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Abreviaturas y Siglas:
AAD: Antivirales de accién directa.
ALT: Alanina aminotransferasa.
Anti-VHC: Anticuerpo del VHC.
ARN: Acido ribonucleico.
CBP: Cirrosis biliar primaria.
CH: Cirrosis hepatica.
CHC: Carcinoma hepatocelular.
CM: Crioglobulinemia mixta.
DT:Desviacion tipica.
HAI: Hepatitis autoinmune.
HCUS: Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela.
HCUVA: Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.
HLA: Antigen leucocitario humano.
IFN: Interferdn.
IL28B: Interleuquina 28B.
MELD: Model for end-stage liver disease.
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.
NANB: Hepatitis no-A no-B.
NK: Natural killer.
PD-1:Receptor 1 de muerte celular programada.
PEG-IFN: interferon pegilado.
PN:Polimorfismos de nucleétidos.
PQID: Personas que se inyectan drogas.
RAl: rejection activity index.
RBV:Ribavirina.
RCA:Rechazo celular agudo.
RVS: Respuesta viral sostenida.
TH:Trasplante hepatico.
VHB:Virus de la hepatitis B.
VHC:Virus de la hepatitis C.

VIH:Virus de la inmunodeficiencia humana.
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l. Introduccion
1.1. El virus de la hepatitis C (VHC).

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) es una de las principales causas de enfermedad hepatica
crénica en todo el mundo. Las repercusiones que tiene a largo plazo la infeccion por VHC son muy
variables, y van desde alteraciones minimas hasta la fibrosis extensa y la cirrosis hepatica (CH) con o sin
carcinoma hepatocelular (CHC). El nUmero de personas con infeccién crénica en todo el mundo se estima
en 160 millones, pero la mayoria de ellas no son conscientes de la presencia de la infeccion. La asistencia
clinica de los pacientes con hepatopatia asociada al VHC ha avanzado considerablemente durante las dos
ultimas décadas gracias a un mejor conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad, y a los avances
que se han producido en las técnicas diagnoésticas y en el tratamiento y prevenciéon de la enfermedad. En
el momento actual, la cirrosis por VHC con o sin CHC supone una de las dos principales causas, junto a la

cirrosis etandlica, del trasplante hepatico (TH).

1.1.1. Estructura y mecanismos de persistencia en el huésped.

El VHC es un virus de pequefio tamano (30-38 nm) recubierto por una membrana lipoproteica. El
genomadel VHC estd formado por una cadena Unica de dcido ribonucleico (ARN) de polaridad positiva
que contiene 9500 nucleétidos que codifican para una poliproteina de unos 3000 aminodcidos

(Figura 1) [1, 2].
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Figura 1. Estructura del genoma del virus de la hepatitis C (VHC). La poliproteina es segmentada por las proteasas virales y del
hospedero para dar origen a las proteinas virales estructurales (core, E1y E2) y las proteinas no estructurales NS2 a NS5B.
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I.1.El virus de la hepatitis C (VHC)
1.1.1. Estructura y mecanismos de persistencia en el huésped

Se le considera el Unico representante del género Hepacivirus, perteneciente a la familia de los
Flaviviridae [3].5u genoma contiene una Unicaregion de lecturaabierta (Open Reading Frame),flanqueada
por dos regiones no codificantes (Untranslated Region).La 5’ Untranslated Region es una region altamente
conservada de unos 340 nucleétidos. Dicha regidn, que adopta una compleja estructura secundaria,
contiene una zona de anclaje al ribosoma de la célula del huésped conocida como Internal Ribosomal
Entry Site y su funcién es unirse a la subunidad 40S del ribosoma para iniciar la traducciéon del ARN de
manera independiente. La regién no codificante 3" se puede dividir en tres zonas: una regioén variable
de unos cuarenta nucleétidos, sequida de una secuencia poli-U/polipirimidinas de longitud variable y
la regién terminal de 98 nucleétidos, altamente conservada entre las variantes de VHC y esencial para
iniciar la replicacién viral.

El tercio N-terminal de la poliproteina codificada en el genoma del VHC da lugar a las proteinas
estructurales, core, E1 y E2. Asi, la proteina del core es la que forma la nucleocdpside, dentro de la cual
se encuentra el ARN viral. EI VHC cuenta con una envoltura en la que se encuentran dos glucoproteinas
virales, E1 y E2 que son proteinas estructurales necesarias para formar particulas infectivas. Las
estructuras E1 y E2 estarian implicadas en la unién a los receptores celulares y su posterior fusion, es
decir, en la entrada del virus dentro de las células del huésped. Separando esta regién estructural de la
no estructural, se encuentra el polipéptido p7 de 63 aminoacidos, que parece estar involucrado en la
formacién de hexameros con actividad de canal iénico.

El grupo de las proteinas no estructurales, se codifican a partir de los dos tercios C-terminales de la
poliproteina. Las proteinas no estructurales son esenciales para la replicacion del ARN viral y estas
proteinas son procesadas por dos proteasas virales: a) la autoproteasa zinc-dependiente NS3/NS4A que
corta la unidon NS2-NS3 y libera NS3, la cual, junto con su cofactor NS4A en el primer tercio N-terminal de
la proteina, posee una actividad serin-proteasa, responsable del procesamiento de la parte no estructural
de la poli-proteina. En las dos terceras partes de la regién C-terminal, existe una molécula necesaria
para la traduccion y replicacién del genoma viral; b) La NS5A, parece tener una funcién esencial en la
regulacion de la replicacion viral, esta molécula se ha implicado en la modulacién de la respuesta antiviral
del huésped mediada por el interferén. En concreto se ha observado que el acimulo de mutaciones en

una determinada regién de NS5A, la conocida como Interferon sensitivity determining region se relaciona
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con una mejor respuesta al tratamiento con interferén en pacientes infectados por el genotipo 1b del VHC.
Ademas, la region NS5A esta implicada en el acoplamiento final de los viriones completos antes de salir
del hepatocito [3, 4]. Finalmente, c) NS5B es la ARN-polimerasa ARN-dependiente, clave para la sintesis
de nuevos genomas de ARN y del mismo modo que las demds ARN polimerasas, no posee mecanismos
de correcciéon de error, de manera que cada mutacién introducida al azar durante el proceso de copia

es fijada en la nueva secuencia sintetizada.

I.1.2. Heterogeneidad genética del VHC: Cuasiespecies - adaptacion al medio y genotipos.

Una de las caracteristicas mas destacables del VHC es su extrema heterogeneidad genética.EI VHC es un
virus ARN y como tal evoluciona rapidamente debido a las elevadas tasas de mutacion [5, 6] y replicacion
gue posee y también debido a la falta de mecanismos de correccion de error de su ARN-polimerasa. Esta
caracteristica se refleja en la gran heterogeneidad del genoma viral, que es distinta segun las regiones
del genoma. La regién 5” no codificante representa la regidn mds fielmente conservada frente a la alta
variabilidad en las regiones codificantes de las proteinas de la envuelta [6].

La heterogeneidad genética se refleja a dos niveles: la existencia de genotipos o “variantes” entre

distintos aislados, y la existencia de cuasiespecies en un Unico individuo (Figura 2).
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Figura 2. Variabilidad genética del VHC.
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Cuasiespecies y adaptacion al medio:

Se refiere a la heterogeneidad genética entre las diversas secuencias del VHC presentes en un
individuo [7, 8]. La consecuencia directa de todo esto, es que en un paciente infectado, la poblacién
viral circula como una cuasiespecie [7, 9], es decir, como una mezcla compleja de mutantes que se
diferencian por pequefios cambios, en general mutaciones puntuales (cambios de nucleétidos) [10].
Los cambios secuenciales en estas regiones (cambios en la infeccién por el VHC), dan lugar a las
generaciones diferentes (cambios diferentes con neoantigenos no reconocidos por los anticuerpos
originados en una etapa previa de la infeccién) [11, 12]. La existencia de cuasiespecies y la capacidad
del VHC de mutar le permite escapar a la respuesta inmune del huésped, [12, 13]. Las diversas
implicaciones biolégicas del VHC por su estructura en cuasiespecies incluyen: una correlacion entre
el tamano del in6culo y el resultado de la infeccién, el establecimiento de una infeccidn persistente,
la selecciéon de mutantes que son resistentes a antivirales o mutantes de escape a vacunas, los
cambios en el tropismo celular, los cambios en el potencial patogénico, la modificacién potencial
de la progresion natural de la enfermedad vy la seleccién de mutantes indetectables con pruebas
moleculares estandar entre otras.

Un factor importante en la diversidad gendmica es el nimero de particulas virales que se pueden
llegar a transmitir, de tal forma que, hay un menor riesgo de desarrollar persistencia viral tras la
exposicion a un inéculo viral pequefio. Esto se ha relacionado con un fenémeno llamado de cuello de
botella genético [14]. Estas particulas llevaran una determinada carga mutacional, que puede limitar
su capacidad de generacién de variantes comparado con lo que ocurriria si se transmitiera a una
gran poblacién. La carga mutacional y el escaso nimero de variantes son un limite que tiene el virus
para conseguir el teérico umbral de diversidad, o sea, para poder generar un numero suficiente de
mutantes que le permita adaptarse al nuevo medio y asi superar la respuesta inmune antiviral con la
finalidad de persistir [15-17].

De estos estudios de variabilidad se deduce que en ningun caso se puede suponer que un paciente
gue haya entrado en contacto con el VHC y haya resuelto la infeccién quedara protegido contra nuevas
infecciones por VHC.

La elevada heterogeneidad del genoma del VHC ha permitido no sélo la inclusién del VHC dentro
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Figura 3. Arbol filogenetico de 129 secuencias de la regién de codificacién completas. Representacién de los 7 genotipos del
VHC con sus distintos subtipos.
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del modelo de cuasiespecies sino también la introduccién del concepto de genotipos [6]. Asi como
el término cuasiespecies hace referencia a la variabilidad genética de la poblaciéon del VHC en un
mismo individuo [8], el término genotipo se aplica a la heterogeneidad observada entre diferentes
aislados del VHC [6]. Estos diferentes aislados se pueden clasificar en grupos genéticos distintos
como resultado del acimulo de mutaciones que el VHC ha experimentado durante su proceso de
evolucién [6].

En la actualidad estd asumido que podemos hablar de diferentes genotipos del VHC y que a su vez
los podemos subdividir en subtipos. Los conocimientos actuales sobre la clasificacion en genotipos
del VHC se basan en el andlisis de secuencias viricas completas y también de secuencias de regiones
subgendmicas. En funcién de la regiéon examinada y de su variabilidad, se han establecido diferentes
clasificaciones [18, 19] creando confusién en la nomenclatura hasta el afno 1994, aflo en que se pro-
puso un sistema estandar que posibilita la inclusién de futuras variantes [20]. Desde la publicacion
por primera vez del genoma completo del VHC hasta el momento, se han publicado cerca de 30000
secuencias del VHC en todo el mundo, con 181 genomas completos (GenBank, EMBL y DDBJ). El anali-
sis de un gran numero de secuencias de aislados de VHC procedentes de todas partes del mundo, ha
revelado la existencia de siete genotipos virales (G1 a G7) que ademds contienen muchos subtipos
dentro de estos genotipos, los cuales se clasifican con nimeros y letras (subtipo 1a, 1b, 2¢, 3a, etc.)
siguiendo el orden de descubrimiento en ambos casos (Figura 3) [3, 21, 22].

Existe una distribucion geografica variable de estos genotipos, y mientras algunos se reparten
universalmente [23-25], otros parecen confinados a ciertas zonas (1b en Japén, Indonesia, Nepal y
Tailandia; 4 en Africa central y del Norte y 5 en Africa del Sur; 6 en Hong-Kong) (Figura 4) [25].

Por otra parte también se han observado diferencias en funcién del tipo de poblacién estudiada,
siendo la distribucién de genotipos distinta si se analizan enfermos con hepatopatia crénica o do-
nantes de sangre [6, 26]. Igualmente, se han descrito cambios en la distribuciéon segun la edad, de-
tectdndose con mayor frecuencia el genotipo 3a en personas jévenes [27]. Este hecho podria reflejar
la introducciéon de diferentes tipos viricos a través de determinadas prdcticas tales como el uso de
drogas por via parenteral [28]. Las implicaciones que se derivan de la existencia de estos genotipos

son variadas. Los estudios respecto al papel de la heterogeneidad del VHC en la progresién de la
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Figura 4. Distribucion geogréfica de la infeccion por el VHC.

enfermedad hepdtica son discordantes, y mientras algunos autores han encontrado una asociacién
entre el VHC genotipo 1b y una lesién hepdtica mas grave, incluyendo el desarrollo de carcinoma
hepatocelular [29, 30] otros consideran que el genotipo viral no es un factor determinante de mayor
gravedad de la hepatopatia [31, 32]. Estas discrepancias pueden deberse a (i) diferencias en la distri-
bucién de genotipos; (ii) diferencias en los métodos de genotipaje; (iii) diferencias en la definicion de
la gravedad de la hepatopatia; (iv) presencia de factores de confusién tales como la edad y/o duracién

de la infeccién por VHC.

1.1.3. Etiopatogenia de la infeccion por el VHC: respuesta inmune del huesped.

Se han realizado esfuerzos considerables para poder comprender la heterogeneidad clinica del re-
sultado de la infeccién.Estudios inmunolégicos comparativos en pacientes infectados por el VHCy en
chimpancés infectados experimentalmente demuestran que el aclaramiento de la infeccién por VHC,
se asocia a una respuesta fuerte y sostenida de células T CD4 +y CD8+ VHC especificas.El agotamiento

de cualquier poblacion de células T mediada por anticuerpos en chimpancés, proporciona evidencia
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adicional en la que lainmunidad mediada por células T es crucial para el aclaramiento. Durante la fase
crénica de la infeccion por el VHC, las células T VHC especificas estan infra-reguladas y muestran un
fenotipo que estd agotado y es disfuncional.La inflamacién crénica hepatica inducida por el VHC, pro-
mueve la generacién de células T reguladores, que contribuyen a una mayor supresién de la respuesta
de células T especificas del VHC [33]. La infeccién por el VHC, induce también una fuerte respuesta de
células B y anticuerpos diana de epitopos dentro de proteinas estructurales y no estructurales del
VHC. Anticuerpos neutralizantes (Acn) se elevan durante la infecciéon por VHC y la mayoria de Acn
tienen como diana epitopos en las glicoproteinas de envoltura [34]. La relevancia de los anticuerpos
neutralizantes en el aclaramiento del VHC no esta todavia clara. Es importante conocer qué particulas
del VHC interactuan con lipoproteinas séricas para formar las asi llamadas lipo-viro-particulas (LVP).
Aunque el disefio arquitectural global de las LVP no esta todavia definido, LVP pueden facilitar la en-
trada de los virus en los hepatocitos y proteger el virion de la neutralizacién mediada por anticuerpos
[35]. La mayoria de los pacientes infectados cronicamente tienen niveles altos y reactividad cruzada
de anticuerpos neutralizantes [36], sugiriendo que los anticuerpos neutralizantes son incapaces de
aclarar la infeccién. Sin embargo, la persistencia de estos anticuerpos en la infecciéon crénica por VHC
puede regular la replicacion viral y modular la enfermedad crénica. Finalmente, el sistema inmune del
huésped se confronta con una alta mutabilidad del virus (indice de mutacién: 10°- 10* nucleétidos
por ciclo de replicacién). La alta variabilidad genética le confiere una importante ventaja al VHC, fa-
cilitando el escape de los anticuerpos neutralizantes y el reconocimiento de las células T citotdxicas.
Los hepatocitos son las células diana primarias para la infeccion por VHC. Un sistema altamente
sensible para la deteccion del ARN del VHC en el higado demuestra que la proporcién de hepatocitos
infectados varia de un 1% al 54% y que se correlaciona positivamente con la viremia VHC ARN [37].La
primera linea de defensa inmune en la infecciéon por VHC comprende la activacion de la inmunidad
innata celular intrinseca seguida del reconocimiento del VHC. La produccién local de interferones,
desencadena la expresion de cientos de genes estimulantes del IFN (interferén) perturbando la repli-
caciéon del genoma del VHC y extendiéndose en el parénquima hepatico [38]. El conocimiento de la
evolucion y dindmica viral durante la fase inicial de la infeccién aguda por el VHC esta todavia limita-

do porque la mayoria de las infecciones por VHC son asintomaticas. El Estudio de Baltimore "Antes y
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Después de la Hepatitis Aguda’; abarcaba y seguia mensualmente a personas VHC negativas que
usaban drogas inyectables para abordar estas cuestiones importantes. En este estudio niveles al-
tos de viremia ARN VHC predicen el aclaramiento espontaneo de la infecciéon por VHC [39]. Aunque
es probable que niveles altos de replicacién del VHC hacen al virus mas visible al sistema inmune
innato, y por lo tanto, rapidamente activan la sefializacién inmune innata que resulta no solamente
en funciones efectoras innatas antivirales, sino que también refuerza el desarrollo de una inmuni-
dad de células T anti-VHC.

Sin embargo el VHC ha desarrollado estrategias eficientes para burlar la sefializacién del sistema
inmune innato y funciones efectoras. La proteina NS3/NS4A del VHC (una serin proteasa responsa-
ble de la escisién proteolitica de la poliproteina precursora del VHC) es un componente clave en la
estrategia de evasion del VHC. Por ejemplo NS3/NS4A marca y escinde la proteina mitocondrial de
sefalizacidn antiviral, lo que resulta en la desorganizacién de la sefalizacién antiviral innata y ate-
nuacion en la produccion de IFN. Ademas las proteinas virales E2 y NS5A inactivan la doble cadena
de ARN dependientes de proteina kinasa R, la cual es un mediador critico de los efectos antivirales

ejercidos por IFN [38].

1.2. EIVHC en el individuo inmunocompetente.

1.2.1.Descubrimiento del VHC.

Desde hace mucho tiempo se pensaba que el cuadro asociado a la infecciéon por el VHC correspon-
dia a una entidad clinica distinta,aunque su diagnéstico etiolégico sélo fue posible hace poco tiempo
[1]. EI VHC se descubrié en el inicio de la década de los noventa del siglo XX, pudiendo entonces dis-
ponerse de test simples y reproductibles para el diagnéstico, [40]. Estos test permitieron determinar
la etiologia de muchos casos de hepatitis cronica y de CH de causa hasta entonces desconocida, [41].
Los avances en el conocimiento de la historia natural de la hepatitis por el VHC se deben, en gran par-
te, a la posibilidad de estudiar un gran nimero de pacientes con infeccidon de larga evolucién. En las
décadas de los cuarenta y cincuenta se describieron de manera pormenorizada episodios de ictericia
designados como de hepatitis “sérica’] principalmente en pacientes que usaban drogas por via pa-

renteral y produciéndose a veces mas de un brote de hepatitis aguda en el mismo paciente [42]. Mas
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recientemente, en pacientes hemofilicos, se observaron multiples episodios de hepatitis, relacionados
con perfusiones de concentrados de factores [43]. Fue a mediados de los afios sesenta cuando Saul
Krugman et al demostraron la capacidad de contagio del plasma humano, describiendo dos cuadros
de hepatitis una “sérica” y otra “infecciosa’; difiriendo estos en los periodos de incubacién, en la acti-
vidad de las transaminasas y en el modo de contagio [44]. La relacién establecida entre el antigeno
Australia, identificado en el suero de un aborigen australiano y la hepatitis sérica representd un paso
muy importante para poder comprender el diagndstico etiolégico de las hepatitis viricas [45]. Tras el
aislamiento y la caracterizacién del VHB, en 1970 [46] se identificaron los diferentes antigenos y res-
pectivos anticuerpos, lo que hizo posible la introduccién de tests seroldégicos para el diagndéstico de
certeza de la hepatitis B y de las diferentes fases evolutivas. Posteriormente, se identifico el virus de la
hepatitis A, que se relacionaba con las formas epidémicas de hepatitis de transmisiéon entérica [47].En
un principio, con el descubrimiento del virus de la hepatitis A se pensé que ya se habia encontrado la
etiologia para estas hepatitis pos-transfusionales. Mas tarde, se vio que esto no era posible, ya que los
diferentes estudios seroldégicos demostraron que la infeccion por el virus de la hepatitis A no estaba
relacionada con las transfusiones [48], lo que evidencié que existiesen virus diferentes de los hasta
ahora conocidos y cuya caracterizaciéon no era posible por el momento. La imposibilidad de identi-
ficar un agente etiolégico para un gran numero de hepatitis con caracteristicas virales y la probable
existencia de mas de un virus, justificaron que se escogiese la designacién de hepatitis no-A no-B. Los
estudios realizados sobre las hepatitis no-A no-B, permitieron la descripcién de un grupo de hepatitis
crénicas basado en similitudes epidemioldgicas, la determinacién seriada de transaminasas y en la
descripcién histolégica de algunas caracteristicas comunes [49]. En estos casos se confirmo su natu-
raleza infecciosa.[50].En 1989, investigadores de la Chiron Corporation utilizando plasma de chimpan-
cés infectados, extrajeron acido desoxirribonucleico y ARN viral que transformaron en acido desoxirri-
bonucleico complementario y clonaron un vector de expresién rastreando el producto obtenido con
el presumible suero inmune. Solamente se encontré un clon positivo entre millones, posteriormente
se secuencio el genomay se identificé el VHC como un nuevo virus de la familia de los flavivirus [1].La
identificacion del VHC, como causa de la mayoria de las formas de hepatitis no-A no-By el desarrollo

de tests seroldgicos para la deteccion del anticuerpo del VHC (anti-VHC) [40], ademds de confirmar
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muchos de los conocimientos, permitieron valorar la verdadera extensién de esta infecciéon, asi como

explicar algunos aspectos de la historia natural de la hepatitis C.

1.2.2. Epidemiologia de la infeccién por el VHC.

Se estima que aproximadamente 160 millones de personas, sufren una infeccién crénica por el VHC
[51], siendo una enfermedad que provoca la muerte de 350000 personas al afio [51]. Se estima que
cerca de dos tercios de los individuos infectados por el VHC desarrollaran enfermedad hepatica cro-
nica y uno de cada cinco desarrollard CH. EI VHC es, la principal causa de las indicaciones de trasplan-
te hepdatico en los paises occidentales (www.unos.org) (www.eltr.org). Las estimaciones en Europa,
indican que hay entre 7,3 y 8,8 millones de personas infectadas, lo que supone el doble de lo que se
estimaba que habia en 1997 [52]. De un modo general, la prevalencia del VHC en los diversos paises
europeos oscila entre el 0,4% y el 3,5%, con amplias diferencias geograficas y unas tasas mas altas en
el sury en el este [53,54] (Figura 4).

Hay paises donde se llegan a encontrar tasas de aproximadamente el 20%, como sucede en la zona
del delta del Nilo en Egipto [55].

En Espafa la prevalencia de los anticuerpos frente a dicho virus se situa entre el 1,6 % y el 2,6 % en
la poblacién general. Ademas, la prevalencia de los marcadores serolégicos depende de la edad y de
la region estudiada. La infeccion por VHC en nifios y adolescentes se situa entre 0-0,7 % [56,57] y as-
ciende al 3,1-5,5 % en los mayores de 60 afios [58]. La identificacién de los genotipos y subtipos tiene
interés epidemioldgico, ya que tiene diferentes patrones de prevalencia segun las diferentes zonas
geograficas (Figura 5).

La identificacién de los genotipos y subtipos del VHC no sélo tiene interés epidemioldgico, sino
que determina el tipo y la duraciéon del tratamiento antiviral a utilizar, incluido el riesgo de selec-
cionar variantes asociadas a resistencia durante el tratamiento. Los genotipos y los subtipos (que se
identifican con letras minusculas) difieren entre si en alrededor de un 30% y 20% de sus secuencias,
respectivamente. El genotipo 1 es el de mayor prevalencia en todo el mundo, con un porcentaje su-
perior del subtipo 1b en Europa y del 1a en los EEUU. El genotipo 3a tiene una prevalencia elevada en

la poblacién de personas que se inyectan drogas (PQID) en Europa. Este grupo esta experimentando
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actualmente un incremento de la incidencia y prevalencia de las infecciones por el VHC genotipo 4. El
genotipo 2 se observa en agrupaciones de casos en la regién mediterranea, mientras que los genoti-
pos 5y 6 son muy poco frecuentes en Europa [21]. El nuevo genotipo 7 se identificé en pacientes de
Canada y Bélgica, posiblemente infectados en Africa Central [59].

Las variaciones que podemos encontrar en relacién a los datos de prevalencia dependen de la locali-
zacion del estudio o el tipo de genotipo y subtipo. Muchas veces, los estudios generales de prevalencia
de la poblacién, pueden no ser un fiel reflejo de la realidad ya que excluyen a los grupos de alto riesgo de
infecciéon,como pueden ser la poblacién reclusa, los drogadictos,inmigrantes ilegales o personas sin hogar
[60].La prevalencia de la infeccion del VHC es algo que puede variar en un pais no solo con la variacién en
el desarrollo del mismo sino con factores como pueda ser la inmigracién.

Hasta la década de los 90, las principales vias de infeccion por el VHC fueron las transfusiones de
sangre, las técnicas de inyeccidén poco seguras y el consumo de drogas intravenosas. Se estima que, en
conjunto, estas vias son responsables de aproximadamente el 70% de los casos crénicos en los paises
desarrollados. Sin embargo, en la actualidad, el examen de deteccién sistematico del VHC en los pro-
ductos hemoderivados mediante enzimoinmunoanalisis y andlisis de dcidos nucleicos ha tenido como
consecuencia la practica erradicacion de la hepatitis C asociada a las transfusiones. De igual modo,

en los paises desarrollados, es infrecuente que las nuevas infecciones por el VHC estén relacionadas
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Figura 5. Prevalencia relativa de cada genotipo de VHC con la carga global de enfermedad por region (CGER). El tamafio de los
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con técnicas médicas o quirdrgicas poco seguras. La diseminacion de la infeccién en la comunidad
de PQID (facilitada por el hecho de compartir dispositivos, el alojamiento poco estable, el consumo
frecuente de cocainay los antecedentes de encarcelamiento) explica actualmente lainmensa mayoria
de los casos incidentes en los paises desarrollados.La amplia cobertura de los programas combinados
de reduccién del dafio (por ejemplo, tratamiento sustitutivo de opidceos y programas de intercambio
de agujas) puede reducir la incidencia del VHC en la comunidad de PQID, y algunos estudios de mo-
delizacién sugieren que la aplicacién del tratamiento para el VHC puede reducir incluso la transmision
dentro de esta poblacién [61]. Otras conductas invasivas,como los tatuajes o la acupuntura, realizados
con materiales poco seguros, estan involucradas también en transmisiones ocasionales del VHC. El
riesgo de transmision perinatal y heterosexual del VHC es bajo, mientras que la actividad homosexual
masculina ha pasado a ser una via de transmisidon importante en los paises occidentales [62]. En cam-
bio, la situacion es muy diferente en los paises con pocos recursos, en donde la falta de concienciacion
publica y el uso continuado de instrumentos médicos poco seguros continua explicando una parte
considerable de las nuevas infecciones por el VHC.

