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Introduccién

Introduccion.

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) es una causa muy frecuente de
enfermedad crénica hepatica. Es un problema muy importante de salud mundial ya que
aproximadamente 170 millones de personas estan infectadas cronicamente por él (1),
afectando aproximadamente a unas 800000 en nuestro pafs. Aun cuando la mayorfa de los
pacientes estan clinicamente asintomaticos es una de las causas mas importantes de

hepatitis cronica, cirrosis y hepatocarcinoma (1).

Si bien la infeccién crénica por el VHC no conlleva una mayor mortalidad global con
respecto a grupos similares no infectados, determina un mayor riesgo de morir por
enfermedad hepatica, con una tasa de mortalidad asociada de aproximadamente un 5% a

los 20 afios de evolucién de la enfermedad (2).
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Introduccién

La resolucién de la hepatitis aguda por VHC ocurre solo en un 14-46% de los pacientes
que se infectan, siendo la mayoria restante la que sufre una infecciéon croénica, con
predisposicion a desarrollar cirrosis y carcinoma hepatocelular (3,4). Por otro lado, los
porcentajes de respuesta al tratamiento combinado en los pacientes con hepatitis cronica

por VHC que son tratados, son muy variables.

Numerosos investigadores han intentado esclarecer qué factores son los responsables de la
distinta resolucién de la infeccién del VHC y de la variable respuesta al tratamiento en
estos pacientes, con resultados prometedores. En los ultimos afios, estudios de amplitud
genémica (GWAS) han determinado que varios polimorfismos de nucleétido unico (SNPs)
cerca del gen interlencina 28 (IL. 28) estan asociados de forma directa con estos dos aspectos
de la infeccién (5-7). Sin embargo, los datos sobre la influencia del polimorfismo del gen

II.28B y la historia natural de la infeccién crénica por el VHC son muy escasos (8, 9).

Por la gran importancia de esta infeccién y las nefastas consecuencias de su evolucién, es
de suma importancia conocer y controlar, en lo posible, los factores que se relacionan con
la progresion desfavorable de la enfermedad. Si la hipdtesis de la existencia de alguna
relacién entre los polimorfismos genéticos del gen II.28B y la gravedad de la enfermedad
hepatica inducida por el VHC es valida, la conclusién mas logica deberia ser la existencia de

diferencias en las frecuencias genotipicas en las diferentes etapas de la enfermedad.
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1. Capitulo 1. La hepatitis C.

En 1989 se descubrié el virus de la hepatitis C (2;10) y desde entonces se ha convertido en
un problema importante de salud mundial. Se trata de un virus que infecta preferentemente
a los hepatocitos (virus hepatotropo) aunque puede infectar otras células como son los

monocitos y los linfocitos (11;12).

1.1. Etiologfa. El virus de la hepatitis C.

El conocimiento de la estructura y el mecanismo de replicaciéon del VHC es todavia
incompleto debido, en gran medida, a la falta tanto de sistemas de cultivos celulares
eficientes como de modelos animales para su estudio.

Taxonémicamente, el virus de la hepatitis C pertenece al género Hepacivirus y a la familia
Flaviviridae (13). Se trata de un virus de acido ribonucleico (ARN) monocatenario y de
sentido positivo, de un tamafo aproximado de 50-60 nanémetros (nm) de diametro, que se
replica preferentemente en el citoplasma de los hepatocitos. Adopta una forma icosaédrica
y esta provisto de una nucleocapside, formada por unidades repetitivas de la proteina
denominada antigeno core del VHC (14;15) y de una envoltura lipidica compuesta por dos

glicoproteinas, una transmembrana (E1) y otra de superficie (E2).

envelope glycoproteins

viral RNA
envelope

Tustracion 1. Estructura del VVHC.
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1.1.1. Organizacién y expresion del genoma.

El genoma del VHC consiste en una molécula tnica y lineal de ARN de cadena simple de
aproximadamente 9600 nucleétidos y sentido positivo. Consta de dos regiones no
codificantes y altamente conservadas denominadas 57y 3 UTR (untranslated region) que
flanquean una region de lectura abierta (region ORF u Open Reading frame) que abarca
casi todo el genoma. La region ORF codifica un gran polipéptido viral precursor de 3010 a
3033 aminoacidos (16) que es sometido a un posterior procesamiento por proteasas para
generar un total de once productos independientes, dando lugar a proteinas estructurales
[nucleocapside (c) o p21, envoltura 1 (E1) o gp 31 y envoltura 2 (E2) o gp70] y proteinas

no estructurales (NS2, NS3, NS4a, Ns4b, NS5a, NS5b) (16;17).

En el genoma del VHC se diferencia claramente nueve regiones: (12)
a. Regiones no codificantes.

El genoma esta flanqueado por dos regiones que no se traducen, la 5’UTR y la 3'UTR. Son
secuencias que desempefian funciones reguladoras de la expresiéon del genoma y participan
en la replicaciéon de ARN viral. Son las partes mas conservadas del genoma, con analogias
superiores al 98% entre las distintas variantes, lo que indica que una mutacién en esta
region resulta letal para el virus.

Region 5" no codificante (5 'NC): Esta formada por 341 nucleétidos y juega un papel
importante en la traduccion, la replicacion (sus 40 primeros nucleétidos) y el ensamblaje del
genoma del VHC. Incluye el sitio de iniciacion de traduccion caracteristico de los virus de
ARN de sentido positivo, asi como una region interna para la entrada del ARN mensajero
en el ribosoma (IRES o internal ribosomal entry site) (18;16).

Region 3" no codjficante (3’ NC): Consta de dos regiones bien definidas, la primera de 40

nucleoétidos y la segunda de 98, separadas por una secuencia rica de poliuracilo (poli-UC).
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Esta region parece participar tanto en la replicacion del ARN viral como en la unién de
ciertas proteinas celulares como la proteina fijadora de tractos de polipirimidina (PTB), que
podrian requerirse para dicha replicacion (19;20).

b. Regiones estructurales.

Las proteinas estructurales se localizan en la zona amino terminal (N-terminal) del
precursor proteico y seran los componentes de los nuevos viriones.

Region “core” (Region ¢): Esta formada por 570 nucleétidos y es donde se codifica la secuencia
del antigeno core del VHC (HCcAg). Los primeros residuos parecen participar también en
la iniciacién de la traduccion del genoma. E1 HCcAg es una proteina de 20-22 kilodaltons
(kD) y 173 aminoacidos de longitud que forma la nucleocapside del virién del VHC y que
podria participar en la supresion de la sintesis de proteinas que precede al inicio de la
replicacion del genoma viral (20;21) asi como en la carcinogénesis, en el metabolismo
lipidico (18;22), en la modulacién de la respuesta inmune del huésped (23), en la apoptosis
y en lo referente al estrés oxidativo y generacion de radicales libres.

Regiones de  las  glicoproteinas de la envoltura (E1 y EZ2): Estas regiones comprenden
aproximadamente 1850 nucleétidos y codifican tres proteinas: las glicoproteinas E1 (gp 31)
y E2 (gp70) y la proteina p7. Las dos primeras participan en la adhesion de los viriones a la
membrana de las células huésped para infectarlas. La proteina E2 interactiia con el receptor
CD 81 (24) y el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) (25), utilizando este
ultimo para penetrar en la célula. Entre las regiones E1 y E2 se encuentra una zona
denominada hipervariable (HVR), de aproximadamente 27 aminoacidos de longitud, que es
la responsable de que el VHC pueda escapar del sistema inmune (26). Por el momento, no

esta clara la funcién de la proteina p7 (18).
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¢. Regiones no estructurales (INS).

Codifican a las proteinas no estructurales, las cuales no forman parte de las particulas
virales. Se definen por las siglas NS seguido de un nimero arabigo que va del 2 al 5 (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, y NS5B).

Region NS2. Su producto de expresion (la proteina NS2) junto con la regiéon amino terminal
de la proteina NS3 participa de una proteasa que se activa en presencia de iones de zinc
divalentes (enzima zinc-dependiente) y se inhibe por agentes quelantes. Esta proteasa lleva
a cabo la lisis que induce la liberacion de la proteina p23.

Region NS3: Esta secuencia codifica una proteina de 72 kD llamada p72 que por un lado
presenta actividad serin-proteasa, cuya actuaciéon determina la liberacion de todas las
proteinas NS del extremo carboxi-terminal de la poliproteina precursora, por lo que su
presencia activa es esencial para la replicacion del virus (27). Por otro lado, la p72 presenta
en la region C-terminal un dominio N'TPasa/ARN helicasa que facilita la separacion de las
cadenas del intermediario de replicacion y elimina las regiones del genoma cuya estructura
secundaria dificulta el acceso de la ARN polimerasa, dicho de otra manera, se comporta
como una helicasa (desenrolla el ARN viral durante la replicacion) (28).

Region NS4: Esta formada por 950 nucledtidos y se subdivide en 2 regiones conocidas
como NS4a y NS4b. La secuencia codificada por el primero, la proteina p6, colabora en la
actividad proteolitica que libera la p72, conocida por ello como NS3-4a proteasa, ademas
de potenciar la actividad de la helicasa de la p72, por lo que también se le conoce como
“potenciador de la helicasa”. La NS4b codifica una proteina de 27 kD, la p27, cuya
funcién es desconocida por el momento.

Region NS5. Es la regién mas extensa del genoma, comprendiendo unos 3500 nucleétidos.
También se subdivide en dos regiones (NS5a y NS5b). LLa NS5a codifica una proteina (p58)

cuya funciéon es desconocida aunque se piensa que participa en la regulacién de la
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replicacion viral y que puede estar involucrada en fenémenos de resistencia a la acciéon del
interferén a través de una zona que se denomina ISDR (regiéon determinante de la
sensibilidad al interferén) (29). Ademas posee la capacidad de inhibir la actividad de la
proteincinasa R (PKR) (30). Por otro lado, interfiere con el metabolismo intracelular de los
lipidos y de las lipoproteinas (31) y es importante en la regulacion del ciclo celular en la
célula huésped (30). La subregion NS5b codifica a la p70 con actividad ARN-polimerasa

dependiente de ARN, que ejecuta la replicacion del genoma del virus (32).

5 UTR Open reading frame ~9400bp 3'UTR
— 1 1 | | 1 1 1 1 1 —
HVR1 HVR 2
Core E1 E2 P7 NS2 NS3 NS4a NSdb NS5a NS5b

Envelope - C——————
p?gtggie — RNA-dependent
— Viropaorin Protease cofactor RNA polymerase
MNucleocapsid
Autoprotease
——
Helicase

Liustracion 2. Organizacion y expresion del genoma del VHC.

1.1.2. Replicaciéon y morfogénesis del VHC.

La cadena positiva de ARN del VHC sirve tanto de molde para la sintesis de la cadena
negativa de ARN durante la replicaciéon, como para la traducciéon de proteinas virales. Por
otro lado, es un ARN genémico que va a ser ensamblado en los nuevos viriones. La

penetracion de las particulas virales podria suceder a través de la interaccion entre la E2 y el
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receptor celular de membrana conocido como CD 81, seguido de un proceso de
endocitosis probablemente mediada por la E1. Una vez en el citoplasma, el ARN viral es
traducido por los ribosomas gracias a la actuaciéon del IRES y de las secuencias situadas en
el extremo 5°de la regiéon C, produciendo la poliproteina precursora que va a ser procesada
por la NS2-3 proteinasa, la NS3-4a proteasa y la serin-proteasa viral (p72), liberando las
proteinas estructurales (HCcAg, E1 y E2) y las protefnas no estructurales (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, y NS5B).

Los productos derivados de este proceso se asocian a las membranas del reticulo
endoplasmico formando el complejo replicativo tipico de los virus de ARN de sentido
positivo. La ARN polimerasa (p70) es el componente clave para la replicacién del genoma.
Posteriormente se produce el ensamblaje, probablemente con la interaccién del extremo 5
del ARN viral y el HCcAg. Este dltimo formara la capside. Las proteinas E1 y E2 se
retendran en la luz de las cisternas del reticulo endoplasmico y la maduraciéon de las
particulas se producird al brotar las nucleocapsides hacia el interior, adquiriendo asi la
envuelta. Las particulas completas se exportan fuera de la célula por transito a través del
aparato del Golgi, aunque el VHC muestra una tendencia a permanecer asociado a

componentes celulares.
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Liustracion 3. Replicacion del 1VHC (35).
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1.1.3. Genotipos, cuasiespecies y origen del VHC.

El VHC genera nuevas variantes genéticas viables a un ritmo superior al de otros virus
similares a él, lo que le habilita para evolucionar con especial rapidez. Esta alta tasa
intrinseca de mutaciones (aproximadamente 1,44 x 10” sustituciones por base y afio), es
debida a una elevada cinética de replicacion viral y a la elevada tasa de error de la enzima
responsable de la replicacion (ARN polimerasa dependiente de ARN), que es alrededor del
10%, lo que condiciona una marcada heterogeneidad del genoma del VHC (33;34).

Este hecho no es uniforme a lo largo del genoma del VHC, asf las regiones no codificantes
3" y 5 exhiben un alto grado de conservacion al comparar las distintas poblaciones, sin
embargo, las regiones E1, E2 (maxima en su regiéon hipervariable), NS 2-5 y la mayoria de
las regiones C sufren mutaciones que generan progenies viables capaces de ser transmitidas.
Estas mutaciones son la base del fendmeno conocido como “deriva genética” y su analisis
conduce a la definicién de los subgrupos poblacionales que conocemos como genotipos

(34).

Por ultimo, puede suceder que las condiciones del ambiente en el que se desarrolla la
especie determinen que algunas de las mutaciones espontaneas que se producen en el
genoma confieran a sus portadores una mayor capacidad para sobrevivir y, por lo tanto,
una mayor oportunidad de transmitirse a las siguientes generaciones. Las regiones del
genoma afectadas pueden experimentar cambios muy frecuentes y continuos,
evolucionando con gran rapidez, fenémeno que involucra regiones genémicas que se
conocen como ‘“hipervariables” las cuales se localizan en el extremo 5°de la region E2 del
genoma del VHC. La respuesta inmune del huésped constituye un elemento ambiental que

puede influir poderosamente en la seleccion natural de las variantes genéticas (34;35).
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La comparacion de secuencias obtenidas de fragmentos discretos de las regiones 5’'NC, Cy
NS5b de cepas del VHC procedentes de diferentes regiones del mundo han llevado a
definir hasta 6 genotipos distintos (designados en nimeros arabigos; genotipos 1, 2, 3, 4, 5
y 0) y cuyo grado de homologia se encuentra en proporcion igual o superior al 70%.
Pueden diferenciarse tres o mas genosubtipos (con un grado de homologia entre el 77-
80%) en cada uno de ellos (designados con letra minudscula: 1a, 1b, lc...) y, a su vez,
diferentes poblaciones llamadas cuasiespecies (con un grado de homologia mayor del 98%).
De esta forma se define a los genotipos como grupos de VHC aislados, distintos desde el
punto de vista genético, que han surgido durante la replicaciéon del virus. Diversos
genotipos se asocian con diferencias en la geografia, el modo de adquisicion y la capacidad

de respuesta a la terapia antiviral (34).

La existencia de cuasiespecies representa la heterogeneidad genética de la poblacion del
VHC dentro de un paciente individual, mientras que el genotipo representa la
heterogeneidad genética del virus entre los pacientes. La naturaleza de las cuasiespecies del

VHC puede ser uno de los mecanismos con el que el virus escapa de la respuesta inmune

(36).

1.2. Epidemiologia.

La infeccién por el VHC es una de las causas mas importantes de hepatitis crénica (HC),
cirrosis (Ci) y hepatocarcinoma (CHC). En los paises industrializados, es el agente causal de
aproximadamente el 20% de las hepatitis agudas, 70% de las hepatitis cronicas y 40% de las
cirrosis (37). Por otro lado, esta presente en el 60% de los pacientes con hepatocarcinoma

y es el causante del 30% de los trasplantes hepaticos (37;38).
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1.2.1. Prevalencia.

No es facil determinar la prevalencia de la infeccién, ya que depende de los métodos
utilizados para estimarla y de la poblacién estudiada (de sus habitos, costumbres y nivel
social y econémico). Se calcula que es de aproximadamente un 3% de la poblacién general,
y que en el mundo existen entre 170 y 240 millones de portadores. En Espafia la
prevalencia oscila entre el 1% y el 2,7%, dependiendo del estudio analizado, por lo que se

estima que existen unos 800000 individuos infectados (1).

Presalence of infection
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Liustracion 4. Prevalencia de la infeccion por VVHC.

La prevalencia varia de forma importante dependiendo del area geografica estudiada. Asi en
Norteamérica y Europa Occidental las tasas son bajas, en Japon son intermedias y en
algunas zonas de Europa Oriental, Asia, Sudamérica y Egipto son elevadas. Es mas, dentro

de un mismo continente se ha observado que existe un gradiente norte-sur. En Europa se
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registran prevalencias del 0,5% en los pafses nérdicos frente al 2% en los paises
mediterraneos (2).

Pero la prevalencia de la enfermedad no solo varfa con el area geografica, sino que también
lo hace con el sexo (es mas frecuente en el sexo masculino), con la raza (es mas prevalente
en individuos de raza negra) (39) y con la edad (mayor en individuos de edad avanzada) (1).
En un estudio con poblacién catalana ralizado en el afio 2002, se observé una prevalencia
del 1,74% en pacientes de entre 25 y 44 anos, frente a un 4.15 % en pacientes mayores de
65 afios (40).

En parte, la variabilidad demografica se podria explicar por las condiciones
socioeconomicas de una poblaciéon, ya que se ha observado en diferentes estudios que la

infeccién es mas frecuente en aquellas poblaciones con peores medidas higiénicas (41;42).

1.2.1.1. Prevalencia y distribucion de los distintos genotipos del 1"HC.

Los genotipos no estan uniformemente distribuidos por el mundo. En Estados Unidos y
en el norte de Europa, el genotipo que predomina es el 1a (1;43). El genotipo 1b es el mas
frecuente y tiene una distribucion mundial. LLos genotipos 2a y 2b representan el 10 % de
las infecciones y son mas frecuentes en Japén y en el norte de Italia. El genotipo 3, que
predomina en la India y otras zonas de Asia, se ha introducido de forma reciente en pafses
como EEUU, Europa y Australia, al igual que el genotipo 4, debido a los movimientos
migratorios y al aumento del uso de drogas por via parenteral en los afios 60 y 70. El
genotipo 4 predomina en Africa central y Egipto, el 5 es endémico de Africa del Sur y el 6

del sudeste asiatico (38;41).

Tanto en EEUU como en Europa, los genotipos predominantes son el 1a y el 1b, siendo

responsables de aproximadamente el 75% de los casos de hepatitis cronica C en estas areas
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geograficas (1;43). Una pequefia proporcion de pacientes esta infectada por varios

genotipos, siendo mas frecuente que sea por los genotipos 1ay 1b.

En nuestro medio, el genotipo 1 es responsable del 60%-70% de las infecciones crénicas
por VHC, seguido por el genotipo 3 (20%-30%) y, a mas distancia, por los genotipos 2 y 4

(5%-10%).

1.2.2. Incidencia.

La incidencia de la enfermedad es muy dificil de estimar debido a que la mayoria de las
hepatitis agudas por virus C cursan de forma asintomatica o con minimos sintomas
inespecificos. Sin embargo, mediante estimaciones indirectas, se cree que el nimero de
casos nuevos ha disminuido de forma importante desde la década de los ochenta del
pasado siglo (38). Este descenso se atribuye, entre otras causas, a la mejora de las medidas
sanitarias, como son la determinacién de marcadores virales en las donaciones sanguineas y
el uso de material desechable en la practica clinica.

Aunque la incidencia esté disminuyendo, la prevalencia de la infeccién es muy alta debido
a que se cronifica aproximadamente en el 60-80% de los pacientes y se prevé que seguira
aumentando debido a que el periodo que trascurre entre la adquisicién de la infeccion y la
aparicion de los primeros sintomas es, por lo general largo siendo, de media, unos 20 afios

(38).

1.2.3. Vias de transmision.

1.2.3.1. Vias de transmision parenterales.

Dentro de las vias de transmisioén posibles del VHC, la via parenteral es la mas importante

(44). En diversos estudios epidemiologicos se ha demostrado dicha via a través de
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transfusiones de sangre o de sus derivados, por medio de hemodialisis, por el uso de
drogas por via parenteral y en trasplantes de 6rganos sélidos de donantes infectados (45).
Antes de comenzar a realizarse de forma sistematica la detecciéon de anticuerpos contra el
VHC en donantes de sangre, la prevalencia del virus de la hepatitis no A no B en pacientes
que recibian #ransfusiones era muy alta, alcanzando en algunas series hasta el 90% en
pacientes con hemofilia y el 60% en pacientes con talasemia (40).

Se estima que un paciente que haya recibido una transfusiéon de sangre o derivados antes de
1990 tiene un riesgo del 10% de haber adquirido el VHC por cada unidad de sangre
recibida (40).

La introduccién del inmunoandlisis enzimatico (test de ELISA) fue determinante en el
cribado de los donantes de sangre (46), ya que la utilizacién de “marcadores sustitutivos”
[determinacién de alaninoaminotransferasa (ALT) y de anticuerpos anticore del VHB
(AcHBc)] era poco sensible para detectar la infeccién (47). Los test de ELISA fueron
mejorando con el paso de los afios, aumentando considerablemente su sensibilidad, de tal
manera que con la introducciéon de los de primera generacion se consiguié una reduccion
del nimero de casos de hepatitis C en los receptores de sangre y hemoderivados desde un
10% antes de 1990, a un 0,9% (48); y con los de tercera generacion esta cifra descendid
hasta un 0,3%.

En la actualidad, el riesgo de adquirir una infecciéon por el VHC en pacientes que reciben
transfusiones de sangre y hemoderivados ha disminuido de forma importante y, si se realiza
la determinaciéon del ARN-VHC de forma sistematica y se rechazan los donantes
virémicos que son seronegativos, el riesgo es practicamente nulo.

Sin embargo, a pesar de todas estas mejoras, actualmente se siguen documentado brotes en
la poblacién general y en algunas instituciones, debido, probablemente, a la mala aplicacién
de las medidas de higiene y de prevencion de enfermedades potencialmente transmisibles

por la sangre.
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Por otro lado, se comprobd que la infeccién por el VHC era mucho mas frecuente en
pacientes sometidos a hemodidlisis que en la poblacién general de la misma area geografica
(49). Un estudio espafiol determiné que la prevalencia de la infeccion por el VHC en
pacientes con insuficiencia renal en hemodialisis era del 7% (50).

Los consumidores de drogas por via parenteral (CD1 P) son el grupo de riesgo mas importante.
La prevalencia de anticuerpos anti-VHC en estos individuos es aproximadamente del 90%.
Se ha detectado que la principal via de transmision en este colectivo es el uso compartido
de jeringuillas contaminadas y, en menor medida, la promiscuidad sexual y el bajo nivel
socioeconémico (51). Sin embargo, en los ultimos afios ha disminuido la incidencia del
VHC en estos sujetos debido al miedo de adquirir la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y, en parte, por las campafias de salud publica realizadas.

La prevalencia de anticuerpos frente al VHC en pacientes receptores de drganos de donantes
con anticuerpos positivos es del 95%, por lo que, en la actualidad, se rechazan estos
individuos como posibles donantes (45).

El personal sanitario puede sufrir el contagio del virus por parte de un paciente (44), pero lo
que es mas importante, también puede ser el vector de transmision de la infeccion (52). Los
factores que se ha demostrado que influyen en la probabilidad de transmision del virus tras
sufrir un pinchazo accidental con una aguja contaminada son la cantidad de sangre que se
transmite al receptor, la presencia de ARN-VHC en suero, la carga viral y la profundidad de
la inoculacion (53;54).

