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ABREVIATURAS

VHC: virus hepatitis C

HNANB: hepatitis no A no B

IFN: interferon

PEG-IFN: interferon pegilado

RBV: ribavirina

RVS: respuesta viral sostenida

TVP: telaprevir

BOC: boceprevir

ARN: acido ribonucleico

nm: nanometro

ORF: marco de lectura abierto (open reading frame)
5'NTR: regién terminal 5" no codificante

3'NTR: regioén terminal 3" no codificante

IRES: sitio interno de entrada del ribosoma (internal ribosome entry)
CHC: carcinoma hepatocelular

CMSP: células mononucleares sanguineas periféricas
EMCV: virus de la encefalomiocarditis

Huh: células de hepatoma humano

TH: trasplante hepatico

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

Ig: inmunoglobulina

Anti-VHC: anticuerpos frente VHC

ELISA: enzimoinmunoanalisis

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

RIBA: inmunotransferencia con antigenos recombinantes
bADN: amplificacion de la sefial mediante sondas de ADN ramificado (branched
ADN)

ADN: acido desoxirribonucleico

Ul: unidades internacionales

FDA: Food and Drug Administration

ml: mililitro

TAN: técnicas de amplificacion del acido nucleico



TMA: transcripcion mediada por amplificacion
ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real
Eq: equivalentes

BOE: Boletin Oficial del Estado

RVR: respuesta viral rapida

RVPc: respuesta viral precoz completa

RVPp: respuesta viral precoz parcial

log: logaritmo

pg: picogramo

IAH: indice de actividad histoldgica

F: fibrosis

kPa: kiloPascales

APRI: aspartate transaminase to platelets ratio index
g: gramo

IMC: indice de masa corporal

Mg: microgramo

mg: miligramo

nM: nanomolar

BVDV: virus de la diarrea bovina viral

MMF: mofetil micofenolato

MM: micromolar

HBsAg: antigeno de superficie ligado a la hepatitis B
VHB: virus de la hepatitis B

HAI: hepatitis autoinmune

FR: factor reumatoide

ANA: anticuerpos antinucleares

CM: crioglobulinemia mixta

EMTC: enfermedad mixta del tejido conectivo
ElIC: enfermedad inflamatoria intestinal cronica
SMA: anticuerpos anti-musculo liso

LKM: anticuerpos anti-microsomales

MEM: medio de cultivo minimo esencial

IFNa: interferén alfa



AZA: azatioprina

HCI: &cido clorhidrico

DMSO: dimetilsulféxido

PBS: tampon fosfato salino

ng: nanogramo

U: unidades

MMLV: Virus de la Leucemia Murina de Moloney (Moloney Murine Leukemia
Virus)

Ct: ciclo umbral (cycle threshold)

SLA/LP: antigeno soluble del higado

pPANCA: anticuerpos anticitoplasma de los neutrofilos perinuclear
ASGPR: anticuerpos del receptor asialoglicoproteinas
LC-1: anticuerpos citosol hepatico tipo 1

AST: aspartato aminotransferasa

ALT: alanino aminotransferasa

IQR: rango intercuartil

ADVP: adiccion a drogas via parenteral

HC VHC: hepatopatia crénica por virus de la hepatitis C
DE: desviacion estandar

IC: intervalo de confianza

p: probabilidad

Kg: kilogramo

NS: no significativo
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Summary

Background and Aims

There are multiple clinical entities which need long-term, low-dose oral
corticosteroids. The prevalence of hepatitis C virus (HCV) infection in general
population is high and, therefore, it is not infrequent to use corticosteroids with
or without azathioprine in HCV-infected patients for different diseases which
sometimes are associated to the virus itself. However, there is no information
enough to consider corticosteroids as beneficial or harmful drugs on natural
history of chronic hepatitis C.

The aims of this study were: 1) to study the in vitro effect of prednisone and
azathioprine on HCV replication in a subgenomic replicon; 2) to evaluate the
effect in vivo (variation in AST, ALT, HCV RNA and liver fibrosis) of low-dose
corticosteroids for prolonged time with or without azathioprine in patients with
chronic hepatitis C receiving this therapy for other reasons.

Material and Methods

Aim 1: subgenomic replicon Ava.5 and human hepatoma cell line Huh.7 were
used. Huh.7 cells harbouring a subgenomic HCV replicon system were cultured
with different doses of prednisone, azathioprine and ribavirin plus interferon-a.
We measured HCV RNA by reverse transcriptase PCR. B-actin mRNA was
quantified and used as an endogenous reference.

Aim 2: retrospective-prospective observational study of 28 patients with chronic
hepatitis C treated with corticosteroids at low-doses (£30mg/day) with or without
azathioprine for more than 6 months. AST, ALT, HCV RNA and liver fibrosis
were determined, and results were compared with a control group of non-

treated chronic hepatitis C patients.
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Summary

Results

Aim 1: prednisone did not produce any effect on HCV replication while ribavirin
plus interferon-a inhibited HCV replication. Azathioprine led to cell death.

Aim 2: mean age was 47.2+10.4 years. 42.9% were male. Mean dose of
prednisone was 9.1+4.9 mg/day (range: 2.5 — 30mg/day). Mean treatment time
was 76.3x79.6 months (range: 7.4 - 349.4 months). 35.7% received
concomitant azathioprine. Transaminases decreased significantly only within
the first three months of treatment (AST from 93.7+99.6 to 55.2+42.9 Ul/ml,
p=0.006; ALT from 135.1£149.1 to 82.8+77 Ul/ml, p=0.002), with non-significant
changes thereafter. Corticosteroids led to a non-significant increase in HCV
RNA, and a non-significant increase in fibrosis: from 2.11 to 2.25 (p=0.42) -
mean follow-up 123.6£88 months (range: 22.3 — 329.1 months), as compared to
non-treated subjects: from 1.77 to 2.02 (p = 0.007) - mean follow-up 21.6£7.9
months (range: 12.2 — 41.6 months). When fibrosis progression was adjusted
considering the time between examinations in years, progression was also
lower in treated cases (0.054+0.25 units versus 0.196+0.6 units, p=0.26).
Conclusion

Corticosteroids in vitro did not affect HCV replication. Corticosteroid in vivo
caused a significant initial decrease in transaminases, non-significant changes
in HCV RNA, and a trend to a slower fibrosis progression in comparison to a
control group. Therefore, corticosteroids did not accelerate progression of

chronic hepatitis C.
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2. INTRODUCCION




Introduccion

El virus de la hepatitis C (VHC) fue descubierto en 1989 (1), como
principal agente responsable de la hasta entonces denominada hepatitis no A,
no B (HNANB) (2-4). Previamente a su identificacion, ya se realizaban estudios
en cuanto a la eficacia de diferentes tratamientos, principalmente interferén
(IFN) y corticoides, sobre pacientes con este tipo de hepatitis.