Serdn necesarios programas de vigilancia regionales para adoptar medidas a la hora de realizar
medidas de prevencién primaria y secundaria. La hepatitis C, es una enfermedad que tiene muy poca
sintomatologia en la fase aguda y que una vez cronificada el paciente no es consciente de que padece
la enfermedad.

Normalmente el hallazgo de la enfermedad es casual, consecuencia de una analitica alterada o
el paciente presenta una descompensacién porque padece una CH o se le descubre un CHC. De los
pacientes con hepatitis crénica, hasta un 80%, no saben que padecen la enfermedad y se calcula que
aproximadamente s6lo un 10% de los enfermos infectados por el VHC esta recibiendo tratamiento,

existiendo grandes diferencias en el tipo de asistencia que se recibe dependiendo del pais [63].

1.2.3. Diagnéstico de la infeccion por el VHC.
El diagnéstico de la infeccién aguda y crénica por el VHC se basa en la detecciéon del ARN de VHC
con un método molecular sensible (limite inferior de deteccién < 15 unidades internacionales [Ul]/

ml). Los anti-VHC son detectables mediante un enzimoinmunoanalisis en la inmensa mayoria de pa-
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cientes con infeccion por VHC, pero los resultados del enzimoinmunoanalisis pueden ser negativos
en la fase inicial de la hepatitis aguda Cy en los pacientes con una profunda inmunosupresién. Tras
la eliminacién del virus espontanea o inducida por el tratamiento, los anticuerpos anti-VHC persisten
sin que haya ARN de VHC pero pueden reducirse y acabar desapareciendo en algunos individuos [64,
65]. El diagndstico de la hepatitis aguda C tan solo puede realizarse de manera fiable si se puede do-
cumentar una seroconversién a anticuerpos anti-VHC, puesto que no existe ningiin marcador serol6-
gico que demuestre que la infeccién por VHC se encuentra en la fase aguda. Alrededor de un 50% de
los pacientes con hepatitis aguda C son anti-VHC-positivos en el momento del diagndéstico. En tales
casos, puede sospecharse una hepatitis aguda C si los signos y sintomas clinicos son: compatibles
una hepatitis aguda C alanina aminotransferasa [ALT] > 10 x el limite superior de la normalidad con/
sin ictericia) en ausencia de antecedentes de hepatopatia crénica u otras causas de hepatitis aguda,
y/o si puede identificarse un origen reciente probable de transmisién. En todos los casos, puede
detectarse el ARN de VHC durante la fase aguda, aunque puede haber periodos breves de ARN de
VHC indetectable. El ARN del VHC se puede detectar en suero entre los 7 y 21 dias tras la transmision
del virus [66, 67]. Sin embargo y especialmente en aquellos casos en los que la cantidad de carga
viral es pequena, se producen grandes periodos de incubacién [66], y por tanto, puede haber una
variaciéon del periodo de incubacién, dependiendo de la via de transmisién. Los niveles de ARN del
VHC se elevan rapidamente tras la infeccion y entre las 4 y 12 semanas de la infeccién se produce un
incremento de la ALT, lo que indica que se estad produciendo lesién hepatica. Los niveles de ALT, ge-
neralmente alcanzan unos valores de mas de 10 veces el limite superior de la normalidad y al mismo
tiempo puede producirse una elevacion de la bilirrubina sérica [68, 69]. Ademas de las alteraciones
analiticas, algunos pacientes también desarrollan sintomas entre las 2 y 12 semanas de producirse la
transmision viral [70,71].

El diagndstico de hepatitis créonica C se basa en la deteccion tanto de anticuerpos para el VHC
como de ARN de VHC en presencia de signos de hepatitis cronica, sea por elevacion de aminotrans-
ferasas, sea por las observaciones histolégicas. Habitualmente se establece el criterio de hepatitis
cronica ante la persitencia de ARN del VHC positivo al menos durante 6 meses o mas. Los anticuer-

pos contra el VHC persisten durante todas las fases de la infeccién y también durante un tiempo tras
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producirse la recuperacién.La seroconversién con presencia de anticuerpos anti-VHC detectables, se
produce normalmente entre los 32 a 46 dias tras producirse la viremia [68]. Aun asi, puede suceder,
que el periodo hasta producirse la seroconversién se prolongue por encima de las 12-48 semanas,
especialmente en pacientes inmunodeprimidos. Los test con identificacién del ARN del VHC se re-
comiendan en todos los pacientes que presenten un cuadro de hepatitis aguda y alguna deficiencia

del sistema inmune [72, 73].

1.2.4. Historia natural/evolucion natural y carga de la salud publica de la hepatitis C. (Figura 6).

La hepatitis aguda C rara vez es grave, y produce sintomas en un 10% a 50% de los casos. En Europa,
la infeccién por VHC es responsable de alrededor de un 10% de los casos de hepatitis aguda [58]. La
incidencia de infecciones agudas por VHC ha disminuido y actualmente es de alrededor de 1/100.000
al afno, aunque esta cifra constituye probablemente una infravaloraciéon ya que se refiere principal-
mente a los pacientes sintomdticos. La progresion a una infeccion persistente o crénica se produce
en alrededor de tres cuartas partes de los casos y muestra porcentajes variables de progresién a la
CH.Tan solo, excepcionalmente, se produce una eliminacién espontdnea de la infeccién en el estadio
cronico. La hepatitis créonica C evoluciona hacia la CH a lo largo de varias décadas. Aproximadamente,
un 10% a 20% de los pacientes desarrollan CH a lo largo de un periodo de 20-30 afios de infeccién [74].
En un meta-analisis de estudios transversales PQID con infeccién por VHC, la prevalencia de la CH a los
20 anos fue del 15% [75]. Una vez alcanzado el estadio cirrético, el riesgo de desarrollar un CHC es de
aproximadamente un 1% a 5% al ano. Los pacientes a los que se ha diagnosticado un CHC tienen una
probabilidad de muerte del 33% durante el primer afio siguiente al diagnéstico [76].

Las consecuencias clinicas de la infeccién por el VHC pueden ser una hepatitis aguda o la evolucion ha-

Cia una hepatitis crénica.

1.2.4.1. Hepatitis aguda.
La hepatitis aguda, normalmente suele cursar asintomatica, por lo que es poco frecuente que se reco-
nozca el episodio agudo, siendo este rara vez diagnésticado. Aun asi han sido publicados varios trabajos

realizados en pacientes que presentaban una fase aguda sintomatica de la infeccién por VHC, presen-
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tando mds del 81% diversos tipos de sintomas [69, 77]. Entre el 50% al 84% de los pacientes con infec-
cién aguda por VHC y que presentan una clinica manifiesta, presentan ictericia como el sintoma clinico
hepatico mas especifico [77,78].Los sintomas de una hepatitis aguda por VHC suelen ser generalmente
de caracter leve e inespecificos: pérdida de apetito, fatiga, ictericia (20%) malestar abdominal, prurito
o sintomas seudogripales. S6lo en algunos casos aislados se ha documentado la evolucién fulminante

de la hepatitis aguda C, aspecto este, que contrasta con la infeccién por otros virus hepatotrépicos [72].

Infecciéon por VHC

Infeccién aguda
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Eliminacién del ‘
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Figura 6. Historia natural de la infeccién por el VHC en el paciente inmunocompetente.

En algunos pacientes la infeccion por el VHC es una enfermedad autolimitada y en la mayoria de estos
casos, entre los 3 y 4 meses tras producirse la infeccion aguda, no se detecta el ARN del VHC [79]. Des-
afortunadamente el aclaramiento espontaneo del VHC se produce solamente en una minoria de casos,
de tal modo, que en la mayoria de los pacientes adultos (54-86%) se establece una infeccién crénica.
Todavia no se conocen con exactitud los factores asociados a la erradicacién viral definitiva, aunque se

han identificado varios factores que podrian influir en el control de la erradicacién viral. En el caso de



Algoritmo clinico-patolégico para establecer
el diagnéstico diferencial entre rechazo celular agudo
y hepatitis C recurrente en el trasplante hepdtico

las mujeres, la resolucion de la hepatitis C aguda es dos veces mas frecuente que en los hombres [80,
81]. El desarrollo sintomatico de la hepatitis puede ser predictivo del aclaramiento viral. En un meta-
analisis, Micallef et al consiguieron demostrar que la incidencia de un aclaramiento espontaneo viral
era muy superior en los pacientes que presentaban una clinica de infeccién aguda del VHC [82]. Otros
autores también observaron que la presencia de sintomas durante la fase aguda se asociaba a un cur-
so autolimitado de la propia enfermedad, lo que parece indicar la presencia de una repuesta inmune
mas fuerte en los pacientes sintomaticos [82, 83]. De hecho varios estudios demostraron una asocia-
cion entre la resolucién de la hepatitis C aguda y la respuesta antiviral de las células T [84]. También se
ha observado que las células NK (natural killer)desempefian una funcién importante en la resolucién /

clearance de la hepatitis aguda C [85, 86].

1.2.4.2. Hepatitis cronica.

La hepatitis cronica por VHC se define cuando la infeccién del VHC, demostrada mediante la presen-
cia de ARN-VHC en sangre, persiste durante mas de 6 meses desde que se produce la infeccion [87].
En el caso de la hepatitis crénica, la persistencia de la infeccién tras el episodio agudo se produce en
gran numero de pacientes aunque todavia no se conozca bien la frecuencia con que evolucionan a la
cronicidad. La evolucién a la cronicidad se ha descrito en una proporcién elevada y muy variable de
casos, sobre todo dependiendo de la forma de infeccién. Asi, la evolucién a la cronicidad se produce
en un 77% de casos ocasionados por transfusiones [88], un 78,5 % y 86 % de los infectados por el uso
de drogas via intravenosa [89] y un 55 % de nifios infectados por transfusiones durante la cirugia car-
diaca [90]. Estos datos sugieren que estas diferencias se pueden deber a factores como la edad, el sexo
o la gravedad de presentacion del episodio agudo.Una vez se establece la infeccidn crénica, el aclara-
miento espontdneo del VHC se produce en raras ocasiones [91]. En la mayor parte de los pacientes el
diagndstico se produce de un modo casual, tras el descubrimiento de enzimas hepdticas elevadas o
en tests de rutina con estudios seroldgicos donde se demuestra la presencia de anticuerpos anti-VHC
o ARN del VHC. La hepatitis C crénica puede ocasionar una lesiéon continua del parénquima hepatico
desencadenando CH y consiguientemente CHC. En relacién a los valores analiticos, en general el 60-

70% de los pacientes que presentan infeccidn crénica por el VHC presentan valores de transaminasas
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elevadas u oscilantes, y ademds, normalmente no superan 1,5 6 10 veces el limite superior de la nor-
malidad. No obstante se ha podido demostrar en diversos estudios que la actividad de las transamina-
sas se mantenia normal o sélo intermitentemente anormal en cerca de un tercio de los pacientes [92,
93] sin que los valores de transaminasas puedan establecer una distincion en relaciéon a la intensidad
de la enfermedad [94]. La presencia de anti-VHC no permite conocer si el paciente se recuperé de una
infeccidén, si nos encontramos ante una evolucién crénica o cual es el grado de gravedad. Para conocer
si existe una infeccién crénica por el VHC es necesario determinar la presencia de viremia, que per-
sista durante mas de 6 meses desde la infeccidon aguda. En la practica diaria, es prudente realizar dos
determinaciones de ARN del VHC separadas por 6 meses y si son positivas diagnosticara al paciente
como portador de una infeccién crénica por VHC. Para determinar la viremia del VHC se utilizan téc-
nicas de biologia molecular basadas en la amplificacién de acidos nucleicos virales por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa. Normalmente la elevacién de las aminotransferasas se produce
entre las 2 y 4 semanas posteriores a la infeccion. El primer marcador virico encontrado en el suero
es el ARN del VHC que se encuentra entre la 12 y 32 semana. Los anticuerpos contra proteinas virales
especificas se observan entre las 2 semanas y 6 meses posteriores a la infeccion [71]. Se han utilizado
otros marcadores como antigenos del core del VHC, que puede ser util para diagnosticar la infeccién,
con una alta especificidad y valor predictivo positivo, si bien puede fallar en cuanto a la sensibilidad y
valor predictivo negativo [95].

El curso individual de la enfermedad hepatica es muy variable. Los pacientes pueden presentar dife-
rentes sintomas tales como malestar abdominal, nauseas, fatiga, mialgia, artralgia o pérdida de peso [70].
Sin embargo, ninguno de estos sintomas es caracteristico y tampoco se asocian con la gravedad de lesién
hepatica. La mayoria de los sintomas relacionados con la enfermedad hepdtica suelen relacionarse con la
presencia de una CH avanzada. La infeccion crénica del VHC puede causar,ademas, manifestaciones extra-
hepaticas.Mas del 40-74% de los pacientes con infeccién por el VHC, a lo largo de su vida desarrollan por lo
menos una manifestacién extrahepatica. En algunas manifestaciones extrahepaticas se puede establecer
una relacion causal de un modo claro, mientras que para otras, esta asociaciéon no es tan clara [96, 97]. La
manifestacion extrahepdtica que mas se asocia a la infeccion por VHC es la crioglobulinemia mixta (CM).La

CM es la presencia de crioglobulinas en sangre que son inmunoglobulinas que precipitan a temperaturas
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inferiores a 37°C. Las crioglobulinas se pueden observar aproximadamente en cerca al 19-55% de los indi-
viduos infectados por VHC [98, 99], hay tres tipos de crioglobulinemia.

La infeccion por VHC se asocia en un 60-90% de los casos con los tipos Il y Il de CM, en la cual se
observa por lo menos un componente policlonal “mixto” en las inmunoglobulinas precipitadas [99]. La
mayoria de los pacientes con CM estan asintomaticos y la presencia de crioglobulinas no afecta al curso
natural de la infeccién crénica por VHC [100].

EIVHC también parece influir en otros aspectos del metabolismo sistémico.Se ha observado un aumento de
la resistencia a la insulina y de una mayor incidencia de diabetes tipo 2 en los pacientes con infeccién crénica
por VHC [101]. La resistencia a la insulina se asocia a una progresién mas rapida de la fibrosis asi como una
mayor prevalencia de CHC [102]. Los pacientes con infeccién por VHC tienen niveles mas bajos de colesterol
y triglicéridos que los individuos con negatividad para el VHC, aunque el riesgo de padecer arterioesclerosis
no difiere de los individuos negativos [103]. Una importante manifestacion extrahepatica de la infeccién por
VHC es la afectacion del sistema nervioso central. Aproximadamente entre un 20 a 80 % de los pacientes con
infecciéon crénica por VHC desarrollan fatiga en algiin momento, independientemente del grado de gravedad
de la hepatitis. Los pacientes también pueden tener depresién o alteraciones en la capacidad cognitiva inde-
pendientemente del estadio de la enfemedad [104, 105]. También puede causar tanto neuropatia sensorial
como motora periférica en el contexto de CM, y han sido reconocidas recientemente como un factor de riesgo
independiente de accidente cerebrovascular [105].

La hepatitis créonica C evoluciona a CH en un numero significativo de pacientes [72]. Aunque la evo-
lucion de la CH relacionada con la hepatitis C generalmente sigue un curso lento, presenta diversas
variaciones a nivel individual, probablemente debido a la interaccién con otras causas potenciales de

enfermedad hepdtica tanto a nivel del huésped como a nivel ambiental [106, 107].

1.2.4.3. Cirrosis hepatica.

La CH es el estadio final de todas las enfermedades hepaticas crénicas. Su historia natural se carac-
teriza por una fase asintomatica, denominada CH compensada, de duracién variable. En esta fase los
pacientes pueden llegar a tener hipertension portal y varices esofagicas [108, 109]. A medida que la

enfermedad progresa con el desarrollo de mayor hipertensiéon portal y mayor deterioro de la funcién
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hepdatica aparecen las complicaciones de la denominada CH descompensada como ascitis, hemorra-
gia por varices, encefalopatia hepatica o ictericia [109]. El desarrollo de cualquiera de estas compli-
caciones marca la transicion de la fase compensada a la descompensada [109]. La complicacién de la
infeccion crénica del VHC mds relevante en cuanto a la morbilidad y mortalidad son la CH descom-
pensada y el desarrollo de CHC. Los estudios publicados durante las ultimas décadas muestran gran-
des diferencias en relacion con la incidencia de la CH en los pacientes con hepatitis crénica por VHC.
Son varios los estudios que muestran una visién de los diferentes resultados obtenidos [110, 111]. De
los pacientes con infeccidn crénica por VHC aproximadamente un cuarto desarrollard una CH con una
mortalidad relacionada con enfermedad hepatica que varia entre 1y 11,7% segun los estudios [112].
En un meta-analisis, Thein et al calcularon que en una gran parte de los estudios que habian sido pu-
blicados, la CH se desarrollaba en una media del 16% de los pacientes dentro de los 20 afos tras la
infeccién del VHC [74]. Globalmente, la CH se ha atribuido en un 27% a la infeccién crénica por el VHC
con un rango amplio (14-62%) entre diferentes estudios, que se puede explicar por la presencia de
diferencias regionales, asi como por la presencia de otros co-factores [113]. Desde el diagnéstico de la
CH muchos de los pacientes permanecen asintomaticos durante largos periodos de tiempo, mientras
gque otros pacientes presentan sintomas que nos indican la presencia de una enfermedad hepdtica
avanzada como fatiga incapacitante, debilidad muscular ictericia, ascitis, hemorragia debida a hiper-
tension portal o encefalopatia porto-sistémica [114].En la CH normalmente el intervalo de tiempo en-
tre el diagndstico de CH y cualquiera de las manifestaciones de enfermedad hepatica avanzada suele
oscilar entre dos y tres anos [115,116] siendo dificil el identificar factores que de modo independiente
tengan una influencia en el pronéstico.

Los factores que influyen en la evolucién de la enfermedad son:

a) Una mayor duracion de la infeccidn se asocia con un grado mas elevado de fibrosis hepdtica. Es
interesante observar que la infecciéon del VHC adquirida durante la infancia, parece tener un curso
menos severo [90]; b) la edad del paciente, pero no el modo de contagio, contribuian a la gravedad de
la infeccién. Ademads, la edad del paciente parece tener influencia en la evolucién hacia la cronicidad
[88,117].El desarrollo de la CH relacionada con el VHC, parece ser un proceso dindmico que se acelera

exponencialmente con el aumento de la edad. En una edad temprana, la fibrosis hepatica progresa
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de una manera lenta, lo cual puede explicar la baja prevalencia de pacientes cirréticos en los estudios
realizados en pacientes jovenes [90]. Es de sefalar un mayor riesgo de progresién hacia fibrosis en
los pacientes mayores de 40 afnos con diferentes causas de enfermedad hepdtica [118]. Algunos es-
tudios sugieren que no solo hay riesgo hacia la progresién de fibrosis a una edad avanzada sino que
una edad avanzada a la hora de adquirir la infeccién es el factor que resulta en un mayor riesgo para
desarrollar esa fibrosis, aunque este ultimo aspecto es algo discutido [119, 120]; ¢) el modo de trans-
misién de la infeccidn viral puede influir en el dafio hepatico futuro; Gordon et al verificaron que la
evolucion era peor cuando la hepatitis era postransfusional que cuando se asociaba al uso de drogas
intra-venosas [121]. No obstante, no esta claro que el modo de transmisién del VHC sea un factor de
progresion de la fibrosis [110]; d) Sexo: la influencia del sexo en la evolucién de la enfermedad no esta
bien definida ya que algunos estudios demuestran una asociaciéon del sexo masculino con una peor
evolucion [110, 122] y otros estudios parecen demostrar que el sexo femenino es protector frente a
la fibrosis [110]. Estos hallazgos sugieren que los factores hormonales podrian ser importantes a la
hora de regular la fibrosis hepatica [123]. Otros estudios no confirman esta asociacién [124, 125]. e)
En cuanto a la influencia de la raza en la evolucién de la enfermedad, parece que la evolucién a la CH
es menos frecuente en los africanos y afro-americanos [126, 127]. f) Hay varios genes especificos que
parecen estar implicados en la progresion hacia la fibrosis, incluyendo determinadas variantes de los
antigenos HLA (antigen leucocitario humano) clase I y 11 [128, 129]. Se ha propuesto un score sobre el
riesgo de desarrollar CH, basado en los polimorfismos de 7 genes en pacientes con hepatitis C [130].
De hecho este score fue capaz de predecir la fibrosis en los pacientes con hepatitis C crénica leve
[131,132]; g) la presencia simultanea de otras infecciones, como el VIH (virus de la inmunodeficiencia
humana), parecen aumentar la gravedad de la enfermedad. Soto et al, en un estudio multicéntrico
de pacientes infectados por VHC por via parenteral verificaron que, en la co-infeccién por el VIH, el
intervalo entre la infeccién y la aparicidon de la CH era significativamente menor [133]. Hay numerosos
datos que indican que la co-infeccion de VIH-VHC tiene un efecto negativo en la evolucién natural asi
como en la respuesta a tratamientos antivirales para los dos tipos de infeccién. En estos pacientes se
produce una enfermedad hepatica que es mds agresiva y progresa de un modo mas rapido; del mismo

modo que la respuesta a las terapias antivirales del VHC se ve disminuida [134]. Actualmente se esta
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observando una disminucion de los casos en los que existe una coinfeccion de VHC y VIH en Espafa,
aspecto este que se ha observado de un modo general en todos los grupos de riesgo, consecuencia de
una disminucién de la infeccion por VHC en la poblacion general [135]. h) El consumo de alcohol juega
un papel importante en la evolucién de la hepatitis crénica por el VHC, siendo su consumo excesivo
una causa principal e independiente en el desarrollo de CH. Se ha demostrado que el consumo créni-
co de alcohol de mas de 50 gr por dia en los pacientes con infecciéon por VHC da lugar a una evolucion
mas grave con un mayor riesgo de CH [110, 120], y un mayor riesgo de muerte [136] y de carcinoma
hepatocelular [137,138].El aumento de la actividad inflamatoria asi como la fibrosis identificada en la
biopsia son factores de riesgo a la hora de la progresion de la hepatitis crénica C [139]; i) el consumo
de café puede tener efectos beneficiosos sobre la mortalidad global en estudios poblacionales [140].
En numerosos estudios, tanto en la hepatitis C como en otras enfermedades hepaticas, el consumo
de café se ha asociado con una evolucién mas benigna de la enfermedad hepdatica [141]. Freedman
et al fueron capaces de demostrar que consumos mayores de café se correlacionaban con un menor
grado de fibrosis y esteatosis hepatica asi como de menor resistencia a la insulina y niveles menores
de ALT, siendo estos resultados todavia mejores en las personas que bebian tres o0 mas tazas de café al
dia [141]. Ademas, bebiendo mas de tres tazas de café al dia parece también incrementar la probabi-
lidad de una respuesta virolégica sostenida al tratamiento antiviral con PEG-IFN (Interferén pegilado)
y RBV (Ribavirina) [142]. Otros autores también demostraron que el consumo de café se asocia con
una menor actividad inflamatoria, menos fibrosis avanzada y una reduccién del riesgo de desarrollar
un CHC [143, 144];j) Los factores virales juegan también un papel en la progresién de la enfermedad
en la hepatitis C. Se han realizado estudios buscando una asociacién entre genotipos y gravedad de
la enfermedad y se han observado diferencias en la historia natural de la hepatitis C para diferentes
genotipos del VHC. En el caso del genotipo 1b hay estudios que lo correlacionan con una evolucién
mas frecuente a CH o descompensacién hepatica y presencia de CHC [29, 145]. También sucede con
el genotipo 3, donde en estudios recientes se evidencia una progresion acelerada de la enfermedad,
lo cual se correlacionaria con una mortalidad mas elevada en pacientes con este genotipo [146].En el
genotipo 2 se pueden dar con una mayor frecuencia procesos hepatiticos, los cuales se pueden corre-

lacionar a una progresion mas grave de la enfermedad hepatica [147]; K) El tabaco puede aumentar la
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inflamacion y acelerar la fibrosis hepatica [148]. De igual modo, el consumo diario de cannabis se ha
asociado a una fibrosis hepdatica mds avanzada, aunque algunos datos recientemente publicados han
puesto en duda tal asociaciéon [149].

Al contrario, la carga viral no se correlaciona con el grado de fibrosis hepatica ni de lesién hepdatica
[110,150].

La modificacion de todos estos cofactores constituye un aspecto muy importante en el tratamiento
del VHC teniendo en cuenta que muchos de estos cofactores pueden reducir también la tasa de res-
puesta al tratamiento basado en interferén (IFN).

En un estudio retrospectivo de A. Sangiovanni et al como resultado de una reclasificacion retros-
pectiva, analizé la evolucién de la CH por VHC durante un periodo medio de observaciéon de 17 anos,
con respecto a otras posibles causas relevantes de enfermedad hepatica. Se pudo observar que la CH
por VHC es una enfermedad lentamente progresiva cuyo curso puede acelerarse en los pacientes de
un modo individual si se produce abuso de alcohol, infeccién por VHB, o por la sobrecarga de hierro.
El hallazgo de que el CHC era la causa principal de muerte en los pacientes con CH compensada por
VHC sugiere indirectamente la importancia de un diagndéstico precoz de un tumor.

La CH descompensada se define por la presencia de ascitis, hemorragia por varices, encefalopatia
hepatica y/o la aparicién de ictericia [109]. La ascitis es la complicacién que marca el inicio de la fase
de CH descompensada en la mayoria de los casos; por lo tanto, se considera el signo clave de CH des-
compensada [109, 151]. Una vez alcanzada esta fase, el prondstico con respecto a la supervivencia
marcadamente empeora con una supervivencia al afo y a los dos afos del 61% y el 50%, respectiva-
mente, y una supervivencia a los 10 afos del 7% [109].

Laidentificacién defactores prondsticos de mortalidad en lafase descompensadaesde granrelevan-
cia,yaqueestos pacientessonlos que tienen mayorriesgo de muerte.Los factores que seidentifican con
mayor frecuencia son aquellos asociados a la disfuncién circulatoria con deterioro de la funcién renal,
la presenciade CHCy las variables asociadas a mayor deterioro de la funciéon hepdtica [109].Serfaty et al
concluyeron que el tnico factor que de modo independiente se asociaba con la descompensacién era
laausenciadetratamiento conIFN[152], mientras que HU et al observaron que cuando laedad de expo-

sicion erasuperiora55afnosoelvalordealbimina séricaen elmomento de entrar en el estudio erainfe-
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riora 3,5 mg/dl, el riesgo de descompensacién aumentaba [116]. Un aspecto importante en la practica
clinica seria el poder identificar a individuos que tuviesen un riesgo muy bajo para que la enfermedad

progresase y que por lo tanto no fuesen candidatos suceptibles de un tratamiento antiviral inmediato.