La estancia hospitalaria se ha analizado en multiples estudios como posible factor de riesgo
de adquirir la infeccién por el VHC. A pesar de un control estricto de vias de contagio
conocidas en los medios hospitalarios (transfusiones de sangre o punciones con material
médico no desechable) se han documentado varios casos de infecciéon por VHC tras

estancias hospitalarias, sobre todo si es en un recinto comuan. Este hecho se ha relacionado
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con deficientes medidas de asepsia que permitirfan la transmisiéon de la infeccidon de
paciente a paciente o la utilizaciéon de viales multidosis (55).

Un estudio realizado en Espafia demostré que en salas convencionales de hospitalizacion
se produce transmisiéon nosocomial del VHC y ésta tiene lugar de paciente a paciente, a
pesar de un correcto cumplimiento de las medidas universales de prevenciéon de
transmision de enfermedades infecto-contagiosas. Dicho estudio se realizé durante 2 afios
con pacientes ingresados en 3 salas de una unidad de hepatologia que no tenian otro factor
de riesgo de adquirir la infecciéon por VHC. Se registraban todos los procedimientos
invasivos a los que eran sometidos los pacientes y se comprobé el adecuado cumplimiento
de las medidas de prevenciéon de transmision de enfermedades infecto-contagiosas. En el
periodo que duré el estudio se observé una seroconversion anti-VHC en 3 pacientes con
viremia positiva, lo que arrojaba una incidencia anual calculada de seroconversiéon de VHC
de 0,19 por cada 100 ingresos. Se encontré una relacion estrecha entre las cepas de los tres
pacientes infectados por VHC vy pacientes con infeccién crénica por VHC que se
encontraban en la misma habitaciéon (dos casos) o en la misma sala (un caso), no
observandose en ningun caso relacién entre la seroconversion anti-VHC y la realizacion de
procedimientos invasivos o transfusion de hemoderivados (56).

El aumento de la practica de procedimientos como son la colocacion de piercings, la
acupuntura y los tatuajes, ha propiciado que aparezcan otras vias de transmision del VHC
(44), asi como el consumo de cocaina, merced al que se ha descrito una via de transmision

intranasal (57).

1.2.3.2. V'ias de transmision no parenterales.

Se infiere de varios estudios que la transmision de la infeccion del VHC por via sexual

existe, pero con una frecuencia muy inferior a otros virus que se transmiten por esta via,
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como son el virus de la hepatitis B (VHB) y el VIH (58;59). Actualmente, las relaciones
sexuales no se consideran una via efectiva de transmision del VHC en parejas
heterosexuales estables (el riesgo de transmision sexual anual es inferior al 1%) aunque se
ha demostrado que puede existir en casos aislados (60;61).

Sin embargo, las tasas de prevalencia de la infecciéon por el VHC en hombres homosexuales
son algo superiores a las de la poblacion general (oscilan entre un 5 y un 7%) aunque son
mucho menores que las referidas para los virus de la hepatitis B y para el VIH en el mismo
grupo de riesgo. Esta via de transmision se relaciona con el intercambio de secreciones
corporales infectadas (que normalmente presentan bajos titulos de ARN-VHC) o sangre
contaminada a través de la superficie de las mucosas no intacta (58). El riesgo de
transmisiéon por via sexual es mas elevado en personas promiscuas, que tienen parejas
infectadas por el VIH o con enfermedades de transmision sexual (58).

La mayoria de los estudios sobre la transmisiéon del VHC en individuos de la misma familia
que conviven, arrojan una prevalencia de anti-VHC similar a la de la poblacion general (1,3-
2%) (62). Ninguno de ellos ha podido demostrar una via de transmisién distinta a las
mencionadas anteriormente, por lo que la via de transmisién intrafamiliar no se acepta en la
actualidad.

Sin embargo, esta bien documentada la transmisién que ocurre de madre a hijo durante el
parto (63), también llamada viz vertical. Esta via no es muy frecuente, aunque si lo es en
poblaciones donde la infeccion por el VHC es endémica (64;65). Los factores que se
relacionan con mayor riesgo de transmision vertical son la carga viral elevada en el tercer
trimestre de gestacion (64;60) y la coinfecciéon por el VIH, debido probablemente a que
estos individuos tienen niveles mas elevados de ARN del VHC en suero por su condicion

de inmunosupresion (65;67). No se ha objetivado relacién con el genotipo viral.
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La transmision vertical también es posible que ocurra intradtero si se realizan técnicas
invasivas durante la gestacion (reproduccion asistida, amniocentesis, biopsia corial...) (68) o
si se produce una transfusion maternofetal.

A pesar de existir varias vias de transmisiéon demostradas, en uno de cada dos pacientes con

infeccion por el VHC no se puede identificar la via de adquisicion de ésta.

Tabla 1. Vias de transmision del VHC.

Parenteral Transfusiones de sangre o hemoderivados
Hemodialisis

Consumidores de drogas via parenteral (CDVP)
Trasplante de 6rganos solidos

Personal sanitario (pinchazo accidental)
Hstancia hospitalaria

Consumo de cocaina

Otros procedimientos (piercing, acupuntura, tatuajes...)

No parenteral Via sexual

Via vertical ( de madre a hijo)

1.3. Patogenia.

Los mecanismos de persistencia viral y lesion hepatocelular en pacientes con infecciéon por
el VHC son diversos y nuestros conocimientos sobre ellos son, por ahora, incompletos.

Son varios los determinantes de la persistencia del virus, entre los que se incluyen su
capacidad de generar cuasiespecies (69) que condiciona la evasion del virus de las
respuestas inmunes eficaces; una respuesta inmune congénita inadecuada junto con una
insuficiente respuesta inmunitaria adaptativa, asi como la induccién de tolerancia

inmunolodgica.
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1.3.1. Mecanismos virales:

En general, el VHC puede producir una lesiéon hepatocelular mediante citotoxicidad
directa, a través de una lesion celular asociada con la acumulacién del virus indemnes o de
proteinas viricas, o de forma indirecta, a través de una respuesta inmune asociada con una
cepa viral que interviene en la destrucciéon de los hepatocitos y en la produccién de la
fibrosis (70).

No siempre se puede demostrar una correlacion directa positiva entre el nivel del virus y el
grado de lesion hepatocelular aunque en algunos estudios se han detectando niveles séricos
de ARN-VHC mas altos en pacientes con mayor actividad inflamatoria lobulillar que en los
que presentan inflamacién minima. Por otro lado, se han descrito alteraciones graves de la
funcién hepatica en pacientes inmunodeprimidos receptores de trasplantes con niveles de
ARN-VHC en suero muy elevados en los que la biopsia s6lo mostraba una inflamacion
moderada del higado, lo que apunta a un efecto citopatico directo del VHC (71). Sin
embargo, se cree que para que se produzca la lesion del hepatocito es probable que sea

necesario un cierto nivel critico de acumulacién de antigenos del VHC dentro de la célula.

1.3.2. Mecanismos mediados por el sistema inmune.

En la hepatitis aguda se desencadena una respuesta inmune intensa frente a multiples
antigenos virales con el fin de modular la inflamacién, erradicar el virus y evitar la
evolucioén a la cronicidad (70;72). Entre las distintas reacciones se encuentran una respuesta
de anticuerpos especifica, asi como de células CD8+ (supresores citotoxicos), CD4+ vy
células NK (natural killer o células asesinas naturales) (73). También los linfocitos T (LT)
no especificos y otras células mononucleares participan en la producciéon del dafio

hepatocelular.
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El dafio histolégico y el prondstico de la lesion hepatica depende de la capacidad del virus
para evitar la respuesta inmune, del vigor de la respuesta cooperadora y de la reaccion de
los linfocitos T citotéxicos para producir la lisis de los hepatocitos infectados (74). Cuando
la respuesta es potente y multiespecifica se produce la resoluciéon de la hepatitis aguda, sin
embargo, una funcién cooperadora deficiente junto con una respuesta ineficaz de los
linfocitos CD8, darfa como resultado la perpetuaciéon de la reacciéon inflamatoria
produciendo inevitablemente dafio hepatocelular (75).

La respuesta inmune de los linfocitos T cooperadores CD4+ se realiza a través de los
linfocitos T helper (Th). Los linfocitos Thl producen interferéon gamma (IFNy) (76),

interleucina 2 (IL2) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y promueven la respuesta
citotéxica mediada por los linfocitos T. Las células Th2 sintetizan 1L.-4, IL-5, IL-6 e 1L.-10,
promueven las respuestas humorales productoras de anticuerpos (75) y disminuyen la
respuesta Thl.

La respuesta de las células CD8 especifica contra el VHC es policlonal y se dirige contra
diferentes epitopos de las regiones estructurales y no estructurales de las proteinas virales
(core, envoltura, N53, N54 y N55) (77), produciendo la destruccién de las células
infectadas por citolisis directa o mediante inducciéon de la apoptosis, en este dltimo caso,
dando lugar a los cuerpos apoptoticos (cuerpos acidéfilos de Councilman) que son
fagocitados por los macréfagos (74).

La expresion definitiva del VHC y la consecuente cronificacion de la infeccion, depende del
equilibrio porcentual de la respuesta CD4 de tipo 1 (Th 1) frente a la de tipo 2 (Th 2) (78),
ya que se ha comprobado que una respuesta inicial multiespecifica con predominio de
células CD4 Thl ocurre de forma mas frecuente e intensa en pacientes con infecciones
agudas que se resuelven. Por otro lado, se cree que el mantenimiento de la respuesta por

parte de las células CD8 determina la evolucion benigna de la enfermedad. Se desconocen
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las causas principales de estas diferentes respuestas inmunes iniciales en la infecciéon aguda

por VHC.

13.3. Citocinas.

La citocinas son mediadores solubles de la inflamacion y son decisivas para el comienzo y

perpetuaciéon de la lesién hepatica asociada a la infecciéon por el VHC (70). Tienen

capacidad para mediar apoptosis y reclutar y amplificar los componentes de la respuesta

inmunitaria, activando a los linfocitos T y B, a los macréfagos y a los fibroblastos, a la vez

que participan en la génesis de fibrosis hepatica.

En la siguiente tabla se resume las citocinas mas importantes en relacion con la patogenia

del VHC y sus principales funciones.

Tabla 2. Citocinas y repuesta adaptativa. Efectos bioldgicos principales.

Citocina Efectos bioldgicos principales

1L-2 Induce la proliferacién de linfocitos LT, LB y NK. Citotéxica e inflamatoria (Célula productora: Th y LTc, Th1)

IFN-y Incrementa la expresion de MHC-1 y II. Activa macréfagos y NK. Inhibe proliferacién de celulas Th-2 (Célula
productora :Th1, Tc, NK)

TNF Proinflamatortia. Pirégeno. Induce moléculas de adhesion (Célula productora: Thi, Tc)

IL-1 Inductor de la diferenciacion Th2. Inhibe citocinas y mediadores proinflamatorios. Estimula crecimiento y
diferenciacién de linfocitos B. Induce IgE e IgG4 (Célula productora: Th-2, mastocitos, basofilos.)

IL-10 Inhibe expresién de citocinas y otros mediadores proinflamatorios y la expresion MHC-II y moléculas de
adhesion en monocitos. Estimula a linfocitos B e induce IgG. (Célula productora: Th 2, monocitos, macréfagos
y LB)

IL-12 Inductor de la diferenciacién Th1. Estimula activacién T y NK (Célula productora: Monocitos)

TGF-8 Inmunosupresora. Inhibe el crecimiento de muchos tipos celulares, la sintesis de citocinas y la toxicidad natural.
Actua en el desarrollo de fibrosis. (Célula productora: T activados)

GM-CSF Desarrollo y diferenciacién de granulocitos y macréfagos. (Célula productora ;T activados)
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Se ha demostrado un aumento de la sintesis hepatocelular del TNFa en las hepatitis
cronicas virales (70), factor que actia directamente sobre los receptores de la célula diana
(hepatocitos y células de Kupffer) induciendo apoptosis (81) e incrementando la expresion
hepatica de las moléculas de adhesion celular ICAM-I) y vascular (VCAM-1). La IL2 y el
INFy son estimulos importantes para la respuesta inmune antiviral del huésped ya que
entre sus funciones destaca la activacién de las células NK y la actuacion sobre las células T
facilitando su proliferaciéon y activacion. La IL12 es un potente inmunoestimulador de la
respuesta Thl, induce la produccién de IFN y por parte de las células NK y de los
linfocitos T' (82) e inhibe, por otro lado, la replicacion de los virus hepatotropos. El IFN y
induce la activacion de los fagocitos y la sintesis de quimiocinas incluida la propia I11.-12. La
IL10 es una citocina con propiedades antiinflamatorias capaz de inhibir la sintesis de
citocinas proinflamatorias por los linfocitos T y los macréfagos, por lo que su efecto es
antifibrogénico. El factor de transformaciéon del crecimiento B1 (TGF-1) es producido
por los macréfagos, induce apoptosis y desempefia un papel en la fibrogénesis hepatica
promoviendo, en cultivos de fibroblastos, la sintesis de coldgeno y otros componentes de la

matriz extracelular (83). Se ha observado en los pacientes con hepatitis cronica C, un
aumento de los niveles de TGFp tanto a nivel hepatico como en plasma (74;84) asi como
una cotrelaciéon positiva entre la concentracion tisular de ARNm del TGF-f 1 y la
intensidad de la fibrosis hepatica, lo que sugiere que el TGF-B1 participa de forma activa en

el desarrollo de ésta (85). Por otro lado, los pacientes que obtienen una RVS tras el

tratamiento antiviral presentan tanto una mejoria en el grado de fibrosis como un descenso

de los niveles séricos de TGFB1(80).
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13.4. El 6xido nitrico (NO).

El é6xido nitrico es un potente mediador de la respuesta inflamatoria. Se genera a través de
la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (ONSI) presente en los hepatocitos y macréfagos
tras la activacion por citocinas proinflamatorias. La expresion hepatocelular de ONSi esta
aumentada en pacientes con hepatitis crénica C (87), lo que condiciona la formacién de
grandes cantidades de ON que actia como un factor angiogénico con accién citotoxica,
esta ultima, en relacién con la formacién de peroxinitrito (PNT), un potente agente
oxidante que promueve la formacion de nitrotirosina (n-TIR). La nitrotirosina esta
aumentada en los pacientes con hepatitis cronica C y su acumulacion se correlaciona con la

gravedad de la lesiéon hepatica (88).

1.4. Anatomia Patologica.

Los hallazgos histologicos de la hepatitis cronica van desde la existencia de minima
actividad inflamatoria sin fibrosis hasta la cirrosis hepatica.

En la fase de hepatitis aguda, a nivel histolégico se observan cuerpos acidéfilos,
balonizaciéon de los hepatocitos y necrosis litica de predominio centrolobulillar. Por otro
lado existe un infiltrado inflamatorio en los espacios porta, infiltracion en el lobulillo y
signos regenerativos. Con el tiempo se puede desarrollar una cirrosis macronodular donde
el higado tiene una consistencia aumentada. La superficie hepatica es nodular, con nédulos
de 3 mm a 3 cm de diametro y con tabiques conjuntivos elasticos que los rodean
completamente. Los nédulos estan formados por hepatocitos con disposicion desordenada
que presentan signos regenerativos y los tabiques se forman por colapso del reticulo de las
zonas necroticas a los que se agrega fibrosis activa.

Las caracteristicas histolégicas que nos sugieren que la enfermedad esta evolucionando a

situaciones especiales son: a) la necrosis masiva, que ocurre cuando la necrosis compromete
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a mas del 85% del higado, lo que condiciona una grave insuficiencia hepatica, situaciéon que
se da con mas frecuencia en las hepatitis fulminantes; b) la necrosis en puentes, donde la
necrosis de los hepatocitos sucede en las areas que unen los espacios porta entre si (porto-
portal) o los espacios porta con las venas centrolobulillares (porto-central) y ¢) necrosis en
sacabocado o necrosis erosiva que es la destruccion de los hepatocitos aislados de la placa
limitante periportal, con interrupcion de ésta.

La existencia de fibrosis en puentes entre los espacios porta o entre éstos y las venas
centrolobulillares representa un estado de fibrosis avanzado previo a la aparicién de una

cirrosis establecida.

1.5. Historia natural de la infeccién por VHC.

La infeccién por el VHC produce una hepatitis aguda que puede evolucionar hacia una
hepatitis crénica, hacia una cirrosis y, finalmente, hacia un carcinoma hepatocelular. Es

fundamental conocer la historia natural de la infeccién para comprender su importancia.

Infeccién por el VHC

1
I
I
Hepatitis Aguda : Yy
(>90 % asintomatica) ;2
I '8
I 0
l I @
Curacién espontanea Hepatitis Crénica !
(15-25%) (TTSS%) .
I
I
Asintomética Sintomatica :5
(80%) (20%) I &
I ©
D
| R
'8
Cirrosis I
20% :
Transplante —. | |
CHC !

Liustracion 5: Historia natural de la infeccion por VVHC.
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1.5.1 Hepatitis aguda por VHC.

La infeccién aguda es asintomatica o subclinica en la mayoria de los casos, por lo que no
suele diagnosticarse en esta fase. Aproximadamente un 20-30% de los pacientes presentan
sintomas y tan solo el 10-15% desarrollan ictericia.

No es posible realizar un diagnéstico serolégico en fases muy precoces de la infeccién
debido a que existe un periodo (periodo ventana) de aproximadamente 10 semanas entre la
exposicion al virus y la deteccion de anticuerpos anti-VHC en plasma (89). E1 ARN-VHC
se puede detectar en suero en la primera o segunda semana tras la exposicion, no obstante,
hasta un 30% de los pacientes contindan con el virus indetectable en sangre durante
periodos largos de tiempo, que pueden llegar a ser hasta de 9 meses tras la exposicion
(90;91). Después de este periodo, la mayoria de los paciente positivizan el ARN-VHC. Los
parametros de lesién hepatica se elevan pasadas de 2 a 8 semanas, siendo frecuente
encontrar cifras muy altas de ALT y de gamma glutamil transferasa (GGT). Sin embargo, la
elevacion de transaminasas en estos pacientes suele ser inferior a la observada en el resto de

las hepatitis viricas.

Tras la infecciéon aguda pueden ocurrir diferentes situaciones. La primera posibilidad es la
erradicacion del virus con recuperacion total de la lesion hepatica. Se da en el 15-45% de
los pacientes con hepatitis aguda C y la negativizacién del ARN-VHC sérico coincide con
la normalizacién de los valores de ALT. Esta circunstancia es mas frecuente en enfermos
que sufren hepatitis aguda clinicamente manifiesta. La segunda situacion es la
normalizacién rapida de las enzimas hepaticas pero con persistencia de la viremia (estado
de portador inactivo ) y en la tercera, que representa al 40-60% de los casos, tanto el ARN-
VHC como las enzimas hepaticas se mantienen elevadas en suero durante mas de 6 meses.

Este ultimo grupo de pacientes son aquellos que evolucionan hacia una hepatitis crénica(l).
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El riesgo de insuficiencia hepatica aguda por el VHC es muy bajo y existen pocos casos en

la literatura de fallo hepatico fulminante debido a esta causa (92).

1.5.2. Hepatitis cronica y cirrosis hepatica por el VHC.

La caracteristica mas relevante del VHC es su capacidad de inducir una infeccién crénica
en aproximadamente el 60-80% de las personas infectadas. No son bien conocidos los
mecanismos o los factores por los que unos pacientes son capaces de aclarar por completo
el virus mientras que en otros se produce una infecciéon cronica, aunque parecen ser

multiples y dependientes de factores virales y del huésped (93).

Un estudio realizado en el afio 1999 determiné que factores como la raza blanca, la
apariciéon de ictericia en la fase aguda y una baja carga viral se relacionaban con el
aclaramiento espontaneo del VHC (94). Otros factores que se han propuesto como
predictivos de mayor tasa de aclaramiento del virus podrian ser el sexo femenino, la
existencia de clinica de hepatitis aguda, asi como titulos altos de anticuerpos contra las
proteinas estructurales del VHC (95) y la persistencia de una respuesta VHC-especifica de
las células T CD4 (96), mientras que no parece determinante de una mejor o peor

evolucion el genotipo viral.
Recientes estudios han demostrado que existe una correlacion entre las respuestas virales
obtenidas en los pacientes infectados créonicamente por el VHC y un gran numero de

polimorfismos genéticos de los que hablaremos mas adelante.

La hepatitis cronica por VHC (HCC) cursa de forma asintomatica y en el transcurso de

muchos afios en la mayoria de los pacientes, por lo que en numerosas ocasiones se
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diagnostica de forma casual tras un analisis periédico donde se objetiva un aumento de las
transaminasas. Un tercio de los casos presentan clinica inespecifica y/o hepatomegalia y un
porcentaje menor de pacientes desarrollan ictericia, sigho que se considera de mal
pronostico.

La fase de hepatitis cronica se manifiesta analiticamente con aumento de transaminasas,
especialmente de ALT, sin embargo, este hallazgo puede estar ausente en pacientes con

ARN-VHC presente en suero (57).

Existe un subgrupo de pacientes que presentan transaminasas persistentemente normales
con titulos de ARN-VHC detectables en suero (57) y son diagnosticados mediante el
cribado de donantes de sangre o por analisis rutinarios en las revisiones de empresa. Estos
pacientes, en general, suelen presentar un grado de inflamacién muy leve y discreta o nula
fibrosis (97), sin embargo, un numero muy pequeno de ellos puede presentar fibrosis

importante en la biopsia hepatica (97;98).

Cuando la fibrosis es muy avanzada y la lesién hepatica es irreversible, nos encontramos
ante una cirrosis establecida. En las fases iniciales, la cirrosis esta compensada y sus
sintomas son superponibles a los de los estadios previos de la infeccion por VHC.
Posteriormente, el paciente puede sufrir diferentes grados de insuficiencia hepatocelular e

hipertension portal.

La proporciéon de enfermos con hepatitis cronica que desarrollan cirrosis hepatica es
extraordinariamente variable segin se consideren unos estudios u otros. Se admite que el
porcentaje de pacientes con infeccién cronica por VHC que desarrolla una cirrosis hepatica

es del 15% a los 20 anos. La coexistencia de factores como el consumo de alcohol o la
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coinfeccion por el virus de la hepatitis B pueden acelerar dicha progresion, asi como la
situacién de inmunosupresion en pacientes VIH o trasplantados (97;99).

Los datos analiticos que nos hacen sospechar que la enfermedad ha evolucionado a cirrosis
son el aumento de bilirrubina sérica, la disminucién de los niveles de albumina y el
alargamiento del tiempo de protrombina. En las pruebas complementarias como la
endoscopia o la ecografia se pueden observar datos indirectos del desarrollo de
hipertension portal, pero es la biopsia hepatica la que nos va a dar la certeza de la
progresion a cirrosis.

Ultimamente se estin desarrollando diferentes técnicas para estimar el grado de fibrosis
hepatica de forma no invasiva y as{ evitar la realizacién de una biopsia hepatica. Estos
procedimientos se dividen principalmente en dos categorias: aquéllos que utilizan la
determinacion sérica de distintos marcadores biolégicos (100) y los basados en métodos de
imagen entre las que se encuentran la elastografia transitoria (ET) o Fibroscan (101), la
tomografia computerizada (T'C) o la resonancia magnética (RM).

Cuando aparece cualquier manifestaciéon grave de la hipertension portal como es la ascitis,
la hemorragia digestiva por varices gastroesofagicas, la encefalopatia hepatica o las
infecciones bacterianas graves, nos encontramos ante una cirrosis descompensada y el
unico tratamiento posible, aparte del tratamiento de las complicaciones, es el trasplante
hepatico.

La incidencia de descompensacién de la cirrosis es aproximadamente de un 4 a un 5%
anual. La complicacién mas frecuente es la ascitis, seguida por la hemorragia por varices
esofagicas y la encefalopatia (102).

La supervivencia esta determinada fundamentalmente por la edad y el grado de Child-Pugh,
siendo en pacientes con cirrosis compensada del 92-96%, 83-91% y 79 % a los 3, 5y 10
afios. Cuando la enfermedad esta descompensada, aquéllas descienden al 57% y 50% a los

3y 5 afios respectivamente (4).
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1.5.3. Carcinoma hepatocelular.