A partir de su descubrimiento se han ido conociendo su estructura,
epidemiologia, historia natural y métodos diagnédsticos, lo que ha permitido
crear sistemas de cribado para evitar su transmision a través de transfusiones
(5). De igual forma se comenzo a investigar sobre aspectos terapéuticos, hasta
alcanzar el esquema de tratamiento que combina interferon pegilado (PEG-
IFN) y ribavirina (RBV). Este tratamiento, aplicado sobre pacientes naive,
obtiene porcentajes de respuesta viral sostenida (RVS) del 42-46% para los
genotipos 1y 4 tratados durante 48 semanas, y del 76-82% para los genotipos
2 y 3 tratados durante 24 semanas (6, 7). Para mejorar estos resultados y
minimizar los efectos secundarios y los costes, diferentes estudios analizaron
los resultados obtenidos con esquemas terapéuticos mas individualizados, en
los que segun las caracteristicas del paciente, del virus y de la respuesta al
tratamiento, reflejada en la cinética viral, la duracion del tratamiento varia entre
12-72 semanas (8-21). Actualmente en pacientes genotipo 1 existe la
posibilidad de afadir un tercer farmaco antiviral inhibidor de la proteasa
NS3/NS4A, es decir realizar una triple terapia con telaprevir (TVR) o boceprevir
(BOC). Este esquema de tratamiento ha aumentado la tasa de RVS, al 67-75%
en pacientes naive, 85-97% en recidivantes, 50-55% en respondedores
parciales y 30-37% en respondedores nulos, con los inconvenientes de mas

efectos secundarios, interacciones y un mayor coste econémico (22-31). Por lo
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Introduccion

tanto su indicacion debe considerarse de forma personalizada en cada
paciente. El esquema de aplicacion de cada tratamiento aparece reflejado
posteriormente en la figura 5.

Recientemente se ha descrito que polimorfismos en la region del gen
IL28B, que codifican para IFN-A3, estan significativamente asociados con el
aclaramiento espontdneo de la infeccion aguda por el virus C y con la
respuesta a la terapia antiviral. Este es por tanto un dato de gran relevancia
clinica, pues permite una estrategia terapéutica mas personalizada (32-40).

Ademas, para optimizar el manejo de pacientes con hepatitis C, resulta
esencial conocer el efecto que diferentes tratamientos administrados por
enfermedades concomitantes, pueden causar sobre el virus y secundariamente
sobre su enfermedad hepatica. Sin embargo, son varios los farmacos sobre los
que aun desconocemos su influencia real sobre este virus, como es el caso de

los corticoides.
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21 ESTRUCTURA Y REPLICACION

2.1.1 Estructura

Lo que conocemos actualmente del VHC es que se trata de un virus
formado por una cadena positiva de acido ribonucleico (ARN) rodeada por el
core (nucleocapside) que, a su vez, esta cubierta por dos proteinas de
envoltura (E1y E2). En el interior del virion, la molécula se halla superenrollada
y plegada en una estructura terciaria compleja. Se le considera el unico
representante del género Hepacivirus dentro de la familia Flaviviridae (41, 42).

El genoma del VHC tiene un tamafo de 50 a 60nm y contiene alrededor
de 9600 nucledtidos con un solo marco de lectura abierto (open reading frame,
ORF), capaz de codificar un gran polipéptido viral precursor de 3010 a 3033
aminoacidos, variando su longitud de forma leve segun el VHC aislado. En el
extremo aminoterminal de la region 5" de esta ORF estan los genes que
codifican las proteinas estructurales: el core o nucleocapside [C,p21] y las
proteinas de la envoltura 1 [E1, gp31] y de la envoltura 2 [E2, gp70],
hipervariables y con capacidad de sufrir mutaciones responsables de la
persistencia de los mecanismos de escape a la respuesta inmune (43). En el
extremo 3° se situan los genes no estructurales (NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a
y NS5b), que codifican distintas proteinas. Asi vemos que se distinguen en el

virus nueve regiones (44, 45) (figura 1).
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FIGURA 1. Genoma del VHC: regiones no codificantes, estructurales y no estructurales

ORF
FNTR

TNTR

CcDB1

Core E1 E2 Pr| NS2 M3 MS44 NS48 NS5A MNSEB

Envoltura

Serin-proteasa viral ARN-polimerasa

Nucleocapside ARN-dependiente

Autoproteasa

Helicasa

ORF: Open Reading Frame; 5'NTR: region terminal 5" no codificante; 3’'NTR: regién terminal 3" no
codificante; Core: proteina del core; E1: glicoproteina E1; E2: glicoproteina E2; NS: proteinas no
estructurales.

o] Regiones no codificantes: regién terminal 5° no codificante (5’'NTR) y

region terminal 3" no codificante (3'NTR).