1.2.4.4. Pronéstico de la CH por VHC.

Hoy por hoy, y a diferencia de la cirrosis biliar primaria [153], no se dispone de un modelo que sea ca-
paz de predecir con suficiente fiabilidad la supervivencia del paciente con CH por VHC en ausencia de
trasplante. Ademas, el pronéstico de la CH por el VHC, tanto compensada como descompensada, no estd
claramente definido. En ausencia de CH, la expectativa de vida es similar a la de individuos no infectados.
Incluso tras el desarrollo de CH evidenciada histolégicamente, solamente un 30% de los pacientes presen-
tan complicaciones significativas en los siguientes 10 afos, siendo el riesgo anual de desarrollo de CHC del
2-3%[115,116].En efecto, en un estudio Europeo [115], en el que se evaluaron 384 cirréticos seropositivos
durante un periodo medio de 5 afos, la supervivencia de los pacientes con CH descompensada alcanzé
solamente el 50%. En pacientes con CH por el VHC compensada, las conclusiones son mas dificiles. En el
estudio Europeo [115], la supervivencia a 5 aios de los pacientes con CH por el VHC compensada fue del
91%, siendo las tasas de descompensacién hepatica y de desarrollo de CHC del 18% y del 7%, respectiva-
mente. En otro estudio [152], la supervivencia a 4 afios de 103 cirréticos fue del 84%, siendo las tasas de
descompensacion hepatica y CHC del 20% y 11,5%, respectivamente.

La valoracion adecuada del pronéstico de vida en pacientes portadores de CH es de gran relevan-
cia clinica y contribuye a tomar decisiones de manejo en diferentes escenarios clinicos tales como la
indicacién de cirugia, shunt portosistémico intrahepatico transyugular o trasplante hepatico. En los
ultimos cincuenta anos se han desarrollado diversas herramientas clinicas con este propésito.Una de
las mas conocidas y utilizadas es la escala de Child-Pugh, disefiada en 1964 por Child y Turcotte [154]
y posteriormente modificada por Pugh [155] (Tabla 1).

Esta escala fue disefiada para evaluar la mortalidad asociada a la cirugia de transeccién de varices eso-
fagicas, pero con el tiempo se extendid a la evaluacidon de mortalidad de pacientes cirréticos a 1-2 afios
de plazo, sin mediar cirugia. Esta clasificacion tiene limitaciones, como la inclusién de dos variables cuya

evaluacion puede ser subjetiva, por lo que hace una década, investigadores de la Clinica Mayo en Estados
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Unidos desarrollaron el sistema de puntuacion de MELD (model end-stage liver disease) [156].

Las caracteristicas de este indice y su amplio uso en la asignaciéon de 6rganos para trasplante hepati-
co han determinado que sea hoy considerada la mejor herramienta para estimar el prondstico a corto
plazo de pacientes con CH [157, 158]. El sistema MELD se desarroll6 a partir del andlisis de 231 pacientes
cirréticos que fueron sometidos a la colocaciéon de un shunt portosistémico intrahepatico transyugular.
Mediante un riguroso andlisis estadistico se derivd una férmula para predecir la mortalidad asociada a la
intervencién basada en 3 variables objetivas: bilirrubina (mg/dl), creatinina (mg/dl) y tiempo de protrombi-
na.La puntuacién de MELD se correlacioné con la mortalidad observada a los 3 meses en estos pacientes
[157].El indice MELD fue levemente modificado por la United Network for Organ Sharing para ser introduci-
do oficialmente en el aflo 2002 como el método oficial de priorizacién de pacientes en lista de espera para
trasplante hepatico con donante cadavérico en Estados Unidos. De esta forma, se establecié una politica
de asignacién de érganos basada en la gravedad del paciente y no en la antigliedad en la espera del 6r-
gano. Este indice se aplica hoy en dia en muchas unidades de trasplante hepatico. El indice MELD ha sido
validado en diversas publicaciones de pacientes cirréticos de diversas etiologias y con diferente grado de
gravedad. Todos los estudios han demostrado que el indice MELD es reproducible y con una excelente
capacidad predictiva de la mortalidad de pacientes cirréticos ambulatorios y hospitalizados, tanto a los
3 meses como al afno. Por otra parte, en un analisis retrospectivo de pacientes con puntuacién de MELD
igual o menor a 14 se determiné que éstos presentan una supervivencia sin trasplante igual o superior a
su pronoéstico al recibir un érgano. Por este motivo, se recomendé que fuesen candidatos a trasplante los
pacientes con puntuacion de MELD superiora 15 [157].Una excepcion a la priorizaciéon por puntuacion de

MELD la constituyen los pacientes que presentan un CHC con indicacién de trasplante hepatico.

indice de Child-Pugh 1 punto 2 puntos 3 puntos
Albumina >35 28-35 <28
Bilirrubina >34 34-50 >50
Tiempo de Quick >1,7 1,7-2,3 >2,3
Ascitis No Tratable Refractaria
Encelopatia No 171 /v

Tabla 1. indice de Child-Pugh
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1.2.4.5. Tratamiento de la hepatitis C:

1.2.4.5.a. Tratamiento farmacoldgico.

Hasta 2012, el tratamiento estandar para la hepatitis C era la combinaciéon de PEG-IFN semanalmente y
dosis diarias de RBV, durante un periodo de 24 6 48 semanas. La terapia dual de PEG-IFN/RBV, estd asociada
con varios efectos secundarios incluyendo anemia, depresion y nauseas, lo que condiciona en ocasiones
que la terapia sea interrumpida. La curacién de la hepatitis C créonica es el equivalente de una respuesta
viral sostenida (RVS), la cual se define como la persistencia del ARN del VHC negativa entre 3 y 6 meses
después de finalizar el tratamiento antiviral [159]. Los niveles de RVS varian segun el genotipo de VHC, los
indices de RVS son de cerca del 70% al 90% para los serotipos 2, 3,5y 6, pero son menores del 50% para
los genotipos 1y 4[91, 160]. Ademas de este aspecto importante como un factor predictivo para el aclara-
miento del VHC, se ha demostrado que el polimorfismo genético de la interleuquina 28B (IL28B), suponen
un factor predictivo importante para la respuesta del tratamiento con IFN [91, 160]. Los resultados en la
cohorte mas grande, en el andlisis del tratamiento estandar con IFN en mas de 1000 pacientes infectados
por VHC genotipo 1, mostré que los pacientes portadores del fenotipo favorable rs 12979860 CC, estaban
asociados con el doble de posibilidades de alcanzar una RVS que los paciente con un fenotipo no favora-
ble TT [91]. El descubrimiento del polimorfismo genético IL28B, como un factor predictivo del tratamiento
estandar con IFN, rdpidamente estimulé el desarrollo de un test comercial que permitiese definir el estado
de la IL28B en los pacientes infectados con el VHC genotipo 1. El rdpido desarrollo de la nuevas terapias
antivirales contra el VHC por medio de antivirales de accién directa (AAD) ha hecho que el genotipaje de
la IL28B pierda relevancia como factor prondstico de respuesta.

En 2011, la llegada de la primera generacién de AAD cambié profundamente el panorama de la
terapia del VHC asi como de los niveles de RVS. Aunque virtualmente cada paso del ciclo vital del
VHC (incluidos los receptores de unién y liberacién del virus), pueden ser target para el desarrollo
de farmacos, los AAD dirigidos contra los pasos clave de la replicacién viral y por lo tanto dirigidos
contra el procesamiento de las poliproteinas, han sido la clave del importantisimo avance en el trata-
miento de la hepatitis crénica por VHC. Los primeros AAD orales disponibles fueron dos inhibidores
de la proteasa NS3, el telaprevir (Incivek, Vertex) y el boceprevir (Victrelis, Merck). Estos farmacos eran

inhibidores lineales de ketoamide, los cuales forman un complejo reversible pero covalente con el
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sitio catalitico de la serin proteasa NS3/4A del VHC. Ahadiendo uno de los dos inhibidores NS3/4A
a la terapia dual PEG-IFN/RBV incrementan los niveles de RVS hasta un 75% en el tratamiento de
pacientes sin tratamientos previos y por encima del 64% para aquellos pacientes que previamente
no habian respondido a la terapia dual PEG-IFN/RBV [161, 162]. El analisis de los niveles de RVS en el
contexto del genotipo IL28B, demuestran que el genotipo rs12979860 CC genotipo IL28B permane-
cen como un factor predictivo de respuesta favorable a los pacientes con terapia triple [163]. Aunque
la introducciéon de inhibidores de la proteasa del VHC era el mayor hito en la terapia del VHC, existen
considerables inconvenientes de esta primera generacion de inhibidores de la proteasa: 1 El desfavo-
rable perfil farmacocinético de los inhibidores de la proteasa, los cuales necesitan dosis tres veces al
dia; 2 La interaccidén que existe con otros medicamentos, desde que los inhibidores de la proteasa del
VHC se metabolizan en el higado via citocromo P450 3A; 3 Los eventos adversos relacionados con el
tratamiento de proteasas, incluyen ras/prurito intenso cutdaneo, anemia y disgeusia y 4 Esta opcion de
tratamiento estd limitada para los pacientes infectados por el genotipo 1 del VHC.

El desarrollo de los farmacos ha estado focalizado en el genotipo 1 del VHC, a causa de su alta pre-
valencia en Europa y los Estados Unidos y los bajos indices de RVS en los pacientes infectados por el
genotipo 1 del VHC tras la terapia dual PEG-IFN/RBV [25]. Se han realizado enormes esfuerzos para
poder superar estas deficiencias, lo que ha resultado en el desarrollo de numerosos farmacos de los
llamados inhibidores de la proteasa de segunda generacién con un efecto pan-genotipico, mejorando
los perfiles farmacocinéticos y de tolerabilidad.En 2013, simeprevir (Olysio, Janssen) un inhibidor de la
proteasa de segunda generacidon de administracién Unica diaria, se probé en combinacion la terapia
dual de PEG-IFN/RBV. Esta triple combinacién incrementa los niveles de RVS por encima de los 85% en
pacientes naive infectados por el genotipo 1, con muchos menos efectos secundarios asociados con
la terapia dual de PEG-IFN/RBV [164].

Las polimerasas virales son los principales objetivos para el desarrollo de farmacos antivirales, ya
que sus lugares enzimaticos estan altamente conservados entre los diferentes genotipos. Ademas, las
mutaciones en el sitio activo de las polimerasas virales, raramente son bien toleradas porque se aso-
cian con una replicacién viral reducida.En 2014, se realizé la primera aprobaciéon comercial del primer

nucleotido inhibidor de la polimerasa NS5B, Sofosbuvir (Sovaldi, Gilead Sciences) representando la
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principal piedra angular en el tratamiento de la hepatitis C crénica. Sofosbuvir, se considera seguro y
bien tolerado asi como con una actividad pan-genotipica y de alta barrera a la resistencia. El sofosbu-
vir, en el tratamiento de los pacientes naive infectados con los genotipos 1,4, 5 6 6, administrado dia-
riamente en combinacion con la terapia dual de PEG-IFN/RBV, durante 12 semanas mejora los niveles
de RVS hasta alcanzar el 82%-100% [165].

Pero sin duda, el gran avance actual en el tratamiento de la hepatitis C,en el aflo 2015, se debe a las
combinaciones de AAD sin IFN. En este sentido disponemos en este afio de nuevos farmacos inhibi-
dores de la region NS5A (daclatasvir, ledipasvir,ombitasvir) y de la regién NS5B (sofosbubir, dasabuvir)

(Figura 7) [166].
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Estas moléculas poseen una alta potencia con una amplia cobertura de genotipos [167]. La combi-
nacién de ledipasvir y sofosbuvir en un régimen de un solo comprimido diario (Harvoni, Gilead) tiene
como resultado unos altos indices de RVS (93%-99%) en el tratamiento de los pacientes con infeccién
por VHC naive genotipo 1y los pacientes que previamente no responden a la terapia dual PEG-IFN/
RBV [168-170]. En octubre del 2014, Harvoni se aprobé para el tratamiento de los pacientes con VHC
crénica genotipo 1.La combinacién de sofosbuvir y daclatasvir administrado en régimen de un com-
primido diario en pacientes infectados por los genotipos 1,2 y 3 del VHC, revel6 niveles de RVS que
oscilaban del 89% al 100 % respectivamente para pacientes con infeccién crénica por VHC, tratados y
sin tratar previamente [171].También se han observado tasas elevadas de SVR (>90%) para el régimen
de tratamiento dual de daclatasvir [164]. La primera aprobacioén regulatoria para esta combinacién
en pacientes infectados con VHC genotipo 1 se obtuvo en Japén [172]. De igual manera, un régimen
combinado de simeprevir (Olysio, Janssen) y sofosbuvir (Sovaldi, Gilead Sciences) fue eficaz, bien tole-
rado y aprobado para el VHC genotipo 1 [173].La llamada combinacién 3D contiene el inhibidor de la
proteasa ABT-450 con ritonavir (ABT-450/r, AbbVie), el inhibidor NS5A ombitasvir (ABT-267, AbbVie), el
inhibidor de polimerasa no nucleésido dasabuvir (ABT-333, AbbVie) se asocia con niveles de curacion
del 99% [174]. Grazoprevir (MK-5172, Merk) que es una segunda de inhibidores de la proteasa, en com-
binacién con el inhibidor NS5A elbasvir (MK-8742, Merck) en un solo comprimido, en regimen de uno
diario [175],ha demostrado también tasas de RVS superiores al 90% y se espera que se solicite la apro-
bacion reglamentaria. La llegada de potentes AAD, ha revolucionado el tratamiento de la hepatitis C
cronica, y las terapias orales libres de PEG-IFN y libres de RBV, logradas por la administraciéon de dos o
tres AAD, ya no es ciencia ficcién. Los AAD, prometen ser una terapia del VHC de una alta efectividad,
pan-genotipica y bien tolerada con la administracion de un comprimido diario y periodos cortos de
tratamiento (8-12 semanas o probablemente menos). La reducciéon rapida y drastica en plasma de los
niveles de ARN del VHC, observados durante el tratamiento con AAD (negatividad de ARN del VHC 2-3
semanas tras iniciar la terapia con AAD), muy probablemente mejorard y facilitara el manejo y cuidado
clinico de los pacientes con infeccién crénica por el VHC.

Los farmacos disponibles para el tratamiento de la infeccion del VHC,,actualmente, desde septiembre de

2015, estan reflejados en la tabla 2.
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Clase Accién
Inhibidores Inhibe la traduccion
de la proteasa y procesamiento

de la poliproteina

l. Introduccion
1.2.4.5.b. Trasplante hepatico.
Indicacion de trasplante en la hepatitis por el VHC

Ejemplos

Aprobados: telaprevir, boceprevir, asunaprevir, vaniprevir,
simeprevir, paritaprevir

En desarrollo: grazaprevir

En espera:faldaprevir

Inhibidores NS5A Inhibe el complejo de realizacién Aprobados: daclatasvir, ledipasvir,ombitasvir

En desarrollo: elbasvir, odalasvir, velpatasvir

Inhibidores NS5B Inhibe realizacién viral de ARN Aprobados: sofosbuvir, dasabuvirz

En desarrollo: becladuvir

En espera: deleobuvir, valopicitabine

Tabla 2. Antivirales de accién directa (AAD) contra el VHC en el momento actual (septiembre 2015).

1.2.4.5.b. Trasplante hepatico. Indicacion de trasplante en la hepatitis por el VHC.

En la mayoria de centros en Espafa, el VHC representa el 30-50% de las indicaciones de TH (Registro

Espanol de Trasplante Hepatico (RETH) 2013) (Figura 8).

EN USA 'y Europa la cirrosis por VHC con o sin hepatocarcinoma supone la primera indicaciéon de TH (Re-

gistro UNOS y ELTR) (Figura 9).

El trasplante debe considerarse una alternativa terapéutica en caso de enfermedad hepdtica suficien-

temente avanzada con consiguiente
escasa probabilidad de supervivencia
a medio plazo en ausencia de éste. Un
objetivo fundamental es pues la iden-
tificacion del momento idéneo para la
realizacion del trasplante, lo que implica
que existan complicaciones que ponen
en peligro la vida del paciente, pero aun
queda suficiente reserva funcional para
tolerar la cirugia. Por lo tanto, cuando ha-
blamos de indicacion de trasplante he-

patico, lo mas dificil de saber es cuando

Otras
3,4%

Fallo
Agudo/Subagudo
4,9%

Hepatocarcinoma
26%

Colestasica
(sin CA)
8,4%

Enf. Metabdlicas
(sin CA)
3,2%

Cirrosis Hepatocel
(sin CA)
54,1%

Figura 8. Enfermedad de base del receptor del primer TH* 1984-2013 en
Espafna (RETH).

(*) Todas las edades
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es el momento adecuado para realizar la

indicacion de trasplante. La eleccién del 3000+
. B HCC + HCV

momento de acceso a la lista de espera 2500- E Hev
es uno de los aspectos del TH de mayor § 2000-

0
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2010

te maximo de deterioro que permita la

exclusiéon de un potencial candidato. El
o ) Figura 9. La enfermedad hepética por VHC representa el 50% de los tras-
establecimiento de una puntuacion mi-  j3htes en los Estados Unidos.

* Organ Procurement and Transplantation Network (OPTN) 2011.

nima en la clasificaciéon de Child-Pugh o

en el sistema MELD en los pacientes con cirrosis para acceder a la lista de espera permitiria simplificar el
proceso y proporcionar un respaldo frente a posibles problemas éticos y legales asociados con limitar el
TH en pacientes por debajo de una determinada puntuacién.

En la primera (MELD), la indicacién de trasplante es a partir de 15 puntos ya que con puntuaciones me-
nores se ha observado una peor supervivencia al afo con el TH. Algunos grupos de trasplante utilizan esta
clasificacion para priorizar por gravedad el trasplante hepatico de los pacientes en lista de espera. En la
segunda (Child-Pugh), existe indicacién de trasplante cuando el paciente alcanza 7 6 mas puntos (grados
B o C), ya que en estos casos la esperanza de vida al afio es inferior al 20%.

En resumen:

1.Debe haber una puntuaciéon minima para acceder a la lista de espera.

2.S6lo deberian incluirse en lista de espera los pacientes con cirrosis descompensada con una puntua-
cién = 7 puntos en la clasificacion Child-Pugh y una puntuacién > 15 en el sistema MELD.

3.Se recomienda la incorporacién en el RETH de la clasificaciéon de Child-Pugh (cualitativa y numérica),
la puntuacion MELD y el sodio sérico, tanto en el momento de incluir al paciente en la lista de espera como
en el momento del trasplante.

4.No deberian trasplantarse a los pacientes en situacion terminal, intubados, con fallo multiorganico
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u otras circunstancias que se asocien con una supervivencia estimada postrasplante inferior al 50% a

los 5 afos [176].

1.3. Historia natural de la hepatitis C recurrente postrasplante hepatico.

I.3.1.Fisiopatologia de la infeccion por el VHC en el trasplante hepatico.

La infeccion del injerto hepatico por el VHC se ha reconocido a nivel viroldgico, tanto como por un
aumento en suero de los niveles de ARN de VHC como por la deteccién de antigenos de VHC en el
propio injerto [177]. Hay estudios en los que el andlisis de ARN del VHC en suero demuestra que el
periodo inicial de la infeccion se puede producir durante la fase de reperfusion del injerto [178]. En
este estudio los niveles virales en suero alcanzaron en un namero significativo de pacientes valores
similares al periodo pre-trasplante hacia el dia 4 postrasplante, confirmando hallazgos previos [179].
Se comprobé que este aumento inicial en los niveles del VHC puede ser mayor en aquellos pacientes
a los que se les administra corticoesteroides como parte de su terapia inmunosupresora [178]. Pos-
teriormente, la carga viral tiende a aumentar durante las siguientes semanas, alcanzando su méximo
aproximadamente al mes del postrasplante [180].

Los mecanismos inmunopatogénicos responsables del dafio del injerto inducido por el VHC son si-
milares a los observados en los higados nativos. La excepcidn mas importante es la inmunosupresion
basal y la incompatibilidad HLA que aumenta en gran medida la replicaciéon viral e interfiere con el
aclaramiento viral respectivamente. Estos factores, conducen hacia una fibrosis de un modo mucho
mas rapido que en los higados nativos [181].Las proteinas del VHC interfieren con:a) la inmunidad in-
nata del huésped mediante la interrupcion de las vias reconocimiento antigénico iniciando patrones
de subversion de la actividad de las células NK'y b) Inmunoregulaciéon celular, via uniéon a CD81.

Las Tetraspanins son proteinas transmembrana integrales organizadas en microdominios que mues-
tran interacciones especificas y directas con otros tetraspaninas y socios moleculares.Entre ellos, CD81
ha sido implicado en una variedad de procesos fisiol6gicos y patolégicos [182]. CD81 también juega
un papel crucial en la entrada de patédgenos en las células huésped, incluyendo la entrada del VHC
en los hepatocitos [183, 184]. La infeccién de novo de los hepatocitos por el VHC se facilita por medio

de dos mecanismos llamados: “libre de célula” (cell-free) y “transmision célula a célula” [185]. Ambos
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modos de transmisién dependen de la glicoproteinas de la envoltura viral E1y E2 y varios factores de
entrada en la célula huésped incluyendo CD81 [185-187]. El tetraspanin CD81 fue el primer factor del
huésped en el que se vio que interactuase con una forma soluble del VHC [188]. Se demostré poste-
riormente que la CD81 es necesaria para la infeccion por VHC de hepatocitos. De hecho, la entrada del
VHCYy la infectividad se inhibe de una manera pan genotipica por anticuerpos CD81 - especifica [189].
En conjunto, estos obstaculos dificultan el desarrollo de la respuesta antiviral temprana, disminuyen-
do una respuesta adaptada de las células T CD4+ y CD8+. Estas células son necesarias para el aclara-
miento viral y, por lo tanto, la disminucién de su respuesta promueve la persistencia viral y la infecciéon
crénica [190]. Se produce un daio continuo del injerto hepatico consecuencia de la existencia de una
lucha indefinida entre la respuesta inmune antiviral vs inmunidad antiviral mediada por células TH1
y la replicacion viral y evasion mutacional de la respuesta inmune antiviral. Los altos niveles de repli-
caciéon del VHC, también incrementan el estrés oxidativo, disparan el dafio hepdatico y hacen ineficaz
una respuesta inmune antiviral [190]. Esta respuesta lesiona a los hepatocitos por medio de la via de
la perforina/granzima, por la liberacién del ligando Fas, por medio de citoquinas inflamatorias y por
medio diversas moléculas solubles efectoras.Hay otras células inflamatorias efectoras “no-especificas”
que son reclutadas al lugar donde se esta produciendo la lesién, estas células dafan a las células
hepdaticas cercanas (efecto espectador) [190]. Si la replicacion viral persiste, en algunas ocasiones la
continua lucha que existe entre el virus y el sistema inmune ocasiona una fibrosis hepatica/CH [191].
La respuesta de las células T especificas CD4 y CD8 ante el VHC parecen ser aspectos importantes
del aclaramiento viral durante la infecciéon aguda del VHC y también parecen tener su importancia a
la hora de la recurrencia que sigue al trasplante hepatico, tanto en el grado de gravedad como en la
afectaciéon histolégica [192, 193]. Los pacientes con recurrencia grave fallan a la hora de desarrollar
inmunoreactividad a antigenos del VHC, aunque en las primeras semanas de hepatitis aguda induce
la respuesta de células T especificas CD4+ y CD8+,y asi de este modo la respuesta de anticuerpos. En
los pacientes con persistencia viral crénica se desarrolla un proceso de control viral incompleto que se
acompana de una disminuicién en la respuesta de células T CD4+ especificas. Por el contrario los pa-
cientes con una hepatitis aguda C autolimitada, son pacientes que mantienen niveles altos de células

T CD4+ durante muchos anos, terminando este proceso en la resolucion de la enfermedad [194]. Lucas
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et al han demostrado que la pérdida de la funcién (ie secrecién de IFN- y proliferacion) disminuye la
eliminacion de células T CD4+ especificas del VHC [195]. La respuesta de células T especificas contra el
VHC se puede detectar desde las 6 semanas hasta los 3 meses después del trasplante hepatico [196,
197].Se ha visto que una respuesta fuerte de las células T CD4+ estd asociada con un mejor desarrollo

y con un dafio menos severo a los 12 meses post-trasplante [197].

1.3.2. Evoluciodn histoldgica.

El diagnéstico de hepatitis C recurrente se basa en los hallazgos histolégicos. La evolucién es va-
riable y mientras en algunos casos la recurrencia histolégica es leve y no es progresiva, en muchos
otros casos, sigue un curso mucho mas rapido que el observado en individuos inmunocompetentes,
frecuentemente, con progresion a cirrosis y pérdida del injerto [198, 199] (Figura 10).

Elinjerto se infecta en la reperfusién y ya se pueden observar aspectos histoldgicos de lesidon hepa-
tica dentro de los 9 dias postrasplante [178, 200]. La mayoria de los pacientes desarrollara caracteris-
ticas histolégicas de hepatitis C aguda entre las 4 y 12 semanas del periodo postrasplante, acompa-
Aandose de un importante aumento en la carga viral de VHC [201, 202]. En la mayoria de los pacientes
trasplantados hepaticos por hepatitis C se pueden observar aspectos histolégicos de hepatitis C cré-
nica.En 10s injertos hepaticos se pued e e —————————
observar hepatitis créonica en cerca del "
70% a 90% al ano y entre el 90% a 95% 56%-92% Benigna

tras 5 anos del trasplante [203].

Existen evidencias que demuestran Cirrosi
Irrosis

TH 8%-44% .
injerto

que la infeccién por el VHC se compor-

ta de un modo mucho mas agresivo

en el trasplantado hepético que en los m

higados nativos. Histolégicamente se )

han observado casos con una actividad 0 3meses 3 anos

necroinflamatoria de mayor gravedad
Figura 10. Historia natural de la hepatitis C post TH.

que los observados en pacientes que
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no estan inmunodeprimidos, incluso llegando a observar la presencia de areas de necrosis confluente
/ en puentes, aspecto este ultimo que es muy raro observar en los pacientes no inmunodeprimidos
[204]. También hay una progresion mucho mas rapida de la fibrosis y, por lo tanto, hacia cirrosis [204,
205]. La fibrosis suele estar presente en las biopsias que se realizan 1 afio tras el trasplante hepatico.
Aproximadamente entre el 10-30% presentan cirrosis a los 5 afos postrasplante y el 50% entre los
7-10 anos.Un ejemplo de rapida progresién de la enfermedad lo observamos en aquellos casos en los
que se desarrolla un hepatocarcinoma de novo en asociaciéon con una cirrosis por VHC recurrente tras
7 anos del trasplante [206]. La recurrencia por VHC esta reconocida actualmente como la mayor causa
del fallo del injerto tardio y en algunos centros es actualmente la principal causa de re-trasplante en
pacientes con mas de 12 meses de supervivencia [207].