El CHC ha presentado un aumento progresivo de su incidencia en el mundo occidental,
siendo actualmente el quinto cancer a escala mundial y la principal causa de muerte en los

pacientes afectos de cirrosis hepatica.

La incidencia y prevalencia de CHC en pacientes con cirrosis hepatica es mucho mayor que
en la poblacién general y se desarrolla en pacientes con infecciéon por el VHC en fases
avanzadas (hepatopatias muy evolucionadas o cirrosis hepaticas) después de periodos muy
prolongados de exposicion al virus (103), hecho que explica que la media de edad de
diagnostico de estos pacientes oscile entre los 65 y 70 afios. Se ha estimado que
aproximadamente un 2-4% de pacientes con infecciéon cronica por el VHC en estadio
cirrético presenta un CHC y la prevalencia de marcadores del VHC en pacientes con
hepatocarcinoma es muy alta. La incidencia varfa segun el estadio en que se encuentre la
hepatopatia, siendo de menos del 1% en pacientes con hepatitis cronica y del 3,7 al 7,1% en
los casos de cirrosis establecida (104).

De este modo, se acepta que en nuestro medio el factor de riesgo mas importante para el
desarrollo de un CHC es la cirrosis por el VHC y que el riesgo de desarrollarlo, si
estudiamos el conjunto de enfermos con infecciéon crénica por VHC, es del 1 al 4% anual
(104;105). Sin embargo, no se ha demostrado un mecanismo oncogénico directo del VHC
(106;107).

Determinados factores como la coinfecciéon por el VHB o el VIH, el consumo de alcohol o
la coexistencia de otros procesos como la diabetes mellitus y la obesidad pueden actuar de
forma sinérgica y favorecer el desarrollo del CHC en pacientes con infeccién créonica por el

VHC (108).
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1.6. Diagnostico de la infeccién por VHC.

La clonacién y secuenciacion del genoma del VHC en 1989 (10) permitié el desarrollo de
distintas pruebas para la identificaciéon de fragmentos genémicos y de anticuerpos frente al
VHC en el suero de los pacientes infectados.

Los métodos diagndsticos se pueden dividir en: a) métodos diagnosticos directos (analisis
moleculares o virologicos) que determinan y cuantifican el ARN viral mediante la deteccion
de los componentes estructurales virales, y b) métodos indirectos, entre los que se
encuentran las técnicas seroldgicas que detectan anticuerpos especificos contra el VHC

(109).

1.6.1. Pruebas serologicas.

Estas pruebas se basan en la deteccion de anticuerpos dirigidos frente a diferentes
antigenos estructurales y no estructurales del VHC (110). Las principales pruebas
serolégicas son el enzimoinmunoanalisis (EIA) y la inmunotransferencia con antigenos

recombinantes (RIBA) (109).

a) Enzimoinmunoandlisis o E1LSA.

Se trata de una técnica de diagnéstico inicial de la hepatitis C. Detecta anticuerpos frente al
VHC que se generan frente a los diferentes epitopos de las proteinas que codifica el
genoma viral. Los anticuerpos que se desarrollan son inmunoglobulinas del tipo IgG.
Existen tres generaciones de ELISA. Los ELISA de tercera generacion detectan
anticuerpos dirigidos contra epitopos localizados en el core y proteinas no estructurales
(NS3, NS4 y NS5) y tiene una sensibilidad y especificidad mayor del 99% en sujetos

inmunocompetentes, siendo inferior en inmunodeprimidos, por lo que un resultado

50



Introduccién

negativo en estos pacientes no descarta la infeccion por el virus, lo que hace imprescindible

utilizar, en estos sujetos, un test que detecte el ARN-VHC (110).

b) Inmunotransferencia con antigenos recombinantes o “inmunoblot” recombinante (RIBA).

Se trata de una técnica de confirmacion. Los antigenos individualizados son enfrentandos
por separado a la muestra problema, siendo el resultado positivo cuando presenta
reactividad frente a dos o mas antigenos; negativo, cuando no se detecta reactividad frente
a ningun antigeno o indeterminado, cuando no sucede ninguna de las anteriores.

La prueba de RIBA se utiliza cada vez menos como test confirmatorio, ya que en la
practica clinica habitual, para establecer la existencia de una infeccién activa por VHC, se

determina el ARN-VHC tras obtener un resultado positivo del test de ELISA (111).

1.6.2. Pruebas virolégicas o moleculares.

Actualmente disponemos de métodos cualitativos y cuantitativos de deteccion del ARN-
VHC (112).

En la infecciéon activa, el ARN-VHC esta presente en el suero del paciente y puede
detectarse aproximadamente entre la tercera y cuarta semana tras la exposicion aguda (113).
Como la cantidad del ARN-VHC en suero de pacientes con hepatitis C es limitada, es
necesario amplificar la muestra o la senal de hibridacién con distintos métodos, entre los
que se encuentran los sistemas de transcriptasa inversa con reacciéon en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), la transcripciéon mediada por amplificacion (TMA) y el sistema

“Branched” (bDNA).
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a) Pruebas cualitativas.

La deteccion del ARN se utiliza para poder confirmar la infecciéon en pacientes con
anticuerpos positivos, para confirmar/descartar la respuesta al tratamiento y monitotizar
dicho tratamiento, en el diagnostico de la infecciéon en el periodo ventana, en la infeccion
perinatal y en los casos de alta sospecha y anticuerpos negativos en suero que, aunque no es

frecuente, es una posibilidad sobre todo en pacientes inmunodeprimidos.

En un primer paso del ensayo cualitativo RT-PCR, la transcriptasa convierte el ARN en
ADNc (ADN complementario) que es utilizado como molde. Los iniciadores utilizados
son secuencias que corresponden a la region 5° UTR. La fase de amplificaciéon viene
seguida de la fase de deteccién mediante una hibridacién con sonda especifica (114). La
prueba de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) cualitativa para el ARN del VHC es
muy sensible, detectando su presencia a partir de 20 unidades internacionales por mililitro
(UI/ml). Un resultado positivo confirma la replicacion activa del virus pero un test
negativo no excluye viremia y puede reflejar sélo un descenso transitorio de la carga viral

por debajo del limite de deteccion del test.

Los ensayos basados en el sistema TALA (transcripcion mediada por amplificacion) utilizan un
sistema mas complejo de reacciones con participacion de la ARN-polimerasa y la
transcriptasa inversa bajo condiciones isotérmicas de amplificacion del ARN mediante
intermediarios del acido desoxirribonucleico (ADN). Pueden detectar niveles muy bajos de

ARN-VHC (5- 10 UI/ml) que son imperceptibles con sistemas RT-PCR (115).

52



Introduccién

b) Pruebas cnantitativas.

El método del bADN (sistema “Branched”) de deteccion del ARN utiliza una sonda de
oligonucledtidos en fase sélida que captura el blanco de ARN, seguido de una hibridacion
secundaria mediante una sonda ramificada. Para poner de manifiesto la reaccion, se afiade
un complejo de enzima conjugada al que posteriormente se le agrega un sustrato (109). El
ensayo de bADN de tercera generacion ofrece una medicion semicuantitativa del ARN

viral con un limite inferior de deteccion de 600 UI/ml.

El meétodo de RT-PCR también se utiliza para la cuantificacion del ARN, afiadiendo un
control externo o estandar de cantidad de ARN conocida que se amplifica junto con la
muestra (PCR competitiva). La comparacion de ambas nos permite calcular la

concentracion de ARN de la muestra (112;1106).

En la actualidad la deteccion del ARN-VHC se realiza por PCR a tiempo real que es mucho
mas sensible y rapida que las pruebas cualitativas, con un limite inferior de deteccion de 15
UI/ml. Su principal caracteristica es que permite cuantificar la cantidad de ARN presente
en la muestra original. Dentro de las técnicas de PCR a tiempo real, se diferencian aquellas
basadas en fluorocromos no especificos y las basadas en sondas especificas.

En las técnicas basadas en fluorocromos, el ADN, que ve multiplicada su cantidad con
cada ciclo, se une al fluorocromo produciendo fluorescencia que es medida por el
termociclador apto para “RealTime” PCR. Permite cuantificar solo una secuencia por
reaccion pero tiene la ventaja de utilizar primers normales para su realizacion. Es mucho mas
econémica que la realizaciéon de PCR con sondas especificas.

Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan una sonda unida a dos fluorocromos que

hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo (forward) y el inverso (reverse), cuando
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la sonda esta intacta, presentan una transferencia energética de fluorescencia por resonancia
(FRET).

La PCR a tiempo real presenta ventajas frente a la PCR tradicional. La fundamental es su
mayor sensibilidad lo que disminuye el riesgo de falsos negativos. El hecho de que los datos
sean tomados en la fase exponencial del proceso asegura que ningiin componente pueda estar
limitando el proceso de amplificacién. También es mas rapida y tiene menos probabilidad de

contaminacién con lo que disminuyen los falsos positivos (112).

1.6.3. Determinacion del genotipo del virus de la hepatitis C.

El anilisis filogenético de diferentes aislamientos del VHC nos indica la presencia de
genotipos, subtipos y cuasiespecies. Se han identificado 6 genotipos diferentes del VHC y
por lo menos 80 subtipos (117). Actualmente se dispone de diferentes alternativas para la
deteccion del genotipo del VHC. Dependiendo de la tecnologia empleada, estos sistemas se
pueden clasificar en técnicas moleculares de genotipado y técnicas serolégicas o de

serotipado.

a) Técnicas de genotipado del 1HC.

Existen diferentes estrategias para la caracterizaciéon, mediante técnicas moleculares, de los
diferentes genotipos del VHC. Todos ellas se basan en la realizacién previa de una técnica
de amplificacion de regiones especificas del genoma del virus. La posterior identificacion de
genotipos y subtipos se puede realizar mediantes el analisis de la secuencia generada, por el
estudio del polimorfismo de la longitud de los fragmentos obtenidos por la actuacion de
enzimas de restriccion o mediante técnicas de hibridacion con diferentes sondas especificas

para cada genotipo y subtipo del VHC.

54



Introduccién

b) Técnicas de serotipado del 1"HC.

Las pruebas de serotipado del VHC se basan en la repuesta serologicas especifica a
diferentes proteinas antigénicas que corresponden a determinadas regiones del genoma del
VHC. Algunas de estas pruebas basadas en técnicas de ELISA o inmunoblot utilizan
anticuerpos dirigidos contra epitopos de las regiones NS4 o de la regiéon core del VHC.
Estas pruebas de serotipado resultan técnicamente mas sencillas y econdmicas en
comparacion con las técnicas de genotipado, pero son menos sensibles y especificas y no

permiten la diferenciacién entre subtipos del VHC (118).

Tabla 3. Diagndstico de la infeccion por 1HC.

Diagnéstico de la infeccién por VHC Pruebas serolégicas.
EIA
RIBA
Pruebas virolégicas.
Cualitativas: RT-CPR; TMA
Cuantitativas: bDNA: PCR a tiempo real.
Determinacion del genotipo VHC Genotipado

Serotipado

1.6.4. Diagnéstico de la infeccién en fase aguda.

Para establecer el diagnostico de hepatitis aguda por VHC, se realiza la determinacion de
Ac anti-VHC (detectables a las 6-12 semanas tras la exposiciéon) mediante una técnica de
ELISA para el diagnostico de la exposicion al virus y de ARN-VHC viral mediante una
técnica cualitativa para confirmar la infeccion activa (111;119).

Ante la presencia de ARN-VHC en ausencia de anticuerpos anti-VHC hay muchas

probabilidades de que se trate de una hepatitis aguda C y la seroconversién posterior es la
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norma. Se puede dar la circunstancia contraria, es decir, que existan niveles de ARN
indetectables y anticuerpos positivos. Ante esta situacion debemos realizar otra
determinacién de ARN transcurridas de dos a tres semanas ya que sus niveles sufren
oscilaciones y éstas son mas frecuentes en la fase aguda de la infecciéon. El hallazgo de
anticuerpos especificos en ausencia de ARN-VHC es sugestivo de infecciéon pasada y
resuelta, aunque debemos repetir la determinacién de ARN-VHC en los siguientes seis
meses (111). Nos puede resultar de utilidad analizar estudios previos realizados al paciente,
como los datos de laboratorio o pruebas de imagen para determinar si se trata de una
hepatitis C aguda o cronica.

Por otra parte, la normalizacién de los niveles de transaminasas durante el seguimiento de
la hepatitis aguda C a menudo se acompafia de la desaparicion transitoria del ARN viral
durante varias semanas. Para confirmar la resolucioén espontanea de la infeccion, se requiere
demostrar la ausencia de ARN en varias determinaciones separadas por periodos de, al

menos, 3 -6 meses.

1.6.5. Diagnéstico de la infeccion en fase cronica.

La hepatitis cronica C se caracteriza por la presencia de anticuerpos frente al VHC y niveles
de ARN detectables en suero durante un periodo de mas de 6 meses (1).

En ocasiones, en pacientes inmunodeprimidos o hemodializados, no se pueden detectar
anticuerpos anti-VHC especificos, por lo que el tnico marcador que nos permite hacer el
diagnostico es el ARN del virus (120).

Normalmente, los niveles de ARN durante la infecciéon crénica son poco estables, no

guardando relacién con la gravedad de la lesion hepatica.
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1.7. Evolucion y factores determinantes de la progresion.

En numerosos ocasiones se ha intentado clasificar a los pacientes dependiendo de si
presentan una progresion rapida, intermedia o lenta a cirrosis hepatica, ya que se ha
observado que la velocidad de progresion de la enfermedad varfa mucho de un individuo a
otro. Asi, hay pacientes que evolucionan rapidamente a cirrosis, desarrollandola en
periodos muy cortos de tiempo (inferior a 10 afios), mientras que en otros la progresion es
mas lenta, pudiendo permanecer en estadios precirréticos durante 30 afios o mas. En la
actualidad se sabe que un 33% de los enfermos desarrollaran cirrosis en menos de 20 afios
(actividad fibrética rapida), y un 31% desarrollaran la misma lesion pasados 50 afios o mas
(actividad fibrotica lenta) (121).

Debido a que el grado de fibrosis inicial es un determinante muy importante en la
progresion de la enfermedad, se ha tratado de identificar una serie de factores que
condicionan una mayor velocidad de desarrollo de ésta. Dichos factores se pueden dividir
en aquellos relacionados con el huésped, aquellos dependientes del virus y factores

externos.

1.7.1. Factores dependientes del huésped.

a. Edad. Desde los primeros trabajos publicados se observo que la edad en que se adquiere
la infeccién es un factor determinante de la evolucion de la fibrosis; a menor edad de
adquisicion menor probabilidad de progresion de la fibrosis (121;102). Posiblemente, este
hecho podria ser consecuencia de las alteraciones inmunoldgicas y de la pérdida de
resistencia de las células hepaticas con la edad.

b. Sexo. En los hombres, la enfermedad progresa mas rapidamente que en las mujeres,
posiblemente por el papel protector de los estrégenos en el desarrollo de la fibrosis

(121;122;123).
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c. Raza. Se ha demostrado que los enfermos afroamericanos tienen una evoluciéon mas
rapida que los blancos.

d. Sustancia toxicas. La influencia del akobol en la progresion de la enfermedad hepatica
por VHC es indudable (121;124). Lo que todavia no esta establecido es la cantidad de
alcohol diaria que constituye un riesgo de progresion de la enfermedad. Se ha observado
que ingestas supetiores a 50 gramos al dia (g/d) empeoran las lesiones hepaticas. Este
hecho lo confirmé un estudio donde se evidencié que los pacientes infectados por el VHC
que ademas consumian mas de 40-60 gramos (g) de etanol al dia durante un periodo igual o
superior a 5 afios, tenfan un mayor grado de fibrosis en la biopsia hepatica que aquellos que
no consumian alcohol (99). Sin embargo, no esta aclarada la influencia de consumos
moderados y discontinuos de alcohol en la progresion de la fibrosis.

También se ha sugerido que fumar mas de 15 cigarrillos al dfa y fumar cannabis supone un
riesgo de progresion de la enfermedad a estadios mas avanzados (125).

e. Estados de inmunosupresion. El 30% de los pacientes portadores del "IH estan
coinfectados por el VHC, ascendiendo este porcentaje a un 70% si solo analizamos a
aquéllos que adquirieron el virus mediante el uso de drogas por via parenteral. Debido a la
alteraciéon de la inmunidad en este colectivo, la hepatitis por VHC es mas grave, duplicando
la progresion a fibrosis e incrementando en 6 veces el riesgo de descompensacion de la
enfermedad (126). Este efecto se hace mucho mas evidente en enfermos con menos de 200
linfocitos CD4+ por milimetro ctibico (mm’), sobre todo si se adquiere la infeccién a una
edad tardia y si se consume alcohol. Ademas, frecuentemente se asocian otros factores que
empeoran aun mas el pronostico, como son el abuso de drogas, la hepatotoxicidad de los
antirretrovirales y el propio VIH (126). Por otro lado, se ha observado que los pacientes
que responden al tratamiento antirretroviral tienen una evolucién superponible a los

enfermos con hepatitis C monoinfectados.

58



Introduccién

Visto lo anterior, es légico pensar que la evolucion de la infeccién por el VHC en los
enfermos sometidos a inmunosupresion terapéutica es mas agresiva.

L. Esteatosis hepatica. Uno de los factores relacionados con la evolucién de la hepatitis C
es el acamulo de grasa en el higado. Un 30-70% de los pacientes con infecciéon por este
virus presentan esteatosis macrovacuolar, aunque este hallazgo podria ser debido a la
existencia de otras causas concomitantes como son la obesidad o el consumo de alcohol.
Hay suficiente evidencia cientifica para poder afirmar que el grado de esteatosis en la
biopsia hepatica se correlaciona directamente con el grado de fibrosis (127-129), aunque no
se conoce con exactitud si esa asociacion se debe a un efecto sinérgico entre el VHC y la
esteatosis 0 a un efecto estimulador de la fibrosis que ejerce el depdsito de grasa en el
higado. La esteatosis hepatica se ha relacionado de una forma directa con el VHC en los
casos infectados por genotipo 3, pero en los casos no infectados por este genotipo se
relaciona con factores determinantes de la esteatohepatitis no alcohdlica, como son el
sobrepeso y la resistencia a la insulina.

Z. Sobrecarga férrica. 1.a sobrecarga férrica primaria o secundaria produce una influencia
negativa en la lesiéon producida por el VHC, hecho légico ya que se sabe la acumulaciéon de
hierro colabora al dafio oxidativo.

h. Coinfeccion por VHA y por VHB. Los pacientes con hepatitis C que presentan
sobreinfeccion por el virus de la hepatitis A (VHA) tienen un mayor riesgo de hepatitis
fulminante y muerte (130). Por otro lado, la coinfeccion VHC-VHB se relaciona con un
peor prondstico de la hepatopatia y con un mayor riesgo de progresion a cirrosis hepatica y
a hepatocarcinoma (131). Este hecho se esta revisado actualmente debido a que hay autores
que aseguran que la coinfecciéon por otros virus de la hepatitis normalmente condiciona una
disminucién de la replicacion en uno o en ambos virus y, por lo tanto, una progresion mas

lenta a fibrosis hepatica.
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1.7.2. Factores dependientes del higado.

a. Transaminasas. la clevacion de las transaminasas es un parametro indicativo de la
actividad necroinflamatoria del higado, sin embargo, no guarda una relacién directa con el
grado de lesion cronica hepatica y esta influida por otros factores como son la obesidad, la
resistencia a la insulina y la esteatosis asociada, que no se relacionan directamente con la
necrosis de las células hepaticas. No obstante, se ha evidenciado en estudios longitudinales
que los niveles séricos de ALT tienen un valor predictivo de la progresion de la enfermedad
(132), ya que los pacientes con ALT persistentemente normales presentan una progresion
mas lenta a estadios avanzados y fibrosis (98). Se estima que la probabilidad de progresion
de la fibrosis en este grupo de pacientes es de 0,06 a 0,08 unidades de fibrosis por afio
segun la escala METAVIR, habiéndose comunicado una fibrosis mayor de F2 en el 5-30%
de todos los casos analizados y una prevalencia de cirrosis del 1 al 6% (37;133). Sin
embargo, el tener cifras de ALT normales no asegura que no haya una cirrosis establecida,
debido a que en este estadio la actividad inflamatoria es minima.

Por otro lado, aquellos pacientes que sufren episodios repetidos de elevacion de las

transaminasas tienen un peor pronoéstico.

1.7.3. Factores dependientes del virus.

a. Genotipo viral. Dentro de los factores dependientes del propio virus, se intenta definir
la influencia que ejerce el genotipo viral en la progresion de la enfermedad. Algunos
estudios han apuntado que los pacientes infectados por el genotipo 1 presentan una
tendencia mayor a progresar a cirrosis hepatica que los pacientes infectados por los
genotipos 2 y 3 (134). Sin embargo, el grupo de paciente infectados por el genotipo 1 tiene
caracteristicas demograficas diferentes (son de mayor edad y afectos de hepatopatias mas

avanzadas) que aquellos infectados por genotipo no 1, por lo que su comparaciéon podria
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estar sesgada por factores de confusion (135). Con todo esto, actualmente se admite que el
genotipo viral no ejerce ninguna influencia referente a la progresion de la enfermedad ya
que no se ha demostrado que, de forma aislada, sea un factor prondstico en la evolucion de
la hepatitis crénica C (121).

b. Replicacion viral. En la mayoria de los estudios publicados no se ha demostrado que
exista una relacién entre la replicacion viral y el grado de progresion de la enfermedad.

c. Capacidad mutdgena del VHC. 1.a gran capacidad mutagena y elevada variabilidad
genética del VHC, le permiten escapar del sistema inmune, lo que explicaria la alta tasa de
cronicidad de la enfermedad y la diferencia en la respuesta al tratamiento combinado (137).
Los factores que se ha demostrado que mejor se correlacionan con la progresiéon de la
enfermedad son la edad del paciente, los niveles séricos de ALT y el grado de actividad y

fibrosis hepatica.

Tabla 4. Factores determinantes de la progresion de la enfermedad.

Dependientes del huésped Mayor edad al contagio
Sexo masculino
Raza (afroamericanos)
Consumo sustancias téxicas (alcohol, tabaco, cannabis)
Estados de inmunosupresion
Coinfeccién VIH-VHC /Coinfeccién VHB
Esteatosis hepatica

Sobrecarga férrica

Dependientes del higado Aumento de transaminasas

Genotipo viral (dudoso)
Dependientes del virus Replicacion viral (dudoso)

Capacidad mutagena del VHC
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1.8. Manifestaciones extrahepaticas de la infecciéon por el

VHC.

La infecciéon crénica por el VHC se ha asociado epidemioldgicamente a diversas
manifestaciones extrahepaticas.

Los mecanismos patogénicos involucrados en la mayoria de las manifestaciones son de
indole linfoproliferativo, inmunolégico y autoinmune, como son las reacciones
autoinmunes motivadas por las similitudes entre las proteinas del huésped y los antigenos
propios del virus, la formacion y el deposito de inmunocomplejos y la expansion clonal de

las células B linfoproliferativas (138-140).

Tabla 5a . Manifestaciones extrahepaticas del VHC con clara evidencia cientifica (I A).

Manifestaciones reumatologicas asociadas a CM
Crioglobulinemia mixta Vasculitis cutianea crioglobulinémica

Glomerulonefritis crioglobulinémica

Autoanticuerpos
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Tabla 5b. Manifestaciones extrahepdticas del 1HC probables (III-1T” C).