La 5'NTR y porciones de la 3'NTR son las partes mas conservadas del
genoma del VHC y contienen senales para la replicacion y la traduccién. La 5°
NTR de 349 a 352 pares de bases tiene una estructura de ARN secundaria
muy compleja, con cuatro estructuras troncales principales y un sitio interno de
entrada del ribosoma (internal ribosome entry, IRES). Su funcidén es unirse a la
subunidad 40S del ribosoma para iniciar la traduccion del ARN, por lo tanto se
trata de una regidon esencial para la sintesis de proteinas virales y es probable
que también lo sea para la replicacion. La 3'NTR esta formado por tres zonas:
un segmento hipervariable de unos 40 nucledtidos, seguido de una secuencia
poli-U/polipirimidinas de tamano variable, y una region muy conservada
adicional que contiene alrededor de 100 nucleétidos. A diferencia de la 5'NTR,
la 3'NTR tiene una estructura secundaria muy estable. Al igual que la 5’NTR

esta region parece ser esencial para la traduccién y la replicacion (46, 47).
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o] Regiones estructurales: proteina del core y proteinas de la envoltura.

Son las proteinas que forman parte de la particula viral. La primera de
ellas, la proteina del core, una vez madura se une al ARN viral para formar la
nucleocapside. Se trata de una proteina muy conservada que interacciona con
numerosas proteinas celulares, afectando algunas funciones de la célula
hospedadora, como la modulacion de la respuesta inmune del huésped y la
supresion de la sintesis de proteinas que precede al inicio de la replicacion del
genoma. Ademas algunos autores la han asociado con la induccion de
esteatosis y de carcinoma hepatocelular (CHC) (48, 49). Esta nucleocapside
viral es envuelta por dos glicoproteinas (E1 y E2), que median en la adsorcién

de los viriones a la membrana celular y en la fusion de las células infectadas.

0 Regiones no estructurales: NS2, NS3, NS4, NS5.

La molécula NS2 junto con el primer tercio N-terminal de la NS3
conforman una autoproteasa zinc-dependiente que induce el corte entre NS2 y
NS3. La regién aminoterminal de NS3 codifica una serin-proteasa viral esencial
para el clivaje postraduccional de los péptidos virales. ElI extremo
carboxiterminal de NS3 funciona como helicasa, importante para desenrollar el
ARN viral durante la replicacién. NS4b se halla involucrada en el proceso de
formacion del complejo de replicacion viral. La proteina NS5b funciona como
ARN-polimerasa ARN-dependiente, mientras que el papel de la proteina NS5a
se desconoce, si bien estudios recientes sugieren que pueda desempefar un

papel en la regulacion viral de la replicacion.
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Es decir, NS5 es la ARN-polimerasa, mientras que las otras tres (NS2,
NS3, NS4), son enzimas que participan en la replicacion del genoma y en el
procesamiento de la poliproteina que resulta de su transcripcién (50, 51).

La investigacion de nuevas terapias antivirales tienen como dianas
principales la NS3 serin-proteasa y la NS5b ARN-polimerasa, dado su papel

fundamental en la replicacion del virus.

2.1.2 Replicaciéon

El VHC se replica fundamentalmente en los hepatocitos, pero puede
también replicarse en células mononucleares sanguineas periféricas (CMSP)
(52, 53). Esto sugiere la existencia de fuentes extrahepaticas del virus durante
la infeccion persistente.

Los estudios de la cinética del VHC en pacientes han mostrado que el
recambio del virus es rapido, con alta produccién de virus in vivo en el orden de
10'°-10" virones por dia. Estas altas tasas de recambio pueden explicar la
rapida aparicion de diversidad viral en pacientes con infeccidon crénica y la
frecuente persistencia de la infeccién, debido al escape inmunoldgico, después
de la exposicién aguda.

Los acontecimientos iniciales de la unién del virus a la superficie del
hepatocito aun se conocen escasamente. Se sabe que el mecanismo de
entrada del VHC en la célula es tanto clathrin (54), como pH dependiente (55,
56). Y se han propuesto receptores celulares diferentes para el VHC, entre los
que destacan las lipoproteinas de baja densidad y el receptor de membrana
celular CD81 (57). Esta es una proteina de la superficie celular llamada

tetraspanina que tiene cuatro cadenas (dos extracelulares y dos intracelulares)
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y se expresa en la mayor parte de las células humanas, excepto en los
glébulos rojos y en las plaquetas. Se ha demostrado que la proteina E2 de la
envoltura del VHC se une de forma especifica con CD81, lo que sugiere que
CD81 podria ser el receptor del VHC. Posteriormente, las particulas penetran
en la célula por un proceso de endocitosis en el que la fusion de las
membranas podria estar mediada por la gp37 (E1).

Tras alcanzar el citoplasma, el ARN viral es traducido por los ribosomas,
proceso mediado por la accion de IRES y de secuencias situadas en el extremo
5" NTR. Como se menciono previamente, el resultado de la traduccion es una
polipoproteina precursora de 3000 aminoacidos, cuyo procesamiento es
efectuado por proteinasas y sefalasas celulares, por NS 2-3 proteinasa y NS 3-
4a proteasa presentes en el precursor y por la serin-proteasa viral (p72). El
procesamiento comienza en el extremo N-terminal con la accion de los enzimas
celulares, que liberan primero las proteinas estructurales y la proteina p7, y a
continuacion las proteinas no estructurales.

Los productos derivados de este proceso se asocian a las membranas
del reticulo endosplasmico formando el complejo replicativo tipico de los virus
ARN de sentido positivo. La ARN-polimerasa viral (p70) es el componente
clave para la replicacion del genoma, que sucede a través de un ARN
intermediario en sentido negativo que sirve como molde para la sintesis de las
nuevas copias del genoma.

La ausencia de sistemas in vitro capaces de generar cantidades
significativas de viriones completos, limita mucho nuestros conocimientos sobre
los procesos de ensamblaje, maduracion y liberacion de las particulas viricas.

Algunos datos sugieren que el ensamblaje comienza con la interaccion entre la
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proteina del core y el extremo 5NTR del ARN viral, que induciria el
empaquetamiento de la cadena positiva e inhibiria la funcionalidad del IRES,
cesando asi la sintesis de proteinas. Asimismo, las moléculas de la proteina
del core interaccionarian entre si a través del extremo N-terminal, formando la
capside en torno al genoma empaquetado. Paralelamente, las proteinas E1 y
E2 se retendrian en la luz de las cisternas del reticulo endoplasmico y la
maduracién de las particulas se produciria al brotar las nucleocapsides hacia el
interior, adquiriendo de esta manera la envuelta. Las particulas completas se
exportarian fuera de la célula por transito a través del aparato de Golgi, aunque
lo cierto es que el VHC muestra una fuerte tendencia a permanecer asociado a

componentes celulares.