La evolucion del VHC en el trasplante es bastante similar a la que se observa en la poblacién gene-
ral, excepto que en los injertos hepaticos en la fase aguda, que se observa menos inflamacién que en
la fase crénica y se ven con menos frecuencia agregados nodulares portales con linfocitos, habiendo
mas actividad de interfase de tipo ductular [208]. La hepatitis aguda, generalmente suele aparecer
entre las tres y las seis semanas postrasplante, pero puede llegar a detectarse tan temprano como
dentro de los diez o catorce dias postrasplante. Inicialmente se presenta como una hepatitis lobular.
Las caracteristicas tipicas incluyen el desorden lobular, hipertrofia de células de Kuppfer, apoptosis
de hepatocitos, discreta linfocitosis sinusoidal con una inflamacién portal mononuclear discreta y
esteatosis macrovacuolar periportal y de los hepatocitos de la zona media. A nivel del epitelio biliar
se puede observar focalmente, colangitis linfocitica y cambios reactivos del epitelio de los conductos
biliares que nunca son severos ni extensos. La fase aguda/lobular generalmente se acompana de un
aumento de los niveles de RNA del VHC en sangre periférica. La transicién entre la fase aguda y croéni-
ca esta marcada por una disminucién de los cambios lobulares y un aumento de la inflamacién portal,
formacion de agregados linfoides nodulares portales y la apariciéon de actividad necro-inflamatoria 'y
ductular de interfase que comienza a alterar la arquitectura.

La hepatitis cronica C generalmente tiene su inicio entre cuatro y doce meses después del tras-
plante y normalmente se observan cambios portales y periportales. Las caracteristicas morfolégicas

predominantes son, inflamacién crénica portal, agregados linfoides portales y actividad de interfase
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necro-inflamatoria y ductular con diferentes grados de intensidad (Figuras 11y 12). Se puede ver un
dano de los conductos biliares, pero este tipo de lesién por lo general no es grave ni extensa y lo mas
comun es que no se produzca una pérdida de conductos biliares. En los casos en los que la lesion de
los conductos biliares es notable, la distincion del
rechazo agudo puede llegar a ser dificil. Los cam-
bios lobulares son generalmente menos llamativos
e incluyen alteraciones lobulares leves y actividad
necro-inflamatoria. Ocasionalmente y en una mino-
ria de las vénulas centrolobulares, se puede obser-
var inflamacién alrededor y dentro del tejido con-

III

juntivo que rodea a las venas “perivenulitis centra

(Figura 13) [208].

Desde el punto de vista evolutivo, podemos de-
finir dos patrones de recurrencia viral con clinica
y prognostico diferentes: a) un patrén de hepa-
titis créonica C, que es similar al observado en los
pacientes no trasplantados pero con un indice de

progresion de fibrosis mayor (0,3-0,8 unidades de

fibrosis por afio comparado con 0,2 unidades/afno

en pacientes no trasplantados) y, por lo tanto, con
un periodo de tiempo mas corto para el estable-
cimiento de una fibrosis avanzada o cirrosis (9-12
anos confrontado con los 20-50 afos) [199, 204]; b)
un segundo patrén, denominado “hepatitis fibro-
sante colestatica” (HFC) (Figura 14), posiblemente

mediado por un efecto citopatico directo del VHC;

este patron es infrecuente (menos del 10%), pero

Figura 13. Perivenulitis central.

muy grave y generalmente se asocia a un estado
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de inmunosupresion intensa [199, 204]. Se puede desarrollar como una manifestacion inicial de enfer-
medad recurrente y menos frecuentemente como una hepatitis crénica. Se caracteriza por colestasis
conictericia marcaday elevacién importante de la viremia. A nivel del injerto suele existir una extensa
tumefaccion citoplasmatica, degeneracién celular, colestasis, hepatocitos necréticos y apoptéticos e
hipertrofia de las células de Kupffer. Ademas suele apreciarse una expansion portal originada por una
marcada actividad de interfase de tipo ductular y de tipo fibrético y un leve infiltrado inflamatorio
portal mixto o incluso de predominio neutrofilico [210, 211]. Es necesario para su diagndstico una
confirmacion histoldgica exacta asi como la exclusiéon de problemas biliares y/o arteriales. Indepen-
dientemente del patrén de recurrencia, estudios prospectivos han demostrado que la historia natural
de la hepatitis C crénica sigue un curso mas rapido en los pacientes con trasplante hepdtico que en
pacientes no trasplantados [212].

Se ha descrito un subtipo de hepatitis C recurrente rica en células plasmaticas [213], el cual se com-
porta de modo mas agresivo, presenta actividad de interfase y algunos de estos pacientes desarro-
llan una “perivenulitis central” Muchos de estos pacientes también desarrollan auto-anticuerpos y/o
tienen elevadas las gamma globulinas [213] y también son mds propensos a desarrollar una fibrosis
progresiva. Aspectos similares se han observado en higados nativos donde se superponen aspectos
clinicos, serolégicos e histopatolégicos de VHC y hepatitis autoinmune (HAI) [214]. Si la “perivenulitis

|Il

central” afecta a una mayor parte de las vénulas centrales, probablemente se ha desarrollado un re-

III

chazo agudo en el contexto de una hepatitis C recurrente. Si la “perivenulitis central” es rica en células
plasmaticas y afecta a una mayor parte de las vé-
nulas centrales, entonces lo que debe de estar ocu-
rriendo es que se esta desarrollando una hepatitis
autoinmune o mecanismos de tipo autoinmune en
el contexto de una hepatitis C recurrente. Aunque

es dificil distinguir entre rechazo y hepatitis autoin-

mune existe la ventaja de que ambos responden al

aumento de la inmunosupresion.

Figura 14. Hepatitis y fibrosante colestatica.

Algunos estudios no muestran una correlacién
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entre el genotipo viral y/o los niveles y la severidad de lesién hepdtica [215], mientras que en otros
estudios, han demostrado que durante la fase aguda/lobular, tenian niveles altos de RNA del VHC y
que la fase de progresidon a la hepatitis crénica estaba asociada con una disminucién significativa
de los niveles hepaticos de RNA del VHC, probablemente consecuencia del control inmunolégico de
la replicacion viral. Hay otros trabajos que demuestran que si en fase inicial hay una degeneracién
hepatocitaria con tumefaccidn y colestasis [216], en estos casos la evolucion del injerto a cirrosis es
mas rapida [216]. Otro estudio mostré que no habia diferencias en el aspecto histopatolégico ni en
el nivel de progresién entre la hepatitis C recurrente ni en la hepatitis C “de novo’; mientras que en
otros estudios, se ha observado que la infecciéon “de novo” causa una enfermedad mds agresiva [211].
El genotipo 3 del VHC se puede manifestar como esteatosis hepdtica, aunque en este caso se tienen

que excluir también otras causas de esteatosis [217].

1.3.3. Prondstico de la hepatitis C recurrente postrasplante.

La recurrencia de la hepatitis C sobre el injerto hepatico, que es universal, condiciona una de las
causas de mortalidad mas importantes en los pacientes trasplantados hepaticos por VHC (Tabla 3).

Prieto et al, verificaron que entre un 25% a 30% de pacientes progresan a CH en los 5 afios posterio-
res al trasplante (8-44% tras 5-10 afos). En otro estudio se analizaron 81 pacientes con ARN del VHC
positivo (genotipo 1b en el 96%), que se habian sometido a trasplante hepdtico entre 1991 y 1996.
Doce de estos pacientes desarrollaron CH relacionada con el VHC en un tiempo medio de 24 meses
(rango de 12-48 meses), con un indice de cirrosis relacionada con VHC del 3,7%, 8,5%, 28%, 28% y 36%,
alos1,2,3,4y5 anos respectivamente [179,199].La media de aparicidon de CH en el trasplante hepati-
co esde 9,5 anos desde el trasplante [178,218], mientras que en los pacientes inmunocompetentes es
de 30 anos desde la adquisicion de la infecciéon [179, 219, 220]. El mejor predictor del riesgo de CHa 5
anos es la gravedad de la actividad necroinflamatoria en el injerto a los 12 meses postrasplante [204,
221]. Parece ser que la relacién entre el tiempo transcurrido desde el trasplante y el estadio de fibro-
sis es lineal durante los primeros 5 afos. Sin embargo, en estudios longitudinales a largo plazo, se ha
observado una aceleracién en la progresién de la fibrosis cuando se sobrepasan los 5 afios de periodo

postrasplante [222]. De todo ello podemos concluir que seria Util la realizacion de biopsias de proto-
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colo en todos los pacientes a menos que se haya identificado ya la CH. Una vez constatada la presen-
cia de CH sobre el injerto hepatico, el intervalo de tiempo que transcurre hasta la primera descompen-
sacion clinica es también mas corto que en los sujetos no trasplantados. Berenguer y colaboradores
observaron, a través de un estudio retrospectivo, que este intervalo era de tan sélo 8 meses, con una
tasa acumulada de descompensacion en los trasplantes hepaticos con CH establecida del 42% al afo
y del 63% a los 3 afnos [223], frente a un 5% y 10% respectivamente en el caso de los pacientes inmu-
nocompetentes [115]. Los factores que predicen la descompesacion incluyen un Child-Pugh superior
al estadio A, un nivel de albumina sérica < 3.4 g/dL y un periodo desde el trasplante al diagnéstico de
CH descompensada inferior a 1 afo. El desarrollo de una CH descompensada tras el trasplante hepa-

tico marca un punto en el tiempo a partir del cual la expectativa de vida del paciente disminuye de

I Pacientes que sobreviven 6 meses

EE3  Todos los pacientes Porcentajes (%)

. . 0
Muerte intraoperatoria

B 29

. S 0
Disfuncién primaria

N 3

. .z z . 3
Complicacion técnica

- 5

12

Infecciéon

Complicacién general

Otras complicaciones hepaticas

N 3
4

Rechazo del injerto
o 3,6
17
Tumor de novo 10
19
Tumor recurrente 1
15
No recidiva tumoral — 9
7
Otras complicaciones 6
0 5 10 15 20 25

Porcentaje (%)

Tabla 3. Causas de mortalidad post-TH Europa . European Liver Transplantation Register (ELTR) 1968-2009.
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forma dramdtica (supervivencia al afno del 50%) [223]. La tasa de supervivencia es del 10% a los 3 afios
tras producirse un fallo hepatico relacionado con el VHC en los pacientes trasplantados [223], frente a
un 60% de supervivencia después de producirse la descompensacién en el caso de los pacientes no
trasplantados [115,223]. En otro estudio, una graduacién de MELD mayor de 16 era el principal factor
de riesgo para la descompensacién y para mortalidad tras desarrollar una CH postrasplante por VHC
[224]. Globalmente la recurrencia de la enfermedad primaria en el injerto en los pacientes trasplanta-
dos por CH por VHC disminuye la supervivencia a largo plazo siendo esta supervivencia inferior a la
observada en los pacientes trasplantados sin infeccién por el VHC [225, 226]. En el estudio realizado
del registro de los pacientes con TH de la Sociedad Espafnola de Trasplante Hepatico la supervivencia
de los pacientes y del injerto en el caso de los trasplantados por VHC fue del 73% y 66% a los 3 afios,
67%y 59% a los 5 anosy 54% y 45% a los 10 afos, en comparacién con el 82% y 76% a los 3 afos, 78%
y71%alos5anosy66%y59% alos 10 afios, observado en los pacientes trasplantados y sin VHC [227].

Se puede concluir que mientras la supervivencia del trasplante en otras condiciones ha mejorado a
lo largo del tiempo, la supervivencia en el caso de los pacientes trasplantados con VHC, ha disminuido
o incluso no mejora en los ultimos afos [228,229].

Sin embargo, la historia natural de la recurrencia, es distinta segun la respuesta al tratamiento an-
tiviral. Hasta el momento hemos contado con el tratamiento con el IFN y RBD. De los estudios con
esta terapia cldsica, se deduce una mayor supervivencia en los pacientes con RVS. Es de esperar que

el panorama cambie radicalmente con la introduccién de los nuevos AAD contra la hepatitis C [230].

1.3.4. Prondstico en la hepatitis C recurrente postrasplante con los nuevos AAD.

La historia natural de la hepatitis C recurrente en el postrasplante va a experimentar importantes
modificaciones con la introduccién de los nuevos AAD, ya que a pesar de que van a existir pacientes
que no respondan a los nuevos tratamientos, las tasas de remision completa que se estan consiguien-
do actualmente estan préximas al 90%. El Unico factor que de un modo consistente va a conseguir
una modificacion de la historia natural de la hepatitis C recurrente es la terapia antiviral. Una RVS al-
canzada en el 90% de los pacientes con la nueva terapia antiviral, probablemente, se va a asociar a una

mejora de los hallazgos histopatolégicos, reduccion de las complicaciones relacionadas con el higado
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y por supuesto un aumento de la supervivencia (Figuras 15 y 16). Las variables que estan asociadas
con una buena respuesta al tratamiento serdn el tipo de tratamiento oral escogido y el tiempo de
administracién de ese tratamiento, el perfil genético, la adherencia al tratamiento, el grado de fibrosis
hepatica y el genotipo viral.

La recurrencia viral en el futuro pasara a ser un fenédmeno raro y que en pocas ocasiones observare-
mos, todo esto gracias a los nuevos tratamientos.Consecuencia de ello serd una menor experiencia de
los nuevos patélogos en el reconocimiento de las caracteristicas histolégicas de la recidiva viral. Aun
asi su reconocimiento serd un aspecto muy importante a la hora de decidir actitudes terapéuticas en

los pacientes trasplantados que podra determinar su supervivencia.
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Figura 15. Andlisis Kaplan-Meier que muestra la supervi-
vencia del injerto en pacientes con recurrencia del VHC
tratados y no tratados. En este andlisis, se toma como
tiempo 0,6 meses después de la recurrencia y los pacien-
tes se clasifican segun su historial de tratamiento a los 6
meses. Cuarenta de los 78 pacientes fueron tratados den-
tro de los 6 meses de la recidiva del VHC.

[Ref.231].

Figura 16. Supervivencia de los pacientes tratados desde
el trasplante (n=89), versus grupo de pacientes control no
tratados en el mismo periodo (n=75). La supervivencia de
los pacientes desde el trasplante fue mayor en los pacientes
tratados, comparada con el grupo control no tratado, con
supervivencia del 94%, 85%y 74% a los 3,5y 7 afos respec-
tivamente en los pacientes tratados y del 81%, 72% y 62%
respectivamente en el grupo de control (p=0,04).[Ref. 232].
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1.4.El Rechazo agudo en el TH por infeccion por el VHC.

1.4.1.Fisiopatologia del rechazo agudo en el TH por infeccion por el VHC.

Un concepto basico es que los leucocitos del donante trasplantado con el érgano, viajan a los teji-
dos linfoides del receptor tras la revascularizacién en el receptor. De igual modo ocurre a la inversa,
que los leucocitos del receptor penetran en el aloinjerto. Todo esto conduce al reconocimiento del
aloinjerto como extrafio tanto en el tejido linfoide del aloinjerto como en el del receptor. La masiva
migracion de leucécitos desencadena una cascada de acontecimientos que desarrolla cambios tanto
en el aloinjerto como en el receptor. Los leucocitos del receptor sensibilizados en el tejido linfoide
pasan al aloinjerto durante varios dias tras el trasplante, donde se unen a los leucocitos del receptor
sensibilizados en el aloinjerto para causar rechazo.

La secrecion de citoquinas y chemoquinas dentro del aloinjerto altera la expresion de MHC, molécu-
las de adhesion y coestimuladoras en varias poblaciones celulares dentro del higado.De este modo se
produce una retencién de células inflamatorias dentro del injerto, especialmente dentro de los espa-
cios portay en los tejidos perivenulares.En los momentos iniciales tras el trasplante, el objetivo prefe-
rente de la respuesta inmune es el epitelio biliar de los conductos biliares pequeios, el endotelio de
las venas centrolobulares y el endotelio de los espacios porta y de las ramas de la arteria hepatica (en
el rechazo grave).Todo esto es lo que conlleva a las caracteristicas histopatolégicas del RCA'y crénico
[233,234].Los mecanismos inmunoldgicos que actian contribuyendo a la lesién del injerto durante el
RCA incluyen la lesion mediada por anticuerpos y por el complemento, la linfélisis de las células T cito-
liticas (interacciones del Fas FasL) y la liberacién de moléculas efectoras y citoquinas desde diferentes
células inflamatorias (ie., TNF, proteina catidnica eosinofilica, especies reactivas del oxigeno). Todos
estos mecanismos efectores diferentes, lesionan el parénquima y las células endoteliales, lo cual a su
vez puede interferir con el flujo sanguineo y produce lesiones isquémicas [235, 236]. La prevalencia 'y
la gravedad tanto de la inflamaciéon como de la lesiéon se utilizan para graduar el RCA histopatolégica-
mente. La lesién microcirculatoria mediada inmunolégicamente y un flujo arterial débil o la trombosis
tienen el potencial de causar el dafio mas significativo. Comparado con el aloinjerto de otros érganos
sélidos, es poco frecuente que el RCA conduzca a la fibrosis del injerto y al rechazo crénico [237].

De forma esquematica, podemos dividir los estadios del rechazo del injerto en tres fases:
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A) Una primera fase en la que se desarrolla la presentacién de aloantigenos del injerto y el recono-
cimiento de estos antigenos por linfocitos T del receptor (via directa y via indirecta). (Figura 17).

B) Una segunda fase en la que se produce una activacion de células T y liberacion de citoquinas.

C) Una tercera fase o fase final en la que se produce un reclutamiento y activaciéon de células efec-
toras, las cuales median el dafio a determinados objetivos dentro del injerto.

A) Presentacién de aloantigenos:en la primera fase, la parte central de este proceso es la interaccién
antigeno especifica entre el receptor de células T expresado en la superficie de los linfocitos T y las
moléculas de MHC expresadas en la superficie de las células presentadoras de antigeno del injerto.
Las células dendriticas son las principales células presentadoras de antigeno MHC clase Il y estan loca-
lizadas en las areas portales y en menor medida en la zona 3 (acinar) en el parénquima hepatico [238,
239]. Existen dos vias principales de presentacién de antigeno, via directa y via indirecta de presen-
tacion antigénica [240]. En la primera (via directa) ante un daio inflamatorio como la propia cirugia
y la isquemia que sufre el 6rgano trasplantado, las células presentadoras de antigeno y en especial
las células dendriticas (DCs) (las células presentadoras de antigenos mas importantes) donantes pre-
sentes en el injerto, maduran y emigran via aferente o a través de la sangre a érganos linfoides de
drenaje del injerto. Alli presentan péptidos alogénicos y MHC del donante a las células T alorreactivas
preexistentes del receptor [241, 242]. Estas células T del receptor son en su mayoria, pero no exclu-
sivamente, linfocitos CD4 (colaboradores) reactivos a los antigenos MHC de clase Il [243]. Esta es la
principal via que se ve implicada en el periodo postrasplante inmediato. Posteriormente se produce
una via indirecta de presentacion en la cual las CPA del receptor captan y procesan los antigenos MHC
del donante y los presentan en el contexto del MHC del receptor a los linfocitos T del receptor [241,
244]. Esta via indirecta parece importante en mantener en curso una respuesta inmune persistente.
Es posible que la via indirecta de presentacién antigénica suponga un débil estimulo para el rechazo,
dado que la eliminaciéon de las DC donantes del injerto, que eliminaria la via directa de presentacién,
es suficiente para prevenir el rechazo [241, 245]. Posiblemente la via directa predomine en el postras-
plante inmediato siendo el factor mas importante del RCA, dada la rdpida migraciéon de las DC del
injerto expresando antigenos del donante a los 6rganos linfoides secundarios, donde encuentran los

linfocitos T aloespecificos [246].

T
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Figura 17. Vias de presentacion directa e indirecta de los antigenos. En la presentacion directa, el antigeno es presentado en el
contexto HLA de la célula presentadora de antigenos (CPA) del donante, mientras que en la presentacion indirecta, el antigeno
es presentado por la CPA del receptor en el contexto del HLA del receptor.

Las interacciones que implican a antigenos CD4 y el complejo MHC expresado por células presentado-
ras de antigeno “profesionales” estan primariamente implicados en las fases iniciales de reconocimiento
del injerto. Las células de Kupffer también expresan antigenos MHC clase Il y se pueden también ver en-
vueltas en la presentacion de antigenos a células T CD 4 positivas.

B) Activacion de células Ty liberacién de citoquinas:En una segunda fase, la union de receptores de células
T a antigenos MHC, desencadena una cascada de acontecimientos de sefalizacién intracelular que permi-
ten la respuesta de células T que se activan y proliferan, con la subsiguiente migracién de estas células en el
injerto hepatico. Alli estas células secretan citoquinas promoviendo funciones efectoras no solamente de
linfocitos T sino también de otras células efectoras, tales como macréfagos, células NK 'y otras células infla-
matorias.Hay dos subtipos principales de células T CD4 que son las Th1y las Th2 [240]. A las células Th1 las
induce la IL-12 y el interferon gamma (IFN-gamma) para secretar IL-2, factor de necrosis tumoral B (TNF-B)
e IFN-gamma.Todas estas citoquinas tienen diferentes efectos pro-inflamatorios induciendo la activacion

de linfocitos T citotdxicos, activacion de macréfagos y la regulaciéon de moléculas que intervienen en una
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mayor activacién de células T. Las células Th2 son estimuladas por la IL-4 para secretar IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13.Las células Th2 estimulan a las células B para que produzcan anticuerpos y también acti-
van a eosinéfilos y mastocitos. La citoquina de la célula Th1,IFN-gamma tiene un efecto inhibidor en la
proliferacion de células Th2 y para la secrecion de citoquinas. Al contrario, la citoquina IL-10 producida
por las células Th2 tiene un efecto inhibidor sobre la proliferaciéon de células Th1y sobre la secrecién
de citoquinas. La interrelacién existente entre las citoquinas de las células Th1 y Th2 y el balance
entre estas, es algo que esta intimamente relacionado con el rechazo del injerto, de tal modo que se
ha observado que la expresién de citoquinas de las células Th1 dentro del injerto estd tipicamente
asociada con el rechazo, mientras que las citoquinas de las células Th2 parecen estar involucradas con
la aceptacién del injerto. Sin embargo a pesar de la especificidad y el significado funcional de Th1y
Th2, hay respuestas que no estan claras en el contexto del trasplante hepatico de humanos [240, 247].

C) Reclutamiento y activacion de células efectoras: existe una tercera fase o fase final en la que se
produce un reclutamiento y activacién de células efectoras, las cuales median en el dafio a determina-
dos objetivos dentro del injerto. Estos mecanismos los podemos agrupar en 4 tipos (Figura 18).

El dafo antigeno especifico a las células del injerto esta mediado por linfocitos T.En estudios inmu-
nohistoquimicos se ha demostrado que las células T predominan en los infiltrados del injerto. Se ha
identificado una poblacién mixta de células CD4 y CD8 positivas en diferentes proporciones [234]. Las
células CD8 positivas, parecen estar especialmente involucradas en la mediacién de la lesién celular
tanto del epitelio biliar como del endotelio vascular [248] y son el componente celular predominante
encontrado en los infiltrados de los parénquimas, especialmente en las zonas perivenulares y en casos
de rechazo crénico [234]. Linfocitos activados CD8+ pueden interactuar directamente con moléculas
MHC clase | expresadas en las células del injerto desencadenando la apoptosis de estas células. Se
han identificado dos vias principales por medio de las cuales las células T inducen apoptosis [249]: a)
La primera implica la sintesis y secrecién de granulos citoliticos que contienen perforina, granzimas
y granulsina. Estos granulos unidos a la células dianas, desencadenan la apertura de poros que ter-
minan por activar la via de las caspasas la cual desencadena la apoptosis de la célula diana; b) La se-
gunda via implica la interaccién entre el ligando Fas el cual esta sobreregulado en la superficie de las

células T,y el Fas expresado en la superficie de las células dianas. La sobreregulacién de la expresién

- I
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del Fas, muy probablemente inducido por la liberacién de citoquinas por parte de células T activadas,

se ha demostrado en hepatocitos, en células endoteliales (sinusoidales y vascular) y en células de los

conductos biliares en injertos hepaticos con rechazo [250, 251]. Todos estos cambios estan asociados

con la infiltracion del injerto por linfocitos con ligando Fas positivos y terminan en un aumento de la

apoptosis de los hepatocitos y del epitelio biliar [251, 252].

Algunas de las citoquinas que son liberadas por linfocitos T activados, pueden terminar dafiando estructuras

adyacentes de una manera antigeno no especifica. Ademas las citoquinas resultantes de las células T tienen

un efecto llamada sobre otras células inflamatorias como son los neutréfilos, eosinéfilos, macréfagos y células

NK.Todas estas células pueden también incrementar el dafio mediado por células T a estructuras diana de una

forma no antigeno especifica [236, 253].
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Figura 18. Fisiopatologia de los factores de iniciacién implicados en el rechazo de los
6rganos solidos. Se muestran los factores implicados en el desarrollo del rechazo agu-
do de los érganos sélidos.

El proceso de rechazo agudo del aloinjerto, comienza con la activacién de células T
CD 4y CD 8 través de la interaccién con CPA del donante y del injerto (denominado
aloreconocimiento directo e indirecto, respectivamente). Tras la activaciéon de células
T CD 8y en menor grado células T CD 4, estas destruyen directamente tanto los vasos
sanguineos como el parénquima. Las células T CD 4 del injerto, contribuyen ante todo
al rechazo agudo a través de la produccién de citoquinas que activan macréfagos y
neutrofilos. Estas células innatas, atacan y producen la lisis de las células del injerto. La
combinacidn entre linfocitos y células innatas dirigidas contra la destruccion del injer-
to, tienen como consecuencia la disfuncién y rechazo agudo del aloinjerto.
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En relacién con los factores humorales del rechazo, de la misma manera que se han visto implicados
en el desarrollo de una forma modificada del RCA en el periodo postrasplante inicial, se ha observado
que estan implicados en la mediacién de la lesion de las células del epitelio biliar y del endotelio vascu-
lar en el rechazo crénico del injerto hepatico [254].