Hematolégicas

Linfoma no-Hodgkin B
Trombocitopenia idiopatica
Sindrome antifosfolipido
Anemia hemolitica

Gammapatia monoclonal

Endocrinas

Tiroiditis autoinmune
Autoanticuerpos titoideos

Diabetes mellitus

Neurolégicas

Sindrome de Guillain-Barté

Leucoencefalopatia multifocal progresiva

Oculares y salivares

Sialoadenitis
Ulcera corneal de Mooten

Uvelitis

Musculoesqueléticas

Gammapatia monoclonal
Artralgias/artrits
Artritis reumatoide
Dermatopolimiositis
Fibromialgia

Sindrome de fatiga crénica

Dermatolégicas

Porfiria cutanea tarda
Eritema multiforme
Liquen plano
Eritema nodoso
Malacoplaquia

Utrticaria /Prurito

Pulmonares

Fibrosis pulmonar idiopatica

Renales

Glomeruloneftitis

Miscelanea

Poliarteritis nodosa

Lupus eritematoso sistémico, Sindrome CREST
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1.9. Fibrosis hepatica.

En los pacientes con infeccion cronica por el VHC, conocer el estadio de la fibrosis
hepatica es fundamental para establecer el grado de progresion de la enfermedad,
determinar el seguimiento necesario en cada caso, asi como la necesidad y el momento
idéneo para iniciar el tratamiento antiviral. Ademas de predecir la respuesta terapéutica, el
estadio de fibrosis nos aporta una informacién decisiva para establecer el prondstico de la
enfermedad.

Cuantificar el tiempo que va a transcurrir hasta el desarrollo de una cirrosis hepatica por
métodos directos e indirectos, solo puede hacerse ante un caso individual y de forma
aproximada. Hoy se sabe que la evolucion de la fibrosis hepatica es un proceso muy lento
en la mayoria de estos pacientes, no siendo uniforme, ya que es de forma mas pausada en
los primeros afios tras la infeccion, para acelerarse posteriormente de manera progresiva. Se
estima, por los estudios realizados con series amplias, que la progresion global de la fibrosis
es de 0,133 unidades/afio (0,125-0,143), siendo el tiempo medio de evolucion a citrosis de
30 afos a partir del inicio de la infeccion, aunque es de reseflar que existen importantes
diferencias individuales. Se ha tratado de establecer la probabilidad de progresiéon de la
enfermedad en razén al grado de fibrosis encontrado en la biopsia hepatica basal. Hay
evidencia para afirmar que el porcentaje de desarrollo de cirrosis es de un 15% a los 30
afios en los casos en los que en la biopsia inicial no se detecta fibrosis, frente a un 51% a
los 20 afios cuando existe una fibrosis leve (estadio uno). Sin embargo la progresion a
cirrosis no es uniforme y varfa enormemente entre los pacientes. Poynard y cols describen
tres patrones evolutivos: a) fibrosantes lentos son aquellos con un tiempo de progresion a
cirrosis no menor a 50 afios y representan aproximadamente el 31% de los pacientes; b)
fibrosantes intermedios y c¢) fibrosantes rapidos (33% de los pacientes) con un tiempo de

progresion menor de 20 anos (121).
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1.9.1. Fisiopatologia de la fibrosis hepatica: La matriz extracelular.

La fibrosis hepatica es considerada en la actualidad un proceso de reparacion tisular
altamente complejo que aparece ante un dafio hepatocelular mantenido y en el que
intervienen, de manera activa, diversos tipos celulares y citocinas profibrogénicas. La
respuesta al estimulo fibrogénico comprende la formaciéon de un infiltrado inflamatorio, la
activacion, migracion y proliferacion de las CEH, la alteraciéon de la MEC local y, por

ultimo, el depdsito de una MEC densa.

19.1.1. Activacion celular de las células estrelladas.

Tras la accion estimuladora paracrina de diferentes citocinas y quimiocinas fibrogénicas
liberadas por las células de Kupffer, por el infiltrado inflamatorio, por las células
endoteliales y por los hepatocitos, se producen cambios morfolégicos y funcionales de las
CEH (141). Estas células activadas migran y proliferan en los focos de necrosis
hepatocelular donde depositan componentes de la matriz extracelular y participan en el
reclutamiento de células inflamatorias (142). Todo esto condiciona que se produzcan
cambios cualitativos en la MEC predominando el colageno I sobre el II1 y el IV, (aunque
estos ultimos también se encuentren incrementados) (143), lo que conlleva la modificacion
de una matriz de baja densidad subendotelial a una fibrilar rica en colageno, afectando al
comportamiento de los hepatocitos, las células del endotelio vascular y las CEH.

El incremento de la capacidad contractil de las CEH activadas, que parece ser proporcional
al grado de la lesiéon hepatica, produce un progresivo aumento de la resistencia al flujo de la
sangre y finalmente el aumento de la presiéon portal del higado cirrético (141;144). Las
células endoteliales y las CEH son los elementos mas importantes en la regulacion de la

resistencia intrahepatica.
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1.9.1.2. Remodelacion tisular y metaloproteinasas.

En el curso de las hepatopatias crénicas no solo se produce un incremento de la sintesis de
colageno, sino una marcada disminuciéon de su degradacion. Las principales enzimas
encargadas de regular este proceso son las metaloproteinasas (MMPs), cuya actividad es
modulada por otras enzimas denominadas inhibidores tisulares de las colagenasas o TIMPs
(tissue inbibitors of metalloproteinases). Las MMP-2 y MMP-9 son de especial importancia en la
fibrogénesis hepatica al hallarse involucradas en la degradaciéon de la membrana basal de
baja densidad del espacio de Disse (145).

Durante el proceso de fibrogénesis hepatica existe un marcado incremento en la expresion
de las TIMPs y por tanto una inhibiciéon de la actividad de las MMPs. El principal tipo
celular implicado en la sintesis de estas enzimas en el higado fibrético es el de las células
estrelladas que, tras el proceso de activacion celular, secretan grandes cantidades de TIMPs,
impidiendo la degradacion del colageno secretado. Por el contrario, durante el proceso de
regresion de la fibrosis que acontece una vez eliminada la noxa hepatica, la actividad de las
TIMPs disminuye y la expresion de las colagenesas aumenta marcadamente, favoreciendo
la degradacion del colageno y aumentando los productos de degradacion de éste como son
el propéptido N-terminal del colageno tipo IIT (PIIINP), el propéptido carboxiterminal del

colageno II y IV y la piridinolina o el telopéptido carboxiterminal del colageno 1.

Diversos estudios, tanto a nivel experimental como en muestras de pacientes con hepatitis
cronica, han demostrado la existencia de una relacién entre el aumento de la expresion y la
activacion de diferentes MMPs y la progresion de la fibrosis hepatica en la hepatopatia
cronica por el VHC (146). En las hepatopatias por VHC, el depdsito de colageno se

produce en la zona periportal, donde existe una mayor necrosis hepatocitaria.
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La fibrosis hepatica ha sido considerada tradicionalmente un proceso pasivo e irreversible,
concepto que estd cambiando en los ultimos afios. Numerosas observaciones
experimentales y clinicas indican que la fibrosis hepatica es un proceso potencialmente
reversible. Se desconoce, sin embargo, si la capacidad del higado de eliminar el tejido

fibroso es igual en todos los pacientes y de qué factores depende.

1.9.2. Hepatocarcinogénesis

Se han identificado gran variedad de factores de riesgo para desarrollar un CHC. Los mas
importantes son la infeccién crénica por el VHB y el VHC (comprenden mas del 80% de
los casos de CHC en el mundo), existiendo otros factores como son la exposicion a la
aflatoxina B1, el tabaquismo, el consumo de alcohol, enfermedades genéticas como la
hemocromatosis, la porfiria cutanea tarda o el déficit de al-antitripsina.

La cirrosis hepatica por si misma, de cualquier etiologfa, es un factor de riesgo de
desarrollar un CHC ya que al menos el 60-80% de los CHC se presentan sobre ella. El
dafo hepatico crénico produce inflamacion, muerte celular, regeneracion celular y cirrosis,
asi como dafio del ADN, displasia y finalmente transformaciéon a CHC (147). Esta
actividad necroinflamatoria en el higado y el posible desarrollo de cirrosis, producen
cambios a nivel genético con activaciéon de protooncogenes e inactivaciéon de genes
supresores.

En la infecciéon cronica por el VHC no se conocen bien los posibles mecanismos pro-
oncogénicos, aunque es en estos pacientes donde, casi de forma invariable, el CHC se
produce sobre una cirrosis establecida. Los efectos que se observan derivados de estos
cambios genéticos son defectos en el control de proliferacién celular y en la muerte celular
programada (apoptosis), resistencia a quimioterapicos, defectos en la diferenciacion celular

(148) y adquisicion de capacidades angiogénicas y metastasicas (149).
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La generaciéon de especies reactivas derivadas del estrés oxidativo causa mutaciones en
distintos genes y altera la funcién de proteinas que intervienen en la regulacién de la

reparacion del ADN, en el ciclo celular y en la apoptosis (149).

1.9.3. La biopsia hepatica.

La primera biopsia hepatica percutinea se realizé en 1923 y posteriormente la técnica fue
modificada por Menghini en 1957. Desde entonces y durante los ultimos 50 afios, el
empleo de este procedimiento se ha generalizado y ha permitido conocer mejor las bases

anatomopatoldgicas de las enfermedades hepaticas.

1.9.3.1. Indicaciones de la biopsia hepdtica en la infeccion cronica por el VHC.

La biopsia hepatica es el procedimiento mas especifico para evaluar la naturaleza y
gravedad de las enfermedades hepaticas. Juega un papel importante en el diagnostico y
manejo de las hepatitis cronicas virales y sigue siendo el patrén oro para determinar el
grado de inflamacion y el estadio de fibrosis (150). Ademas proporciona informacioén sobre
el prondstico y probabilidad de respuesta al tratamiento antiviral y nos permite determinar
si existen otras causas concomitantes que puedan influir en la progresion de la enfermedad
o en la respuesta al tratamiento, como son la sobrecarga férrica o la esteatosis hepatica
(151).

La indicacién de la biopsia en los pacientes con infeccioén crénica por el VHC esta siendo
revisada en la actualidad (150). Los pacientes infectados por los genotipos 2 y 3 presentan
mayores tasas de curacién con el tratamiento actual y la duracién del mismo es
considerablemente menor que en el resto de los genotipos (38), por lo que en estos
pacientes no es necesario realizar una biopsia hepatica de forma sistematica antes de

comenzar el tratamiento. La confirmaciéon de la mejoria histologica con la realizacion de
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una biopsia al finalizar el tratamiento, independiente del genotipo tratado, tampoco es
necesaria, ya que es bien conocido que los pacientes con respuesta viral sostenida presentan

una mejoria de su lesion hepatica en la mayoria de los casos.

in embargo, la realizaciéon de una biopsia en los pacientes con infecciéon cronica por e
Si bargo, la realizacion d biopsi 1 ient infeccion croni r el
VHC esta justificada para poder determinar el grado de actividad, necrosis y fibrosis
presente en el tejido hepatico lo que, en ocasiones, condiciona la indicacion del tratamiento

combinado.

1.9.3.2. Sistemas de estadiaye.

Se han desarrollado numerosos sistemas de estadiaje para poder realizar una evaluacion
objetiva de las lesiones anatomopatologicas. Esto permite no solo comparar las lesiones en
diferentes grupos de pacientes sino también apreciar la progresion de la enfermedad en un

mismo individuo.

En 1981 Knodell y colaboradores publicaron su indice de actividad histoloégica 1AH) (152)
y desde entonces se ha utilizado ampliamente. Posteriormente, se han desarrollados otros
sistemas como son el de Scheuer (153), el de Ishak (154) y el METAVIR (155), que fue
diseflado para valorar la lesiéon histologica de los pacientes con hepatitis cronica por el
VHC. Utilizando estos sistemas, las diferentes biopsias se pueden comparar mas
rapidamente.

Cada sistema asigna una puntuacion numérica a cada una de las tres principales alteraciones
encontradas en la hepatitis cronica viral: inflamacién de los tractos portales, necrosis y

apoptosis del parénquima y fibrosis hepatica.
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1. Puntuacion HAI (Histology Activity Index) o Indice de Knodell (Tabla 9) (152). Esta compuesto
por cuatro nimeros que se asignan por criterios individuales y forman una sola puntuacion.
El primer componente se clasifica de 0-10 y los tres restantes de 0-4. Las tres primeras
puntuaciones (necrosis periportal /en puente, degeneracion intralobular /necrosis focal, e
inflamacién portal) son indicativas del grado de inflamacién que existe en el higado. La
clasificacion de la inflamacion, formada por la suma de estos tres componentes, puede ir de
0 a 18. Cero indica ausencia de inflamacion; 1-4 significa inflamacién minima, 5-8 muestra
una inflamacién leve; 9-12 revela inflamacién moderada; y 13-18 indica inflamacién grave.
El cuarto componente sefiala la cantidad de fibrosis en el higado, y se clasifica de 0 a 4
(cirrosis). Para mayor capacidad discriminativa, ninguno de los items incluye el nivel 2.

2. Puntnacion HAI (Histology Activity Index) Modificada o Indice de Ishak (Tabla 10) (154).
Amplia a 6 el nimero de estadios de fibrosis, graduando asi las categorias dentro de la
cirrosis.

3. Sistema METAVIR (Tabla 11) Esta clasificacién indica un grado y un estadio. El grado
informa sobre la actividad y el estadio indica la cantidad de fibrosis. Al grado se le asigna un
numero basado en la intensidad de las lesiones inflamatorias. En una escala de 0 a 3 6 4
(segun el anatomopatologo). Cero indica ausencia de actividad y 3 6 4 significa actividad
intensa. Para clasificar la fibrosis, también se utiliza una escala de 0 a 4, donde 0 es ausencia

de fibrosis y 4 es una cirrosis establecida (155).
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Tabla 6. Puntuacién HAI o Indice de Knodell

Puntuacién HAI o Indice de Knodell

I. Necrosis petiportal +/- en puentes

A. Ninguna 0
B. Necrosis “piecemeal” leve 1
C. Moderada necrosis “piecemeal” (afecta a <50% de la circunferencia de la mayoria de los
tractos portales) 3
D. Marcada necrosis “piecemeal” (afecta a >50% de la circunferencia de la mayorfa de los
tractos portales) 4
E. Moderada necrosis “piecemeal” mas necrosis en puentes 5
F. Marcada necrosis “piecemeal” mas necrosis en puentes 6
G. Necrosis multilobular 10

II. Degeneracion intralobular y necrosis focal.

A. Ninguna 0
B. Leve (cuetpos acidéfilos, degeneracién en balén y/o focos de necrosis hepatocelular en | 1
<1/3 de 16bulos)
C. Moderada (afectacion de 1/3 a 2/3) 3

D. Marcada (afectacion de >2/3) 4

II1. Inflamacion Portal

A. Sin inflamacion 0
B. Leve (células inflamatotias en <1/3 de tractos portales) 1
C. Moderada (1/3-2/3) 3
D. Marcada (>2/3) 4

IV. Fibrosis

A Sin fibrosis 0
B Expansion de fibrosis portal 1
C Fibrosis en puentes (porto-portales o porto-centrales) 5
D Cirrosis

4
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Tabla 7. Puntuaciin HAI Modificada o Indice de Ishak.

Puntuacién HAI Modificada o Indice de Ishak.

Gradacién de la puntuaciéon necroinflamatoria (Puntuacién maxima posible 18)

A.- Hepatitis de interfase petiportal o periseptal (“piecemeal” necrosis)

Ausente 0
Leve (focal, pocas areas portales) 1
Leve-moderada (focal, la mayorfa de areas portales ) 2
Moderada (<50% de tractos o septos) 3
Grave (>50% de tractos o septos) 4
B.- Necrosis confluente

Ausente 0
Necrosis focal confluente 1
Necrosis de la zona 3 en algunas areas 2
Necrosis de la zona 3 en la mayoria de las areas 3
Necrosis de la zona 3 y ocasionales puentes portal-central 4
Necrosis de la zona 3 y multiples puentes portal-central 5
Necrosis panacinar o multiacinar 6
C.- Necrosis litica focal, apoptosis e inflamacion local

Ausente 0
Un foco o menos por objetivo 1
Dos a cuatro focos por objetivo 2
Cinco a 10 focos por objetivo 3
Mas de 10 focos por objetivo 4
D.- Inflamacién Portal

Ninguna 0
Leve (alguna o todas las areas portales) 1
Moderada (alguna o todas las areas portales) 2
Modetrada/Marcada (todas las areas pottales) 3
Marcada (todas las areas portales) 4
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Tabla 7. Puntnaciin HAI Modificada o Indice de Ishak. ( continnacion)

Gradacién de los cambios arquitecturales, fibrosis y cirrosis (Maxima puntuacién posible 6)

Sin fibrosis 0
Extension de la fibrosis a algunas dreas portales, con o sin septos fibrosos cortos 1
Extension de la fibrosis a la mayorfa de las areas portales, con o sin septos fibrosos cortos 2
Extension de la fibrosis a la mayoria de las areas portales, con ocasionales puentes porto-portales 3
Extension de la fibrosis a las areas portales, con puentes porto-portales y portocentrales 4

Marcada formacion de puentes porto-portales y porto-centrales con ocasionales nédulos (citrosis | 5

incompleta)

Cirrosis probable o definida

Tabla 8. Sisterna METAVIR.

Sistema METAVIR

Piecemeal” necrosis

Nectrosis lobular

Puntuacién de actividad histologica

0 (ninguna)

0 (ninguna o leve)

0 (ninguna)

0 1 (moderada) 1 (leve)

0 2 (grave) 2 (moderada)
1 (leve) 0 1

1 2 2

2 (moderada) 0,1 2

3 (grave) 0,1,2 3

54

Puntuacion de fibrosis

0 Sin fibrosis

1 Tractos portales aumentados en forma estrellada, pero sin formacion de septos
2 Aumento de los tractos portales con rara formacion de septos

3 Septos numerosos sin cirrosis

4 Cirrosis
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1.9.3.3. Limitaciones de la biopsia hepdtica.

La biopsia hepatica sigue siendo el patrén oro en el estadiaje de la fibrosis hepatica, sin
embargo, esta técnica presenta varias limitaciones (158;159) entre las que destacan:

a. Una probabilidad elevada de error de la muestra.

b. Un tamaito relativamente pequerio. La muestra no es significativa de todo el tejido hepatico y
por lo tanto conlleva una disminucién de la sensibilidad para el diagnéstico de fibrosis
avanzada, siendo dificil de interpretar ya que el tejido que se obtiene solo representa la
1/50.000 parte de la masa total hepatica.

¢. La existencia de morbimortalidad ~ y un elevado coste econdmico, ya que precisa Ingreso
hospitalario.

d. Proporciona un resultado estitico, cuando la fibrosis es un proceso claramente dinamico.

e. La interpretacion de la biopsia hepatica esta sujeta a variabilidad inter e intraobservador (176).
t. Es un procedimiento cruento, no exento de complicaciones aunque se realice de forma
protocolaria y cuidadosa (159).

h. Presenta una baja aceptacion por parte de los pacientes.

1.9.3.4. Complicaciones de la biopsia hepdtica.

Las complicaciones se pueden dividir en complicaciones menores (que son las mas frecuentes)
como son las molestias localizadas y transitorias en el sitio de la puncién, dolor que
requiere analgesia en el 30% de los casos (20% moderado, y dolor intenso que requiere
oplaceos o analgésicos intravenosos en el 3%) o hipotensién transitoria por reaccion
vasovagal en el 2% y complicaciones mayores que son infrecuentes y se reducen de forma
importante al realizar la biopsia con control ecografico. Se ha descrito hemoperitoneo,
neumotorax, peritonitis biliar, puncioén de viscera hueca (0,57%), hematomas intrahepaticos

o subcapsulares, hemobilia, bacteriemias, sepsis y shock.
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El 60% de las complicaciones ocurren dentro de las 2 primeras horas tras el procedimiento
y el 96% dentro de las primeras 24 horas, llegando a requerir ingreso hospitalario hasta un
2-4% de los pacientes que sufren dichas complicaciones. Aunque la mortalidad esta
disminuyendo, no es despreciable, puesto que tiene lugar en 1 de 10.000 a 12.000

procedimientos (150).

1.9.4. Métodos incruentos de valoracion de la fibrosis hepatica.

Debido a las numerosas limitaciones de la biopsia hepatica se han desarrollado una serie de
procedimientos no invasivos para la determinacion de los diferentes estadios de fibrosis.
Las ventajas de estos métodos no invasivos frente a la biopsia son que son mejor tolerados
por los pacientes, son menos costosos y mas faciles para los clinicos ya que pueden
repetirse de forma periddica.

Estos procedimientos se dividen principalmente en dos categorias: aquéllos que utilizan la
determinacion sérica de distintos marcadores biolégicos (100) y aquellos basados en

métodos de imagen (160).

19.4.1. Pruebas basadas en la determinacion sérica de marcadores biolggicos.

Los biomarcadores séricos tratan de establecer cual es el estado de fibrosis y de actividad
inflamatoria equivalente a la informacién proporcionada por la biopsia hepatica. Dicho
marcador, idealmente, debe ser especifico del higado, ser facil de realizar, ser reproducible,
ser barato, estar minimamente influido por alteraciones en la excrecion urinaria y biliar,
debe reflejar la fibrosis en todos los tipos de enfermedad hepatica crénica, debe presentar
una buena correlaciéon con el contenido de la matriz extracelular y ser lo suficientemente
sensibles para discriminar entre los diferentes estadios de fibrosis desde hepatitis crénica a

cirrosis (141).
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Actualmente se utilizan dos tipos de marcadores séricos de fibrosis hepatica:

v

v

Marcadores indirectos. Muestran alteraciones de la funcién hepatica pero no reflejan
directamente el metabolismo de la matriz extracelular. En la mayoria de las
ocasiones utilizan determinaciones que se realizan de forma sistematica en la
practica clinica como el recuento de plaquetas, estudios de coagulacién y la
determinaciéon de marcadores hepaticos (Tabla 11).

Marcadores  directos.  Reflejan  cambios cualitativos y cuantitativos en las
macromoléculas de la MEC, algunos de los cuales reflejan sintesis y degradacion de

colageno (Tabla 12) (161-165).

Tabla 9. Marcadores seroldgicos indirectos de fibrosis hepdtica.

Clasificacion Nombre del marcador

Determinaciones clinicas de rutina Proporcién AST/ALT

Recuento plaquetario
GGT

Indice de protrombina
Bilirrubina total

Albumina

Proteinas de fase aguda Alfa-2- macroglobulina

Haptoglobina

Apolipoproteina
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Tabla 10. Marcadores seroldgicos directos de fibrosis hepdtica.

Clasificacion Matcador Observaciones
Componente de la MEC Acido hialurénico Glucosaminglicano
PIINP Propéptido del colageno
Procolageno 1 Propéptido del colageno
Colageno IV
Laminina Glucoproteina
Enzimas reguladoras de la MEC YKI-40 Quitinasa
MMP Enzima de degradacion
TIMPs Inhibidores de los enzimas de degradaciéon de la MEC

1.9.5.1.1. Marcadores séricos indirectos de la fibrosis hepatica.

Entre los marcadores séricos indirectos de fibrosis mas usados se encuentran:

El Cociente AST/ALT (166). Logra diferenciar a los pacientes cirréticos de los que no lo
son con una especificidad (E) del 96% pero con una sensibilidad (S) del 47% [valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) del 74 y del 88%
respectivamente].

El  Indice de Forns (167). Es un modelo matematico simple basado en un anlisis
multivariable de diversos parametros (edad, niveles séricos de colesterol total, GGT vy
recuento de plaquetas) que predice de forma precisa la ausencia de fibrosis significativa.

El APRI (AST to Platelet Ratio Index) (168) hace referencia al cociente entre los niveles de
AST y de plaquetas.

El Fibrotest se basa en una formula matematica que se calcula combinando 5 marcadores
bioquimicos indirectos de fibrosis [alfa 2 macroglobulina (A2MG), alfa 2 globulina (o
haptoglobina), apolipoproteina Al, GGT, y bilirrubina total] ajustados a la edad y el sexo

(169).
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El HGMT1 y e/ HGM?2 son dos simples indices de diagndstico de la fibrosis hepatica basados

en datos de laboratorio que se realizan de rutina. El HGM-1 incluye el analisis del recuento

plaquetario, cifras de AST y glucosa sérica en ayunas y el HGM-2 se basa en el recuento

plaquetario, cociente internacional normalizado (INR), fosfatasa alcalina (FA) y AST (170).