2.1.3 Replicones subgenémicos

La ausencia de un sistema de cultivo eficiente del virus para su estudio
in vitro, ha obligado a buscar alternativas, como son los virus replicones,
capaces de amplificar ARN pero no de producir virus maduros (58).

Los replicones subgenomicos contienen solo las proteinas no
estructurales del virus para la replicacion del ARN, un gen (como son el gen de
la neomicina fosfotransferasa o el gen de la luciferasa) que permiten la
deteccion de la replicacion en las células transfectadas, y a continuacion la
region del IRES del virus de la encefalomiocarditis (EMCV) para poder dirigir la

trascripcion de las proteinas no estructurales del replicén (59) (figura 2).
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FIGURA 2. Estructura del replicon subgendémico del VHC en comparacién con el
genoma del VHC

Genoma VHC
pf
§NTR — Core | E1 Ez MNE2 NS2 MSAA, MSAB | MSSA WS5E  — ¥NTR
44— Estructural —» < No estructural »

Replicéon subgendmico

§NTR INTR

EMCY
Marcador IRES

Core: proteina del core; E1: glicoproteina E1; E2: glicoproteina E2; NS: proteinas no estructurales; NTR:
region no codificante; IRES: sitio interno de entrada del ribosoma; EMCV: virus de la encefalomiocarditis.

El sistema replicdn se basa por lo tanto en la replicacion autbnoma de un
minigenoma VHC genéticamente manipulado, y que tras su transfeccion a
células de hepatoma humano Huh-7 se ha comprobado que es capaz de
producir ARN y proteinas (58, 60-62).

Este tipo de ARN subgendmico puede generarse en cantidades
practicamente ilimitadas y en él se pueden introducir modificaciones para el
analisis genético de diversas funciones esenciales del ciclo biolégico del virus.
Asi este sistema ha proporcionado un modelo sobre el que poder estudiar tanto
el mecanismo de replicaciéon viral, como la influencia que pueden ocasionar
diferentes agentes terapéuticos sobre la replicacion (63).

La primera generacion de replicones VHC se basd en clones del

genotipo 1b. Posteriormente se han realizado trabajos de replicones originados
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de los genotipos 1a y 2a (64, 65), lo que permite el estudio de sistemas de

replicacion especificos de genotipos.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

La hepatitis por virus C afecta a mas de 100 millones de personas en el
mundo (66) y en la actualidad es la principal causa de hepatopatia crénica (67),
cirrosis, CHC (45, 68) y trasplante hepatico (TH) (69, 70). Dada la alta tasa de
infecciones hasta su descubrimiento en 1989, se estima que en los proximos
afos, la mortalidad causada por este virus se incrementara dos o tres veces
(67). Ademas, un estudio realizado en EE.UU por Wong y colaboradores,
estima que durante los afos del periodo comprendido entre 2010 y 2019 el
coste del tratamiento de la patologia producida por el VHC se encontraria en el
rango de los 6,5 — 13,6 mil millones de ddlares (71). Otros trabajos realizados
en EE.UU (72) y Francia (73), corroboran una situacion epidémica y de alto
coste similar.

Aunque se trata de una enfermedad extendida mundialmente, existe una
gran variabilidad geografica en su distribucién. Los paises con mayor
prevalencia se encuentran en Africa y Asia (66). En Espafia, los estudios
realizados en diferentes grupos poblacionales, situan la prevalencia de la
infeccién por VHC entre el 1% y el 2,5% (66, 74-76).

En EE.UU se ha descrito una mayor prevalencia en personas entre los
30 y los 49 afos y un ligero predominio en varones (3, 70, 77). Mientras que en
el Sur de Europa, la mayor prevalencia se ha detectado en el grupo de edad de
mayores de 65 afos (74).

Se han descubierto seis genotipos mayores y multiples subtipos del VHC
en base a aspectos moleculares (78). El genotipo 1 es el mas frecuente,
representando aproximadamente el 40-80% de la poblacién mundial (79), pero

la distribucion de los genotipos varia principalmente segun el area geografica,
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pero también segun la edad del afectado y los factores de riesgo asociados
(80, 81). En EE.UU el 70-75% de los pacientes con VHC son genotipo 1;
representando los genotipos 2 y 3 practicamente el resto de casos. En Europa
y Japon, el genotipo 1 sigue siendo el mas frecuente, pero la prevalencia de los
genotipos 2 y 3 es mas elevada que en EE.UU. El genotipo 4 es el mas comun
en Egipto y varias areas del Medio Este. El genotipo 5 se encuentra
principalmente en Sudafrica y el 6 en Hong Kong y otras areas del Sudeste
asiatico.

La influencia de cada una de las vias de transmisién del virus, se
modifico desde el descubrimiento del VHC, y la aplicacién sistematica de
controles serologicos en los donantes, ya que esto produjo un claro descenso
en el numero de casos transmitidos a través de transfusiones sanguineas. Por
lo tanto, esta via de contagio, que anteriormente era la principal, pas6 a ocupar
un lugar marginal entre los factores de riesgo de infeccion, al igual que el uso
de material contaminado, excepto en paises en vias de desarrollo, donde no se
llevan a cabo técnicas de esterilidad y cribado adecuadas (66). En la actualidad
la via de transmision predominante es el uso de drogas, principalmente las de
via parenteral, pero no de forma exclusiva; y en menor medida, la transmisién
nosocomial (82), habiéndose descrito casos de transmisiébn durante
procedimientos médicos técnicos como la colonoscopia (83), la dialisis (84), y
la inadecuada manipulacion de catéteres endovenosos durante procedimientos
anestésicos (85), asi como durante intervenciones quirurgicas, en las que se ha
descrito el contagio médico-paciente (86). Se han documentado otras vias de
transmision poco frecuentes, como son la sexual, ocupacional y vertical (3, 45,

87), cuyo riesgo de transmision se incrementa en caso de coinfeccion por virus
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de la inmunodeficiencia humana (VIH), tanto para la via sexual, como para la
vertical (88).