Por ultimo, se ha observado que la isquemia puede ser muy importante en el rechazo del injerto hepa-

tico, en la mediacion del dafo celular de los conductos biliares asi como en el de otras estructuras [255].

1.4.2. Aspectos morfologicos del RCA en el trasplante hepatico por el VHC.

El RCA se puede definir como una lesiéon de mediaciéon inmune dirigida contra el injerto hepatico
y caracterizada por infiltrados celulares, principalmente presentes en las dreas portales y asociados
con lesion de los conductos biliares y estructuras vasculares [248, 251]. Los cambios inflamatorios se
ven también frecuentemente en el parénquima hepdtico, principalmente alrededor de las vénulas he-
paticas terminales. La mayoria de los casos se producen en el periodo postrasplante inmediato y son
sensibles a la inmunosupresion [256]. Debido a que el diagndstico esta basado principalmente en el
hallazgo histopatolégico de infiltrados celulares en el higado, el término rechazo celular se usa muy
frecuentemente como una alternativa al término rechazo agudo. Otros términos que han sido usados
son, rechazo no ductopénico, rechazo sin pérdida de conductos, rechazo inicial y rechazo reversible.
El RCA es la forma mas frecuente de rechazo del injerto hepdtico. La incidencia varia segun como sea
definido, o en base de rechazo clinicamente significativo (por ej.rechazo que se acompafna de disfun-
cion del injerto y que necesita inmunosupresion adicional) o en base a las alteraciones histolégicas. El
rechazo clinicamente significativo se produce en aproximadamente el 20-40 % de pacientes, mientras
que las anomalias histoldgicas se pueden ver en el 80 % de las biopsias obtenidas por protocolo y
realizadas alrededor del final de la primera semana posterior al trasplante [257-259]. La incidencia del
rechazo clinicamente significativo parece haber disminuido, probablemente debido a mejorias en la
terapia inmunosupresora. Se ha observado una mayor incidencia de RCA en pacientes en los que se
realiza un trasplante por enfermedad autoinmune [260, 261] y en aquellos pacientes trasplantados
por hepatitis C [262]. En el caso de los pacientes con hepatitis C, la mayor incidencia de rechazo po-

dria reflejar una diferente pauta de inmunosupresion y la valoracién de las biopsias postrasplante en
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pacientes trasplantados por hepatitis C. Por el contrario, se ha documentado una incidencia menor de
RCA en pacientes sometidos a trasplante por enfermedad hepatica alcohdlica e infeccidon por hepati-
tis cronica B.

Las biopsias hepaticas con RCA muestran varias combinaciones de diagnésticos basados en la tria-
da portal, ilustrados inicialmente por Snover et al [263], y posteriormente confirmado en otros estu-
dios de biopsias hepaticas [233, 264-270]. En los ultimos afios ha habido un aumento del interés en
el conjunto de cambios que afectan las vénulas hepaticas terminales y el parénquima que las rodea.
En relacién a las lesiones de los espacios porta en el RCA, los tres componentes de la triada diagnds-
tica son: 1) la inflamacién portal que es constituida predominantemente por un infiltrado inflama-
torio mononuclear, aunque puede tener componente mixto que integra, blastos o linfocitos activos,
neutrofilos y eosindfilos; 2) la inflamacién venular subendotelial (también conocida como endotelitis,
endoteliitis o endotelialitis), de las vénulas de los
espacios porta y/o vénulas hepaticas terminales
(Figura 19) y; 3) la lesién e inflamacion de los con-
ductos biliares (Figura 20). Como criterio diagnés-
tico minimo, seran necesarios por lo menos dos de
estas tres caracteristicas para realizar el diagnosti-
code RCA [270,271].Las lesiones inflamatorias que

se producen en el RCA pueden mostrar una con-

siderable variaciéon en la intensidad en diferentes
partes de una misma biopsia. Por este motivo es
recomendable el realizar cortes seriados, hasta que
se lleguen a valorar un minimo de cinco espacios
porta [270]. El diagnéstico tendrd un soporte mas
fuerte si mas del 50% de los conductos o de las vé-

nulas hepaticas terminales estdn danadas o si se

puede observar de modo inequivoco endotelitis de

Figura 20. Lesion de conducto biliar.

la vénulas de los espacios porta o de las vénulas
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hepaticas terminales. La evidencia histopatoldgica de lesiéon grave, que ademas se usa para realizar
una graduacién histopatolégica, incluye:inflamacién peri-venular, necrosis centrolobular, arteritis y la
formacion de puentes entre zonas centrolobulares de tipo necrético/inflamatorio [237,271].

Infiltrado inflamatorio Portal: Los infiltrados encontrados en el RCA, se encuentran mas frecuen-
temente en los espacios porta y alrededor de las vénulas centro-lobulares. Inicialmente la inflamacién
portal es linfocitica [269]. En el momento en que el rechazo se presenta clinicamente suele existir ya
un infiltrado mixto incluidos linfocitos (la mayoria linfocitos T), blastos activados y células CD8+, que
frecuentemente, rodean e invaden los conductos biliares lesionados [234, 248]. Las células B general-
mente constituyen una pequefia proporciéon de los infiltrados celulares. Los macréfagos y otros leuco-
citos también estan presentes y pueden predominar en casos agudos de rechazo grave [234,248,272].
Estos infiltrados los podemos encontrar de una manera mas atenuada en aquellos casos en los se esta
sometiendo al paciente a tratamiento con corticoides o con régimen inmunosupresor de depleccién
linfocitica. La presencia de grandes cantidades de eosindfilos puede ser Gtil a la hora de identificar
formas mas severas de rechazo que es menos probable que responda a terapia inmunosupresora
adicional [273,274].La presencia de una marcada hepatitis de interfase ha de considerarse como una
caracteristica de RCA mds grave [270, 275]. Muy raras veces se observan granulomas en el RCA [276].

La zona de la placa limitante es una zona que por lo general no presenta complicaciones en casos
de RCA inicial leve y moderado. Sin embargo, en los casos de RCA grave, se observan signos de activi-
dad del infiltrado inflamatorio en los sinusoides peri-portales. En los casos de RCA tardio (>100 dias),
se suele presentar mas actividad de “interfase”y son situaciones que son mas dificiles de distinguir de
la hepatitis crénica [277]. El RCA se puede asociar también con un ligero incremento de los linfocitos
en los sinusoides.

Lesion de los conductos biliares: La lesion inicial de los conductos biliares, probablemente esta me-
diada por linfocitos, aunque segun evoluciona y es clinicamente evidente hay generalmente un infil-
trado mixto, que en muchos casos incluye un infiltrado marcado de neutrofilos [278]. Tipicamente la
afectacion se produce en pequenos conductos biliares, generalmente menores de 30 um de didmetro.
Los conductos biliares normalmente estan rodeados y focalmente infiltrados por células inflamatorias,

encontrandose linfocitos por dentro de la membrana basal. La evidencia histopatolégica de la lesion de
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las células del epitelio biliar se puede observar en:la relaciéon nucleo/citoplasmatica, cambios degenera-
tivos en la forma de vacuolizacién citoplasmatica, picnosis/cuerpos apoptéticos, mitosis y presencia de
nucleolo. La eosinofilia citoplasmatica y la multinucleaciéon son generalmente signos de lesion crénica.
La rotura de la membrana basal suele indicar una lesién grave de los conductos biliares. En aquellos
casos en los que la inflamaciéon es muy intensa, puede ser que se produzca como un borrado de los
conductos biliares y puede ser dificil el identificarlos en cortes de rutina, en estos casos, a veces hay
que demostrar la presencia de conductos biliares por medio de citoqueratinas [279]. En algunos casos
la presencia de gran numero de neutroéfilos, incluyendo agregados de polimorfonucleares en la luz de
los conductos biliares puede imitar un cuadro de una colangitis infecciosa ascendente. En los pacientes
con RCA se pueden observar gran numero de neutréfilos en muestras de bilis [280]. La presencia de
granulomas portales y/o peribiliares no son una caracteristica ni del RCA ni del crénico. Cuando obser-
vamos granulomas habra que sospechar otras causas distintas del rechazo como causantes de lesion de
los conductos biliares como la cirrosis biliar primaria (CBP), una coinfecciéon de hongos o micobacterias,
sarcoidosis o hepatitis C recurrente. Con cierta frecuencia podemos observar una reaccién ductular en
biosias con caracteristicas de RCA [263, 281] y esto puede ser en parte la respuesta a otros cambios de
los espacios porta, especialmente la lesion de los conductos biliares [279].

Inflamacion venular: Podemos observar inflamacién venular en ramas portales y de venas hepaticas.
En casos iniciales o leves hay afectacion focal linfoide de la superficie luminal de las células endoteliales.
En los casos mas graves hay infiltracion subendotelial,asociado a elevacién y a veces rotura de las células
endoteliales. Las células asociadas con lesion endotelial son en su mayoria linfocitos,aunque también se
puede ver un infiltrado mixto similar al que vemos en los conductos biliares. En la mayoria de los casos
la inflamacién endotelial afecta a pequenos segmentos de los vasos. La afectacion de la circunferencia
entera de la vénula se produce generalmente en aquellos casos de rechazo grave.La inflamacién venosa
endotelial, generalmente es considerada como la caracteristica mas especifica de rechazo del injerto.Sin
embargo no la encontraremos siempre de una forma constante, especialmente en aquellos casos que se
producen mas alla del periodo postrasplante inmediato [269, 282]. La inflamacién endotelial también se
puede observar en otras situaciones en las que existe infiltrado inflamatorio de los espacios porta o del

parénquima hepatico tales como hepatitis virales, CBP y procesos linfoproliferativos [283, 284].
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Arteritis: Se han documentado casos de lesiones arteriales tales como inflamacién endotelial y
necrosis fibrinoide que raras veces se observan en biopsias con aguja tipo Trucut y cuando se han
observado se han documentado como un signo de lesién grave [269, 285]. La arteritis inflamatoria y/o
necrotizante es un hallazgo bastante infrecuente y de hecho los vasos que mas frecuentemente se
encuentran afectados son los vasos localizados en el hilio, vasos que nunca se encuentran en biopsias
con aguja.Ya en estudios angiograficos se ha observado una atenuacién de arterias de calibre media-
noy grande, lo que indica que estos vasos se ven afectados en el caso del RCA [286].El reconocimiento
histopatoldgico de la arteritis en biopsias periféricas por aguja es algo que es dificilmente reproduci-
ble [287]. Por lo tanto la arteritis inflamatoria generalmente no se incluye en los sistemas de gradua-
ciéon,a menos que de un modo totalmente inequivoco se identifique una rama arterial conteniendo la
ldmina eldstica interna. Si se identifica de un modo inequivoco la presencia de arteritis, se graduara la
biopsia como un RCA grave.

Cambios en el parénquima hepatico: En relacion a los cambios en el parénquima, las lesiones de-
bidas a inflamacién lobular son un conjunto de cambios que afectan principalmente a las vénulas he-
paticas y el parénquima que las rodea [288, 289]. En algunos casos puede darse una hepatitis lobular
mas difusa [290, 291]. Otros términos que se han usado para denominar estos cambios son, venulitis
central, necrosis centrolobular, alteraciones centrolobulares y fase hepatitica del rechazo.

En unafase final de este espectro, que generalmente se observa en las biopsias postrasplante inicia-
les, la inflamacién endotelial de la vénula hepatica es una caracteristica prominente. En estas situacio-
nes los cambios portales de RCA también estan presentes generalmente con un grado moderado en
cuanto a la severidad. El diagndstico y la graduaciéon del RCA en estos casos es relativamente sencillo.
Sin embargo, en otros casos como sucede en el postrasplante tardio, las lesiones centrolobulares ne-
croinflamatorias tardias se producen sin que exista una inflamacién de la vena hepatica significativa y
a veces también con minimos o leves cambios inflamatorios portales. En estos ultimos casos el diag-
nostico de rechazo es menos facil poderlo establecer y se tienen que barajar otras causas de lesiéon
centrolobular. En algunos casos la inflamacién endotelial de las vénulas hepaticas se puede asociar a
lesiones veno-oclusivas [292,293],y esto puede terminar dando focos de congestidén y necrosis veno-

oclusiva. Las lesiones necroinflamatorias y las lesiones hepdticas veno-oclusivas pueden estar asocia-
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das con el desarrollo de fibrosis del parénquima [293, 294].

Hay un infiltrado inflamatorio parecido al del rechazo, similar al que se observa en los espacios porta,
gue se puede también observar en el tejido conjuntivo y en los sinusoides peri-venulares que rodean
las venas hepdticas terminales / centro-lobulares. A este aspecto se le ha referido como “perivenulitis
central” [277], ésta estd presente en mas del 30% de los episodios de RCA. Este aspecto es mas fre-
cuente en el periodo tardio (> 100 dias) tras el trasplante. La presencia de lesiones necroinflamatorias
perivenulares indican una forma mds grave de RCA, el cual es menos probable que responda ainmuno-
supresion y es mas probable que progrese a rechazo crénico. En muchas situaciones, parece que estos
casos estén presentes en fases iniciales del rechazo crénico antes de que la pérdida de los conductos
biliares sea evidente: el reconocimiento de este proceso y la instauracion de una terapia inmunosupre-
sora adecuada puede prevenir la progresién a cambios irreversibles del rechazo crénico. [295].

Otras lesiones del parénquima hepatico: Otras alteraciones del parénquima que frecuentemente
podemos observar en asociacién con el RCA incluyen la colestasis, la tumefacciéon citoplasmatica, los
cambios grasos y la formacion focal de cuerpos apoptéticos. Estas lesiones normalmente son mas evi-
dentes en las zonas perivenulares y en algunos casos pueden estar relacionadas de un modo casual
con el RCA; hay un estudio que ha demostrado la asociacién entre la severidad de la colestasis y la
gravedad de las lesiones de los conductos biliares en las biopsias postrasplante inmediato [268]. Sin
embargo en las biopsias del postrasplante inmediato, la mayor parte de las lesiones en el parenquima
estan relacionadas con alteraciones de preservacion/reperfusion [296, 297]. En los casos en los que
hay necrosis de la zona e inflamacién, es probable que las lesiones del parénquima estén relacionadas
con el rechazo, incluso si los cambios tipicos portales no son evidentes [289, 298].

Graduacion del Rechazo en el TH: Existen varios y bien conocidos sistemas de graduacién para el
RCA, que fueron integrados en el esquema de Banff, por el grupo de trabajo de Banff. Este grupo esta
constituido por reconocidos expertos en la patologia del trasplante hepatico, hepatologia y cirugia
de los principales centros de trasplante hepatico de Norte América, Europa y Asia [270]. Es un siste-
ma ampliamente utilizado, simple, facil de aplicar y reproducir en el que de un modo cientificamente
correcto se ha podido demostrar que tiene un significado pronéstico tanto en estudios prospectivos [237]

como retrospectivos [299]. El esquema de Banff incluye unos grados descriptivos que son, indeterminado,



Algoritmo clinico-patolégico para establecer
el diagnéstico diferencial entre rechazo celular agudo
y hepatitis C recurrente en el trasplante hepdtico

leve, moderado y severo (Tabla 4) y un indice semicuantitativo rejection activity index (RAI) (Tabla 5).[270].

RAIl se incluyé porque este era parte del sistema de graduacién europeo [300] y el equivalente con-
ceptual de indice de actividad hepatitico [301]. EI RAI puntda de un modo semicuantitativo la pre-
valencia y la severidad de otras caracteristicas histopatoldgicas separadas en una escala de 0 a 3:la
inflamacién portal, la lesion de los conductos biliares y la inflamaciéon subendotelial. Los diferentes
componentes se afiaden juntos para una puntuacién total de RAI. En general, hay una correlacion di-
recta entre la puntuacion total de RAl y el grado descriptivo de rechazo asi como con un aumentado
riesgo del RCA persistente/recurrente, con el rechazo crénico o con el fallo del injerto [237]. Los rangos
entre los que se maneja la puntuacién de RAI son, RCA indeterminado (1-2), leve (3-4), moderado (5-6)
y grave (>6).Lo maximo que se puede llegar a alcanzar en la puntuacién de RAIl es “9 pero este es un
valor que es muy raro observar en las biopsias [237]. La mayor parte de los procesos de RCA son leves,
tienen un indice total de RAl inferior a 6, responden al aumento de la inmunosupresién y en biopsias
posteriores no presentan una fibrosis significativa, ni pérdida de conductos biliares o arteriopatia [237].
El fallo hepatico desde que se produce un RCA es algo inusual.

Rechazo agudo tardio:

Otra forma de rechazo, es el rechazo agudo tardio, que se produce meses después del trasplante.En
varios estudios se han demostrado ligeras diferencias del RCA tipico que se produce al poco tiempo

del trasplante [277]. El inicio tardio del rechazo agudo se caracteriza generalmente por unos pocos

Evaluacién global Criterios
1.Indeterminado Infiltrado inflamatorio portal que no cumple los criterios para el diagndstico
de rechazo agudo.
2.Leve (Grado ) Infiltrado de rechazo leve, en una minoria de los espacios porta y limitado
a los mismos.
3.Moderado (Grado II) Infiltrado de rechazo que afecta a la mayoria o a todos los espacios porta.
4.Severo (Grado Ill) Infiltrado de rechazo como en el Grado Il, que se extiende a las dreas periportales
y/o inflamacién perivena centrolobulillar moderada a severa asociada a necrosis

hepatocitaria perivena centrolobulillar.

Nota: la evaluacién global del grado de rechazo se hace en una revisiéon de la biopsia y después de realizar el diagndstico de rechazo.

* La descripcion verbal del rechazo agudo como leve, moderado o severo se podria etiquetar también como grados |, Il y lll respectivamente.

Tabla 4. Terminologia descriptiva de los grados de rechazo agudo. [Ref. 270].
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linfocitos blasticos, actividad de “interfase’; menos inflamacién venosa subendotelial, una mayor inci-
dencia de inflamacion peri-venular y una mas discreta actividad lobular. Este perfil de rechazo agudo
tardio hace que las biopsias sean mas semejantes a la hepatitis crénica [277]. El rechazo agudo tardio
se puede presentar exclusivamente o predominantemente con inflamacién perivenular y destruccién
hepatocitaria con minimos o incluso sin cambios portales (perivenulitis central aislada) [256,302,303].
Todos estos casos pueden evolucionar posteriormente hacia formas tipicas de rechazo crénico con
ductopenia y fibrosis perivenular. Consecuencia de un dafno grave de la zona peri-venular se pue-
de terminar desarrollando una fibrosis perivenular y un sindrome clinico del tipo enfermedad veno-

oclusiva o Budd-Chiari [291]. Los criterios de Banff propuestos anteriormente [270] deberian usarse

Inflamacion portal (puntuacion de 1 a 3):

1. Infiltrado inflamatorio predominantemente linfocitario que afecta a una minoria de los espacios porta y que no los expande.
2. Expansion de la mayoria o de todos los espacios porta por un infiltrado mixto que incluye linfocitos en ocasiones blastos,
neutrofilos y eosinofilos.

3. Expansiéon marcada de la mayoria o de todos los espacios porta por un infiltrado mixto que incluye numerosos blastos y

eosinofilos y, con extension del infiltrado al &rea periportal.

Lesion inflamatoria de los conductos biliares (puntuacion de 1 a 3):

1. Una minoria de los conductos estéan infiltrados por células inflamatorias y muestran Unicamente cambios reactivos como
un aumento de la reaccién nucleo-citoplasmatica de las células epiteliales.

2. La mayoria o todos los conductos estan infiltrados por células inflamatorias.En mas de un conducto se identifican cambios
degenerativos como pleomorfismo nuclear, polaridad alterada y vacuolizacion citoplasmética del epitelio.

3. Como en el apartado 2, pero la mayoria o todos los conductos muestran cambios degenerativos o distribucion luminal focal.

Inflamacion endotelial venosa (puntuacion de 1 a 3):

1. Infiltrado linfocito subendotelial que afecta a algunos, pero no a la mayoria de las vénulas portales y/o centrolobulillares.
2. Infiltrado subendotelial que afecta a la mayoria o a todas las vénulas portales y/o centrolobulillares.

3. Como en el apartado 2, con una inflamacion perivenular moderada o severa que se extiende al parénquima perivenulary

se asocia a necrosis hepatocitaria perivenular.

Nota: la puntuacion total = la suma de los componentes. Los criterios que se pueden usar para puntuar las biopsias hepéticas del aloinjerto con rechazo
agudo, son los definidos en el World Gastroenterology Consensus Document.
* El indice de actividad de rechazo (RAI) es la suma de las puntuaciones para cada uno de los tres componentes del rechazo agudo. RAI = 4 (leve), RAl = 6

(moderado o severo).

Tabla 5. Esquema de graduacién de Banff para el rechazo agudo. [Ref. 270].
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para graduar el rechazo agudo tardio, a no ser que se presente como una perivenulitis central aislada.
Para estos casos en los que solamente hay una perivenulitis centrolobular, se ha recomendado cuatro
grados de graduaciéon: minimo/indeterminado, leve, moderado y grave [277] (Tabla 6).

Los casos de tipo “minimo/indeterminado” y “leve’; pueden solucionarse de un modo espontdneo
[303]. Pero los casos de inflamacién peri-venular mas graves muy probablemente necesiten de trata-
mientos mas agresivos, aunque no se han ralizado estudios prospectivos [304, 305].

La administracién de inmunosupresion antes de la realizacion de las biopsias puede hacer que la
interpretacion de las mismas sea mas complicada por la resolucién parcial o completa de algunos de
los aspectos morfolégicos. Asi, la inflamacién venosa subendotelial es algo que puede desaparecer en
24 horas. El tratamiento antes de la biopsia, es algo que también puede contribuir a la tumefaccién
citoplasmatica y a la colestasis canalicular lo que puede crear una mayor confusién. En general se ne-
cesitan 7-10 dias de tratamiento para resolver los cambios del RCA.

Morfolégicamente el diagndstico diferencial, plantea menos problemas en el primer mes postras-
plante, donde es raro encontrar otras causas de inflamacion del injerto. Mas dificil es realizar el diag-
nostico diferencial mas alla del periodo postrasplante inicial donde hay otras causas de inflamacién
del injerto que pueden ser mas comunes. Muy importante entre estas es la hepatitis C, aunque hay
otras causas asociadas a la presencia de infiltrado inflamatorio portal como la hepatitis autoinmune
(recurrente o adquirida) y procesos linfoproliferativos asociados al virus Epstein-Barr. Ademds de la
clasica triada diagndstica descrita, una caracteristica util sefialada para diagnosticar RCA es la pre-
sencia de un componente inflamatorio mixto, el cual es raro encontrarlo con una cierta intensidad en
cualquiera de las otras situaciones que ocasionan inflamacién en el injerto. Otro problema que surge
con el rechazo tardio, es que el rechazo en si puede tener distintas caracteristicas entre las que se
incluyen el tener una inflamacién venosa endotelial poco prominente y cambios lobulares mas mar-
cados, incluyendo cambios de tipo hepatitico [282,306]. En aquellos casos en los que la proliferacién
ductular es claramente prominente, debe considerarse la patologia del tracto biliar, particularmente si
existe un edema portal y un infiltrado inflamatorio desproporcionadamente rico en polimorfonuclea-
res neutrofilos. Cuando una obstruccién biliar es clara, se puede descartar facilmente con el estudio

de imagen, pero en ocasiones tenemos cambios sutiles que pueden ser consecuencia de alteraciones
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1.4.2. Aspectos morfolégicos del RCA en el
trasplante hepatico por el VHC

isquémicas incipientes, con lesién de los conductos biliares, en las que el diagndstico radiolégico no
es evidente. Las caracteristicas biliares también pueden ser el componente humoral de un rechazo
agudo. [295].

El diagnéstico de rechazo agudo debe realizarse en base a todos los aspectos morfolégicos des-
critos, teniendo en consideracion las informaciones clinicas y también teniendo en consideracion el
periodo postrasplante en que se ha realizado la biopsia.

Demetirs AJ et al,comprobaron en un estudio prospectivo criterios que identificaban rechazos agu-
do clinicamente significativos en el contexto de una VHC recurrente. Estos criterios fueron: 1) Infla-
macién portal con destruccién de los conductos biliares por la inflamacion en el 50% o mas de los
conductos biliares y; 2) inflamacién mononuclear perivenular que afecta al 50% o mas de las vénulas
hepaticas terminales, con componente de necrosis hepatocitaria y/o dropout [307].La mayoria de es-
tos casos se graduan como rechazo moderado segun los criterios de Banff [307].En estos casos, el RCA
se debe de colocar como el cuadro predominante. Normalmente, en estos casos los niveles de ARN
de VHC en sangre periférica son relativamente bajos (< de 5 millones IU/ml). En estas circunstancias,
la identificacién del rechazo es relativamente sencilla ya que en estudios prospectivos, estas carac-
teristicas son mds propias de un rechazo moderado. El problema surge cuando se solapan aspectos
morfoldgicos de ambos procesos (recidiva viral y RCA) o cuando las manifestaciones histopatolégicas
del RCA son leves o incipientes. En estos ultimos casos, los aspectos que observamos no permiten

una definicidn concreta de la patologia, ya que no conseguimos determinar la verdadera importancia

Minimo/Intermedio Inflamacidn perivenular que afecta a una minoria de las venas centrolobulares
con pérdida focal de hepatocitos perivenulares sin necrosis confluente perivenular.

Leve Como el minimo / indeterminado pero que afecta a la mayoria de las vénulas
centrolobulares.

Moderado Como el leve, con al menos destruccidn hepatocitaria focal confluyente
y leve / moderada inflamacién sin puentes de necrosis.

Grave Como el moderado, con destruccién confluyente e inflamacion que afecta a la ma-

yoria de las vénulas centrolobulares con necrosis en puente entre vénulas centrolobulares.

Tabla 6. Tabla de grados del rechazo agudo tardio. [Ref. 277].
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y significado de las caracteristicas morfolégicas que observamos. Sélo si pudiésemos saber el valor
individual que debemos dar a las caracteristicas morfolégicas que observamos, de modo que consi-
guiésemos definirlas dentro de una determinada patologia, podriamos clasificar y diagnosticar las
diferentes patologias. Al patélogo el problema real le surge cuando estd observando caracteristicas
morfoldgicas que pueden observarse en varias patoldgias y no sabe realmente que valor atribuir al
conjunto de los aspectos morfoldgicos ni a cada una de estos aspectos morfolégicos de modo indivi-
dual en el momento de establecer el diagndstico de una determinada patologia.

El diagndstico histopatoldgico de las enfermedades se basa en la valoracion e interpretacién de un
conjunto de caracteristicas morfolégicas que observamos. El diagnéstico diferencial con otras pato-
logias se establece porque vemos que la suma de esos aspectos morfolégicos son mas caracteristicos

de la patologia que estamos diagnosticando que de otras.