Ladero y colaboradores determinaron que los valores de ferritina sérica y el colesterol estin

relacionados de forma independiente con el grado de fibrosis hepatica y su inclusiéon en

algunos tests como el

especificidad de estos ultimos (171).

APRI o el King's score mejoran tanto la sensibilidad como la

Tabla 11. Principales marcadores biolggicos de fibrosis hepdtica y grado de correlacion con diagndstico

histoldgico de Metavir F3-F4.

Marcador Parametros Cortrelacion
AST/ALT AST, ATL

Fibro Test Edad, sexo, alfa2 macroglobulina, apolipoproteina A1, haptoglobina, bilirrubina, GGT  0.73-0.87
Forns Edad, GGT, colesterol, plaquetas 0.81-0.86
ELF Edad, AH, procolageno III, TIMP-1 0.81

APRI AST, plaquetas 0.78-0.88
SHASTA AH, ALT, albimina 0.88

FIB-4 Edad, plaquetas, AST, ALT 0.74
Fibrospect Plaquetas, colesterol, GGT, alfa 2 macroglobulina 0.83

Fibro Meter Edad, urea, plaquetas, protrombina, AST, alfa 2 macroglobulina, AH

HGM1 Recuento plaquetario, cifras de AST, y glucosa sérica en ayunas

HGM2 Recuento plaquetario, INR, fosfatasa alcalina (FA), y AST

JHI AST, plaquetas, albumina, consumo alcohol 0.79

King’s score Edad x AST xINR/plaquetas

Ladero y cols Ferritina sérica y colesterol (+ APRI o el King’s score)

Hepascore Edad, sexo, alfa 2 macroglobulina, AH, bilirrubina, GGT 0.85>F2;0.94:F4
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19.5.1.2. Marcadores séricos directos de fibrosis hepatica.

En el proceso de fibrogénesis hepatica se detectan cambios tanto cualitativos como
cuantitativos en diversos componentes de la matriz extracelular. Entre los potenciales
biomarcadores se encuentran los productos de la sintesis o degradaciéon del coldgeno,
enzimas involucradas en la sintesis o degradacion de la MEC, asi como glicoproteinas,
proteoglicanos y citocinas profibrogénicas. Los wvalores de dichas sustancias estan
aumentados en el tejido hepatico con fibrogénesis activa. En casos de fibrosis moderada-
grave, sus concentraciones aumentan también en sangre periférica, por lo que pueden
utilizarse para diagnosticar de una manera sencilla la fibrosis hepatica. Sin embargo, en los
pacientes con una fibrosis hepatica leve es posible que estas sustancias solo estén
aumentadas en el higado o su concentraciéon en plasma sea muy baja, por lo que estos
marcadores son particularmente utiles en pacientes con fibrosis avanzada (F3-F4), en los

que la actividad fibrogénica suele ser mayor.

Tabla 12. Marcadores de fibrogénesis utilizados para estimar el grado de fibrosis hepdtica.

Fisiopatologfa Marcadores séricos

Aumento de expresion citocinas fibrogénicas TGFB1
FGF
PDGF

Aumento de la sintesis de MEC Colageno I, IV y VI
AH
Laminina y Elastina
Udulina
YKI-40

Aumento de las enzimas implicadas en el turnover de colageno TIMP-1
MMP2
PZ peptidasa
Lisil oxidasa
Prolil hidroxilasa
Aumento de productos de degradacion del colageno PIINP
Propéptidos colagenos 11y IV
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Tabla 13. Ventajas e inconvenientes de los marcadores bioldgicos de fibrosis hepdtica.

Ventajas Inconvenientes
No invasivos Solo validos para fibrosis avanzada( F3-F4)
Sin error por observador Validados en hepatiits C
Sin error de muestreo Afectados por factores de confusién ( VIH, farmacos)
Sin errores técnicos Algunos parametros de uso no habitual
Reproducibles No adecuados para diferenciar el estadio de fibrosis FO de F1

Utiles para el seguimiento
Bajo coste

Estadiaje objetivo

1.9.5.2. Métodos de imagen (Basados en miétodos instrumentales).

Otras de las aproximaciones racionales para estimar el grado de fibrosis hepatica es
mediante la utilizacién de técnicas de imagen. La ultrasonografia, la tomografia
computerizada (TC) o la resonancia magnética (RM) son capaces de detectar cambios en el

parénquima hepatico cuando hay una fibrosis significativa.

19.5.2.1. Elastografia transitoria (Fibroscan®).

La elastografia transitoria (ET) o Fibroscan se ha empezado a utilizar en hospitales de
tercer nivel debido a que es un método sencillo, inocuo, rapido, reproducible y objetivo
(101;172).

Este método se basa en la estrecha correlacion entre la rigidez y la fibrosis hepatica y utiliza
una sonda que emite y recibe ondas de ultrasonidos. El trasductor de ultrasonidos genera
una vibracién de baja frecuencia y amplitud que provoca una onda elastica de propagacion
a través de los tejidos siendo la velocidad de transmisiéon de estos ultrasonidos distinta

segun la densidad y la elasticidad, de manera que cuanto mayor es la velocidad, menor la
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elasticidad y mayor la rigidez del higado (fibrosis), cualidad opuesta a la elasticidad (173).
Estima el grado de fibrosis hepatica basandose en la rigidez hepatica (RH) (101;172).

Esta técnica mejora su rendimiento si se combina con los indices serologicos de fibrosis
(174). Castera y cols (108), han sefialado que, cuando el resultado del FibroTest se combina
con el de la elastometria transitoria y los resultados son coincidentes, lo que sucede en un
70-80% de los pacientes, éstos concuerdan a su vez con los proporcionado por la biopsia
en un 84% de los pacientes en estadio F2, un 95% de los F3 y el 94% de los F4.
Combinando estos dos métodos, la realizaciéon de la biopsia hepatica se podria haber

evitado en el 77% de los pacientes con fibrosis clinicamente significativa.

Liustracion 6. Elastografia transitoria (Fibroscan®).

Lavelocidad de propagacion del pulso se
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Varios estudios han demostrado que la determinacion del grado de la RH por medio de ET
(medida en kilopascales, KPa), se correlaciona con el estadio de fibrosis hepatica en
pacientes con hepatitis crénica por el VHC (175;176).

La ET ofrece ventajas trente a la biopsia hepatica como que es mas representativa del tejido
hepatico, porque explora un volumen 100 veces mayor que la biopsia. Es una técnica no
invasiva, y, por consiguiente, es bien tolerada y apropiada para determinaciones

secuenciales. Aunque tiene /Jwitaciones como su escasa capacidad para discriminar entre
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tibrosis hepatica leve (F1) y moderada-avanzada (F2- F3), asi como la obesidad (175;177),
la falta de experiencia del examinador; la edad del paciente (175;177) y la presencia de
ascitis o derrame pleural, entre otros (175;177). Por otro lado, la ET no facilita datos sobre

la inflamacién hepatica o la necrosis.

Tabla 14. Utilidad clinica de la E'T para la estimacion de la fibrosis hepdtica (ventajas e inconvenientes).

Ventajas Inconvenientes

No invasiva No validado para la fibrosis intermedia ( F2)

Sencilla Interferencia de la inflamacion y esteatosis hepatica
Escasa variacion interindividual ( 2%) Interferencia de granulomas, calcificaciones o
Heterogeneidad de la fibrosis hemangiomas

Control interno Limitaciones en nifios y pacientes obesos

Validado en diversos tipos de hepatopatia crénica

Estadiaje objetivo

1.9.5.2.2. Software especifico de Resonancia magnética nuclear (RMN).

La RMN ha sido evaluada para la deteccion de fibrosis hepatica. Resultados preliminares
han mostrado una buena precisiéon (109) asi como una buena correlaciéon con el grado de
disfuncion hepatica en un pequefio numero de pacientes con cirrosis (179). Sin embargo es
una técnica en la que no se han definido los puntos de corte, por lo que no es util

actualmente en la practica diaria.

1.9.5.2.3. Software especifico de TC (Fibro-TC).

Los datos preliminares indican que esta técnica podria ser eficaz para determinar tanto el
estadio como la distribucion de la fibrosis hepatica en pacientes con hepatitis cronica por
VHC. La correlacién entre la fibrosis hepatica y las mediciones de Fibro-TAC es mayor en

los pacientes que presentan una distribuciéon homogénea de la fibrosis hepatica (180).
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Capitulo 2. Hepatitis C y genética: polimorfismos del

gen I1.28B.

El proyecto Genoma Humano, iniciado en 1990, ha conseguido identificar
aproximadamente 20000-25000 genes, logrando un mapa genético practicamente completo
en 2001. Posteriormente, surgié el proyecto HapMap con el objetivo fundamental de

examinar el genoma en relacién con los distintos fenotipos (181).

2.1. Genética. Polimorfismos del gen II.28B.

2.1.1. Conceptos basicos en genética.

A continuacién se explican algunos conceptos basicos en genética necesarios para

comprender los estudios que se citan a continuacion:

V' Polimorfismo. Es la vatriante genética derivada de las distintas mutaciones en el
ADN.

v Polimorfismo de un solo nucledtido (SNP; single nucleotide polymorphism).
Es la sustituciéon de una base por otra en un lugar especifico del genoma que, por
definicion, se encuentra en mas del 1 % de la poblacion (182). Es la forma mas
comun de variacion genética, con mas de nueve millones identificados en las bases
de datos publicas (183). Los SNPs ocurren aproximadamente cada 300 nucleo6tidos.

v’ Locus. Posicién fija en un cromosoma. Dos /ke se encuentran ligados

genéticamente si se heredan juntos de forma mas frecuente que por azar, lo que

83



Introduccién

implica que se situen cerca en el mismo cromosoma. La distancia genética entre /oc/
esta determinada por la frecuencia con que se producen recombinaciones meidticas.

v Alelo. Cada una de las formas de un gen. Los diferentes alelos producen
variaciones en las caracteristicas hereditarias.

V' Haplotipos. Son las combinaciones de alelos para /oc/ ligados o para un mismo /ocus
en una poblacion determinada.

V' Desequilibtio de ligamiento (linkage disequilibrium). Propiedad de algunos
genes de no segregarse de forma independiente ya que poseen una frecuencia de
recombinaciéon menor del 50% debido a que los 2 /¢ implicados se encuentran en
el mismo cromosoma, lo que imposibilita su transferencia de manera aleatoria.

V' Epistasis. Es la interaccién génica entre diferentes genes para una determinada
caracteristica. Sucede cuando la acciéon de un gen se ve modificada por la accion de

uno o varios genes.

2.1.2. Estudios de amplitud gendmica y caracteristicas de los SNPs.

Los SNPs forman hasta el 90% de todas las variaciones genémicas humanas, pudiéndose
encontrar en regiones codificantes (con poder de alterar la estructura de la proteina) o en
regiones no codificantes (181). Algunos estudios epidemiolégicos han demostrado que
diversos polimorfismos funcionales estan implicados en la susceptibilidad individual a
padecer enfermedades autoinmunes, degenerativas o neoplasicas. Ademas, los
polimorfismos genéticos pueden explicar las variaciones individuales en la progresion de
diversas enfermedades o la diferente respuesta a los tratamientos aplicados.

Todo esto hace que los SNPs habitualmente se utilicen como marcadores genéticos de

enfermedad (184). En los ultimos afios se ha descrito aproximadamente un millén y medio
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de polimorfismos genéticos que pueden encontrarse en una base de datos accesible via
Internet (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/SNP/).

Los estudios de amplitud gendmica buscan establecer la relacion estadistica entre variables
genéticas poblacionales y un fenotipo determinado. No parten de una hipdtesis previa y
requieren la comparacion entre casos y controles. Si existe una diferencia significativa en la
prevalencia de un SNP al comparar los casos con los controles, se asume que hay un factor
de riesgo genético en esa region cromosomica. La técnica de amplitud gendmica (GW.A, wide
genome association) esta siendo utilizada para la realizacién del cribado del genoma completo

con el fin de establecer posibles sitios de asociacion.

2.1.3. Polimorfismos del gen I1.28B.

Chr 19

Lt
e R

L IL-28A IL-29

rs12979860  rs8099917

IL-28B

Liustracion 7. Representacion del cromosoma 19 y localizacion de las distintas mutaciones del gen 11.B2S.

Con la suposicion de que ciertos polimorfismos del gen I[.28B podrian modular la
respuesta endogena de los genes estimulados por IFN, se han llevado a cabo numerosos
estudios de de amplitud genémica (GWAS) que han confirmado que algunos
polimorfismos localizados en el cromosoma 19 (19q13), en la regién del gen de la
interleucina 28B estan directamente relacionados con el aclaramiento del virus, tanto de

forma espontanea como después del tratamiento combinado. Siguiendo esta hipdtesis, se
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han identificado varios sitios de asociacién, siendo mayor para el rs12979860 y el
rs8099917, que se encuentran en desequilibrio de ligamiento y se localizan a 3 kb y a 7,5 kb,

respectivamente, del codon de inicio del gen I1.28B (185).

e g g 2 2 8 = 8 £ 38 g 2 @ =

ERERRERERE R R

@ 2 3 ¢ 9§ B _® B 5 2y & § & § B oy ® e 3
Tock 1 (12KD) T

1 402 3 5 i1y 2 3 5

# Name Position ObsHET PredHET HWpval “Geano FamTrio Mend Emr MAF Alleles
1 rs12980275 44423623 0.35 0.307 0.0736 100 0 1] 0.19 AG
2 158105790 44424341 0.33 0.289 0.0588 100 0 0 0.175 TC
3 rs1881222 44426763 0.33 0.289 0.0588 100 0 a 0.175 AG
4 rs8103142 44426046 0.3 0.301 0.8942 100 0 a 0.185 TC
5 rs28416813 44427484 0.3 0.301 0.8942 100 [1] 0 0.185 G
6 rs4803219 44427758 0.3 0.301 0.8942 100 0 1] 0.185 cT
7 1512979860 44430627 0.335 0.292 0.0495 100 0 1] 0177 CT
8 r51549928 44431549 0.143 0.158 0.34 100 0 0 0.086 AG
9 rs8099917 44435005 0.33 0.289 0.0588 100 (1] 4] 0.175 T.G
10 157248668 44435661 0.335 0.285 0.0145 100 (1] 0 0.172 GA
1 rs10853728 44436089 0.458 0.406 0.0097 100 0 0 0.283 c.G

Liustracion 8. Desequilibrio de ligamiento en pares (D 'y R2) diagramas para la region de 13,4 kb
(cromosoma 19) incluyendo 11.-28B con un total de 255 pacientes japoneses con hepatitis C tratados con
interferdn pegilado mas ribavirina. (1806)

2.1.3.1. Resumen funcional de la 11.28B.

Los genes II.28, que se encuentran en el cromosoma 19, codifican una potente citocina que
presenta dos isoformas con un 96% de homologia: la IL28A y la IL28B. Tanto la IL28A
como la IL.28B pertenecen a la familia de tipo III de intetferon o IFN- A (187). Dicha
familia esta formada por el IFN- A1, IFN- A2 e IFN-A3 (codificados respectivamente por
los genes I1.29, 11.28A4 e I1.28B). Su clasificacién como interferones se debe a su capacidad
de inducir un estado antiviral, mientras que su clasificacién adicional como intetleucina se
debe a su localizacién cromosémica, asi como por el hecho de que son codificadas por
exones multiples, a diferencia de lo que ocurre en la mayorfa IFNs de tipo 1. Los IFNs son

poderosas citocinas enddgenas que actian induciendo una respuesta antiviral intracelular e
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inhibiendo de forma eficaz la replicacion del VHC in vitro, siendo capaces de activar
diversas vias de sefializacion que controlan la replicaciéon viral intracelular como la
representada por los genes estimulados por interferdn (interferon stinmulated genes o 1SG), las
proteinas Mx o la 2 ' 5"-oligoadenilato sintetasa (2-5 OAS) (188; 189). Se ha demostrado
que la expresion de los ISG esta aumentada de forma significativa en tejido hepatico de
individuos que son portadotres de un genotipo rs12979860 desfavorable (CT/TT) versus
favorable (CC) (190). Por otro lado existe mayor prevalencia del genotipo CC del SNP
rs12979860 en individuos sanos en comparacion con aquellos con hepatitis cronica C (5).

La enzima 2’-5” oligoadenilato sintetasa juega un papel antiviral clave en el aclaramiento
viral por su actividad catalitica (191), ya que posee actividad frente a ARN de cadena simple

(192).

rs12979860 CIT

rs8095917 G/T

O

O

IFN-A3 1284 1
Q Cromosoma 19

IL10B3 nﬂ‘n_za.un |
H 'l'L 1

\ N

CEride

ARN-VHC

ustracion 9: Mecanismo de accion del IFN- A. La union de IFN-a/IFIN-f ¢ IEN-y a sus receptores
leva a la formacion de factor génico 3 estimulado por IFN (ISGF3), que induce la formacion de
heterodimeros entre STATT, STATZ2 y p48. Estos complejos producen una regulacion transcripcional de
los miembros de la familia 2-5 OAS, de la proteina cinasa dependiente de dsARN (PKR) y de la proteina

MxcA entre otras (188;189).
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2.2. Estudios genéticos en relacion con la hepatitis cronica C.

La seleccion de los genes para el estudio de la infecciéon cronica por el VHC se basa
principalmente en el conocimiento sobre el ciclo de vida del virus o de los genes que
intervienen en el funcionamiento del sistema inmunolégico como el sistema HLA y las
citocinas relacionadas con la inmunidad natural y adquirida entre las que se encuentran el
IFN, el factor de crecimiento B1 (TGFB1) o las interleucinas (IL). Numerosos
polimorfismos en genes de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento se han
relacionado con la replicacion, la respuesta al tratamiento combinado, la persistencia de la
infeccién y la gravedad de la enfermedad inducida por la infeccién crénica por el VHC
(193; 194).

Actualmente existen distintas lineas de investigacion para intentar esclarecer algunos
aspectos de la infeccion por el VHC, que son las siguentes:

v’ Genética y resolucion espontinea del VHC. ].a resolucion de la hepatitis aguda
C ocurre sélo en un 14% y 46% de los pacientes que se infectan, siendo una
mayoria los que cronifican la infecciéon. Es importante conocer los factores
implicados en la resoluciéon espontanea de la infeccién por el VHC.

V' Genética y respuesta al tratamiento del VHC. Después del tratamiento
combinado, la RVS no se alcanza en la totalidad de los pacientes tratados. Se han
determinado una serie de factores basales predictores de respuesta pero sabemos
que existen muchos otros que no han sido todavia identificados.

v’ Genética y curso de Ia enfermedad. Se ha realizando algun estudio sobre factores
genéticos del huésped para establecer si determinados polimorfismos especificos
estan asociados con la progresiéon de la hepatitis C, aunque son pocos y sin

resultados categdricos.
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2.2.1. Polimorfismos del gen II.28B y resolucién espontanea del

VHC.

Distintos SNPs del gen II.28B se han asociado con la eliminacion espontanea del VHC. El
rs12979860 CC del gen II.28B es mas frecuente en los pacientes que presentan un
aclaramiento espontaneo del VHC en la fase aguda que en aquellos que cronifican la
infeccién (7;5), siendo los pacientes portadores del alelo mutado (T) y sin ictericia durante
la fase aguda los que menor tasa de aclaramiento espontaneo presentan (6). Asi mismo, se
ha confirmado que la prevalencia del genotipo CC en 1512979860 en pacientes con
aclaramiento espontaneo del VHC es aproximadamente dos veces mayor que en los
portadores crénicos del virus de la hepatitis C (195).

De manera similar, en el estudio realizado por Montes-Cano y colaboradores (195), existia
una mayor representacion del genotipo rs12979860 CC tanto en pacientes con resolucion
espontanea de la infecciéon (72%) como en pacientes con respuesta viral al tratamiento
(60%). Es de resenar que el 44% de la muestra de los pacientes control sin infeccién viral

presentaban el genotipo 1512979860 CC.

Se ha demostrado que los pacientes de raza blanca tienen 5 veces mas probabilidades de
aclarar espontaneamente la infeccién aguda por VHC que los pacientes afroamericanos
(196). Esto hecho se podria explicar por la diferente distribuciéon de los SNPs en los
distintos grupos étnicos. La genotipificacion del SNP rs12979860 realizada en 2371 sujetos
de 51 poblaciones distintas demuestra que la poblacién del Este Asiatico presenta la mayor
prevalencia de alelos asociados al aclaramiento del virus, mientras que los individuos de
origen africano-subsahariano tienen la menor prevalencia del alelo favorable. La poblacién

europea presenta una prevalencia intermedia (5; 196).
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El SNP en rs8099917 (G/T) también ha sido estudiado en cohortes de pacientes con
infeccién aguda por VHC en relaciéon con el aclaramiento viral (6; 195). Los pacientes con
aclaramiento espontaneo (con o sin VIH asociado) presentan con mayor frecuencia el alelo
T (mayoritario) de este polimorfismo (197).

Ningin otro SNP distinto de aquellos en la regién de la ILB28/A se ha asociado con un

mayor aclaramiento del virus de la hepatitis C segin un estudio de GWAS realizado por

Rauch y colaboradores (197).

Liustracion 10. Frecuencias alélicas de los SINP 1512979860 entre los diferentes grupos étnicos.
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La region HLLA, que se encuentra en el cromosoma 6p21, comprende varios de los genes
implicados en el reconocimiento de antigenos y la inmunidad del huésped. Se ha observado
una relacion entre los alelos HLA-DQB1*0301 y el HLA-DQB*1101 y el aclaramiento
espontaneo del virus de la hepatitis aguda C en varios estudios independientes con
individuos de diferentes grupos étnicos (166-199). Las diferencias interindividuales en la
resolucion espontanea de la infecciéon por el VHC podrian ser explicadas por la existencia
de interaccién génica entre la region HLLA y otros loci no ligados. Una hipétesis es que la
existencia de epistasis entre MHC de clase I y el receptor de las células asesinas naturales o
natural killer (IKIR) podrian modular la eliminacién espontanea del VHC. En particular, los
portadores homocigotos de combinaciones genotipicas de KIR (2DL3/2DL3) y su ligando
natural, HLA-C (haplotipo C1/C1), podtian estar protegidos contra la infeccion por el
VHC (200). Se ha postulado que una reduccion terapéutica de las sefiales inhibitorias de las
células asesinas naturales puede ayudar a la eliminacién espontanea del VHC, sin embargo,
los estudios realizados con este propésito han producido resultados contradictorios con

asociacion positiva algunas series (201;202) y negativa en otras (203).

Distintos polimorfismos en el factor de necrosis tumoral (TNF) podria contribuir al
aclaramiento espontaneo del VHC actuando conjuntamente con otros polimorfismos
dentro de la region HLLA (204), asi como aquellos dentro y cerca de los genes que codifican
pata la IL (como los genes IL1, IL6, IL.-4, IL-10, IL12B, 11.18, IL.19/IL.20, IL.22 ) y sus
receptores naturales (IL10RA) (205;2006). Los niveles altos de I1L.-10 se han relacionado con
la progresion de la enfermedad (200) y los polimorfismos del gen II.-70 con el aclaramiento
espontaneo del virus de la hepatitis C en algunos estudios (206;207).

En general, estos estudios no han sido sistematicamente confirmados (208-212) y siguen

siendo controvertidos.
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2.2.2. Polimorfismos del gen II.28B y respuesta al tratamiento

combinado.

Existe una correlacion entre la respuesta viral sostenida en pacientes infectados
créonicamente por el VHC y un gran nimero de polimorfismos genéticos.