Por lo tanto, los hechos que han precipitado principalmente en los
ultimos anos un cambio epidemiolégico en la infeccién por virus C, son un
control de seguridad mas 6ptimo en las transfusiones sanguineas, una mejora
en las condiciones de profilaxis sanitarias, una expansién en el uso de drogas
via parenteral y los cambios migratorios (74).

Sin embargo, a pesar de que cada vez existe un mejor conocimiento del

VHC, aun hay casos en los que no se han identificado factores de riesgo (89).
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2.3 METODOS DIAGNOSTICOS

El diagndstico de la hepatitis crénica por virus C se basa en pruebas
seroldgicas, basadas en la deteccion de anticuerpos especificos contra el VHC
y moleculares, basadas en la deteccién del ARN-VHC. Otras pruebas, como la
determinacién del genotipo y la realizacion de la biopsia hepatica o elastografia
unidimensional (FibroScan®, Echosens, Paris, Francia), aportan informacién
del pronéstico y de la respuesta al tratamiento (45).

La aplicaciébn progresiva de estas pruebas diagndsticas permitio
determinar que la infeccién por VHC era la principal causa de la HNANB (90,
91) y empleadas como método de cribado en los donantes de sangre, hicieron
disminuir drasticamente las cifras de HNANB postransfusionales (2).

En cuanto a la hepatitis aguda por virus C la respuesta humoral con
inmunoglobulinas IgM no es exclusiva de la primoinfeccidn, ya que se detectan
anticuerpos IgM en el 50-93% de los pacientes con infeccion aguda y en el 50-
70% de los pacientes con hepatopatia crénica. Por ello, este marcador es
ineficaz tanto en el diagndstico precoz de la infeccion aguda, como en la
diferenciacion entre infeccién aguda y cronica por el VHC (92), por lo que la
evolucion nos dira si se trata de uno de los casos dentro del 15% de las
infecciones que no se cronifican (67, 93), en cuyo caso se negativizara
espontaneamente el ARN-VHC.

En la figura 3 se observa el comportamiento en el tiempo de los
anticuerpos frente VHC (anti-VHC), ARN-VHC y antigeno core (los cuales se

explican a continuacién), segun se trate de una infeccion aguda o crénica.
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FIGURA 3. Esquema de la secuencia temporal de anticuerpos anti-VHC, ARN-VHC y
antigeno core del VHC en la infeccion aguda y en la infeccién crénica
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2.3.1 Pruebas seroldgicas

Se trata del primero escaldén en el algoritmo diagnostico del estudio de
pacientes con sospecha de infeccion por el VHC, dada su simplicidad, bajo
coste y su adecuada sensibilidad.

Se basan en la deteccidn de anticuerpos dirigidos frente a diferentes
antigenos estructurales y no estructurales del VHC. En los pacientes con
resolucion espontanea de la infeccion, los anticuerpos pueden ser detectables
durante toda la vida, o ir disminuyendo gradualmente, hasta hacerse
indetectables (94). En los pacientes con evolucion hacia la cronicidad, los
anticuerpos podran ser detectados de forma indefinida durante toda la vida,
aunque podrian ser indetectables en caso de inmunodepresion marcada.

Existen dos tipos de técnicas:

2.3.1.1 Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

Se han desarrollado tres técnicas basadas en el ELISA, que incorporan
antigenos recombinantes (obtenidos por ingenieria genética) o péptidos

sintéticos (mediante sintesis quimica) del VHC, que son fijados a micropocillos
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de una microplaca. Este formato permite la union especifica de anticuerpos
séricos, para una posterior deteccion mediante una reaccidn enzimo-
colorimétrica. Es sencillo de realizar, parcial o totalmente automatico y
facilmente disponible (95).

La figura 4 muestra una representacion esquematica del genoma del
VHC, sefalizandose la localizacion de los antigenos contra los que aparecen
los anticuerpos que se detectan en estas pruebas seroldgicas.

FIGURA 4. Representaciéon del genoma del VHC y localizacion de los antigenos
empleados en las distintas pruebas seroldgicas de ELISA
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2.3.1.1a.- ELISA de primera generacion: estudiado en 1990, detecta

anticuerpos frente al producto del clon 5-1-1, un antigeno denominado C100-3
correspondiente a la regién gendmica no estructural NS4 del VHC (2, 50). En
1991 se comprobd que con la aplicacion de cribado con ELISA de primera
generacion en los donantes, disminuia la incidencia de HNANB

postransfusional (5).
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2.3.1.1b.- ELISA de segunda generacién: incluye proteinas recombinantes

derivadas de core y de la regién no estructural NS3.

Este método aporta un incremento significativo de la sensibilidad y
especificidad, frente al método de ELISA-1 (en una poblaciéon de alto riesgo
presenta una sensibilidad mayor del 95%, frente al 70-80% y un valor predictivo
positivo del 88-95% frente al 70-85%) y reduce el periodo ventana serolégico
(10 semanas frente a 16) (96), detectando por lo tanto un mayor niumero de

hepatitis agudas y la mayoria de las cronicas.

2.3.1.1c.- ELISA de tercera generacién: disponible desde 1995, incorpora un

nuevo péptido de la regibn NS5 codificado por la region no estructural del
mismo nombre del genoma virico. Presenta un periodo ventana serolégico de
2-3 semanas y una ligera mayor especificidad en los donantes de sangre (96),
por lo que este método se utiliza para cribado diagnéstico en los Bancos de
Sangre, habiendo demostrado gran eficacia en la prevencion de la trasmision
del VHC a los receptores de transfusiones, de modo que en EE.UU el riesgo de
transmision a través de transfusiones para pacientes con anticuerpos anti-VHC
negativos es menor de 1 de cada 103.000 unidades de sangre transfundidas
(97), el cual disminuye con la aplicacion de métodos de Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) si el resultado es positivo (98).