1.5. Solapamiento que existe entre la morfologia del RCA y la morfologia de la hepatitis C re-
currente postrasplante.Tabla 7.

Este es un problema dificil y que frecuentemente nos encontramos, con las consiguientes implica-
ciones terapeuticas dificiles de determinar en un momento concreto [308]. Como ya se ha comentado,
un aumento de la inmunosupresion puede acelerar la fibrogénesis en los pacientes con VHC crénica o
incluso desencadenar una hepatitis colestatica. Al contrario, en los casos de RCA tratados con interfe-
rén por sospecha de recidiva de hepatitis C, la enfermedad puede progresar a rechazo crénico.

Lainflamacién portal de células mononucleadas, asi como la colangitis linfocitica son caracteristicas
de la hepatitis crénica, asi como de la mayoria de los casos de RCA tardio. Sin embargo, en estos casos
de RCA tardio, el infiltrado portal tiende a tener una distribucién mas difusa tanto en el espacio porta
como en el resto del parénquima, al contrario de lo que suele suceder en los casos de hepatitis cro-
nica donde el componete inflamatorio se dispone mas formando agregados nodulares en el espacio
porta.En el RCA tardio y en el rechazo crénico, la colangitis linfocitica y/o los cambios de senescencia
del epitelio biliar respectivamente, afectan generalmente a la mayoria de los conductos biliares [308].
Cuando la venulitis centrolobular afecta también a la mayoria de las vénulas centrolobulares, favorece

el diagnoéstico de rechazo.Cuando las lesiones afectan a una minoria de los conductos biliares, el diag-

- I



l.Introduccion
I.5. Solapamiento que existe entre la morfologia del RCA
y la morfologia de la hepatitis C recurrente postrasplante

noéstico es mds a favor de una hepatitis, sea esta aguda o crénica. Aspectos que en cierto modo son
claves tanto para el diagnéstico de hepatitis cronica como aguda son: la actividad necroinflamatoria,
asi como la actividad de interfase de tipo ductular, ya que estos son aspectos mas prevalentes y mas
intensos que los observados en el rechazo. Los procesos de rechazo agudo y/o crénico, son procesos
gue pueden coexistir con la hepatitis créonica y en estos casos se debe de identificar el proceso que
predomina. Se consideran caracteristicas clave de RCA en el contexto de VHC recurrente, la prevalen-
cia y gravedad de las lesiones producidas en los conductos biliares por el componente inflamatorio
mononuclear, asi como la perivenulitis centrolobular. En el caso de que ambas caracteristicas afecten
a la mayoria de los conductos biliares o a las vénulas centrolobulares, entonces estamos antes un

RCA. Sin embargo, cuando coexistan ambos procesos, solamente podremos considerar el RCA como

Caracteristicas

Presencia y tipo de actividad de

interfase.

Inflamacién y lesién de conductos

biliares.

Cambios de senescencia del epitelio
biliar y pérdida de pequefos con-
ductos biliares.

Inflamacién mononuclear perivenu-

lar y/o deterioro hepatocitario.

Hallazgos lobulares y actividad ne-

croinflamatoria.

Patrén de fibrosis durante la progre-

sién hacia fibrosis.

RCA

Generalmente difuso.

Intensidad variable.

Infiltrado inflamatorio de tipo mixto.
Focalmente presente y leve de tipo ne-
croinflamatorio. Pérdida de polaridad.
Si intensa=rechazo grave.

No siempre presente.

Variable, si fuese una caracteristica,
deberia afectar a la mayor parte de
las zonas perivenulares y puede tener
también inflamacion perivenular.
Generalmente limitado al postrasplan-
te inmediato.

Variable, si presente, limitado /concen-

trado en regiones perivenulares.

Raro.

VHC recurrente

Irregular; de intensidad variable; Pre-
dominantemente mononuclear.
Agregados nodulares.

Variable; generalmente no es algo
prominente; de tipo necroinflamato-
rio y ductular.

Variable, si presente, normalmente
afecta a una minoria de los conduc-
tos biliares.

Variable, pero generalmente leve. Si
presente, afecta generalmente a una

minoria de las regiones perivenulares.

Variable, desestructuracion.

Severidad variable.

Generalmente macronodular.
Patron hepatitico puede ser micro-

nodular.

Tabla 7. Caracteristicas histolégicas diferenciales del RCA vs VHC recurrente en el TH.
*Los hallazgos histopatoldgicos en esta tabla, deberian de combinarse con criterios clinicos, serolégicos y radiograficos y criterios de exclusién importantes para

llegar a un diagnostico.
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el proceso primario cuando los cambios propios del RCA sean obvios. La mayoria de estos casos son
clasificados como de grado “moderado” segun el esquema de Banff [308]. El verdadero problema sur-
ge cuando los cambios no son tan obvios y la intensidad del RCA en el caso de serlo seria de leve.

En el caso del rechazo crénico en el contexto de la VHC recurrente, este se reconoce porque posee
las mismas caracteristicas que cuando observamos el rechazo crénico en injerto sin VHC recurrente.

Como ya se ha comentado antes, lo que el patélogo hace es ver determinados aspectos morfoldgi-
Cos y por sus caracteristicas y modo de presentacién considera si son mas especificos o no de una/s
determinada/s patologias. Todo esto lo hace de modo individual para cada una de las caracteristicas
histolégicas que observa. Posteriormente, cuando ya ha observado individualmente cada una de esas
caracteristicas morfoldgicas, realiza una valoracién de todas ellas en su conjunto de modo que con-
sidera si el conjunto de todas ellas es mas o menos especifico de una determinada patologia para
poder establecer un diagndstico. La valoracion del conjunto de caracteristicas morfolégicas que ha
observado previamente de un modo individual, es el paso sometido a mayor subjetividad a la hora de
establecer un diagnéstico y a la vez es el proceso mas importante. En la literatura, la mayor parte de
los estudios intentan encuadrar determinadas caracteristicas morfolégicas en patologias concretas.
Si bien es verdad que es importante la correcta valoracién e interpertacidon de cada caracteristicas
morfoldgicas individualmente, no lo es menos la correlaciéon que pueda existir entre ellas ya que es
lo que realmente ayuda a establecer un diagnéstico correcto. Solamente desarrollando metodologias
que permitan interrelacionar los aspectos morfoldgicos que observamos individualmente en la valo-
racion de las biopsias con determinadas patologias, excluyendo otras, es cuando realmente podremos
establecer diagnésticos correctos sometidos a un mayor grado de objetividad. En este sentido, una
correlacién clinico-patoldgica es de vital importancia para concretar al maximo el diagnéstico dife-

rencial, en este caso entre RCA y recidiva de la hepatitis C en el injerto hepatico.

1.6. Otras patologias que plantean diagnodstico diferencial en el trasplante hepatico por el VHC.
HAI es un proceso dificil de distinguir tanto histolégicamente como conceptualmente del RCA.Te6-
ricamente todas las formas de HAI tras el trasplante podrian clasificarse como rechazo [309, 310]. Los

hallazgos serolégicos e histoldgicos usados para distinguir entre HAl y rechazo, pueden reflejar la
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naturaleza, densidad y localizacién de las dianas antigénicas. No hay tests clinicos que de un modo
convencional logren diferenciar entre una respuesta autoinmune y un rechazo. Algunos de los casos
de HAI de nueva apariciéon, podrian atribuirse a una expresiéon polimorfa del glutatién S-transferasa
T1 [311]; El score y los criterios diagndstico para la HAI en higados nativos establecido por el Gru-
po Internacional de Hepatitis Autoinmune [312]no ha sido evaluado en los higados trasplantados,
aunque proporcionan unas Utiles pautas diagnésticas. El diagnéstico de HAI se establece por medio
de la combinacién de hallazgos serolégicos, de biologia molecular e histopatoldgicos. La presencia
de autoanticuerpos no-érgano especificos, es un requisito para el diagnéstico y dentro de estos, ti-
picamente se incluyen los anticuerpos anti-musculo liso y anticuerpos antinucleares, asi como los
anticuerpos contra el microsoma hepdtico renal tipo 1 [310]. Lo que probablemente sucede, es que
implica la activacién de mecanismos inmunes que muy probablemente estén implicados primaria-
mente en la patogénesis de la enfermedad o bien en el desarrollo de una respuesta colateral a la
destruccién celular hepatica y liberacidon de antigenos no selectivos. La presencia de autoanticuerpos
tras el trasplante hepatico no es un criterio que establezca el diagnéstico de HAI. Su principal valor
es el hecho de poder orientar y dirigir la atencién hacia la posibilidad de la HAI. Los criterios minimos
para diagnésticar HAI de novo o recurrente en el injerto hepdatico son: (1) hepatitis de interfase con
presencia de un infiltrado inflamatorio portal linfocitario; (2) niveles suficientes (=1: 160) de autoan-
ticuerpos, anticuerpos de musculo liso o de anticuerpos contra el microsoma hepatico renal tipo 1;
(3) hipergammaglobulinemia; y (4) la exclusién de hepatitis relacionada con la presencia de farmacos
o virus, asi como rechazo agudo tardio o crénico. Las manifestaciones iniciales, incluyen la hepatitis
lobular con formacién de rosetas hepatocitarias que generalmente se desarrollan dentro de una fase
de la hepatitis crénica caracterizada por una inflamacién linfo-plasmocitaria portal con una marcada
actividad de interfase. Los inflitrados por células plasmocitarias suelen caracterizar la HAI, pero no
son un requisito diagnodstico. La presencia de necrosis confluente y en puentes no es infrecuente, es-
pecialmente entre aquellos pacientes que presentan una inmunosupresion subéptima. La colangitis
linfocitaria, cuando esta presente, generalmente afecta a una minoria de los conductos biliares. La
perivenulitis centrolobular puede suceder en procesos agudos de la HAl en higados nativos [313,314]

y aunque de otra manera también en el RCA tardio. En los higados nativos la lesiéon hepatocitaria peri-
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venular asociada a la HAI, generalmente disminuye segun aparece la hepatitis de interfase [315],aun-
gue en los injertos hepdticos la evolucién de los cambios no se ha estudiado. La hepatitis panancinar
estd también dentro del espectro de los hallazgos histolégicos de la HAI [312], pero no se reconoce
una forma colestatica.Hepatitis Idiopatica Postrasplante, se define como una hepatits crénica que no
se puede atribuir a ningun caso en particular. Por definicidn en estos casos, la lesiéon de los conductos
biliares y la inflamacion venosa endotelial no suele destacar. La prevalencia en los adultos es dificil
de determinar, porque la mayoria de las enfermedades originales, tienen el potencial de recurrir con
caracteristicas de hepatitis crénica. En la mayoria de los centros, mas del 40% de los pacientes adultos
a los que se les ha realizado una biopsia en un periodo superior a los 12 meses postrasplante, tienen
aspectos de hepatitis cronica que son inexplicables [316]. Se ha observado una prevalencia similar
en la poblacién pediatrica, en la cual la enfermedad nativa recurrente es un problema menor; en esta
poblacion, la frecuencia de hepatitis crénica “idiopatica” era del 20% al afio de edad y se elevaba hasta
el 60% a los 10 afos de edad [313].

Aquellos casos que se presentan con una perivenulitis central, probablemente corresponden a casos
de RCA con componente centrolobular o casos de HAl si los autoanticuerpos estan también presentes
ya que la disfuncion del injerto, generalmente responde a un aumento de la inmunosupresion [297,
317]. Algunos de los casos de hepatitis idiopaticas postrasplante pueden corresponder a un rechazo
con caracteristicas de hepatitis cronica [268]. Sin embargo un diagnéstico de hepatitis postrasplante
idiopatica no conlleva generalmente a un aumento de la inmunosupresién. En algunos casos que
llegan a alcanzar el 50% se puede llegar a desarrollar fibrosis en puentes o CH en un periodo de unos
10 afnos [313].So6lo esta observacion justificaria la necesidad de realizar biopsias de protocolo [313].

Distincién entre varias causas de hepatitis crénica. La determinacién de la causa especifica de he-
patitis crénica no siempre es posible, aunque diferencias muy sutiles pueden ayudar a especificar una
etiologia. En el caso de la HAI, suele ser caracteristico la presencia de células plasmaticas y una activi-
dad de interfase agresiva asi como una necrosis confluente perivenular o en puentes.En el caso de la
hepatitis por VHC suele ser sugestivo de ésta la presencia de esteatosis macrovesicular y agregados
linfoides portales y las inclusiones nucleares se ven solamente en la hepatitis por virus B. Debido a

que las caracteristicas que potencialmente pueden establecer diferencias entre los diferentes tipos de
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hepatitis, son caracteristicas que no se presentan de un modo constante y que no pueden ser repro-
ducibles con seguridad, la determinacién de la causa (aguda y/o crénica) de hepatitis deberia estar
basada en una valoracion clinicopatolégica completa.

Enfermedad Biliar o Colestdatica Versus Hepatitis créonica por VHC. En un contexto adecuado una
lesion destructiva ductular Unica es diagndstica de CBP. En un caso asi se debe de excluir una causa
infecciosa de colangitis granulomatosa aunque esto es infrecuente. La presencia de granulomas por-
tales sin evidencia de colangitis granulomatosa se ha observado en casos de higados nativos con VHC
[318]. Si no existen lesiones patognomonicas la CBP o Colangitis esclerosante recurrentes se distin-
guen generalmente por un aspecto de dificultad de drenaje biliar.

La hepatitis viral colestatica puede ser dificil el distinguirla de la estenosis biliar con o sin trombo-
sis de la arteria hepatica. El edema portal y la presencia de neutréfilos portales (mds que periportal),
son hallazgos frecuentes en las estenosis biliares. La proliferacién ductular y la colangiolitis aguda sin
edema portal es mas caracteristica de la hepatitis colestatica. El desorden lobular y la tumefaccién

citoplasmatica asi como la apoptosis son mds frecuentes de las hepatitis virales colestaticas.

- TTTT——
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Il. Hipotesis y Objetivos.
Hipétesis.

La realizacion de un diagnéstico correcto de recidiva de la hepatitis C y su diferenciaciéon del RCA
mediante el analisis histoldgico del higado trasplantado, es en muchas ocasiones, dificil pero al mismo
tiempo de vital importancia; un aumento de la inmunosupresién especialmente si se aumentan los
esteroides, puede agravar el curso de la hepatitis C en el injerto hepatico, mientras que una disminucién de
lainmunosupresion podria agravar el RCA.Para ello es fundamental establecer los pardmetros diagnésticos
gue nos permitan diferenciar de una forma mds exacta entre hepatitis C recurrente y RCA. En este sentido,
nuestra hipétesis es que con los datos clinicos y patolégicos se pueda elaborar un algoritmo que nos
permita con mas precisiéon el diagnéstico diferencial entre hepatitis C recurrente y RCA.

Objetivo.

Desarrollar y validar un sistema de algoritmo estratificado basado en las caracteristicas clinicas y
morfolégicas en el injerto hepatico de los pacientes trasplantados por hepatopatia crénica por VHC, con

la intencién de optimizar el diagnéstico, para discriminar con precisidn entre hepatitis C recurrente y RCA.
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lll. Pacientes y métodos.
Pacientes.

Este es un estudio multicéntrico desarrollado en dos hospitales esparnoles, el Hospital Clinico
Universitario de Santiago de Compostela (HCUS) y el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(HCUVA) en Murcia, desarrollado entre enero de 1993 y diciembre del 2006. Durante este periodo
se realizaron 1127 trasplantes hepaticos en ambos centros, de los que 282 (25%) pacientes fueron
trasplantados por CH por VHC. En este estudio, se analizaron 288 biopsias hepaticas de 121 pacientes
trasplantados por hepatitis C. Este es un estudio retrospectivo que se realizé a partir de una base de
datos prospectiva de acuerdo con los criterios establecidos por el Comité de Etica e Investigacion de
ambos hospitales para el manejo de datos personales.

Los criterios de inclusion para el andlisis de las biopsias hepaticas fueron:

(1) presencia de al menos 6 espacios porta y 3 vénulas terminales.

(2) presencia de al menos 2 hematoxilinas-eosinas en cortes seriados.

(3) presencia de una seccion de tricrémico de Masson.

Los criterios de exclusién (n= 161 pacientes) fueron:

(1) mortalidad temprana (menor de un mes).

(2) no cumplir los criterios de inclusién.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados y de los pacientes no incluidos en el trabajo fueron

similares (Tabla 8).La edad media (52 Vs

n=121 n=161
51anos),el%dehombres(73%Vs72%)y Hombres (%) 73 72
lacausadela CH (VHC+alcohol, CHC con Edad en el TH (afios) (media+DT) 52,1+1,1 51,6+£1,0
Cirrosis VHC (%) 45 47
VHC+,VHC+y enfermedad metabdlica), VHC + alcohol (%) 17 15
. = 0
fue similar entre los pacientes incluidos ~~ YHC +cancer (%) 34 3
VHC + enfermedad metabdlica (%) 4 3

en el estudio y los que fueron excluidos.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados (n = 121) y

rvivencia a 1, fos f [ . . .
La supe enciaal,3 y 5 afos fue de de los pacientes no incluidos en el estudio (n = 161) en el momento del

84,2%,77,1%Yy 56% en los 121 pacientes ~ trasplante.
* Los datos se expresan como mediana (percentil 25, percentil 75) o media + desviacidn tipica.
estudiados respectivamente, siendo No existian diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos. VHC, virus

X . L. de hepatitis C, TH, trasplante hepatico, DT desviacion tipica.
la supervivencia similar a la de los
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Pacientes
Metodologia

pacientes no incluidos en el estudio (85,1%, 78,2% y 56,5% respectivamente).

De los 121 pacientes cuyas biopsias hepaticas fueron analizadas la mayoria fueron hombres con
genotipo 1b del VHCy mas de la mitad de los casos fueron trasplantados por CH por VHC asociado
al consumo de alcohol, carcinoma hepatocelular o por enfermedad metabdlica. En el momento
del estudio, el farmaco inmunosupresor mas frecuentemente administrado fue tacrolimus con o

sin esteroides.

Metodologia.
Biopsias hepaticas.

Las biopsias hepaticas se realizaron cuando las pruebas de funcién hepdtica estuvieron alteradas
de forma significativa y se realizaron a criterio médico para facilitar el diagndstico. De las 288 biopsias
hepaticas estudiadas, 66 (23%) se realizaron durante el primer mes postrasplante, 84 (29 %) entre el
primer mes y el sexto mes, 45 (16%) entre los 6 mesesy 1 afno y 93 (32%) entre 1 aflo y 10 anos tras el
trasplante hepatico. El nUmero de biopsias hepaticas oscilé entre 1 a 8 biopsias por paciente, con una
media de 2.3+1.6 DT. Las biopsias hepaticas se analizaron de forma independiente por 3 patélogos
con experiencia en la patologia del trasplante hepatico. Uno de los patélogos (JMPM) revisé las
preparaciones de los 2 hospitales con el objetivo de diferenciar entre 2 entidades especificas: VHC
recurrente y RCA.

Criterios morfolégicos generales para el andlisis de las biopsias hepdticas

Los hallazgos morfolégicos observados se definieron con los siguientes criterios:[210,301,319].

a) Agregados linfoides: presencia de simples agregados de células linfoides en cualquier localizacién
del espacio porta.

b) Endotelitis:la presencia de linfocitos por debajo del endotelio delavena portay vena centrolobular.

¢) Hepatitis de interfase: muerte de hepatocitos asociada a inflamacién y localizada en la transicidon
entre el tejido conjuntivo del espacio porta y el parénquima adyacente.

d) Leucocitos polimorfonucleares en el espacio porta: la presencia de 2 o madas células
polimorfonucleares (tanto neutréfilos como eosinéfilos) en el espacio porta.

e) Esteatosis: la presencia de mas del 5% de hepatocitos con esteatosis.
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f) Filas de linfocitos: cuando los linfocitos se disponian en fila india en el espacio sinusoidal
independientemente de dénde estuviesen localizados en la biopsia.

g) Células polimorfonucleares periféricas: presencia de 2 6 mas células polimorfonucleares (tanto
neutroéfilos como eosinéfilos) en la placa limitante de los espacios porta.

h) Infiltrado inflamatorio mixto: presencia de modo conjunto de células polimorfonucleares y linfocitos.

i) Infiltracién linfocitaria focal de los conductos biliares: presencia de linfocitos en intima relaciéon con el
epitelio ductal con o sin cambios reactivos del epitelio ductular.

j) Reaccién ductular: proliferacion de células biliares formando estructuras de tipo ductular dentro del
espacio porta.

k) Ductopenia: pérdida de nimero significativo de conductos biliares interlobulares.

[) Otros aspectos morfoldgicos:la necrosis, la fibrosis, asi como la tumefaccion citoplasmatica también se
tuvieron en cuenta cuando estuvieron presentes.

Criterios morfoldgicos diferenciales entre RCA y Recurrencia de hepatitis C

Los criterios utilizados para poder distinguir entre RCA y VHC recurrente se basaron en los criterios
originariamente desarrollados para VHB [320, 321]. asi como en los diferentes criterios morfolégicos ya
definidos para RCA [270, 271]. Los criterios que permiten definir, graduar y estadificar las hepatitis cronicas
[301],también se tuvieron en consideracién asi como las diferentes aportaciones ya realizadas a la hora de
intentar diferenciar entre ambas entidades [210, 319].

RCA

En el caso del RCA, los infiltrados celulares estan localizados en las areas portales y producen lesién de
los conductos biliares y estructuras vasculares. Los tres componentes de la triada diagnéstica son:

1) inflamacién portal, que en el inicio es predominantemente mononuclear y posteriormente pasa a ser
mixta conforme la enfermedad avanza, aumentando también su intensidad.

2) inflamacién venular subendotelial, tanto de las vénulas de los espacios porta como de las vénulas
hepaticas terminales.El nimero de vénulas afectas y la intensidad de la afectacién también varia conforme
avanza la enfermedad.

3) la lesion e inflamacién de los conductos biliares.

Se consideran dos de estas tres caracteristicas para poder realizar el diagnéstico de RCA [270, 271].
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[l. Pacientes y métodos
Metodologia

Hepatitis C recurrente

Los criterios morfolégicos tenidos en consideracién para el diagndstico de hepatitis C fueron tanto
aquellos observados normalmente en una hepatitisaguda como en una hepatitis crénica:desorden lobular,
hipertrofia de células de Kuppfer, apoptosis de los hepatocitos, linfocitosis sinusoidal, inflamacién portal
de predominio mononuclear, agregados linfoides, esteatosis macrovacuolar y microvacular, colangitis
linfociticay cambios reactivos del epitelio de los conductos biliares,actividad de interfase - actividad necro-
inflamatoria, actividad ductular, perivenulitis centrolubular, fibrosis sinusoidal y fibrosis portal, colestasis y
tumefaccion citoplasmatica.

Teniendo en cuenta todas estas caracteristicas morfoldgicas la distincién no resulta complicada cuando
los aspectos que observamos son claramente de un RCA moderado/severo o de una hepatitis C franca.
El problema surge cuando el conjunto de caracteristicas morfolégicas que observamos, no definen
claramente una entidad y tampoco nos ayudan ni los datos clinicos ni el periodo postrasplante, ya que
sabemos de la rapida evolucién que puede llegar a tener la hepatitis C en el paciente trasplantado.

Consenso clinico-patolégico de RCA o Recurrencia de VHC

Se analizé el historial médico de los pacientes buscando informacion de los diversos parametros clinicos
y de funcion hepdtica:fecha de trasplante hepatico, tiempo desde el trasplante hepatico hasta la realizacion
de la biopsia, tests hematolégicos y de funcién hepdtica, genotipo viral, cuantificacion del ARN del VHC,
tipo de tratamiento proporcionado y seguimiento del paciente.(Tabla 9).

De las 288 biopsias hepdticas estudiadas, se alcanzé un consenso diagndstico entre clinico y patélogo
para el diagnéstico VHC recurrente o de RCA en 214 biopsias. Los criterios para alcanzar el consenso
diagnéstico en las 214 biopsias fueron los siguientes:

1) RCA: diagnéstico histolégico inicial de RCA y respuesta al tratamiento del RCA con bolus de
metilprednisolona y/o con incremento de la inmunosupresion de base.

2) VHC recurrente:diagndstico inicial de hepatitis recurrente con respuesta al tratamiento con interferén
+ ribavrina, asi como en aquellos casos en los que aunque no hubo respuesta al tratamiento, se produjo la
confirmacion clinica o histolégica de progresién a hepatitis cronica por el VHC.

En las 74 biopsias donde no hubo consenso diagnéstico entre el patélogo y el clinico, se estudio

de modo individual la evoluciéon de cada una de las biopsias con la intencién de alcanzar un
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diagnéstico clinico e histolégico. Posteriormente se aplicé el algoritmo diagnéstico alcanzado a

cada una de las 74 biopsias.

Analisis estadistico y establecimiento de un algoritmo diagnéstico:

Las variables continuas se describen en medianas (percentil 25, percentil 75). Para la comparacion
de las variables entre ambos grupos se utilizaron las pruebas de chi-cuadrado o la prueba no para-
métrica de Mann-Whitney, segun procediese.Para encontrar un algoritmo que nos permitiese evaluar
si un conjunto de caracteristicas morfolégicas presentaba utilidad para conocer la causa (RCA/reci-
diva) de la lesién en pacientes trasplantados por VHC, se elaboré, como primer paso un modelo de
regresion logistica. En este modelo de regresién se introdujeron como variables predictivas todas las
caracteristicas morfolégicas anteriormente descritas. Como variable respuesta, se utilizé el diagnés-

tico clinico de consenso finalmente realizado (RCA/recidiva). Para ello se utilizaron las biopsias de los

Ne de biopsias Total (n =214) VHC Recurrente RCA (n=57) P
(n=157)
Tiempo desde el trasplante hasta BH (dias) T 209 (44,583) 359 (150,764) 14 (8,38) <0,0001
Bilirrubina (mg/dL) 2 (0,1+35) 2,1 (0,3-35) 2,2 (0,2-36) 0,45
ALT (UI/L) 187 (28-557) 191 (28-810) 189 (52-1290) 0,20
AST (UI/L) 147 (9-1615) 145 (35-1615) 146 (9-580) 0,55
Fosfatasa Alcalina (UI/L) 186 (110-356) 178 (124-371) 197 (107-320) 0,46
Eosindfilos periféricos 10%/uL) 150 (100-500) 154 (110-550) 158 (112-620) 0,60
Albumina, g/dL 3,7 (3,4-4,1) 3,8 (3,6-4,3) 3,7 (3,1-4,0) 0,21
Hemoglobina, g/L 12 (11-14) 13(11-14) 11 (11-14) 0,78
Triglicéridos, mg/dL 136 (87-201) 132 (92-197) 137 (102-205) 0,47
Numero de plaquetas (103) 121 (35-293) 119 (35-293) 121 (71-218) 0,85
Glucosa, mg/dL 103 (84-147) 100 (92-147) 95 (94-147) 0,33
Creatinina, mg/dL 1,4 (0,9-1,8) 1,4 (0,9-1,8) 1,4 (0,9-1,8) 0,54
Genotipo (% 1b) 202 (94%) 154 (98%) 48 (84%) <0,0001
Inmunosupresion:
Tracolimus 148 (69%) 112 (98%) 36 (63%) 0,25
Ciclosporina 66 (31%) 45 (30%) 21 (37%) 0,25

tMediana (percentil 25, percentil 75).