El polimorfismo en rs12979860 del gen II.28B se asocia con una variable respuesta al
tratamiento combinado (5;8). Muchas de las primeras publicaciones que vinculaban los
polimorfismos II.28B y la RVS se realizaron a rafz de estudios de grandes cohortes de
pacientes con infeccion créonica por VHC tratados con interferén pegilado y ribavirina.
Estas cohortes fueron investigadas en estudios de GWA, realizando un muestreo de
numerosos SNPs en todo el genoma. El primer GWAS se realizé utilizando un
Human610Quad Illumina Bead- Chip (San Diego, CA) con pacientes pertenecientes al
estudio IDEAL, todos infectados por el genotipo 1 del VHC y aleatorizados en dos grupos
segun fueran tratados con interferon pegilado «-2a o interferén pegilado a- 2b. Aunque se
consideraron mas de 500.000 SNPs, los investigadores hallaron que el predictor mas
fuertemente asociado con la RVS era el SNP rs12979860 I1.28B. Después de ajustar dicha
asociacion, el siguiente SNP que se relacioné de forma mas importante con la RVS fue el

rs8099917 (5).
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ustracion 11. Efecto del polimorfismo IL28BRS 12979860 (C/T) en la tasa de RV'S en los pacientes

adberentes del estudio IDEAL (5).

Este estudio mostrd una asociacion significativa entre el alelo C del SNP rs 12979860 y la
RVS en todos los grupos étnicos estudiados (69% europeos/ameticanos, 48%
afroamericanos y 56% hispanos) (5). Los pacientes con rs 12979860 CC también
respondieron mas rapidamente al tratamiento dentro de cada grupo étnico, observandose
este genotipo en el 77% de los pacientes con respuesta viral rapida (RVR).

En otra cohorte distinta incluso se calculé que el genotipo 1512979860 CC conferia una
odds ratio 6 veces mayor de lograr una RVS en comparaciéon con los genotipos CT y TT

(213).

Estos hallazgos se confirmados en un estudio posterior donde se observé que los sujetos
de raza blanca con genotipo CC rs12979860 tenfan 5 veces mas probabilidades de alcanzar
una RVS que los sujetos de la misma raza con los genotipos CT y TT (214). Se sabe que
existen diferencias notables en la respuesta al tratamiento antiviral en pacientes con

infeccién cronica por VHC entre grupos raciales diferentes (215), hecho que podria estar
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en relaciéon con la distribucion desigual de los SNPs del gen II.28B en los distintos grupos
étnicos, como ya hemos mencionado anteriormente (215;216). Es bien conocido que el

origen afroamericano es una variable asociada a peor respuesta al tratamiento.

Por otro lado, el genotipo CC predice la RVS en pacientes de raza blanca que no presentan
una RVR. En el estudio anteriormente mencionado (5), el 66% de los pacientes con el
genotipo CC sin RVR obtuvieron una respuesta sostenida, comparado con el 31% de los
TC y el 24% de los genotipos TT. Este hallazgo pone de manifiesto que el conocimiento
del polimorfismo I1.28B es de utilidad en aquellos pacientes con hepatitis C genotipo 1 que
no logran RVR ya que es capaz de predecir qué pacientes tienen mas probabilidades de
responder al tratamiento aunque solo sea uno de los muchos factores que pueden influir en

las tasas de respuesta (217).

El polimorfismo II.28B 1s8099917 también se ha revelado como un predictor
independiente de respuesta al tratamiento, siendo los pacientes que presentan mayor tasa
de fracaso al tratamiento combinado aquellos portadores del alelo minoritarios (genotipos
G/G o G/T) (197). Este hecho fue demostrado por Suppiah y colaboradores en una
cohorte de pacientes australianos de ascendencia europea con infecciéon crénica por VHC
genotipo 1 tratados con interferén pegilado y ribavirina (218). Determinaron que varios
SNPs estaban asociados con la RVS, siendo 1a asociacién mas fuerte con el rs8099917. En
comparacion con el alelo T, la heterocigosidad para el alelo G se asocié con un aumento de
1,64 veces del riesgo de no responder al tratamiento y la homocigosis con un aumento del
riesgo de aproximadamente 2,39 veces (218). Estos datos fueron corroborados en el
GWAS realizado por Rauch y colaboradores en una cohorte con pacientes suizos VHC
positivos infectados por los genotipos 1 (48%), 2 (10%), 3 (29%) y 4 (9%) que recibieron

tratamiento combinado. El 73,9% de los pacientes homocigotos para el alelo T alcanzé una
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RVS. Los pacientes con el alelo G (minoritario) tenfan una probabilidad 5 veces menor de

responder a la terapia (197; 213).

La mayorfa de los estudios que demuestran la asociacion entre los polimorfismos del gen
II.28B y la respuesta al tratamiento antiviral se han realizado en pacientes infectados por el
genotipo 1. Los estudios en pacientes infectados por genotipos distintos al 1 han producido
datos contradictorios.

El mayor estudio incluyé a 268 pacientes infectados por VHC genotipos 2 y 3 que fueron
aleatoriamente asignados a dos grupos segun recibieran el tratamiento con interferén
pegilado y ribavirina segin la pauta actual (24 semanas) o de duracién variable (12 semanas
si tenfan una RVR o 24 semanas si no la tenfan) (217). En pacientes con genotipos 2y 3 se
observé una asociacion entre los SNPs del gen II.28B y la respuesta al tratamiento, pero
solamente en los pacientes que no obtenfan una RVR y recibieron el tratamiento durante
24 semanas (217). Por otro lado, se ha demostrado en varios estudios que el genotipo
protector rs12979860 CC es mas frecuente entre los pacientes con genotipos 2 y 3 frente a
los pacientes con genotipo 1, lo que podria explicar en parte, las diferencias en la tasa de
RVS entre los distintos genotipos virales (195; 214; 219).

Los mecanismos que regulan la influencia del polimorfismo I[.28B en la tasa de éxito del
tratamiento de la hepatitis créonica por VHC siguen siendo desconocidos. Este rasgo
genético no esta relacionado con los niveles de expresion génica intrahepatica de 11L.28B
pero la expresion basal de genes de interferon (ISGs) es significativamente mayor en los
pacientes portadores del alelo menor 1rs8099917G (193; 194), que a su vez se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con el alelo rs12979860T (220). En un estudio donde se
genotiparon 91 SNPs presentes en los genes de rutas de sefializacion del IFN [los (BPI) y

los genes estimulados por interferon (ISGs)|, se observé que la presencia de 3 SNPs se
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asociaba con RVS en pacientes infectados créonicamente por el VHC y tratados con terapias

basadas en IFN (221).

Muchos grupos de investigadores han realizado distintos estudios genéticos para
determinar si otro u otros SNPs del gen II.28B distintos a los ya descritos estin
relacionados con la RVS describiéndose varios como son el rs12980275, rs 11881222, rs
8103142, entre otros, aunque se necesitan mas estudios que confirmen estos hallazgos

(5:218).

Queda por determinar si dichos polimorfismos van a seguir teniendo valor predictivo sobre
la respuesta al tratamiento con las nuevas terapias antivirales que combinan el peg-IFN y la

RBV con un antiviral directo (como telaprevir y boceprevir) (222).

2.2.3. Polimorfismos del gen II.28B y progresion de la enfermedad.

Hay pocos datos sobre la influencia del polimorfismo del gen II.28B y la historia natural de
la infeccién croénica por el VHC.

Abe y colaboradores (9) analizaron una cohorte de pacientes con hepatitis C crénica para
estudiar el efecto de los polimorfismos de II.28B sobre las caracteristicas bioquimicas,
virales e histolégicas. Encontraron que los niveles plasmaticos de GGT eran
significativamente menores y la actividad necroinflamatoria y la fibrosis del higado
significativamente mas graves en pacientes homocigotos para el alelo II.28 mayoritario (rs
8099917 T). El analisis multivariado mostré que el polimorfismo I[.28B, el sexo, el

consumo de alcohol y la fibrosis hepatica se asociaban de forma independiente con los

niveles de GGT.
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Thompson y cols. (8) confirmaron que los niveles de ALT y la actividad necroinflamatoria
son mayores en los pacientes cronicamente infectados por el VHC portadores del
genotipo 1512979860 CC en comparacion con los portadores del alelo T rs12979860, pero

no encontraron ninguna relacién entre este polimorfismo y el estadio de fibrosis.

Fabris y cols. (223) determinaron la distribuciéon de los genotipos rs12979860 CT en
pacientes con cirrosis por VHC, hepatitis B o etanol. El alelo T del polimorfismo [I.28B
rs12979860 fue mas frecuente en pacientes con cirrosis inducida por VHC que en pacientes
con cirrosis de otras etiologfas o en pacientes con hepatitis crénica por VHC de curso leve.
Por otro lado, la existencia de este alelo parece aumentar el riesgo de desarrollar carcinoma
hepatocelular, independientemente de la etiologia de la patologia subyacente. Este estudio
es muy débil metodolégicamente y lo tnico que permite sugerir es que el alelo T es mas
frecuente en la hepatopatia crénica por VHC que en las de otras etiologfas, algo ya sabido

anteriormente.

La esteatosis hepatica es frecuente en la hepatitis crénica C como consecuencia de
alteraciones del metabolismo lipidico inducidas por el propio VHC. Recientemente,
Tillmann y cols. (224) detectaron una asociacion significativa entre el estado de portador
de alelo C del rs12979860 y la prevalencia de esteatosis hepatica en la infeccion crénica por

el VHC.

2.2.4. Estudios genéticos en relacion con el carcinoma hepatocelular.

La base genética de la susceptibilidad al carcinoma hepatocelular es poco conocida.
Distintos polimorfismos implicados en la respuesta inflamatoria e inmune podrian estar

asociados con el riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular (CHC) en pacientes con
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infeccion crénica por el VHC. Se ha encontrado relacion entre la asociacion de respuesta
Th1 débil con una potente respuesta Th2 y con el desarrollo de CHC en poblaciones de
alto riesgo (principalmente relacionados con el VHB), pero no en poblaciones de bajo
riesgo (principalmente relacionadas con el VHC) (225). Asahina y cols. (226) observaron
que el genotipo I1.28B rs8099917 TT se asociaba con una menor incidencia de carcinoma
hepatocelular, tanto en pacientes que presentaban una respuesta viral sostenida tras recibir
tratamiento combinado como en los no respondedores. En este estudio, el efecto del

polimorfismo IL28B se asoci6 con niveles ligeramente mas bajos de ALT y AFP.

Se ha relacionado diferentes variantes genéticas en los genes del interfer6n gamma, factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y diversas intetleucinas (1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 y
IL-18) con el carcinoma hepatocelular. El polimorfismo TNFa-308GG se ha asociado con
una disminucién no significativa en el riesgo de carcinoma hepatocelular, independiente de
la raza (asiaticos o caucasicos) (227;228) y el haplotipo con baja produccién de interleucina-
6 (IL-6 AC / AC) con la ausencia de CHC en pacientes con cirrosis hepatica (229).

Otros SNPs se han relacionado con el riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular como
la mutacion H63D del gen HFE que se asocia con un mayor riesgo de CHC
independientemente de su enfermedad hepatica subyacente, no asf la mutaciéon C282Y que
tampoco parece asociarse con la gravedad histologica de la enfermedad. (230). La posesién
del alelo T en la posicién rs2148356 del gen TLR4 se ha asociado a un menor riesgo de
carcinoma hepatocelular inducido por VHC (231). Sin embargo, existen otros estudios
donde no se ha encontrado ninguna relacién con el carcinoma hepatocelular, como
aquéllos realizados con polimorfismos de los genes GSTM1 y GSTT1,GSTP1, GSTA1 y

GSTM3 de la glutatiéon S-transferasa en una poblaciéon espafiola de alto riesgo (232) .

98



Hipdtesis

Hipotesis.

Los datos disponibles sugieren que el polimorfismo del gen II.28B puede modular la
respuesta endégena de los genes estimulados por IFN y no dejan lugar a dudas de que
influye en la evolucion clinica y virolégica de la infeccion crénica por el virus de la hepatitis
C. Por lo tanto es una hipétesis coherente que dicho polimorfismo también repercuta sobre
los parametros analiticos, bioquimicos e histologicos en los sujetos cronicamente infectados

por el virus, asf como sobre el riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular.
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Objetivos.

El objetivo principal de este estudio es investigar la distribucion del SNP del gen IILB2S,
rs12979860 CT, en una poblacién de pacientes crénicamente infectados por el VHC que
cubre todo el espectro de gravedad de la enfermedad, de fibrosis nula-leve a carcinoma
hepatocelular, para dilucidar si este rasgo polimorfico puede influir en el curso de la

infeccién croénica por el VHC.
Los objetivos se pueden dividir en los siguientes:

1. Analizar las diferencias en los parametros bioquimicos que reflejan alteracion
hepatica en funcién del polimorfismo del gen II.28B en un grupo representativo de

enfermos con infeccién crénica por el VHC.

2. Comprobar si el polimorfismo del gen II.28B guarda relacion con los diferentes
aspectos de la alteraciéon histolégica (necroinflamacién, fibrosis, esteatosis y

siderosis) en la hepatitis crénica por VHC.

3. Comprobar si existen diferencias en la distribucién del polimorfismo del gen I1.28B
entre pacientes con infeccion créonica por VHC con y sin carcinoma hepatocelular
que puedan indicar una posible relaciéon de riesgo entre este polimorfismo y la

carcinogénesis hepatica.
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Pacientes y métodos.

1. Diseno del estudio.

1.1. Tipo y ambito del estudio.

Se trata de un estudio retrospectivo. El periodo de reclutamiento ha sido de octubre de
1997 a febrero de 2012.

La recogida de muestras se realiz6 en la Unidad de Higado del Servicio de Aparato
Digestivo (Prof. Manuel Diaz-Rubio) del Hospital Clinico San Carlos (HCSC) de Madrid.
Todos los pacientes incluidos dieron su consentimiento informado de acuerdo con la
Declaracién de Helsinki. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico San Carlos, Madrid, Espafia.

El HCSC es un hospital terciario, con acreditacién para la docencia de pregrado y

postgrado, adscrito a la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.

1.2. Descripcion de la muestra a estudio

Se han incluido dos series de pacientes:
Grupo 1: Enfermos con infeccién cronica por VHC en los que se ha determinado el
polimorfismo del gen II.28B y se dispone del estudio clinico, bioquimico y virolégico

previo al inicio de cualquier tratamiento antiviral.
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V' Subgrupo 1.1: Pacientes del grupo 1 en los que se dispone del estudio histolégico
hepatico en biopsia obtenida antes de iniciar tratamiento antiviral. En estos
pacientes la realizaciéon de la biopsia hepatica es simultanea con la practica de los

estudios analiticos y virolégicos.

Grupo 2: Pacientes diagnosticados de carcinoma hepatocelular sobre hepatopatia crénica

por VHC en los que se ha determinado el polimorfismo del gen II.28B.

LLas muestras se obtuvieron para los examenes habituales de laboratorio y para la extraccion
de ADN el mismo dfa de la biopsia en los pacientes del subgrupo 1.1, y tras un diagnéstico
de certeza de carcinoma hepatocelular en los pacientes del grupo 2.

En los pacientes no sometidos a biopsia los datos analiticos analizados en el estudio fueron
los obtenidos inmediatamente antes de iniciar tratamiento antiviral, si lo recibieron, y los

obtendos simultaneamente a la extraccion para el ADN en los no tratados.

Se cre6 una base de datos con las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes y
los resultados bioquimicos, virales e histolégicos. Los casos con infeccién concomitante

por VIH o VHB fueron excluidos.

2. Estudio basal.

2.1. Datos demograficos y epidemiologicos.

Se analizaron la edad, el sexo, la raza y la nacionalidad. Se consideré la edad que tenian los
enfermos en el momento de la obtencién de la biopsia hepatica (en el subgrupo 1.1.) o
antes de iniciar el tratamiento en los que lo recibieron. En los restantes casos, tanto de
hepatitis como de carcinoma hepatocelular, se consideré la edad en el momento de la toma

de muestra para la extracciéon del ADN.
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2.2. Determinaciones de laboratorio.

En los Servicios de Analisis Clinicos y Microbiologia del HCSC se realizaron,
respectivamente, una analitica general y las determinaciones virolégicas habituales

(genotipo y carga viral).

2.2.1. Deteccion de anticuerpos anti-1"HC.

Se realizé un inmunoanalisis de diagnéstico 7z vitro para la determinacién cualitativa de
anticuerpos IgG frente al VHC en suero con el sistema ADVIA Centaur®. Es un método
de analisis indirecto de tipo doble lavado que utiliza dos antigenos del VHC codificados
recombinantes, el c200 (procedente de las secuencias NS3 y NS4 y el NS5), y un péptido
del core sintético (c22). El método tiene una especificidad del 99,9% (IC del 95%: 99,78-
99,97%) y una sensibilidad del 98%.

La confirmacién de la presencia de anticuerpos se realizé6 mediante el test CHIRON®
RIBA® HVC 3.0 SIA, enzimoinmunoanalisis cualitativo 7z vifro que utiliza antigenos
recombinantes VHC codificados (c33c y NS5) y péptidos sintéticos VHC codificados
(c100p, 5-1-1p, c22p) que han sido inmovilizados como bandas individuales en las tiras de

ensayo.

2.2.2. Determinacion del ARN-1"HC.

El analisis cuantitativo de ARN-VHC se realizé6 con el Cobas Amplicor HCV Monitor
version 2.0 (Roche Diagnéstico Molecular). El rango de deteccion fue de 600 UI / ml a 8,5
x 105 UI / ml. A partir de julio de 2005, el ARN viral se extrajo de forma automitica
utilizando Cobas AmpliPrep, y la carga viral se detecté mediante la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR) utilizando Cobas TagMan (Roche Diagnostics), que tiene un alcance de
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deteccion de 10 Ul / ml y 2 x 108 UI / ml. La carga viral fue clasificada como baja

(<400.000 UT / ml) o alta (= 400.000 UI / ml), de acuerdo con Witthoft y cols (233).

2.2.3. Determinacion del genotipo viral.

Los genotipos del VHC se determinaron mediante un ensayo de hibridacién inversa (Inno-
Lipa, Innogenetics). Los genotipos se asignan sobre la base de variaciones en la secuencia
de la regién 5' no codificante de la amplificacion génica del VHC después de la reaccion en

cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR).

2.2.4. Andlisis del polimorfismo rs12979860.

El procedimiento utilizado fue PCR a tiempo real (qPCR), el volumen total de reaccion fue
de 7 pl. Se utiliza 1 pl de DNA a una concentracion aproximada de 10 ng/pl, 0,33 pl de
mezcla de cebadores especificos para detectar el polimorfismo 1512979860 comercializados
por Applied Biosystems, y que contiene cuatro cebadores, dos de ellos para realizar la
amplificacion de la regiéon de interés y otros dos marcados con sondas TagMan (VIC y
FAM).

Uno de estos ultimos hibrida con la secuencia no mutada y el otro con la mutada. El
marcaje TagMan es diferente en estos dos ultimos cebadores, de modo que evaluando el
incremento de fluorescencia en la longitud de onda de cada marcador se puede definir la
presencia o ausencia de la mutacién.

La mezcla de reaccién se completa con 2,33 pl de agua y 3,33 ul de mezcla de reaccién
comercial ~ (TagMan  Universal PCR  Master Mix, Applied Biosystems).
Posteriormente se amplifican en el termociclador Mastercycler ep realplex real-time PCR

system o en el Applied Biosystems 7500, con un ciclo a 94 °C durante 10 min, seguido de
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45 ciclos de 92 °C durante 15 seg, 60 °C durante 90 seg y 60 °C durante 5 min; termina con
otro ciclo de 60 °C durante 5 min.

Finalizada la reaccién, se evaluan los resultados en el ordenador utilizando el software de
identificacion genética (RealPlex 2.0, Eppendorf) asi como los valores de ciclo de inicio de

la amplificaciéon para cada curva de fluorescencia utilizando el algoritmo CalQPlex

(Eppendorf) (234).

2.3. Biopsia hepatica bajo control ecografico.

A los pacientes del subgrupo 1.1 (hepatitis crénica por VHC) se les realizé una biopsia
hepatica en la Unidad de Higado del Servicio de Aparato Digestivo del HCSC, y las
muestras se remitieron para estudio histologico al Servicio de Anatomia Patologica. Las
muestras de biopsia de higado obtenidas fueron examinadas por el mismo patélogo.

v" El grado necroinflamatorio y estadio de fibrosis se evaluaron utilizando el sistema
METAVIR (173). La fibrosis se codific6 como ausencia de fibrosis (F0) vs fibrosis
(F1-F4), o bien como fibrosis ausente-leve (FO-F1) vs fibrosis moderada-avanzada
(F2-F4), o también como fibrosis ausente-moderada (F0-F2) vs fibrosis avanzada
(F3-F4).

v' La esteatosis hepatica se evalu6 de acuerdo con la puntuaciéon Brunt (235): ausente
o de grado 0 (<5% de los hepatocitos afectados), grado 1 (5-33% de los hepatocitos
afectados), grado 2 (33-66% de los hepatocitos afectados) y grado 3 (> 66% de los

hepatocitos afectados).

La biopsia se llevd a cabo mediante Trucut hasta el afio 2000, y posteriormente con

BioPince® de 18 o 16G, que permite obtener cilindros de 15 mm o mas de forma habitual.
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3. Analisis estadistico.

Los datos fueron recogidos en una base de datos en la Unidad de Higado del HCSC. El

analisis estadistico se realizé con el programa SPSS, version 15.0.

3.1. Descripcion de las variables cuantitativas.

Las variables cuantitativas se expresaron como media y se desviacion estandar (DE) e
intervalo, y fueron comparadas con el test de la t de Student o el de la U de Mann-Whitney,
segun procediera de acuerdo con el tipo de distribucién. Un valor de p < 0.05 fue
considerado significativo.
Las variables cuantitativas analizadas han sido las siguientes:

v Edad: expresada en afios.

v Hemoglobina: expresada en g/dLl.

V' Plaquetas: expresada en 10°/1.

v AST: expresada en UI/L.

v ALT: expresada en UI/L.

v" GGT: expresada en UI/I.

v" Cociente AST/ALT: adimensional.

v' Fosfatasa alcalina: expresada en UI/I.

v" Bilirrubina: expresada en mg/dl

V" Colesterol: expresado en mg/dl

3.2. Descripcion de las variables cualitativas.

Para comparar las variables cualitativas se utilizaron los test de la Chi® o de Fisher,
dependiendo del tamafio muestral. El efecto de las diferencias entre variables dicotémicas

se estableci6 calculando la odds ratio con un intervalo de confianza (IC) del 95%.
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Para el polimorfismo del gen II.28B se realiz6 un analisis multivariado, basado en un

modelo de regresion logistica, y se incluyeron variables con p < 0,05 en el anilisis

univariado, para identificar las variables relacionadas de forma independiente a los dos SNP

(1512979860 y rs8099917) en la vecindad del gen IL.28B.

Las variables cualitativas analizadas han sido las siguientes:

v

v

Sexo: expresada como varén o mujer.

Genotipo viral: expresado como 1, no 1 o indeterminado.

Catga viral: se consider6 la cifra de 400.000 UI/ml el limite entre carga alta y baja
(233).

Necroinflamacion: expresada como ausente-minima (A0-Al) vs significativa-grave
(A2-A3).

Fibrosis: expresada como no fibrosis (FO) vs fibrosis (F1-F4), o bien como fibrosis
ausente-leve (FO-F1) vs fibrosis moderada-avanzada (F2-F4), o también como
fibrosis ausente-moderada (FO-F2) vs fibrosis avanzada (F3-F4).

Esteatosis hepatica expresada como: ausente o de grado 0 (<5% de los hepatocitos
afectados), grado 1 (5-33% de los hepatocitos afectados), grado 2 (33-66% de los
hepatocitos afectados) y grado 3 (> 66% de los hepatocitos afectados).

Distribucion de ILB 28 rs12979860: expresada como CC, CT y TT.
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Resultados.

1. Grupo 1. Hepatitis cronica C.

Fueron incluidos quinientos doce pacientes. Las caracteristicas basales de los pacientes se
muestran en la Tabla 1.