Son mas probables los resultados falsamente positivos en las pruebas
de ELISA de primera generacidon, pero también pueden producirse en las
versiones mas recientes, principalmente en caso de que se apliquen a una
poblacidon con baja prevalencia de infeccion por VHC. Estos resultados falsos

positivos, pueden obtenerse al tener lugar interacciones inespecificas entre Ig
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séricas y antigenos del VHC empleados en las pruebas seroldgicas (como en
pacientes con enfermedades autoinmunes y anticuerpos circulantes) (99), o en
caso de resolucion espontanea de la infeccion. Los pacientes
inmunodeprimidos, dada su dificultad para producir anticuerpos, suelen tener
resultados falsamente negativos, como en coinfectados por VIH, receptores de
trasplantes sometidos a medicacidon inmunosupresora y pacientes con

insuficiencia renal crénica en hemodialisis (100).

2.3.1.2 Inmunotransferencia con antigenos recombinantes (RIBA)

Es un inmunoblot que detecta los mismos anticuerpos frente a los
mismos antigenos estructurales y no estructurales del VHC, pero las proteinas
recombinantes estan fijadas en tiras de nitrocelulosa, a las que se adhieren los
anticuerpos. Al unirse los anticuerpos al antigeno, aparece en la tira una banda
que varia de posicion en funcion de cada antigeno. Se considera que la
prueba es positiva si se detecta reactividad frente a dos o mas bandas,
indeterminada si sblo una banda es reactiva y negativa cuando no existe
reactividad para ninguna banda.

Se cre6 como una prueba mas especifica, utilizada para confirmar un
resultado positivo del ELISA (95, 101). Pero se encuentra en desuso, dada la
alta especificidad de la prueba de ELISA de tercera generaciéon (102) y debido
a la elevada disponibilidad de los métodos de deteccion de ARN-VHC como
prueba de confirmacion diagnostica. Asi en la actualidad, solo tiene utilidad
para diferenciar, en caso de pacientes con ELISA positivo y ARN negativo,
entre un falso positivo, en los que el RIBA también seria negativo, y una

infeccion resuelta, en los que el RIBA seria positivo. Pero este aspecto
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raramente es relevante en la practica clinica, por lo que no suele ser necesario

(103).

2.3.2 Deteccion de ARN-VHC

La infeccion activa se define por la presencia de ARN-VHC que puede
detectarse entre la primera y la tercera semanas después de la exposicion
aguda. Durante la infeccion cronica los niveles de ARN son muy estables y no
se correlacionan con la gravedad de la lesion hepatica (104, 105).

Se han desarrollado varias técnicas de biologia molecular que detectan
el ARN-VHC en suero o plasma, inicialmente tan solo cualitativas, pero gracias
al desarrollo de métodos como el sistema “branched ADN” (bADN) de
amplificacion de la sefal mediante sondas de acido desoxirribonucleico (ADN)
ramificado, se comenzé a cuantificar el ARN-VHC de los pacientes infectados.
De forma independiente fueron proliferando distintas pruebas para medir el
ARN-VHC, con diferente sensibilidad y especificidad, que en ausencia de
estandarizacion y protocolos, produjo que con el analisis de la misma muestra
de sangre por diferentes laboratorios se obtuvieran resultados dispares. Por
ello se establecidé la aplicacion de unidades internacionales (Ul) estandarizadas
y la aprobacion de varios test virolégicos por la U.S. Food and Drug
Administration (FDA), lo que proporcioné al cabo de unos afos una
homogeneidad y reproducibilidad en los resultados de la cuantificaciéon del VHC
(106, 107), como la que existe actualmente.

La tabla 1 muestra la conversion de la carga viral segun las diferentes
técnicas cuantitativas, previas a la estandarizacion en Ul (95) y la tabla 2 los

meétodos diagnodsticos moleculares aprobados por la FDA hasta la actualidad
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(108). El 25 de junio de 2010, la FDA aprobd6 el empleo de OraQuick VHC
Rapid Antibody Test (OraSure technologies, Inc), una prueba diagndstica que
se aplica a pacientes mayores de 15 afios con factores de riesgo o con
sintomas o signos de infeccién por hepatitis C, que permite obtener el resultado
en 20 minutos. Su uso como cribado en la poblacién general no esta aprobado

(109).

TABLA 1. Conversidon de unidades no estandarizadas a Ul de ARN-VHC seguln las
distintas técnicas de cuantificacién

TECNICA* CONVERSION 1 Ul/ml
Amplicor VHC V.2.0 0,9 copias/ml
Cobas amplicor VHC V.2.0 2,7 copias/ml
Versant ARN VHC V.3.0 5,2 copias/mi
LCx ARN VHC 3,8 copias/mi
SuperQuant 3,4 copias/ml

Tabla adaptada de Pawlotsky (95).

*Amplicor VHC Monitor version 2.0 y Cobas Amplicor Monitor VHC versién 2.0 (Roche Molecular
System, Branchburg, NJ); Versant ARN VHC versidn 3.0 (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY); LCx ARN VHC
(Abbott Diagnostics, Chicago, IL); SuperQuant (National Genetics Institute, Los Angeles, CA).

TABLA 2. Métodos diagndsticos moleculares aprobados por la FDA

SuperQuant (National Genetics Institute, Los Angeles, CA)
COBAS AmpliScreen VHC Test (Roche Molecular Systems, Inc)
Procleix VIH-1/VHC Assay (Gen-Probe, Inc)

Versant TMA (GenProbe, Inc)

RT-PCR VHC (BioLife PlasmaServices, L.P)
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Metodologia para la determinacion del ARN-VHC:

La cantidad de ARN circulante en suero es limitada, por lo que para su
deteccion es necesario emplear técnicas de amplificacién del acido nucleico
(TAN). Dentro de estas diferenciamos las que se basan en la amplificacion
gendémica, como son la PCR vy la transcripcion mediada por amplificacion
(TMA), que son sistemas para amplificar la diana; y las que se basan en la
amplificacion de la senal, como el sistema bADN de amplificacién de la sefial
mediante sondas de ADN ramificado.