RCA, Rechazo celular agudo; ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; VHC virus de hepatitis C; BH, biopsia hepatica.

Tabla 9. Caracteristicas basicas en el momento de la VHC recurrente y de RCA.
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pacientes procedentes del HCUS y del HCUVA. Para la seleccion de las variables se utilizé el procedi-
miento stepwise, teniendo como pardmetros de salida del modelo, p-valores superiores a 0,10,y de en-
trada inferiores a 0,05. De esta forma, las caracteristicas morfolégicas seleccionadas por el modelo de
regresion logistica fueron: endotelitis, hepatitis de interfase, agregados linfoides y esteatosis. En una
segunda fase, se seleccionaron las 214 biopsias hepdaticas de las 288 biopsias estudiadas, en las que se
habia alcanzado un consenso diagnéstico entre clinico y patélogo para el diagndéstico VHC recurrente
o de RCA.En una tercera fase, se eligié entre las 214 biopsias pertenecientes a los dos hospitales,y en
las que se disponia de un diagnéstico definitivo de RCA o VHC recurrente, una muestra al azar de 114
biopsias (denominada cohorte de derivacién), y las 100 restantes biopsias se utilizaron para su vali-
dacion (cohorte de validacién). En las 114 biopsias de la cohorte de derivacién se procedio a realizar
un analisis de arboles de regresion, en el que se introdujeron las 4 variables morfolégicas obtenidas
en el modelo de regresion logistica, y a las que se anadié el tiempo transcurrido entre el trasplante
hepatico y la realizacion de la biopsia. Para este propdsito se utilizé el paquete estadistico “rpart” dis-
ponible de forma libre en the Comprehensive R Archive Network (CRAN-R) (http://cran.r-project.org).
Esta metodologia, también denominada arboles de clasificacién, introduce de forma secuencial aque-
llas variables que presentan mayor capacidad de discriminacién para el diagnéstico de RCA o VHC
recurrente. En un primer paso, se introduce la primera variable que aporta la mayor informacién para
constituir el primer nodo; a continuacién, partiendo de cada una de las ramas, se introduce la segunda
variable, abriendo ramificaciones, y asi sucesivamente, hasta que la informacién aportada por la si-
guiente variable no es suficiente para constituir un nuevo nodo. Con el objetivo de generar los nodos
con la mayor pureza posible se han utilizado los criterios de Gini [322,323],y para reducir la secuencia
de arboles resultantes se ha utilizado un procedimiento de validaciéon cruzada 10-k. Ademas de la
validacién cruzada sobre la cohorte de derivaciéon ya descrita, se procedié a una validacién “externa”
sobre la muestra de las 100 biopsias restantes (cohorte de validacién) que no habian entrado en el
analisis inicial. Finalmente, sobre estas dos muestras, de forma separada, evaluamos las caracteristicas
del modelo de clasificacion obtenido, estimando la prevalencia de hepatitis C recurrente, asi como la
sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo y las razones de verosimilitud.[324].

Los procedimientos usados en el trabajo estan en conformidad con la Declaracién de Helsinki de 1975.
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IV. Resultados.

Resultados globales.

El tiempo medio (percentil 25: p25, percentil 75: p75) desde el trasplante hasta la biopsia hepatica

fue de 359 dias (150-764) en los pacientes con VHC recurrente, mientras que el tiempo medio fue de 14

dias (8-38) en aquellos pacientes con RCA.En los pacientes que tuvieron cualquier otra caracteristica

diferente de las VHC recurrente o de RCA, el tiempo medio hasta realizar la biopsia hepatica fue de 82

Recurrente RCA

HCV (n=57),
(n=157),% %

Agragados linfoides** 119 (78) 7(11)
Endotelitis** 15 (10) 53 (86)
Hepatitis de interfase** 111 (73) 22 (36)
PMN en los espacios porta** 20 (13) 52 (84)
Esteatosis** 78 (51) 18 (29)
Linfocitos en fila** 36 (24) 3(5)
PMN perfiféricos** 55 (36) 11(17)
Infiltrados mixtos** 12 (8) 51(83)
ILFCB (ns) 122 (80) 56 (91)
Neocanaliculos (ns) 21 (14) 8(13)
Infiltrados acinares** 131 (86) 30 (48)
Linfocitos** 137 (90) 27 (43)
PMN lobulares** 18(12) 19 (30)
Endotelitis de vena centrolobular* 3 (2) 8(13)
Fibrosis** 76 (50) 14 (22)
Necrosis* 46 (30) 32 (52)
Necrosis centroacinar* 21 (14) 19 (30)
Apoptosis* 125 (82) 40 (65)
Colestasis (ns) 36 (24) 22 (35)
Micro-macro** 112 (74) 27 (43)
Balonizacion* 137 (90) 46 (74)

Otros

(n=74),

%
21(28)
10 (14)

7 (10)
18 (24)
3(5)

6 (8)
17 (23)
44 (59)
13(18)
36 (49)
36 (49)
11(15)

0(0)
00 (00)
24 (33)
23 (31)
19 (26)
44 (59)
24 (33)
28(38)
57 (77)

* P<0,05, **P<0,001; diferencias estadisticamente significativas para la comparacién entre

VHC recurrente y RCA.

RCA, rechazo celular agudo; ILFCB, infiltracién linfocitaria focal de los conductos biliares; VHC

virus de la hepatitis C; ns, no significativo; PMN, leucocitos polimorfonucleares.

Tabla 10. Frecuencia de las caracteristicas morfolégicas de los pa-
cientes trasplantados por infeccién crénica por VHC asociada a cirro-

sis, en relacion con los diagnésticos de VHC recurrente, RCA y otros.

I

dias (30-348) (p=0.000).

De las 214 biopsias hepaticas en las
cuales se alcanzé un consenso diagnéstico
entre patélogos y clinicos, 73 (23 RCA y 50
VHC recurrente) se realizaron en el HCUS
y 141 (34 RCA y 107 VHC recurrente) en el
HCUVA. El diagnéstico de las 214 biopsias
se basd exclusivamente en los resultados
de las biopsias correlacionado con la
evolucion clinica. Hubo un paciente en
el cual una segunda biopsia contradijo
el diagnéstico realizado previamente. En
este caso el diagnéstico inicial fue de RCA
en la biopsia tomada en el dia 856 tras el
trasplante; posteriormente, se realizé otra
biopsia en el dia 871 que demostré cambios
caracteristicos de VHC recurrente lo que
llevé a cambiar el diagnéstico inicial. No se
llegé a alcanzar un consenso diagndstico
entre patdlogos y clinicos en 74 biopsias
hepdticas. Los hallazgos morfolégicos mas

significativos se muestran en la tabla 10.



IV.Resultados

La media de espacios porta y vénulas hepdticas terminales observada fue de 6.7+0.8 (rango de -8)
y 4,1 (rango 3-6) respectivamente. El RCA se caracterizaba inicialmente por la presencia de infiltracion
linfocitaria ductal, infiltrados inflamatorios mixtos, presencia de células polimorfonucleares en los
espacios porta y endotelitis. Sin embargo, la presencia de VHC recurrente se asocié especialmente
a la presencia de agregados linfoides portales, hepatitis de interfase y presencia de linfocitos en los
espacios porta. En la cohorte de derivacion compuesta por 114 biopsias hepaticas la prevalencia de

VHC recurrente y de RCA fue del 72% y 28% respectivamente.

Algoritmo estratificado para diferenciar entre Recurrencia de hepatitis Cy RCA

La primera variable que pasoé a formar parte del arbol de regresion fue el tiempo desde la realizacion
del trasplante hasta que se realizé la biopsia hepatica. Se demostré que 6 semanas era el punto de
corte que mejor diferenciaba entre RCA y VHC recurrente. El 4rbol de decision diagnéstico (algoritmo)
creado,mostré la probabilidad de que el diagnéstico fuese de VHC recurrente con respecto a diferentes
variables (Figura 21). La probabilidad de tener VHC recurrente fue del 93% si el tiempo transcurrido
desde la biopsia hepatica era mayor de 6 semanas, disminuyendo esta probabilidad al 16% si el
tiempo desde la biopsia hepatica era menor de 6 semanas. La segunda variable mas significativa fue
la presencia de endotelitis. En aquellas biopsias hepaticas con endotelitis realizadas dentro de un
periodo inferior a 6 semanas tras el trasplante, la probabilidad de VHC recurrente era del 0% mientras
gque esta misma probabilidad se incrementaba al 67% en los pacientes en los que la biopsia hepdtica
se realizé dentro del periodo superior a las 6 semanas. En estos casos, si el infiltrado inflamatorio
no formaba agregados linfoides, esta probabilidad era del 0%. La ausencia de endotelitis refuerza el
diagnostico de hepatitis C recurrente. En aquellos pacientes en los que la biopsia hepatica no mostré
endotelitis, la probabilidad de VHC recurrente fue del 99% y 56% respectivamente, dependiendo de
si la biopsia hepatica se habia realizado dentro del periodo superior o inferior a las 6 semanas tras el
trasplante hepatico.En estos ultimos casos,cuando se observa la presencia de hepatitis de interfase y/o
agregados linfoides, la probabilidad de tener VHC recurrente se elevaba al 80%. Sin embargo cuando el
tiempo en realizar la biopsia tras el trasplante era inferior a 6 semanas, la presencia endotelitis reduce

la probabilidad de VHC recurrente al 0%. La siguiente variable a formar parte del arbol de decisién
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diagndstica fue la presencia de agregados linfoides. Cuando encontramos agregados linfoides y en
aquellos pacientes con un tiempo desde el trasplante hepatico hasta la biopsia hepatica mayor de 6
semanas, la probabilidad de VHC recurrente era el 100%, mientras que si en esta misma situacién no
estaban presentes los agregados linfoides, la probabilidad era del 0%. De igual modo, la probabilidad
de VHC recurrente fue del 100% y de 95% respectivamente dependiendo si habia o no hepatitis de
interfase. La probabilidad de VHC recurrente era del 100% y 89% respectivamente para aquellos
pacientes con o sin esteatosis.

Con el arbol deregresiéon obtenido, se obtuvo una precisién diagndstica del 96%y 93% dependiendo
sise aplicaba ala cohorte de validacién o de derivacién respectivamente.En ambos casos se consiguio

superar el diagnéstico original del patélogo, que tuvo una precision diagndstica del 91% (p< 0.05,

Probabilidad de hepatitis C recurrente
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Figura 21. Algoritmo diagndstico para diferenciar la hepatitis C recurrente del RCA en 114 biopsias hepaticas de la cohorte de
derivacién que tuvieron un TH por infeccién crénica por VHC asociada a cirrosis. La “n” indica el nimero de biopsias analizadas
en cada una de las circunstancias que se indican en el algoritmo. Los porcentajes entre paréntesis indican la probabilidad de

hepatitis C recurrente en cada una de las circunstancias que se definen en el algoritmo.
i
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Sensibilidad, %
Especificidad, %
PPV, %

VPP, %

VPN, %

CP

Consideramos 214 biopsias hepaticas. Se alcanzé un consenso en el diagnéstico de rechazo celular agudo (n= 57) o hepatitis recurrente (n = 157).
Los datos se presentan en porcentajes (intervalo de confianza del 95%).

n=114
100 (99,4-100)
84,4 (82,7-86,1)
94,2 (93,6-94,9)
100 (98,1-100)
95,6 (95,1-96,1)
6,40 (6,37-6,43)

Cohorte de derivacion

Cohorte de validacion
n=100
100 (99,3-100)
76,7 (74,9-78,4)
90,9 (90,2-91,6)
100 (97,8-100)
93,0 (92,5-93,5)
4,29 (4,27-4,30)

CP, probabilidad para un resultado del test positivo; VPN, Valor predictivo negativo; VPP, valor predictivo positivo.

Diagnéstico

94,0 (93,7-94,4)
82,3 (81,6-83,1)
92,9 (92,5-93,2)
85,0 (84,1-85,9)
90,6 (90,4-90,9)
5,30 (5,29-5,32)

Tabla 11. Los datos interpretados por un patélogo de la cohorte de derivacién, cohorte de validacién y diagndstico, se usaron para

determinar la sensibilidad, especificidad y cocientes de probabilidad de detectar hepatitis recurrente.

para ambas comparaciones) (Tabla 11).

Delas 74 biopsias en las que no se alcanzé inicialmente consenso diagndstico entre patélogo y clinico

se logré obtener un diagnéstico definitivo clinico-patolégico en 51 biopsias. Aun asi, el diagndstico

continud siendo inespecifico en 24 biopsias. De las 51 biopsias donde se alcanzé el diagnéstico, en

Tiempo 2 6 semanas

Endotelitis (-)

Hepatitis de interfase (+)

n=74

A/B/C/D

3/0/0

Diagndstico definitivot Diagnéstico patolégico inicial t

A/B/C

0/0/3

Endotelitis (-)

Hepatitis de interfase (-)

Esteatosis (+)

7/0/0

0/0/7

Endotelitis (-)

Hepatitis de interfase (-)

Esteatosis (-)

34

14/5/14/1

0/2/32

Endotelitis (+)

Agregados linfoides (-)

0/6/1

0/1/6

Tiempo < 6 semanas

Endotelitis (-)
Endotelitis (-)

21
2

10/2/9
0/2/0

1 (A) VHC recurrente, (B) rechazo celular agudo, (C) indeterminado, (D) rechazo crénico.

0/0/21
0/1/1

Prevision
de VHC

100%

100%

89%

0%

56%
0%

Tabla 12. Diagnéstico definitivo de las 74 biopsias en las que no se alcanzé inicialmente un consenso diagndstico.
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34 biopsias (24 biopsias dentro de un periodo > de 6 semanas y 10 biopsias dentro del periodo < 6
semanas) el diagndstico fue de VHC recurrente, RCA en 15 biopsias (11 biopsias dentro del periodo >
6 semanas y 4 biopsias dentro de un periodo < a 6 semanas) y se observo el diagnéstico de rechazo
cronico en un caso (Tabla 12).

Si el algoritmo diagnéstico creado en el estudio se hubiese aplicado en estas 74 biopsias, hubiésemos
obtenido los siguiente resultados: de las 51 biopsias realizadas dentro de un periodo superior a 6 semanas
postrasplante, en 24 hubiese habido una progresién a hepatitis recurrente y el diagndstico se hubiese
confirmado en todas ellas si se hubiese aplicado el algoritmo. En las 23 biopsias realizadas en periodo
inferior a 6 semanas postrasplante también se hubiese acertado el diagnéstico en todas ellas si se hubiese

aplicado el algoritmo diagnéstico.
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V. Discusion

El principal hallazgo de este estudio fue la construcciéon de un sencillo sistema de algoritmo que
demuestra una alta precision diagnostica para distinguir entre VHC recurrente y RCA después del TH.
Siguiendo este algoritmo se pudo obtener una precisién diagndstica en el diagnéstico de hepatitis C
recurrente del 96% y 93% respectivamente para la cohorte de derivacién y validacién. En este algoritmo
diagndstico, el tiempo desde el trasplante hasta la realizacién de la biopsias (menor o mayor de 6 semanas)
y la presencia de endotelitis, fueron los datos mas especificos a la hora de distinguir entre VHC recurrente
y RCA. La hepatitis C recurrente no suele ser una causa frecuente de disfuncién del injerto en las primeras
semanas tras el tras el TH, pero ocasionalmente se pueden observar casos de VHC recurrente dentro
del periodo comprendido desde los 10 a 14 dias postrasplante [178, 200]. Aunque la viremia del VHC
es universal en el periodo postrasplante [178], entre el 30 a 50% de los pacientes con un periodo corto
de seguimiento pueden mostrar viremia sin tener enfermedad. También se ha observado que los niveles
de viremia no se correlacionan con los hallazgos histolégicos [325, 326]. Existe una amplia variacién de
los niveles de viremia del VHC entre pacientes, con amplias fluctuaciones de los niveles entre pacientes
y también se produce una gran superposicion de valores entre pacientes con diferentes diagndsticos
histopatoldgicos, especialmente en los periodos iniciales tras el trasplante hepatico [307]. Sin embargo,
hay varios estudios en los que se ha observado que los niveles elevados de ARN del VHC en periodos
iniciales tras el trasplante hepatico, guardaban relacion con episodios de hepatitis colestasica [326-
328]. El diagnéstico de hepatitis C recurrente debe basarse en hallazgos histoldgicos. La hepatitis aguda,
generalmente se desarrolla entre los 1 y 4 meses postrasplante, mientras que los cambios de hepatitis
crénica se observan generalmente entre los 2 y 3 meses postrasplante [201, 202, 326]. Por el contrario,
la mayoria de los casos de RCA, se producen dentro de los primeros 30 dias tras el trasplante hepatico,
con una media de 8 dias [210, 319, 329]. En nuestro estudio, 6 semanas fue el tiempo medio que de una
manera mas fiable distinguié el tiempo de aparicidon entre hepatitis C recurrente y RCA. No obstante, la
distincion entre hepatitis C recurrente y RCA depende mucho de la valoracion de la biopsia hepatica por
parte del patélogo. En diversos estudios se ha podido documentar de una manera prospectiva que la
interpretacion de las biopsias hepaticas del injerto, es un método util, que de una forma rapida (6-7horas)

y precisa, permite distinguir VHC recurrente de RCA, incluso bajo condiciones dificiles [307]. Segun los
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criterios de Banff [270] y los criterios de otros muchos investigadores [269, 285, 3001, las muestras de
biopsia hepatica con RCA, generalmente presentan inflamaciéon portal, inflamaciéon de los conductos
biliares e inflamacién subendotelial de las ramas venosas de los espacios porta y/o de las vénulas hepdticas
terminales. En nuestro algoritmo, la endotelitis se identificé como la caracteristica morfolégica que de un
modo mas especifico permitia excluir VHC recurrente. En nuestro estudio la presencia de endotelitis, junto
con un tiempo desde el TH hasta la realizacién de la biopsia menor de 6 semanas, definitivamente excluia
la presencia VHC recurrente. A pesar de los resultados obtenidos, estos datos deben tomarse con cautela,
ya que pueden existir circunstancias en las que la presencia de endotelitis podria acompafiar situaciones
de VHC recurrente, especialmente si el componente inflamatorio es mds intenso. La venulitis centrolobular
se puede observar en otras entidades ademds de en el RCA, tales como las hepatitis virales, la toxicidad por
farmacos, enfermedades autoinmunes, lesién de tipo isquémico y VHC rica en células plasmaticas [210].
Pero en el contexto de un trasplante hepatico reciente, puede ayudar a distinguir de una manera mas
precisa el RCA [330]. Otros hallazgos histolégicos menos relevantes para poder confirmar la presencia de
VHC recurrente fueron la presencia de agregados linfoides, hepatitis de interfase y esteatosis.

El diagnéstico diferencial entre VHC recurrente y RCA puede ser confuso en ocasiones [307].Desde hace
mas de una década se han intentado implementar las directrices para reconocer los diferentes sindromes
de forma individual [320, 331]. El diagnéstico diferencial entre VHC recurrente y RCA es complicado pero
de gran importancia, porque el tratamiento de ambas entidades es completamente diferente e incluso
opuesto. El tratamiento de VHC recurrente precisa de tratamiento con antivirales asi como una reduccién
delainmunosupresién mientras que esta actitud seria perjudicial en el caso del RCA, especialmente cuando
se usa interferén. La hepatitis C recurrente y el RCA son situaciones que en algunas ocasiones pueden
coexistir y en estas circunstancias, la decisiéon sobre realizar un aumento de la inmunosupresion se puede
realizar cuando hay signos histoldgicos en los que predomina el RCA de una manera clara [307].En nuestro
estudio no se observaron casos que de un modo concomitante presentasen RCA y VHC recurrente, ni
hepatitis autoinmune postrasplante o hepatitis por VHC con abundancia en células plasmaticas. Aquellos
casos que carecian de un diagndstico especifico fueron casos con una muy baja expresion histolégica como
para permitir considerar un diagnéstico simultdaneo de VHC recurrente y RCA.En las 74 biopsias donde no

hubo un consenso diagndstico clinico-anatomopatolégico, se observé que la probabilidad de obtener un
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diagndstico definitivo y seguro se incrementé tras aplicar el algoritmo diagnéstico, tanto si el algoritmo
diagnéstico se aplicaba para las biopsias realizadas antes o después de las 6 semanas tras el trasplante.En
estos casos que son especialmente dificiles de diagnosticar, el uso del algoritmo en un contexto clinico-
anatomopatolégico adecuado, puede ser una importante herramienta de predicciéon diagndstica. Aun
asi, estos pacientes deberian de ser seguidos muy de cerca y sometidos a una nueva biopsia en el caso
que los test bioquimicos de lesidon hepatica continuasen alterados. Estos casos, generalmente se asocian
a unos valores de funcién hepatica que son superiores a los encontrados solamente en situacién de
VHC o con RCA [237, 307]. Sélo se deberia de considerar un aumento de la inmunosupresion cuando
se asegure que el RCA es la principal causa de lesiéon hepatica. Por el contrario, una inmunosupresion
adicional, puede empeorar de modo muy significativo una situaciéon de hepatitis o incluso desencadenar
un proceso de hepatitis fibrosante colestatica.En la mayoria de los estudios se ha observado que todos los
errores se producen siempre de la misma manera, al conceder demasiada importancia a los hallazgos de
RCA leve en el contexto de una VHC recurrente [307, 332]. Se ha comprobado que de un modo general,
independientemente de la pauta de inmunosupresién adoptada, hay una tendencia a sobrediagnosticar
RCA en el contexto de una VHC recurrente, especialmente si los hallazgos histopatolégicos no estan del
todo claros [332, 333]. Este estudio tiene algunas limitaciones: fue un estudio retrospectivo y muchas de
las biopsias hepaticas fueron excluidas porque no reunian unos criterios minimos para poder realizar un
diagnéstico histolégico.También, todas las biopsias que tenian un diagnéstico diferente de VHC recurrente
o de RCA fueron excluidas a la hora de realizar el algoritmo diagnéstico, a pesar de que algunos de estos
casos progresaron hacia VHC recurrente. Sin embargo, un hecho que refuerza al estudio es el hecho que el
trabajo se ha realizado entre dos hospitales localizados en puntos geograficamente opuestos en Espafia,
en los que se han utilizado protocolos de manejo clinico similares, asi como los mismos criterios a la hora
de establecer un consenso anatomo-clinico. Otro aspecto que le da fuerza al estudio es el hecho de que se
realizé una validacién del algoritmo en biopsias diferentes de aquellas utilizadas para construir el arbol de
decisién diagnéstica.

Los hallazgos histolégicos analizados en nuestro estudio, estan bien reconocidos en la literatura médica
tanto para el diagnéstico de VHC recurrente como de RCA. Sin embargo, dado el solapamiento que

puede existir entre diferentes variables histoldgicas, cuando estas son analizadas de un modo secuencial,
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permiten la elaboracién de un sistema algoritmo que se convierte en una herramienta rapida y facil a
la hora de emitir un diagndstico. Aunque el diagnéstico diferencial entre VHC recurrente y RCA debe
basarse en la opinidon de patélogos con experiencia en patologia del trasplante, este modelo permite
una buena correlacién clinico-patolégica que permanece como el verdadero gold estandar a la hora de
realizar la diferenciacion entre VHC recurrente y RCA. Anteriormente otros autores utilizaron la evolucién
del paciente como método para poder evaluar la exactitud de los diagndsticos histopatolégicos [307].
Independientemente de la importancia estadistica de este modelo, la relevancia clinica del modelo radica
en que puede ser una herramienta de ayuda para el diagnéstico, tanto a patélogos que no son expertos
en patologia del trasplante como a aquellos patélogos con menos experiencia, ayudando a simplificar la

realizacion del diagnéstico.
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1. En los pacientes trasplantados de higado, un modelo de algoritmo estratificado basado en el tiempo
desde el trasplante y en diversas caracteristicas histoldgicas del injerto hepatico, permite establecer con
gran precision el diagnéstico diferencial entre hepatitis C recurrente y rechazo celular agudo.

2. La caracteristica morfolégica mas significativa para distinguir entre hepatitis C recurrente y rechazo
celular agudo fue la presencia o no de endotelitis.

3. En las biopsias hepaticas de los pacientes con trasplante hepatico sin consenso diagndstico clinico-
patoldgico, la aplicacién del algoritmo encontrado aumento las posibilidades del diagnéstico diferencial

entre hepatitis C recurrente y rechazo celular agudo.
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Aim: The aim of our study was develop and validate an algo-
rithm system based on morphological features for finding the
differences between recurrent hepatitis C virus (HCV) and
acute cellular rejection (ACR) in liver biopsies of HCV-
transplanted patients.

Methods: Two hundred and eighty-eight liver biopsies were
analyzed from 121 patients transplanted for HCV. A diagnos-
tic consensus was reached between clinicians and patholo-
gists in 214 biopsies for the diagnosis of recurrent HCV or
ACR. A random sample of 114 liver biopsies (derivation
cohort) was taken to generate the diagnostic tree and was
subsequently evaluated using the validation cohort in 100
liver biopsies by recursive partitioning analysis of morpho-
logical variables and time since transplantation.

Results: The presence of endotheliitis together with a time
of less than 6 weeks since LT definitely excluded recurrent
HCV. After obtaining the regression tree, diagnostic accuracy
was 96% and 93% in the derivation and validation cohort,
respectively. Both cases surpassed the pathologist’s original
diagnosis, which had a diagnostic accuracy of 91% (P < 0.05,
for both comparisons).

Conclusion: A recursive partitioning analysis of the morpho-
logical features in liver biopsies from HCV-transplanted
patients may be useful for easily distinguishing between
recurrent HCV and ACR.

