento (dia 584 posTxH) (Inmunoperox. x100) .



FIGURA 3. HDAG EN AISLADA INFECCION DEL INJERTO POR
EL VHD: A.) Especimen del dia 8 PosTxH sin lesidn
necroinflamatoria y con positividad nuclear para
HDAg inferior al 5% de los hepatocitos
(Inmunoperoxidasa, x100); B.) Detalle (x400).
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FIGURA 4. HDAG EN INJERTO INFECTADO POR VHD Y VHB:
A.) Biopsia hepatica del dia 140 posTxH con lesién

hepatitica portal y mas del 70% de hepatocitos HDAg
positivos (Inmunoperoxidasa, x100). B.) La tincidn

es nuclear y, ocasionalmente, citoplasmatica (x400).
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FIGURA 5. HBSAG EN INJERTO PORTADOR SANO DEL VHB:
A.) Especimen hepatico del dia 584 posTxH con espacio

porta conservado y extensa expresién membranosa de
HBsAg (Inmunoperoxidasa, x100); B.) Detalle de la
positividad limitada a la membrana celular (x400).
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FIGURA 6. HEPATITIS AGUDA LOBULILLAR:
A.) Lobulillo hepatico con desorden trabecular,

anisocitosis y anisocariosis de los hepatocitos,
frecuentes cuerpos acidéfilos y escaso infiltrado
mononuclear (HE, x100); B.) Detalle (x400).
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FIGURA 7. HEPATITIS CRONICA ACTIVA: A.) Biopsia
hepatica del dia 147 posTxH con inflamacién y

necrosis erosiva periportal (Masson x100). B.)

Especimen bidpsico del mismo injerto en el dia 323
posTxH, con puentes fibrosos porto-portales (HE x400)
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FIGURA 8. HEPATITIS SUBAGUDA: Puente de necrosis
contiguo a espacio porta con infiltrado inflamatorio
e interrupcién de la membrana limitante (HE, x100).

FIGURA 9. HEPATITIS COLESTASICA FIBROSANTE: Tejido
hepatico con proliferacidén ductulillar, colestasis

y colagenizacién sinusoidal (Masson, x100).
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FIGURA 10. HBCAG EN INJERTO HEPATICO CON HEPATITIS
CRONICA: A.) Parénquima hepatico con necrosis erosiva
del espacio porta y expresidén hepatocitaria de HBcAg
marcada, de localizacidén nuclear y citoplasmatica
(Inmunoperoxidasa, x100); B.) Detalle (x400).
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FIGURA 11. HBsSAG EN INJERTO HEPATICO CON HEPATITIS
CRONICA: A.) Cuadro de hepatitis crénica activa con
masiva expresidén hepatocitaria de HBsAg citoplasmiatico
(Inmunoperoxidasa, x100); B.) Detalle del caracter
homogéneo de la tincidén en el citoplasma (x400).
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FIGURA 12. INJERTO HEPATICO CON CIRROSIS B RECURRENTE:

A.) Pieza de hepatectomia de injerto hepatico (dia 180
post-TxH) con cirrosis de patrén micronodular; B.) Corte
histoldégico (Masson, x40).
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FIGURA 13. HBSAG EN INJERTO HEPATICO CON CIRROSIS B:

A.) Nbédulo cirrdético con extensa inmunoexpresidn
citoplasmatica homogénea de HBsAg (Inmunoperoxidasa
x100). B.) Detalle que muestra un componente de tinciédn

membranosa asociado (x400).
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