En la tabla 3 aparecen los métodos de deteccion del ARN-VHC

existentes y el rango dindmico de cada una de las técnicas (95, 110).

TABLA 3. Técnicas moleculares de deteccion del ARN-VHC en suero

LIMITE
SUPERIOR DE
DETECCION

, , LIMITE INFERIOR
TECNICA* METODO DE DETECCION
(Ul/ml)

(Uliml)

Técnicas cualitativas

cg‘%“cm VHC  RT-PCR manual 50 No aplicable

Versant TMA 10 No aplicable

Técnicas cuantitativas

Cobas Amplicor RT-PCR

VHC Monitor . S 600 8,5x 10°
semiautomatico

v.2.0

Versant ARN bADN 6

VHC v.3.0 semiautomatico 615 7,7 x10

LCx ARN VHC RT-PCR 25 263 x 10°
semiautomatico

SuperQuant RUPER 2 2 x10°
semiautomatico

Taq48 RT-PCR 10 7 x 10°

Tabla adaptada de Pawlotsky (95) y Ferreira-Gonzalez (110)

*Amplicor VHC versién 2.0, Cobas Amplicor VHC Monitor VHC versidon 2.0 y Tagq48 (Roche Molecular
System, Branchburg, NJ); Versant TMA (GenProbe); Versant ARN VHC versidon 3.0 (Bayer Diagnostics,
Tarrytown, NY); LCx ARN VHC (Abbott Diagnostics, Chicago, IL); SuperQuant (National Genetics Institute,
Los Angeles, CA).
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2.3.21 PCR

Se emplean diferentes temperaturas y un enzima ADN-polimerasa
termoestable.

a. PCR con sistema de trascriptasa inversa: al ser el VHC un

virus ARN, primero debe realizarse una retrotranscripcion,
convirtiendose el ARN en ADN complementario (ADNc). Después
se amplifica un fragmento de ADN que queda delimitado entre 2
cebadores, que son secuencias del acido nucleico diana
previamente seleccionado.

b. PCR en tiempo real (RT-PCR): a diferencia de la PCR clasica,

en la que el producto amplificado es detectado al final de la
reaccion tras un numero de ciclos fijos, en la RT-PCR el producto
se detecta a medida que se va produciendo cada ciclo. Para ello
se intercala una sonda de ADNc a la secuencia problema que se
marca con un fluorocromo. Segun se producen los ciclos,

aumenta la cantidad de fluorescencia.

2.3.2.2 TMA

Se trata de un método de amplificacion isotérmica basada en la
transcripcion.

Se basa en la amplificacion de secuencias de ARN mediante la sintesis
de ADNc y ARN, utilizando una mezcla enzimatica compuesta por una
transcriptasa reversa y una enzima con actividad ADN-polimerasa. Es un
proceso secuencia, de modo que las nuevas hebras de ARN se transcriben de

nuevo a ADNc, del que se obtienen mas ARN (111).
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2.3.2.3 bADN

Consiste en la hibridacion de una secuencia especifica del ARN a una
sonda de oligonucleétidos complementaria a la secuencia diana, que se
encuentra fijada a un soporte sdélido. La estrategia de deteccion del producto
hibridado se basa en la unidbn de sondas de deteccion marcadas
enzimaticamente con las que reaccionara posteriormente un substrato para dar
lugar a una reaccidn quimioluminiscente cuya intensidad es proporcional al

ARN de la muestra.

El sistema bADN es técnicamente mas sencillo, posee una menor
variabilidad y menor posibilidad de contaminacion, sin embargo su sensibilidad
es menor, detectando 200x10° Eq genomas/ml, frente a las 100-1000 copias/ml
de la PCR (10-30% de los pacientes con ARN-VHC positivo por PCR tienen
ARN-VHC indetectable en bADN) (112).

Por lo tanto, dada la elevada sensibilidad y reproducibilidad de la PCR,
es el método cuantitativo de eleccidn, especialmente la que permite detectar
como minimo 50 Ul/ml (113). La técnica de referencia actualmente es la RT-
PCR, con un limite inferior de deteccién de ARN-VHC de 10 Ul/ml. Como se ha
dicho anteriormente, en esta técnica los procesos de amplificacion y deteccion
se producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de
ninguna acciéon posterior, variando el tiempo de reaccion desde 30 minutos a 2
horas, segun el equipo empleado; mientras que en la PCR convencional, tras la
extraccion y purificacion de los acidos nucleicos del virus de la muestra
bioldgica, se amplifica un segmento seleccionado del genoma mediante PCR y

posteriormente se lleva a cabo la deteccion de los fragmentos amplificados en
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la PCR (amplicones), con una duracion aproximada de este procedimiento de
24 horas.

De esta forma se obtienen las principales ventajas de la RT-PCR frente
a la convencional, que son su rapidez, puesto que no necesita ningun proceso
adicional de deteccidon, su mayor sensibilidad, la disminucion del riesgo de
contaminacién, por el empleo de sistemas cerrados, y su sencillez y precision
(114).