Key words: acute cellular rejection, algorithm system, liver
biopsy, liver transplantation, recurrent hepatitis C

INTRODUCTION

EPATITIS C VIRUS (HCV) has become the most

common indication for liver transplantation (LT),
accounting for nearly 50% of LT in Western countries.'
Nearly all patients transplanted for HCV show positive
viral replication at the time of surgery and recurrence of
HCV shortly after LT is almost universal.*® Several
studies in the USA and Europe have shown that patients
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with HCV recurrence have lower survival rates after
LT."** Furthermore, the natural history of hepatitis C
after LT shows an accelerated course compared to the
development in immunocompetent patients. Among
patients transplanted for HCV, approximately 20-40%
will develop cirrhosis within 5 years of transplanta-
tion.** In addition, there is evidence that more intensive
immunosuppression given to these patients when they
develop acute cellular rejection (ACR) of the graft may
aggravate hepatitis.®” Therefore, correctly diagnosing
and distinguishing accurately between a histological
recurrence of hepatitis C and other entities (i.e. ACR) is
essential. It is also vital to establish the definite presence
of recurrent hepatitis due to HCV for the appropriate
management of these patients, so that it does not nega-
tively impact on either the graft or patient survival.'’
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Histological assessment of the liver biopsy (LB) from
the graft plays a key role in the follow up of patients
after LT.

The physician uses the interpretation of the LB as a
basis for diagnosing or excluding ACR, drug toxicity,
pretransplant disease recurrence (i.e. viral hepatitis),
and/or the development of new diseases (i.e. hepatitis
due to cytomegalovirus).'' However, it has been shown
that differentiating between recurrent HCV and ACR is
one the most difficult problems to resolve.''** In fact, it
has been found that the morphological features typi-
cally associated with immunological rejection are rela-
tively frequent in biopsies of native livers in patients
with hepatitis C.'*1¢

With the intention of optimizing diagnosis, the
purpose of this study was to develop and validate an
algorithm system based on morphological features to
discriminate accurately between recurrent HCV and ACR
in the LB of HCV-transplanted patients.

METHODS

HIS WAS A multicenter study conducted at two

Spanish hospitals, the Hospital Clinico Uni-
versitario de Santiago de Compostela (HCUS) and the
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(HCUVA) in Murcia, between January 1993 and
December 2006. During this period, 282 patients were
transplanted for HCV cirrhosis from a total of 1127 liver
transplants in both centers. In this study, 288 LB were
analyzed from 121 patients transplanted for HCV who
met the following inclusion criteria: (i) the presence of
at least six portal spaces and three terminal venules on
biopsy; (ii) a biopsy with two original hematoxylin-
eosin stains in serial tissue sections; and (iii) the pres-
ence of a tissue section with Masson-trichrome.

The LB of 161 patients were not analyzed, either
because the biopsy was not performed for medical
reasons, there was early mortality or because the inclu-
sion criteria were not met.

This was a retrospective study conducted from
a prospective database in accordance with the criteria
of the institutional review board on personal data
management.

The clinical characteristics of the study patients and of
the patients not included in the study were similar (data
not shown). The baseline characteristics of the patients
analyzed were similar (Table 1).

The mean age (52 vs 51 years), the percentage of men
(73% vs 72%) and the cause of cirrhosis (HCV +
alcohol, HCV + cancer, HCV + metabolic disease) was
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Table 1 Clinical characteristics of study patients (n = 121) and
patients not included in the study (n=161) at transplantation
time

n=121 n=161

Male (%) 73 72

Age at LT (years) (mean + SD) 52.1+11 51.6£10
Diseases

HCV cirrhosis (%) 45 47

HCV + alcohol (%) 17 15

HCV + cancer (%) 34 35

HCV + metabolic disease (%) 4 3

Data are expressed as median (percentile 25, percentile 75) or
mean * standard deviation. There were no statistically significant
differences between groups.

HCV, hepatitis C virus; LT, liver transplantation; SD, standard
deviation.

similar among patients enrolled in the study and those
excluded, respectively. Likewise, patient survival at 1, 3
and 5 years was 84.2%, 77.1% and 56%, respectively;
which was similar in both groups.

Most patients were men with HCV genotype 1b and
more than half of cases were transplanted for HCV cir-
rhosis associated with alcohol consumption, hepatocel-
lular carcinoma or metabolic diseases. At the time of the
study, the most commonly administrated immunosup-
pressive drug was tacrolimus with or without steroids.
When liver function tests revealed deterioration, LB were
obtained.

Of the 288 LB studied, 66 (23%) were performed in
the first month post-transplant, 84 (29%) between 1
and 6 months, 45 (16%) between 6 months and 1 year,
and 93 (32%) between 1 and 10 years after LT. The
number of biopsies varied between one and eight biop-
sies per patient, with a mean of 2.3 £+ 1.6 standard
deviation.

Assessment of LB was performed independently by
three pathologists with experience in transplant pathol-
ogy and one of them (P. M. J. M.) reviewed the prepa-
rations carried out in the two hospitals for the purpose
of differentiating between the two specific entities:
recurrent HCV and ACR. The following definitions were
used to assess the morphological findings:'*"* “lym-
phoid aggregates”, the presence of simple aggregations
of lymphoid cells in any location within the portal
space; “endotheliitis”, the presence of lymphocytes
underneath the portal and central vein endothelium;
“interface hepatitis”, the death of hepatocytes at the
interface of connective tissue and the paren-
chyma accompanied by inflammatory cell infiltration;
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“polymorphonuclear leukocytes in the portal space”,
the presence of two or more polymorphonuclear cells
(both neutrophils and eosinophils) in the portal space;
“steatosis”, the presence of more than 5% of steatotic
hepatocytes; “lymphocytes in rows”, when lymphocytes
are arranged in rows in the sinusoidal space regardless of
their location in the biopsy; “peripheral polymorpho-
nuclear cells”, the presence of two or more polymorpho-
nuclear cells (both neutrophils and eosinophils) in the
limiting plate of the portal spaces; “mixed inflammatory
infiltrates”, the presence of polymorphonuclear cells
and lymphocytes jointly forming a group; “the focal
lymphocytic infiltration of bile ducts”, the presence of
lymphocytes in ductal epithelial cells where bile duct
damage is conspicuous with or without mild reactive
changes in the epithelial cells; “ductular reaction”, the
presence of a proliferation of biliary cells into duct-like
structures in the portal space; and “ductopenia”, the loss
of a significant number of interlobular bile ducts. Other
morphological aspects such as necrosis, fibrosis and
cytoplasmic swelling were also reported when present.

The patients’ medical history was analyzed, seeking
information on various clinical parameters and liver
function: the date of LT, time from LT to biopsy, liver
and hematological tests, viral genotype, type of treat-
ment provided and patient follow up (Table 2).

Of the 288 LB, a diagnostic consensus was reached
between clinicians and pathologists on 214 biopsies for
the diagnosis of recurrent HCV or ACR.

Table 2 Baseline characteristics at time of recurrent HCV and ACR
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The following criteria was used for reaching a consen-
sus on the 214 biopsies: “ACR”, the initial histological
diagnosis of acute rejection and response to anti-
rejection treatment with boluses of methylprednisolone
and/or increasing baseline immunosuppression; and
“recurrent HCV”, the initial diagnosis of recurrent
hepatitis and the response to treatment with inter-
feron + ribavirin or if no response, subsequent clinical
or histological confirmation of chronic HCV hepatitis.

In the 74 biopsies where there was no diagnostic con-
sensus between the pathologist and the clinician, the
evolution of each one of the biopsies was studied indi-
vidually in order to try and reach a clinical and histo-
logical diagnosis.

Afterwards, the diagnostic algorithm was applied to
each of the 74 biopsies.

Statistical analysis

Descriptive data are expressed as a median (percentile
25, percentile 75). Either the y’-test or the Mann-
Whitney U-test was used to compare categorical or con-
tinuous variables, where appropriate. Of those 214 LB
where the consensus was reached in two hospitals, a
random sample of 114 LB (derivation cohort) was taken
to generate the diagnostic tree. To identify morphologi-
cal variables that optimally separate patients with ACR
from those with recurrent HCV, we used a recursive
partition (RPART) approach." Also referred to as classi-
fication and regression tree analysis, RPART has been

No. of biopsies Overall (n=214) Recurrent HCV ACR (n=57) p
(n=157)

Time from transplantation to LB (days)t 209 (44, 583) 359 (150, 764) 14 (8, 38) <0.0001

Bilirubin (mg/dL) 2(0.1-35) 2,1 (0.3-35) 2.2 (0.2-36) 0.45

ALT (IU/L) 187 (28-557) 191 (28-810) 189 (52-1290) 0.20

AST (IU/L) 147 (9-1615) 145 (35-1615) 146 (9-580) 0.55

Alkaline phosphatase (IU/L)
Peripheral eosinophil (10%/uL)
Albumin, g/dL

Hemoglobin, g/L
Triglycerides, mg/dL

Platelet count (10°)

Glucose, mg/dL

Creatinine, mg/dL

Genotype (% 1b)

186 (110-356)
150 (100-500)
3.7 (3.4-4.1)
12 (11-14)

136 (87-201)
121 (35-293)
103 (84-147)
1.4 (0.9-1.8)
202 (94%)

Immunosuppression:
Tacrolimus 148 (69%)
Cyclosporin 66 (31%)

178 (124-371) 197 (107-320) 0.46
154 (110-550) 158 (112-620) 0.60
3.8 (3.6-4.3) 3.7 (3.1-4.0) 0.21
13 (11-14) 11 (11-14) 0.78
132 (92-197) 137 (102-205) 0.47
119 (35-293) 121 (71-218) 0.85
100 (92-147) 95 (94-147) 0.33
1.4 (0.9-1.8) 1.4 (0.9-1.8) 0.54
154 (98%) 48 (84%) <0.0001
112 (70%) 36 (63%) 0.25
45 (30%) 21 (37%) 0.25

tMedian (percentile 25, percentile 75).

ACR, acute cellular rejection; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; HCV, hepatitis C virus; LB, liver biopsy.
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used to derive prediction rules for other conditions.
RPART first identifies the variable with the highest dis-
crimination for the outcome of interest (node) and then
repeats the process to partition subsequent nodes.
RPART vyields a tree-like algorithm with numerous
nodes. To further improve ease of use, we simplified the
algorithm giving equal weight (1 point) to each
covariate identified by the RPART. This model was
evaluated using the validation cohort that was made up
of 100 additional LB from the whole cohort (Fig. 1). The
number of biopsies with a diagnosis of recurrent hepa-
titis C and acute rejection was similar in both cohorts
(data not shown). Recursive partitioning analysis was
carried out in R using the rpart library, which is freely

available at http://cran.r-project.org.

We assessed the classification characteristics of the
final model by estimating the prevalence of recurrent
HCV, the positive and negative predictive value, as well
as sensitivity, specificity and positive likelihood ratios
among recurrent HCV and ACR groups, respectively.'
This was evaluated in the 214 biopsies in which a con-
sensus was reached between the clinician and the
pathologist about diagnosing ACR or recurrent hepatitis

(the gold standard).

288 liver biopsies
A

—

74 other diagnosis +

214 liver biopsies with definitive

diagnosis ACR or Recurrent HCV

|

Univariate analysis

/ 214

™~

Random sample:
114 (Derivation
cohort)

Random sample:
100 (Validation

cohort)

|

Diagnostic

Assessment

y

A

Algorithm

Figure 1 Study outline. Two hundred and eighty-eight liver
biopsies (LB) were analyzed from 121 patients transplanted for
hepatitis C virus (HCV). A diagnostic consensus was reached
between clinicians and pathologists in 214 biopsies for the
diagnosis of recurrent HCV or acute cellular rejection (ACR). A
random sample of 114 LB (derivation cohort) was taken to
generate the diagnostic tree and subsequently evaluated using
the validation cohort in 100 LB by recursive partitioning analy-
sis of morphological variables and time since transplantation.
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The procedures used in the study are in accordance
with the 1975 Declaration of Helsinki.

RESULTS

HE MEDIAN (PERCENTILE 25, percentile 75) time

from transplantation to LB was 359 days (150, 764)
in patients with recurrent HCV, whereas it was 14 days
(8, 38) in patients with ACR. In patients who had any
other characteristic different from recurrent HCV or
ACR, time to LB was 82 days (30, 348) (P=0.000).

Of the 214 LB in which a diagnostic consensus was
reached between pathologists and clinicians, 73 (23
ACR and 50 recurrent HCV) were performed at the
HCUS hospital and 141 (34 ACR and 107 recurrent
HCV) at the HCUVA hospital.

The diagnosis of these 214 biopsies, was based solely
on the results of the biopsy and the clinical course.

There was one patient in which a second biopsy
refuted the initial diagnosis. In this case, there was evi-
dence of rejection in the biopsy obtained on day 856
after transplantation and this was followed by another
biopsy on day 871 which showed changes in the
characteristics of recurrent HCV changing the initial
diagnosis.

No diagnostic consensus was reached between
pathologists and clinicians on 74 LB.

The most significant morphological findings are
shown in Table 3.

The mean portal tracts and terminal hepatic venules
observed were 6.7 £0.8 (range, 6-8) and 4.1 (range,
3-6), respectively.

Acute cellular rejection was characterized primarily by
the presence of ductal lymphocyte infiltration, mixed
inflammatory infiltrates, polymorphonuclear cells in
portal spaces and endotheliitis. Recurrent HCV,
however, was especially associated with portal lym-
phoid aggregates, interface hepatitis and the presence of
lymphocytes in the portal space.

The first variable entered in the regression tree was
time from transplantation to biopsy, where it was found
that 6 weeks was the best cut-off point for differentiating
between ACR and recurrent HCV.

In the derivation cohort, composed of 114 LB,
prevalence of recurrent HCV and ACR was 72% and
28%, respectively. The diagnostic decision tree con-
structed shows the probability that the diagnosis is
recurrent HCV in terms of different variables (Fig. 2).
The probability of having recurrent HCV was 93% if
the time from transplantation to LB was 6 weeks or
more, decreasing to 16% if the time to biopsy was less
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Table 3 Frequency of morphological features in liver biopsies
from HCV-transplanted patients according to the diagnosis of
recurrent HCV, ACR or others

Recurrent ACR Others

HCV (n=57), (n=74),

(n=157),% % %
Lymphoid aggregates** 119 (78) 7(11) 21(28)
Endotheliitis* * 15 (10) 53 (86) 10 (14)
Interface hepatitis* * 111 (73) 22 (36) 7 (10)
PMN in portal space* * 20 (13) 52 (84) 7 (10)
Steatosis** 78 (51) 18 (29) 18(24)
Lymphocytes in rows** 36 (24) 3(5) 3(5)
Peripheral PMN** 55 (36) 11 (17) 6(8)
Mixed infiltrates* * 12 (8) 51(83) 17(23)
FLIBD (ns) 122 (80) 56 (91) 44 (59)
Neo ducts (ns) 21 (14) 8(13) 13(18)
Acinar infiltrates* * 131 (86) 30 (48) 36(49)
Lymphocytes* * 137 (90) 27 (43) 36 (49)
Lobular PMN* 18 (12) 19(30)  11(15)
Central vein 3(2) 8 (13) 0(0)

endotheliitis*

Fibrosis* * 76 (50) 14 (22) 24 (33)
Necrosis* 46 (30) 32 (52) 23(31)
Centroacinar necrosis* 21 (14) 19 (30) 19 (206)
Apoptosis* 125 (82) 40 (65) 44 (59)
Cholestasis (ns) 36 (24) 22 (35) 24(33)
Micro-macro* * 112 (74) 27 (43)  28(38)
Ballooning* 137 (90) 46 (74) 57 (77)

*P < 0.05, **P < 0.001; statistically significant differences for the
comparison between recurrent HCV and ACR.

ACR, acute cellular rejection; FLIBD, focal lymphocytic
infiltration of bile ducts; HCV, hepatitis C virus; ns, not
significant; PMN, polymorphonuclear cells.
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than 6 weeks. The second significant variable was pres-
ence of endotheliitis. In LB with endotheliitis per-
formed within a period of less than 6 weeks after LT,
the probability of recurrent HCV was 0%, a probability
that increased to 67% in patients in whom LB was per-
formed within a period of 6 weeks or more. In these
cases, if the inflammatory infiltrate does not form lym-
phoid aggregates, this probability is 0%. The absence
of endotheliitis reinforces the diagnosis of recurrent
HCV. In those patients in whom the LB did not show
endotheliitis, the probability of recurrent HCV was
99% and 56%, respectively, depending on whether the
LB was performed within a period of 6 weeks or more,
or less than 6 weeks from LT. In these latter cases,
when we observed the presence of interface hepatitis
and/or lymphoid aggregates, the probability of having
recurrent HCV rose to 80%. The next variable in the
decision tree was the presence of lymphoid aggre-
gates. When the lymphoid aggregates were present in
patients with a time from LT to biopsy of 6 weeks or
more, the probability of recurrent HCV was 100%,
whereas if lymphoid aggregates were absent, the prob-
ability was 0%. Similarly, the probability of recurrent
HCV was 100% and 95%, respectively, if interface
hepatitis was present or absent. The probability of
recurrent HCV was 100% and 89%, respectively, for
patients with or without steatosis.

With the regression tree obtained, diagnostic
accuracy was 96% and 93% in the derivation and vali-
dation cohort, respectively. Both cases surpassed the

N: 114

Yes

93% Time > 6 weeks
n=83
-_| Endotheliitis [Nel
67% 56% 0%
n=15 n=9 n=22
100% | Interface 95% 100% Lymphoid 0%
n=46 | Hepatitis?| n=22 n=10 aggregates? n=5

Figure 2 Flow chart with the probabil-
ity of recurrent hepatitis C virus (HCV)
and acute cellular rejection in 114 liver
biopsies from the derivation cohort
who underwent liver transplantation
for chronic HCV-associated cirrhosis.

Steatosis?

Probability of recurrent hepatitis
Number of biopsies
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Table 4 Data from the derivation cohort, validation cohort and diagnosis performed by a pathologist was used to determine the
sensitivity, specificity, and likelihood ratios of detecting recurrent hepatitis

Derivation cohort,
n=114

Validation cohort,
n=100

Pathologist

Sensitivity, %
Specificity, %
PPV, %

NPV, %
Accuracy, %
LR

100 (99.4-100)
84.4 (82.7-86.1)
94.2 (93.6-94.9)

100 (98.1-100)
95.6 (95.1-96.1)
6.40 (6.37-6.43)

100 (99.3-100)
76.7 (74.9-78.4)
90.9 (90.2-91.6)

100 (97.8-100)
93.0 (92.5-93.5)
4.29 (4.27-4.30)

94.0 (93.7-94.4)
82.3 (81.6-83.1)
92.9 (92.5-93.2)
85.0 (84.1-85.9)
90.6 (90.4-90.9)
5.30 (5.29-5.32)

214 liver biopsies were considered. A consensus was reached on diagnosing acute cellular rejection (n = 57) or recurrent hepatitis

(n=157).
Data are presented as percentages (95% confidence intervals).

LR, likelihood ratio for a positive test result; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

pathologist’s original diagnosis, which had a diagnostic
accuracy of 91% (P<0.05, for both comparisons)
(Table 4).

Of the 74 biopsies in which a consensus between
pathologists and clinicians was not originally made, a
definitive clinicopathological diagnosis was able to be
made in 50 biopsies. The diagnosis continued to be
non-specific in 24 biopsies. In these 24 patients, the
non-specificity of the biopsies did not allow us to reach
a consensus diagnosis, because from the point of view of
pathology, they were biopsies that showed a minimal
inflammatory infiltrate portal without a specific distri-
bution or without affinity for any structure and, from

the point of view of the clinical course of patients, there
was no clarification of etiology. Of the 50 biopsies
where a diagnosis was reached, the diagnosis was recur-
rent HCV in 34 biopsies (24 biopsies within a period of
>6 weeks and 10 within a period of <6 weeks), ACR in
15 cases (11 biopsies within a period of 26 weeks and
four within a period <6 weeks) and chronic rejection in
one case (Table 5). No cases of de novo autoimmune
hepatitis were diagnosed.

If the diagnostic algorithm created in this study had
been applied, we would have obtained the following
results: of the 50 LB performed within a period of 6
weeks or more post-transplant, 24 progressed to

Table 5 Definitive diagnosis of the 74 biopsies in which a consensus had not initially been reached

n=74 Definitive Initial pathological Recurrent HCV
diagnosist diagnosist predicted
A/B/C/D A/BJC
Time =6 weeks
Endotheliitis () 3 3/0/0 0/0/3 100%
Interface hepatitis (+)
Endotheliitis (-) 7 7/0/0 0/0/7 100%
Interface hepatitis (-)
Steatosis (+)
Endotheliitis (-) 34 14/5/14/1 0/2/32 89%
Interface hepatitis (-)
Steatosis (—)
Endotheliitis (+) 7 0/6/1 0/1/6 0%
Lymphoid aggregates (—)
Time <6 weeks
Endotheliitis (-) 21 10/2/9 0/0/21 56%
Endotheliitis (+) 2 0/2/0 0/1/1 0%

t(A) Recurrent HCV, (B) acute cellular rejection, (C) undetermined, (D) chronic rejection.
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recurrent hepatitis and the diagnosis would have been
confirmed in all cases with the application of the algo-
rithm. In the 23 biopsies performed within a period of
less than 6 weeks post-transplant, the correct diagnosis
could also have been applied in all cases.

DISCUSSION

HE MAIN FINDING of this study was that a simple

algorithm system shows high diagnostic accuracy in
distinguishing with high confidence between recurrent
HCV and ACR. Thus, by following this algorithm, we
were able to obtain a diagnostic accuracy of 96% and
93% in the derivation and validation cohort, respec-
tively. In this diagnostic algorithm, time since transplan-
tation (</26 weeks) and the presence of endotheliitis
were the most specific findings for distinguishing recur-
rent HCV from ACR.

Recurrent HCV is not a frequent cause of graft dys-
function in the first weeks after LT, but cases of recurrent
HCV are occasionally seen in the period from 10 to
14 days post-transplant.”*?' Although viremia occurs
almost universally post-transplantation,®® 30-50% of
patients with short-term follow up may be viremic
without disease, and levels of viremia do not correlate
with histological findings.”*** Diagnosis of recurrent
disease should thus be based on histological findings.
Acute hepatitis typically develops between months 1
and 4 post-transplantation, whereas changes consistent
with chronic hepatitis are usually seen after 2-3 months
post-transplantation.”-?® In contrast, most cases of ACR
occur within the first 30 days, with a median of
8 days.'*'”? In our study, 6 weeks after transplantation
was the time that best discriminated between recurrent
HCV and ACR in a more reliable way.

According to the Banff criteria®® and to the criteria of
many other investigators, LB specimens with ACR
usually show portal inflammation, bile duct inflamma-
tion and subendothelial inflammation of the portal vein
branches or terminal hepatic venules. Endotheliitis was
identified in our algorithm as the most specific charac-
teristic capable of excluding recurrent HCV. Thus, the
presence of endotheliitis together with a time from LT of
less than 6 weeks definitely rules out recurrent HCV.
Despite the results obtained, these data should be
treated with caution, because there could be circum-
stances in which the presence of endotheliitis could
accompany HCV recurrence, particularly if the inflam-
matory component is more severe. Centrilobular
venulitis can be observed in other entities besides ACR,
such as viral hepatitis, drug toxicity, autoimmune dis-
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eases, ischemic type injury and particularly in situations
of plasma cell-rich HCV'® but in the context of a recent
liver transplant, it can help to identify ACR more appro-
priately.*’ Other less relevant histological findings for
confirming recurrent HCV were the presence of lym-
phoid aggregates, interface hepatitis and steatosis.

The differential diagnosis between recurrent HCV and
ACR may sometimes be confused.'" A differential diag-
nosis between recurrent HCV and ACR is complicated
but of great importance because treatment of the two
entities is completely different and opposite to each
other. Recurrent HCV will require antiviral treatment
and a reduction in immunosuppression, while on the
other hand, ACR will require an increase in immuno-
suppression, which could be detrimental in the case of
the former disease. Recurrent HCV and ACR may some-
times coexist and in these circumstances the decision to
increase immunosuppression can be taken when the
histological signs of ACR predominate.'"** In our series,
there were no cases with findings of concomitant recur-
rent HCV and ACR, or post-transplant autoimmune
hepatitis. In cases with a non-specific diagnosis (23
cases), the low histological expression did not allow for
a simultaneous diagnosis of recurrent HCV and ACR or
autoimmune hepatitis to be considered.

Of the 74 biopsies where a diagnostic consensus
could not be reached between the clinician and the
pathologist, application of the algorithm would have
increased diagnostic accuracy if we take into account the
subsequent course of the patient. The diagnosis of recur-
rent HCV is often based on the clinical and histological
progression given that we lack instruments that can reli-
ably allow us to hasten the diagnosis when the first
clinical event or first changes in liver biochemistry
parameters occur.

In the 74 biopsies in which there was no clinicopatho-
logical consensus, it was observed that the probability of
a sure and definitive diagnosis increased after applying
the diagnostic algorithm if the diagnostic algorithm
used in this study was applied, both for biopsies per-
formed prior to 6 weeks and those performed at 6 weeks
or more post-transplant.

Therefore, we believe that in these cases that are espe-
cially difficult to diagnose, the use of the algorithm in a
proper clinicopathological context could be an impor-
tant diagnostic prediction tool.

This study has some limitations. First, it was a ret-
rospective study and many LB were excluded because
they did not meet the minimum criteria for histologi-
cal diagnosis. Second, all biopsies with a diagnosis
other than recurrent HCV or ACR were excluded for
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construction of the diagnostic algorithm, though some
of these cases progressed to recurrent HCV. Therefore,
the model should only be used in these two diseases.
If the algorithm is used in other diseases this could
lead to a misdiagnosis. The fact that there were no
cases of recurrent HCV and concomitant ACR was a
further limitation of the study. However, an important
strength of this study is that it was conducted in two
hospitals located at opposite geographical ends of
Spain, providing a representative sample of the general
Spanish population, using a clinical management pro-
tocol and a similar clinicopathological consensus, thus
giving consistency to the diagnostic tree found in this
study. Another strong point of the study is that we per-
formed validation of the algorithm in different biop-
sies from those used to obtain the diagnostic tree. The
histological findings analyzed in our study are well rec-
ognized in the medical published work for the diag-
nosis of both recurrent HCV and ACR, however, our
work is the first to establish a category of morphologi-
cal and clinical variables that establish a diagnosis of
recurrent HCV or ACR. However, given the overlap
that may exist between different histological variables
when they are analyzed sequentially, they make up an
algorithmic system that is an easy and rapid tool for

performing diagnosis.

Differential diagnosis between recurrent HCV and
ACR should be assessed primarily on the opinion of
pathologists who are experienced in liver transplant
pathology. This model also shows a good pathology-
clinical correlation that remains the true gold standard
when differentiating between recurrent HCV and ACR.
Moreover, irrespective of the statistical importance of
this model, the clinical relevance of this simple algorith-
mic system could be useful to aid pathologists who are
not experts in transplant pathology or who are less expe-
rienced in making a diagnosis, thereby helping to sim-
plify diagnosis. In conclusion, morphological features
in LB from HCV-transplanted patients may be useful for
simplifying the distinction between recurrent HCV and

ACR.
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