La mayoria de los pacientes eran de sexo masculino (55,66%), todos eran de raza blanca y,
en su mayoria, espafioles.

Hay que sefalar que en los sujetos que posteriormente fueron sometidos a tratamiento
antiviral, los datos analizados corresponden al estudio basal, previo a cualquier tratamiento,
mientras que en los no tratados los datos corresponden al estudio en el que se incluyo la

toma de muestra para la determinacion del polimorfismo del gen I1.28B.
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1.1. Distribucion del polimorfismo rs12979860 CT

Ciento ochenta (35,15%) eran homocigotos para el alelo C (genotipo CC) del 1512979860,
mientras que los restantes trescientos treinta y dos (64,84%) eran homocigotos (64
pacientes, 12,5%) o heterocigotos (268 pacientes, 52,34%) para el alelo T. El estudiado

polimorfismo estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Grafico 1. Distribucién del polimorfismo rs12979860 CT

B Genotipo CC
B Genotipo CT
M Genotipo TT

En la Tabla 1 se muestra la distribucién de los sujetos en dos grupos: portadores del
genotipo 1512979860 CC (homocigoto no mutado) y portadores en homo o heterocigosis
el alelo T (genotipos TT y CT, respectivamente). Para un primer analisis no se ha
considerado subclasificar a los portadores de alelo T en homo o heterocigotos para este

alelo.

1.2. Influencia del polimorfismo del gen 11.28B sobre los pardmetros clinicos, bioguimicos y

virologicos en la hepatitis cronica por VHC.

En el analisis univariado se comprob6 que los portadores del alelo T tienen mas edad,
existe un predominio femenino, los valores de ALT son mas bajos y los de GGT mas

elevados, el cociente AST/ALT es mayor y las cifras de colesterol son mas bajas. En este
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mismo grupo se aprecia un exceso de sujetos infectados por el genotipo viral 1b que roza la
significaciéon estadistica. Tras el correspondiente analisis multivariado todas estas
diferencias persisten con alto nivel de significacion, excepto el cociente AST/ALT que la
pierde por completo. El exceso del genotipo viral 1b detectado en el analisis multivariado

se aleja ampliamente de la significacioén estadistica.

A continuacion se realizé un analisis comparativo de los mismos parametros entre sujetos
homo (64 casos) y heterocigotos (268 casos) para el alelo T sin que exista ninguna
diferencia significativa ni proxima a la significacién (no se muestran estos datos de forma

pormenorizada).

1.3. Influencia del polimorfismo del gen IL.28B sobre las caracteristicas anatomopatoligicas
en los enfermos de hepatitis C sometidos a biopsia hepdtica antes de recibir tratamiento
antiviral.

Este analisis se ha limitado al subgrupo de 294 pacientes que cumplen la condicién de

haber sido sometidos a una biopsia hepatica evaluable antes de haber recibido cualquier

tipo de tratamiento antiviral.

En la Tabla 2 se resumen los hallazgos mas significativos.

En un primer analisis se compararon los sujetos clasificados en dos grupos: portadores del
genotipo CC (no mutado) y portadores en homo (T'T) o heterocigosis (CT) del alelo T. Se
comprueba que no existen diferencias significativas en el grado de necroinflamacién ni en

el estadio de fibrosis con una distribucion practicamente superponible en ambos grupos.
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Sin embargo, al comparar la distribuciéon por grado de esteatosis se comprueba que la
esteatosis es mas frecuente (odds ratio. = 1,789; 95 % 1.C. = 1,085 — 2,950) e intensa (Chi’
"= 5194, P = 0,023) en los portadores del alelo T que en los homocigotos CC. Al

comparar entre si los sujetos homo y heterocigotos para el alelo T no se aprecia ninguna

diferencia estadisticamente significativa.

2. Grupo 2. Carcinoma hepatocelular.

Ciento treinta y cuatro pacientes (97 varones, edad media al diagnéstico de 67,4 afios, SD

9.4, intervalo 41-88) fueron incluidos en este grupo. Todos eran espafioles de raza blanca.

El diagnéstico de CHC se basé en el examen patoldgico de la biopsia quirargica o aspirado
citologico en 73 pacientes, y de acuerdo con los criterios de imagen actuales (226) en los
restantes 61. Todos los pacientes fueron considerados como cirréticos, porque la mayoria
de ellos habian sido diagnosticados de cirrosis hepatica antes del diagnostico de CHC y el
estudio clinico de los restantes fue consistente con la cirrosis. Por otra parte, el carcinoma
hepatocelular es excepcional en el VHC sin cirrosis inducida por la enfermedad hepatica
créonica (104). Todos los pacientes de este grupo tenfan titulos detectables de anticuerpos
anti-VHC en el suero. Sélo dos pacientes habfan sido tratados con interferon mas ribavirina

antes de desarrollar carcinoma hepatocelular.
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2.1. Distribucion del polimorfismo rs12979860 CT

Cincuenta y dos pacientes (38,8 %) eran homocigotos para el alelo C (genotipo CC) del
rs12979860, mientras que los restantes 82 eran homocigotos (16 pacientes, 11,9%) o
heterocigotos (66 pacientes, 49,3 %) para el alelo T (Grafico 2).

Grifico 2. Distribucion del polimorfismo rs12979860 CT en el

carcinoma hepatocelnlar

B Genotipo CC
B Genotipo CT
B Genotipo TT

El consumo de etanol > 40 g / dia fue reportado por 52 pacientes (50 varones). La
distribucién del SNPs analizado en estos pacientes era muy similar al compararlos con la de
los bebedores moderados o abstemios (valores de p> 0.80 para cada comparacion, datos

no mostrados).

2.2. Andlisis comparativo de pacientes infectados por VHC con y sin CHC.

Para evaluar la posible relacion entre los SNPs analizados del gez II.28B y la etapa de la
enfermedad hepatica inducida por el VHC, los 249 pacientes con HCC en el grupo de la
hepatitis créonica que no habian recibido tratamiento antiviral después de realizar la biopsia
hepitica se compararon con el grupo de pacientes con carcinoma hepatocelular. No se
aprecian diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de los genotipos del

gen II.28B ni en la frecuencia del alelo T entre ambos grupos (Tabla 3).
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Tabla 1. Andlisis de los pardmetros bioquimicos, viroldgicos e histoldgicos en relacion con el genotipo rs12979860 TC en 512 pacientes con hepatitis C crinica. Alelo Mayor: C. Alelo Menor: T.

Parametro Todos los pacientes Genotipo CC Portadores alelo T P P
(512 casos) (180 casos) (332 casos) (univariante) (multivariante)
Edad ( afios) 49,8 (111,0) 48,1(10,06) 50,7 (11,2) 0.009 0,038
Sexo (H/M) 285/227 114/66 171/161 OR = 1,626 0,003
95 % C.I. = 1,121 — 2,359
Carga viral 94/407/11 33/142/5 61/265/6 OR = 1,010
</> 400.000 o _
1U/mL/n.a. 95 % C.I. = 0,631-1,615
Genotipo vital 1/non 429/72/11 142/32/6 287/40/5 OR = 0,618 0,859
1/n.a.
95 % C.I. = 0,373-1,026
Hb (g/dL) 15,0 (1,5) 15,0 (1,4) 15,0 (1,06) 0,892
Plaquetas (109/L) 200 (66) 199 (68) 201 (65) 0,721
Bilirrubina(mg/dL) 0,84 (0,41) 0,80 (0,36) 0,85 (0,44) 0,204
AST (IU) 64 (45) 67(51) 62 (42) 0,239
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ALT (IU) 97 (82) 115 (96) 87 (71) 0.012 <0.001
AST/ALT 0,77 (0,32) 0,70 (0,31) 0,82 (0,32) <0.001 0,996
GGT (1U) 77 (99) 52 (65) 90 (111) < 0.001 < 0.001
Fosfatasa alcalina (IU) 103 (54) 99 (48) 105 (58) 0.190

Colesterol (mg/dL) 177 (36) 182 (39) 174 (34) 0.022 0.009
Respuesta al 80/81/37/21 51/10/11/7 29/71/26/14

tratamiento (G1)
RVS/F1°/Rec/Int)
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Tabla 2. Andlisis de los rasgos histoldgicos en relacion con el genotipo rs12979860 en 294 enfermos con hepatitis cronica C. Alelo mayor: C . Alelo menor: T

Rasgo histolégico Genotipo CC Portadores del alelo T Estadistica Genotipo CT Genotipo TT Estadfistica
(113 casos) (181 casos) CC »s. portadores T (144 casos) (37 casos) CT vs. TT
Grado necroinflamatorio 2/18/42/51 2/34/77/68 Chi? ™ =1,649 1/25/65/53 1/9/12/15 Chi?™ =0,148
METAVIR (0/1/2/3) (P=0,438) (P = 0,701)
Estadio de fibrosis METAVIR 23/34/19/29/8 38/55/31/40/17 Chi?™ = 0,0012 28/45/26/31/14 10/10/5/9/3 Chi? ™ =0.231
(0/1/2/3/4) (P =0973)
(P =0.631)
Esteatosis (escala de Brunt 79/28/6/0/0 100/63/10/4/4 Chi2 T = 5,194 82/47/9/4/2 18/16/1/0/2 Chi? T =0,044
0/1/2/3/n.d.) (2 =10,023) (P =0,834)
Esteatosis (escala de Brunt) 0/> 79/34/0 100/77/4 O.R. =1,789 82/60/2 18/17/2 O.R. = 1,291
0/ad 95 % IL.C. 95 % LC.
1,085 — 2,950 0,615 —2,710
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Tabla 3. Distribucion del gen I1.28B rs12979860CT en 249 pacientes con hepatitis C crinica (HCC) y en 134 pacientes con

carcinoma hepatocelutar inducido por VHC (CHC)

Genotipo 11.28B Grupo Estadistica

HCC CHC
249 pacientes (%) 134 pacientes (%)

cC 80 (32,1) 52 (38.9)
CT 136(54,6) 66 (49,3) x2= 1715
TT 33(13,3) 16 (11,9) P=0424
Frecuencia alelo T 0,406 0,366 OR.=1,184

95 % C.I. = 0,872 — 1,608

a =y 2with 2 v; b = odds ratio (95 % intervalo de confianza); ¢ = 2 with 3 v.
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Discusion.

Es un hecho universalmente admitido y unanimemente demostrado por numerosos
estudios en grupos étnicos diferentes, como confirma un reciente metaanalisis (236) que el
polimorfismo del gen IL.28B es el factor de prediccion mas potente de respuesta al
tratamiento combinado de la hepatitis crénica C con interferon pegilado y ribavirina de
entre los que afectan al huésped, en tanto que el genotipo viral es el factor virico mas

directamente relacionado con la probabilidad de obtener respuesta a este tratamiento.

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) identificados en la vecindad del gen II.28B
constituyen un haplotipo cuyos dos elementos mas definitorios son los situados en
rs12979860 y rs8099917. En la mayorfa de los grupos étnicos estudiados estos dos SNP

estan en un marcado desequilibrio de ligamiento, por lo que algunos autores consideran
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que son intercambiables en lo relativo a su capacidad predictiva. En la experiencia de
nuestro grupo, sin embargo, rs12979860 tiene mayor capacidad predictiva de la respuesta
viral sostenida, especialmente si se compara con el grupo de pacientes que sufren fracaso
terapéutico primario (237) por lo que hemos adoptado la determinacién de este SNP como

prueba de aplicacién clinica en el laboratorio de nuestro centro.

Existe un claro paralelismo entre la frecuencia del alelo asociado a respuesta viral sostenida
(que es el wild type o no mutado en ambos SNP) y la tasa de RVS en las distintas
poblaciones (5). La tasa de RVS disminuye progresivamente y en forma paralela a como
aumenta la frecuencia del alelo mutado desde asiaticos (maxima tasa de respuesta), blancos,
hispanos y negros. Ademas, los portadores homocigotos del alelo favorable aclaran
espontaneamente el VHC en fase aguda de la infeccién con una frecuencia que duplica a la

que experimentan los portadores del alelo desfavorable (6; 7;195).

El efecto del genotipo II.28B favorable se refleja en un descenso mas acelerado de la carga
viral en la primera fase del tratamiento, de modo que los portadores de dicho genotipo
consiguen con mucha mayor frecuencia respuesta viral rapida, es decir, desaparicién de la
viremia en la semana 4* del tratamiento combinado, tanto en los enfermos monoinfectados
por VHC (238) como en los pacientes coinfectados por VHC y VIH (239). A su vez, la
respuesta viral rapida es el principal factor de respuesta viral sostenida una vez iniciado el

tratamiento (240).

Los dos polimorfismos citados anteriormente no estan en la regién codificante del gen,
sino que seflalan la existencia de una variante funcional que hasta ahora no ha sido
identificada. Existe un SNP no sinénimo en rs8103142 en el exén 2 del gen pero el
desequilibrio de ligamiento con los demas SNP que constituyen el haplotipo es tan estrecho
que no se ha podido detectar en cual reside la clave diferencial mediante pruebas de

asociacion (240). No se ha detectado relacion entre el genotipo II.28B y la expresion del
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gen en el higado (241,242) pero si se ha detectado que el genotipo II.28B se asocia con
patrones diferentes de expresion de genes estimulados por interfentén (ISG: interferon
stimulated genes) y son los genotipos portadores de los alelos desfavorables los que se asocian
con niveles mas altos de expresion de ISG (241, 242, 243). Antes del descubrimiento de
este polimorfismo ya se sabfa que un nivel elevado de expresion hepatica de ISG se asocia
con una mayor frecuencia de fracasos terapéuticos, ya que el interferén exbégeno encuentra
un menor margen de activaciéon suplementaria de los ISG y éstos, a pesar de estar

sobreexpresados, han sido incapaces de aclarar el virus.

La hipoétesis del presente estudio es que si el polimorfismo II.28B influye sobre la
modulaciéon de la respuesta inmune contra el VHC, ello puede ademas repercutir sobre la
historia natural de la infeccién por este virus, como sugiere el hecho de que los portadores
del haplotipo II.28B favorable se curen con mayor frecuencia en la fase aguda de la
infecciéon, como se ha sefialado anteriormente, y lo hagan tras desarrollar una hepatitis
aguda clinicamente manifiesta que indica la puesta en marcha de una respuesta inmune mas
potente y no de forma subclinica, como es habitual cuando la infeccién pasa a la

cronicidad.

A continuacién analizamos pormenorizadamente nuestros resultados en relacion con los

objetivos planteados en este estudio.

1.1. Influencia del polimorfismo [I.28B sobre los parametros bioquimicos en
la hepatitis cronica por VHC.
El primer estudio publicado al respecto y que nos dio la idea para llevar a cabo el que se

presenta en esta tesis doctoral es el de Abe et al. (244) publicado en 2010. Estos autores

estudiaron el polimorfismo en rs8099917 en 364 pacientes japoneses residentes en
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Hiroshima entre 2002 y 2008. Se trata por tanto de un estudio retrospectivo ya que el
polimorfismo no se identificé hasta 2009. Los alelos identificados en 158099917 son T'y G.
El genotipo asociado a respuesta viral sostenida es TT y el alelo menor o mutado, que se
asocia con una menor tasa de RVS, es G, ya sea en heterocigosis (T'G) o en homocigosis

(GG).

Estos autores comprobaron que la concentracién plasmatica de gammaglutamiltransferasa
(GGT) era significativamente mas baja en los portadores del genotipo TT, y ello
independientemente de otros factores que se sabe influyen sobre la concentraciéon de GGT.
En el analisis de regresion multiple los factores relacionados de forma independiente con
concentraciones mas elevadas de GGT fueron el genotipo II.28B GG (y probablemente el
estado de portador heterocigoto del alelo G, aunque esto no lo aclaran los autores del
estudio), un estadio mas avanzado de fibrosis hepatica en la biopsia, el sexo masculino y un

consumo mayor de alcohol.

Los resultados de nuestro estudio concuerdan los los de Abe et al. (244) en lo relativo a la
asociacion del genotipo I[.28B no mutado (rs12979860CC en nuestro estudio) con
concentraciones mas bajas de GGT. Ademas hemos identificado una relaciéon de signo
inverso entre el genotipo II.28B y la concentraciéon de alaninoaminotrasferasa (ALT) que es
significativamente mas alta en los portadores del genotipo rs12979860CC. Este hallazgo
concuerda con el comunicado por Thompson et al. (5) quienes, como nosotros, estudiaron
el polimorfismo en rs12979860 en un grupo de 1364 pacientes con hepatitis cronica C, la
mayoria de ellos (1047) de raza blanca. La ALT se considera un marcador indirecto de
necroinflamacién hepatica, como avala nuestro hallazgo de su relacién directa con dicho
grado en la escala METAVIR. Por el contrario, en el estudio anteriormente citado, Abe et
al. (244) detectaron una correlacion de signo contrario: valores mas bajos de ALT y de

aspartatoaminotransferasa (AST) en los portadores del genotipo rs8099917TT (recordemos
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que este genotipo esta en estrecho desequilibrio de ligamiento con el rs12979860CC). En

su articulo estos autores no comentan este hallazgo.

En nuestro estudio hemos detectado otras diferencias significativas en relacién con el
polimorfismo II.28B no sefialadas por otros autores. El colesterol plasmatico es mas bajo
en los portadores del alelo T que en los homocigotos CC, lo cual se explica porque este
parametro analitico esta en relacion inversa con la probabilidad de respuesta al tratamiento
como hemos demostrado en un estudio previo (245), lo mismo que la posesion del alelo T.
Este hallazgo se ha visto corroborado por Petta et al. (246) en un grupo de 434 pacientes
de raza blanca infectados por VHC genotipo 1, en quienes comprobaron que el genotipo
rs12979860CC se asocia con concentraciones mas altas de colesterol total y LDL y mas
bajas de triglicéridos y, lo que es mas significativo desde el punto de vista fisiopatologico,
con una menor prevalencia de resistencia a la insulina, valorada mediante el indice HOMA.
Similar significado tiene el hallazgo por parte de Aizawa et al. (247) de concentraciones mas
altas de apoB-100 y de colesterol LDL en pacientes infectados por genotipo 1 y portadores

del genotipo rs8099917TT.

También hemos detectado una diferencia en el limite de la significaciéon estadistica (p =
0,035) en la edad a la que fueron incluidos los sujetos del estudio aunque este dato es
probablemente irrelevante, ya que desconocemos en la mayoria de los casos a qué edad se

produjo el contagio y por lo tanto el tiempo de evolucion de la enfermedad.

Mas marcada es la diferencia en la distribucién por sexos del genotipo CC y de los
portadores del alelo T. La proporciéon de mujeres en el grupo de sujetos con genotipo CC
es del 36,7 %, cuando conserva la igualdad con el sexo masculino en el grupo de portadores
del alelo T (48,5 %). Como este rasgo genético es mendeliano simple, la explicacion de esta
marcada diferencia (p = 0.003) hay que buscarla en posibles diferencias en la distribucién

de los genotipos virales o en la historia natural de la enfermedad entre ambos sexos.
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El primer supuesto esta avalado en parte por el mayor porcentaje de mujeres infectadas por
genotipo viral 1 (91,4 % en mujeres y 81,0 % en varones), y dentro de éste, por el subtipo
1b (84,7% en mujeres y 68,6% en varones). Estas diferencias son algo mas marcadas en los
portadores del alelo T, pero no alcanzan significacién estadistica y por si solas no bastan

para explicar esta diferencia.

La segunda posible explicacion es que las mujeres con genotipo CC tengan una mayor
probabilidad de aclarar espontaneamente el virus que los varones con el mismo genotipo,

algo que encuentra algin apoyo en la bibliograffa que hemos revisado.

De todos modos no podemos explicar plenamente este hallazgo que sin embargo no parece
debido a un tamafio muestral insuficiente ya que se ha establecido en una serie de mas de

500 casos.

1.2. Relacién entre el polimorfismo [I.28B y la carga viral en la hepatitis

cronica C.

Algunos estudios previos habian detectado cifras significativamente mas bajas de carga viral
basal en sujetos portadores de los genotipos II.28B asociados con menor probabilidad de
respuesta al tratamiento (248). Este hallazgo paraddjico se explicaba por la mayor presion
inmune sobre el virus en sujetos con genotipos desfavorables, que tiene una expresion

mayor de ISG.

En este estudio no hemos comprobado esta diferencia, aunque hemos clasificado la carga
viral de forma categérica (alta/baja) de acuerdo con Withoff et al. (233) que consideran
carga viral alta la que supera las 400.000 u.i./ml. Lo hemos hecho asi, en parte, porque
hasta 2002 el laboratorio no cuantificaba la carga viral por encima de 500.000 u.i.,

considerandola alta en cualquier caso. Para mayor seguridad hemos analizado los datos de
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los enfermos incluidos desde 2002 y no hemos comprobado diferencias significativas en la

carga viral basal entre los sujetos con genotipo CC y los portadores del alelo T (p = 0.307).

1.3. Necroinflamacion.

En el estudio inicial de Abe et al. (244) se comunicé un grado mayor de necroinflamacion
en los sujetos portadores del genotipo rs8099917TT que en los portadores del alelo mutado
G. Thompson et al. (240) obtuvieron resultados similares con mayor grado

necroinflamatorio en los portadores del genotipo rs12979860CC.

En este estudio no hemos confirmado esta relacion, lo que es discordante con los hallazgos
analiticos antes sefialados en relacién con la concentraciéon de ALT, si consideramos que
esta enzima es un marcador indirecto de actividad necroinflamatoria en la hepatitis crénica
C. Bochud el al (248) comprobaron una asociacioén en el limite de la significacion estadistica
(p = 0,04) entre el estado de portador del alelo rs8099917G y grados mas leves de actividad
necroinflamatoria en enfermos infectados por genotipos virales distintos del 1, pero nuestra
serie esta constituida muy mayoritariamente por enfermos infectados por genotipo 1, lo

que no nos ha permitido comprobar este hallazgo.

1.4. Fibrosis.

En este estudio no hemos detectado relaciéon alguna entre el estadio de fibrosis y el
polimorfismo II.28B en los 294 pacientes incluidos en la serie y en los que se dispone de
biopsia hepatica. En su estudio inicial, Abe et al. (244) observaron que el estadio de
fibrosis, valorado con la escala METAVIR, era mas avanzado en los sujetos con genotipo
rs8099917TT (el que se asocia con mejor probabilidad de respuesta al tratamiento). Sin

embargo, Di Marco et al. (249) en un estudio realizado en 131 enfermos con hepatitis
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crénica C y talasemia major, comprobaron que solo una edad mas avanzada y la posesion
de los alelos mutados de ambos polimorfismos (rs8099917G y rs12979860T) eran los
factores asociados con estadios mas avanzados de fibrosis, con un alto grado de
significaciéon estadistica. En este mismo sentido, aunque con menor significacion
estadistica, se inscriben los resultados de Falleti et al. (250) obtenidos en una serie de 629
enfermos con hepatitis cronica por VHC en la que comprobaron que los portadores
homocigotos de alelo mutado (genotipo rs12979860TT) tenian estadios mas avanzados de
fibrosis que los genotipos CC y CT. Por el contrario, los resultados del estudio de
Thompson et al. (5) coinciden con los nuestros al no detectar relaciéon entre el
polimorfismo II.28B y el estadio de fibrosis hepatica. Resulta muy interesante el hallazgo
por parte de El-Awady et al. (251) de la total ausencia del genotipo rs12979860CC en un
grupo de pacientes egipcios, infectados por VHC genotipo 4 y afectados de hepatopatia en
fase terminal, por tanto todos ellos con cirrosis y la mayoria con hepatoma, en clara
discordancia con los enfermos con grados menos avanzados de hepatopatia y en controles
sanos. No obstante las diferencias virales y epidemiologicas entre esta poblacion y la
caucasica de origen europeo no permiten extrapolar sin mas estos hallazgos a nuestro

medio.

Ante estos resultados contradictorios no es posible concluir si la fibrosis hepatica guarda
relaciéon con el polimorfismo del gen II.28B. En un intento de incrementar la potencia
estadistica de nuestra serie hemos realizado este analisis anadiendo a los 294 enfermos con
biopsia hepatica los casos en los que se dispone de estudio con fibroscan aunque no de
biopsia hepatica y sobre un total de 390 casos seguimos sin apreciar relacién alguna entre el

polimorfismo y el estadio de fibrosis (datos no incluidos en este estudio).
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1.5. Esteatosis hepatica

Probablemente el hallazgo mas interesante de este estudio es la constatacion de que el
estado de portador del alelo 15129798607 se asocia con mayor frecuencia e intensidad con
la esteatosis hepatica. La esteatosis es frecuente en la hepatitis créonica C y esta relacionada
con la capacidad del VHC para interferir con la excrecién de lipidos por los hepatocitos a
través de diversos mecanismos que actuan en grado diferente segiin cual sea el genotipo
viral. El genotipo 3 se asocia con un grado mayor de esteatosis que el resto de genotipos y
probablemente actda por un mecanismo directo, ya que la eliminacién terapéutica del virus
mejora la esteatosis de forma muy evidente (252) mientras que en el resto de los casos la
esteatosis esta ligada a factores metabolicos del huésped y su respuesta al tratamiento

antiviral, aunque presente, es menos evidente (253).

No debe sorprender esta relacion entre el estado de portador del alelo mutado de II.28B y
la esteatosis hepatica en la hepatitis cronica por VHC genotipo 1 porque ambos son
factores que predicen una mala respuesta el tratamiento. La cuestion esta en dilucidar si
esta relacion es casual o causal. Ya se ha sefialado que el nivel basal de activaciéon de los
genes estimulados por interferén es menor en los portadores del genotipo 1rs12979860CC, a
lo que hay que afiadir que este genotipo se asocia con una intensa y prolongada expresion
de una amplia gama de genes relacionados con la respuesta al tratamiento antiviral a lo
largo de toda la duraciéon de éste. La esteatosis hepatica en la hepatitis cronica por VHC
genotipo 1 es consecuencia de la resistencia a la insulina que a su vez facilita la replicacién
viral (254). Por el momento no hemos detectado en la bibliografia datos que indiquen que
el polimorfismo I[.28B influya sobre la expresion de los genes relacionados con el
desarrollo de esteatosis hepatica o de resistencia a la insulina en la hepatitis C, pero un
estudio muy reciente (255) pone de manifiesto que el estado de portador de los alelos

rs8099917G y 1s12979860T se acompana de valores mas elevados de insulinemia propios
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de un estado de resistencia a la insulina. A favor de esta posibilidad esta la posible relacion
entre el bajo nivel de actividad de los ISG con concentraciones elevadas de colesterol LDL
en el hepatocito por inhibiciéon de la actividad de lipoproteinlipasa (256) que a su vez se

asocian a una mayor probabilidad de respuesta al tratamiento antiviral (257).

La relacién entre esteatosis y polimorfismo II.28B ha sido detectada muy recientemente
por otros dos grupos, uno japonés (258) y otro europeo (224), aunque estos autores no
informan sobre posibles diferencias en la intensidad del trastorno en relacién con el

genotipo II.28B, como sf hemos comprobado en este estudio.

1.6. Carcinoma hepatocelular.

El carcinoma hepatocelular (CHC) representa el paso mas avanzado en el curso natural de
la infeccion crénica de hepatitis C que afortunadamente sélo se alcanza por una minoria de
pacientes. Si la hipétesis de la existencia de ninguna relacion entre el polimorfismo genético
II.28B y la gravedad de la enfermedad hepatica inducida por el VHC es cierta, el hallazgo
mas légico deberia ser la existencia de diferencias en las frecuencias genotipicas entre las
diferentes etapas de la enfermedad. No hemos encontrado diferencias en las frecuencias de
los genotipos II.28B al comparar un grupo de pacientes con HCC inducida por infeccién
crénica por VHC con un grupo pacientes no tratados con diagnéstico de CHC. Nuestros
resultados son coincidentes con los reportados por otros grupos, tanto en poblacion
caucasica (258) como en japonesa (259,260). Sin embargo, Asahina y cols (226) informaron
de que los portadores del genotipo rs8099917 TT tuvieron una mayor tasa de RVS al
tratamiento con interferén (como se esperaba) y que este genotipo se asocié con una
menor incidencia de CHC, tanto en pacientes con RVS como en no respondedores. De
estos hallazgos no puede deducirse un efecto directo del polimorfismo II.28B en el riesgo

de CHC, ya que la RVS mejora claramente el curso natural de la infeccién cronica por el
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VHC (261,262) y, entre los no respondedores, el efecto del polimorfismo II.28B estaba
asociado a niveles ligeramente mas bajos de ALT y alfa-feto proteina. Mas concluyente es el
estudio citado anteriormente de El-Awady et al. (251) en el que ninguno de los 75
enfermos infectados por VHC genotipo 4 que habian desarrollado hepatoma era portador
del genotipo rs12970860CC, indicando que la posesion del alelo T en homo o heterocigosis
es un factor que favorece la carcinogénesis hepatica en estos pacientes.

En un estudio de pacientes que recibieron un injerto de higado debido a enfermedad grave
hepatica inducida por el VHC (263), se encontré que el genotipo 12979860TT fue mas
frecuente en los 61 pacientes con CHC en el higado explantado que en los 106 pacientes
sin CHC (p = 0,041), lo que sugiere que el alelo C mayor juega un papel protector contra el
desarrollo de CHC. El posible papel del polimorfismo del gen II.28B podria ser indirecto y
por ello de baja influencia sobre la carcinogénesis. Es sabido que un cambio de aminoacido
en la posicion 70 de la region del core viral del VHC, que solo se produce en el genotipo
1b, se asocia con una tasa mas elevada de apariciéon de hepatoma en el curso de la infeccién
crénica por el VHC. La sustitucion de arginina por glutamina en la posicion 70 es la
responsable de este mayor riesgo y se produce con una tasa variable a lo largo de la
evolucion de la enfermedad. Akuta et al. (264) han comprobado que la probabilidad de que
se produzca este cambio desfavorable de aminoacido es mayor en pacientes portadores del
alelo G en posicion 1s8099917; es decir, el alelo mutado jugarfa un papel permisivo o

facilitador de la aparicioén de variantes virales con mayor capacidad carcindgena.

En otro orden de cosas, Ren y cols (265) encontraron que el alelo T rs12979860 estaba
relacionado con la susceptibilidad de padecer un CHC inducido por la infeccién crénica
por el virus de la hepatitis B en un grupo de pacientes chinos. Por lo tanto, la controversia
se mantiene sobre la posible relacién entre el polimorfismo del gen IL28B y el riesgo de

desarrollar CHC.
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Conclusiones.

v Los resultados de este estudio muestran que el genotipo del gen I1.28B
rs12979860CC, que se asocia con una mayor tasa de respuesta al tratamiento en
pacientes con hepatitis C crénica, también esta relacionado con mayores niveles
séricos de ALT, que se considera como un marcador de necroinflamacién hepatica.

v" Se ha observado una relacion entre el genotiopo del gen I1.28B rs12979860CC con
menores valores de GGT, que es un marcador indirecto de la fibrosis hepatica y un
factor predictivo negativo de la respuesta al tratamiento.

v No se han encontrado diferencias en la distribucién del polimorfismo estudiado
entre los diferentes grados y etapas de dafio hepatico mostradas directamente por la
biopsia hepatica.

v" No hemos encontrado diferencias en las frecuencias del polimotfismo del gen
I1.28B 1512979860CC entre pacientes con CHC inducido por VHC y pacientes con
hepatitis crénica por VHC.

v Hemos encontrado una asociacién entre el estado de portador del alelo T del
rs12979860 con una mayor frecuencia y severidad de la esteatosis hepatica en la
hepatitis crénica C.

v Debido a que el polimorfismo del gen I1.28B esta claramente relacionado con la
respuesta inmune contra la infecciéon por VHC, son necesarios mas estudios sobre

su posible influencia en el curso natural de la enfermedad.
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Relation of IL28B gene polymorphism with
biochemical and histological features in hepatitis C

virus- induced liver disease.

1. Introduction.

The natural history of the infection with hepatitis C virus (HCV) is variable and difficult to
define. Firstly, the proportion of infected patients that clear the virus in the acute phase of
the infection broadly oscillates between 14 % and 46 % of cases. Long-term follow up
studies in patients with chronic hepatitis C have shown a great variability in the rate of
progression of the liver disease, although after 2 or more decades many infected persons
develop progressive hepatic fibrosis and cirrhosis, that is related to a high risk of suffering
from hepatocellular carcinoma (HCC). There are some well-known host-related factors that
are clearly associated with a more rapid and severe progression of the liver disease, as when
it is acquired at an older age, and the metabolic syndrome complex (non-alcoholic liver
steatosis, obesity and type II diabetes mellitus). Data on a more benign course in female
gender are controversial. There are some reports on host genetic factors related to the risk
of acute HCV infection becoming chronic and to the rate of progression in the chronic

phase, as are some human leukocyte antigen class II antigens and polymorphisms in the

genes of transforming growth factor-f; and angiotensin II.

A genome wide association study (GWAS) has identified a non-coding single nucleotide
polymorphism (SNP), 15129798060, that resides 3 kb upstream of the II.28B gene, located in

the long arm of chromosome 19, which encodes IFN-A3. Two other GWAS identified a

129



Summary

second non-coding SNP, rs8099917, located 7.5 kb upstream of the II.28B start codon.
Both SNPs are in partial linkage disequilibrium and are part of an II.28B haplotype that
shows ethnic variations and is a strong determinant of response (or lack of response) to

therapy for HCV chronic infection.

The mechanisms that regulate the influence of II.28B polymorphisms on the success rate
of therapy in chronic hepatitis C remain unknown. These genetic traits are not related with
levels of intrahepatic II.28B gene expression but the baseline expression of interferon
stimulated genes (ISGs) is significantly higher in patients carrying the minor 1rs8099917G
allele, that is in linkage disequilibrium with the minor rs12979860T allele, thus letting a
narrower margin of response when HCV acutely infects the liver or when interferon-based
therapy is instituted in chronically infected patients. These findings may explain why the
spontaneous clearance of HCV virus is more frequent in subjects with the rs12979860CC
genotype and that this genotype and the linked rs8099917TT genotype are predictors of

SVR, as unanimously confirm several studies .

In spite of the high number of studies mentioned above, data on the influence of the
II.28B gene polymorphism on the natural history of untreated chronic HCV infection are
scarce. Abe ¢ al. found that Japanese patients carrying the rs8099917TT genotype had
lower plasma levels of gamma glutamyl transferase (GGT) and showed more severe necro-
inflammation and fibrosis scores in liver biopsies as compared to carriers of the minor G
allele, but the weak (0.01 < p < 0.05) association of the histological scores with the II.28B

polymorphism needs independent confirmation.

II.28B polymorphism-related differences in the baseline immune response to HCV
infection may influence the severity of liver necro-inflaimmation, the main stimulus for

fibrogenesis that is the hallmark of an unfavourable course of chronic hepatitis C.
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The aim of this study was to investigate the distribution of the rs12979860 SNP upstream
of the II.28B gene in a well-phenotyped population of chronically HCV-infected patients
covering the whole spectrum of disease severity, from null-mild fibrosis to hepatocellular
carcinoma, to elucidate whether this polymorphic trait may be related with the course of

chronic HCV infection.

2. Materials and methods.

Starting by October 1997 we collected and stored peripheral blood for DNA extraction
from all HCV-infected patients referred to our Liver Unit who gave informed consent
according with the Declaration of Helsinki. The study was approved by the local ethics
committee of the Hospital Clinico San Carlos, Madrid, Spain. The study design included
two series of patients: 1) patients with a diagnosis of chronic hepatitis C and positive HCV
viremia who were scheduled for their first liver biopsy and naive for antiviral therapy; and
2) patients with a diagnosis of hepatocellular carcinoma (HCC) on HCV-induced liver
cirrhosis in accordance with current criteria. All HCC patients were considered as cirrhotic
because most of them were diagnosed with liver cirrhosis before the diagnosis of CHC and
the clinical study of the remaining ones was consistent with cirrhosis. Moreover,
hepatocellular carcinoma is exceptional in HCV-induced non-cirrhotic chronic liver
disease. A blood sample was taken for standard laboratory tests and DNA extraction on the
same day of the liver biopsy in patients of the group 1, and when a definite HCC diagnosis
was established in patients of the group 2. Patients with HIV or active HBV infections
were excluded. A database was created to include clinical and demographical data, and

baseline biochemical, virological and histological results.
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Ethics statement.

All patients provided informed consent according with the Declaration of Helsinki. The
study was approved by the local ethics committee of the Hospital Clinico San Carlos,
Madrid, Spain. This consent was verbal, after providing to patients with full explanation
of the objectives and methods of the study, guarantying them absolute privacity in
accordance with the Spanish legal rules, that are more strict than those in other
European countries. This circumstance was communicated to the Ethics Commmittee

before obtaining its authorization. In addition, the determination of the IL28B

polymorphism is a routine method at the clinical laboratory of our centre since april 2011.
Laboratory methods

Quantitative analysis of HCV-RNA was performed with the Cobas Amplicor HCV
Monitor version 2.0 (Roche Molecular Diagnostic). The detection range was 600 IU/mL to

8.5x 10° IU/mlL.

Liver biopsy specimens obtained from patients of group 1 were examined by the same
pathologist. Necroinflammation grade and fibrosis stage were scored using the METAVIR
system. To perform some analysis, necroinflammation was classified as null-significant (0-
2) versus severe (3). Fibrosis was coded as non-mild fibrosis (FO-F1) versus moderate-
advanced fibrosis (F2-F4). Steatosis of the liver was evaluated according with the Brunt
score: absent or grade 0 (<5% of hepatocytes affected), grade 1 (5-33% of hepatocytes
affected), grade 2 (33—66% of hepatocytes affected); and grade 3 (>66% of hepatocytes

affected).

I1.28B genotyping was carried out by means of custom TaqMan Assay (Applied Biosciences

Hispania, Alcobendas, Madrid, Spain) designed to detect the rs12979860 SNP.
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Statistical analysis

Continuous variables, expressed as mean (SD), were compared with the Student’ # test or
the Mann-Whitney U test, each when adequate, depending on their Gaussian distribution.
A p value < 0.05 was considered significant. Categorical variables were compared with the
¥’ or the Fisher exact tests, each when appropriate, and the effect of differences was
established by calculating the odds ratio with the 95% confidence interval.

The variables different at a p value < 0.05 in the univariate analysis were included in a
multivariate analysis based on a logistic regression model to identify which ones were

independently related to the determined SNP in the vicinity of the II.28B gene.

3. Results

Group 1 (Chronic hepatitis C)

Five hundred and twelve patients were included. Patient profiles are shown in Table 1.
Most patients were men (55,66%). All patients were Caucasian, mostly Spaniards. One
hundred eighty (35.15%) carried the rs12979860CC homozygous genotype, whereas the
remaining 332 (64,84%) were homo- (64 patients, 12.5%) or heterozygotes (268 patients,

52.34%) for the T allele. The studied polymorphism was in Hardy-Weinberg equilibrium.

Biochemical baseline data that showed differences at a p value < 0.05 when comparing
carriers of the rs12979860CC genotype with cartiers of the rs12979860CT/TT genotypes
were ALT (0.012), AST/ALT ratio (<0.001) , GGT (p < 0.001), and serum cholesterol (p
= 0.022). In the multivariate analysis only lower values for GGT (p <0.001) and higher

values for ALT (p = 0.001) were related with the 12979860CC genotype. (Table 1)

Necroinflammatory grade and fibrosis stage were not related with the rs12979860

genotype. (Table 2).
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Liver steatosis was present in a greater percentage of carriers of the T allele than in CC
homozygotes (odds ratio. = 1,789; 95 % I.C. = 1,085 — 2,950) and there was a significant
trend towards higher grades of steatosis in carriers of the T allele (Chi2 TL = 5,194, P =

0,023) (Table 2).

Group 2 (HCV -related hepatocellular carcinoma)

One hundred and thirty four patients (97 males, mean age at diagnosis 67.4 years, SD 9.4,
range 41-88) were included in this group. All were white Spaniards. The diagnosis of HCC
was based on the pathological exam of surgical biopsy or cytological aspirate in 73 patients,
and according with current imaging criteria in the remaining 61. All patients in this group
had detectable titers of anti-HCV antibodies in serum. Only two patients had been

previously treated with interferon-ribavirin before developing HCC.

Fifty two patients (38.8 %) carried the rs12979860CC homozygous genotype, whereas the
remaining 82 were homo- (16 patients, 11.9 %) or heterozygotes (66 patients, 49.3 %) for

the T allele. (Table 3).

Former ethanol use > 40 g/day was reported by 52 patients (50 men). The distribution of
the analyzed SNP was very similar as comparing these patients with moderate drinkers or

teetotallers (P > 0.80 for each comparison, data not shown).
Comparative analysis of HCV -infected patients with and without HCC

To evaluate the possible relation between the analyzed II.28§B SNP and the stage of the
HCV-induced liver disease, the CHC patients in the chronic hepatitis group who had not
received antiviral therapy after performing the liver biopsy were compared with the group
of patients with hepatocellular carcinoma. No significant differences were found between

both groups in the distribution of the studied IL.28B gene SNP (Table 3).
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4. Discussion.

The relation between genetic polymorphisms in the vicinity of the II.28 gene and the
response to pegylated interferon and ribavirin combined therapy for hepatitis C has been
clearly demonstrated since the rs12979860 SNP was identified. Several GWAS studies
independently disclosed that the possession of any of the homozygous genotypes
rs12979860CC or rs8099917TT, which are in strong linkage disequilibrium, greatly
increases the probability to obtain sustained viral response after antiviral treatment.
However, information on the possible influence of these polymorphisms on the course of
hepatitis C infection is presently very limited and incomplete. It has been shown that the
carriers of the favourable genotypes have a higher rate of spontaneous clearance of HCV
during the acute phase of the infection. In this study we have shown that GGT levels are
lower in patients with chronic hepatitis C that carry the 1rs12979860CC genotype than in
homo- or heterozygotes for the T mutated allele. Abe ¢f @/, in a cohort of 364 adult
Japanese patients with chronic HCV infection, reported a similar and highly significant (p =
0.001) association between the rs8099917TT genotype and GGT lower values, a link that

could be explained because both traits are predictive of a favourable response to therapy.

In addition, we have found that rs12979860CC genotype is associated with higher serum
ALT than the remaining genotypes, a finding that is in agreement with data of Thompson
¢t al. obtained from a GWAS study that disclosed that only the rs12979860 SNP was
significantly associated with baseline ALT levels. Serum ALT is considered as a marker of
necroinflammatory activity in the liver as confirms the analysis of our data that shows a
linear increase of ALT levels related to METAVIR activity score. These findings are
contradictory with those reported by Abe ¢f a/. who found that ALT and AST levels were
lower in carrier of the rs8099917TT genotype, although these authors do not provide the

level of significance for this association.
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However, our results do not confirm the suggested relation between the II.28B gene
polymorphism and the histological necroinflammatory activity reported by Abe e a/ and
Thompson e/ al. Most patients included in the present study were infected with HCV
genotype 1. Hence, we have not been able to confirm the interesting results reported by
Bochud et al. linking the rs8099917G allele, that is associated with poor response to
therapy, with lower necroinflammatory activity (p = 0.04) and milder fibrosis ( p = 0.02) in

patients infected with non-1 HCV genotypes.

The relation between I[.28B polymorphism and the stage of fibrosis is controversial. Abe ez
al. found higher fibrosis METAVIR scores among carriers of the rs8099917TT genotype.
However, Di Marco et al. in a group of 131 patients with thalassemia major and chronic
HCV infection who underwent a liver biopsy reported that older age and the carrier state
of the minor alleles at rs12979860 and rs8099917 sites were associated with more severe
liver fibrosis (p < 0.001 and p < 0.005, respectively). Falleti et al. in a group of 629 HCV-
positive patients, disclosed that subjects with the rs12979860TT homozygous genotype had
a mean fibrosis score higher than the remaining CC or CT genotypes (p <. 0.05).
Nevertheless, Thompson e¢f al. reported that the rs12979860 polymorphism was not
associated with advanced hepatic fibrosis in CHC, a finding that is in agreement with our

results that are far from the statistical significance for the determined SNP.

Fabris et al. analysed the distribution of rs12979860 C and T alleles in a miscellaneous
group of Italian patients with chronic liver diseases, most HCV-related, including patients
with mild hepatitis (Ishak staging score < 2), cirrhosis and HCC. They concluded that the T
allele is more prevalent in HCV-induced cirrhosis than in cirrhosis from other causes (p <

0.005) but not when comparing HCV-induced cirrhosis with milder hepatitis C (p = 0.09).

Hepatic steatosis is a frequent finding in chronic hepatitis C, as a probable consequence of

a disturbance of lipid metabolism. Our study shows that steatosis is significantly more
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frequent in CHC patients carrying the mutated T allele, in agreement with two previous
studies. Tillmann et al analysed two independent cohorts of patients with a global size of
325 patients with chronic hepatitis C; steatosis was present in 28 of 88 rs12979860CC
genotype patients (31.8%) and in 139 of 237 patients carrying the rs12979860T allele
(58.6%). These differences were highly significant when each group was analysed separately
(as did the authors) or when considering them as a unique group (Odds ratio = 3.04, 95 %
C.I. = 1.81-5.10). In the second study that included 153 Japanese patients, the analysis of
the 158099917 genotype yielded similar results. A new aspect disclosed in our study is that
steatosis is not only more frequent, but also more severe in patients carrying the mutated T

allele.

Hepatocellular carcinoma (CHC) represents the most advanced step in the natural course
of chronic hepatitis C infection that fortunately is reached only by a minority of patients. If
the hypothesis of the existence of any relationship between the II.28B genetic
polymorphism and the severity of HCV-induced liver disease holds true, the most logical
finding should be the existence of differences in the genotype frequencies among the
different stages of the disease. We have found no differences in the frequencies of the
II.28B genotypes as comparing a group of HCV-induced HCC patients with a group of
untreated patients with CHC. Our results are coincidental with those reported by other
groups, both in Caucasian and in Japanese populations. However, Asahina e# a/ reported
that carriers of the rs8099917 T'T genotype had a higher rate of sustained viral response to
interferon-based therapy (as expected) and that this genotype was associated with a lower
incidence of HCC, both in sustained viral responders and in non-responders. A direct
effect of the II.28B polymorphism on the risk of HCC may not be inferred from these
results, as SVR clearly improves the natural course of chronic HCV infection and, among

non-responders, the effect of the I.28B polymorphism was indirect and associated with
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slightly lower levels of ALT and alpha-feto protein. Eurich et al., in a study of patients who
received a liver graft due to severe HCV-induced liver disease, found that the 12979860TT
genotype was more frequent in the 61 patients with HCC on the explanted liver than in the
106 patients without HCC (p = 0.041), suggesting that the major C allele plays a protective
role against the development of HCC. In addition, Ren e# a/.found that the rs12979860 T
allele was related to the susceptibility of both chronic hepatitis B virus (HBV) infection and
HBV-related HCC in a group of Chinese patients. Thus, controversy remains about the

possible relation between the II.28B gene polymorphism and the risk of developing HCC.

We conclude that the II.28B rs12979860CC genotype in patients with chronic hepatitis C is
related with higher serum ALT, that is considered as a marker of hepatic
necroinflammation, and with lower values of GGT, which increase is a surrogate marker of
liver fibrosis and a negative predictive factor of response to therapy. In addition, the carrier
state of the 1512979860 T allele is associated with greater frequency and severity of hepatic
steatosis in chronic hepatitis C. However, we have not found any relation among this
polymorphism and necroinflammatory grade and fibrosis stage directly shown by the liver

biopsy, neither with the risk of developing HCV-related hepatocellular carcinoma.
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