Estos sistemas de deteccion del ARN-VHC se emplean para confirmar la
infeccion por VHC después de hallar un resultado positivo en una prueba de
anticuerpos, como es el caso de pacientes con sospecha epidemioldgica,
clinica o analitica de infeccion, o en cribado de donantes de sangre (obligatorio
desde la publicacion del Boletin Oficial del Estado (BOE) del 20 de septiembre
de 2005) (115), y como analisis cuantitativo de la viremia. Para este segundo
objetivo se determina antes, durante y tras el tratamiento, constituyendo una
herramienta fundamental para evaluar la respuesta al mismo (105) (figura 5),
pues el ARN-VHC no varia a lo largo del tiempo de evoluciéon de la enfermedad
y no se correlaciona con la severidad de la inflamacion hepatica ni el estadio de
fibrosis, pero sus cambios son de gran importancia como factor predictivo de la
respuesta viral al tratamiento antiviral o para analizar la influencia, positiva o
negativa, de otros farmacos sobre la infeccidén (110), como es el objetivo de la

presente Tesis Doctoral.
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FIGURA 5. Esquema de tratamiento de la hepatitis crénica VHC
FIGURA 5A. Tratamiento con PEG-IFN y RBV segun genotipo y cinética viral (8-21, 29)

Genotipos 1y 4. Esquema general: PEG-IFN+RBV 48 semanas
Valorar

tratamiento 24 s

Semana 4
Reevaluar en

semana 12

Tratamiento
48 s

Reevaluar en

semana 24

Semana 12 Valorar
suspender

tratamiento

Valorar
tratamiento 72 S

Semana 24 Valorar
suspender
tratamiento

Genotipos 2 y 3. Esquema general: PEG-IFN+RBV 24 semanas

Valorar
tratamiento

12-16 s
Semana 4
Valorar
tratamiento 48 s

Suspender tratamiento en cualquier genotipo: si carga viral disminuye menos de 2
logio IU/ml en la semana 12 o no es negativa en la semana 24.

(RVR: respuesta viral rapida, es decir negativizacion de la carga viral en la semana 4 de tratamiento;
RVPc: respuesta viral precoz completa, es decir negativizacién de la carga viral en la semana 12 de
tratamiento; RVPp: respuesta viral precoz parcial, es decir disminucién de la carga viral al menos 2 log;g
IU/ml en la semana 12 de tratamiento; ARN: acido ribonucleico).
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FIGURA 5B. Esquema de tratamiento de la hepatitis crénica VHC genotipo 1 con triple
terapia (PEG-IFN+RBV+inhibidor de las proteasas)

1B.1. Telaprevir (22, 24, 26, 29, 116)

Pacientes naive y recidivantes no cirréticos

RVRc: fin tratamiento
TYREPEGAFHEREY _—

Pacientes respondedores parciales, respondedores nulos y cirréticos

rya

U 77
0 12 24 48

Reglas para suspender tratamiento:
- Semana 4 6 12. ARN-VHC > 1000 Ul/ml: suspender todo el tratamiento
- Semana 24. ARN-VHC detectable: suspender PEG-IFN+RBV
- Cualquier semana. Suspensiéon de PEG-IFN+RBV por cualquier motivo:
suspender TVR

1B.2. Boceprevir (26-29)

Pacientes naive no cirroticos

- Respuesta precoz: fin tratamiento

Pacientes recidivantes o respondedores parciales no cirréticos
Respuesta precoz:
C L BOGHPEGHRNSRBV. T fin tratamiento
Pacientes respondedores nulos o cirréticos

0 4 12 24 28 3-6 :lB

*La Agencia Espafiola del Medicamento recomienda tratamiento con dosis fijas para todos los no
respondedores: lead in 4 semanas + 12 semanas BOC+PEG-IFN+RBV + 12 semanas PEG-IFN+RBV

Reglas para suspender tratamiento:
- Semana 12. ARN-VHC > 100 Ul/ml: suspender todo el tratamiento
- Semana 24. ARN-VHC detectable: suspender todo el tratamiento
- Cualquier semana. Suspensiéon de PEG-IFN+RBV por cualquier motivo:
suspender BOC

(TVR: telaprevir; PEG-IFN: interferén pegilado; RBV: ribavirina, BOC: boceprevir; RVRc: respuesta viral
rapida completa, evaluada en la semana 4 con telaprevir; respuesta precoz, evaluada en la semana 8
con boceprevir; ARN: acido ribonucleico)
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Ademas es de utilidad, su forma cuantitativa como cualitativa, para el
diagndstico precoz de la hepatitis aguda C en la fase de periodo ventana
serologico, pues el ARN-VHC se identifica de forma mas precoz que los
anticuerpos, asi como para la infeccion perinatal por VHC y para el diagndstico
de la infeccidn crénica en pacientes con serologia negativa (infrecuente, pero
posible en pacientes con inmunodepresién grave).

Diversos estudios han comparado diferentes técnicas moleculares para
analizar si existen variaciones en la determinacién de la carga viral en un
mismo paciente, segun el método empleado. Este aspecto se ha desarrollado
comparando por genotipos, ya que la estandarizacién a Ul y la calibracién de la
sensibilidad de las pruebas se efectudé en base al genotipo 1a (106, 107). En el
estudio de Vermehren y colaboradores, se comparan dos técnicas de PCR
(RealTime VHC y CAP/CTM) y una técnica de bADN, observando que al
comparar RealTime VHC y bADN existe una muy buena correlacion para todos
los genotipos (pues las variaciones estan por debajo de £ 0,3 log1o Ul/ml), pero
al comparar RealTime VHC con CAP/CTM o bADN con CAP/CTM, existe una
buena concordancia para los genotipos 2, 3y 5, pero no para 1y 4 (117). Estos
resultados son similares a los obtenidos en otros trabajos, en los en el genotipo
1 la cuantificacién al aplicar CAP/CTM era mayor que la obtenida con bADN y
RealTime VHC, con una diferencia de 0,5 a 0,7 logio Ul/ml (118, 119); si bien
en la publicacién del grupo de Chevaliez se obtuvo una sobreestimacion similar
de 0,6 log1o Ul/ml, pero en todos los genotipos (120).

Por lo tanto, si se emplean distintas pruebas virolégicas para la
cuantificacion de ARN, modificaciones entre 0,5 a 0,7 logio Ul/ml pueden

deberse a variaciones de la técnica y no a cambios reales en la cuantificacion
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del ARN-VHC. Asi, en caso de ser técnicamente posible, en un mismo
paciente, se recomienda emplear a lo largo del tratamiento antiviral el mismo
sistema para la medicion de la carga viral. Sin embargo, incluso empleando la
misma técnica variaciones inferiores a 0,5 logiy Ul/ml no deben tenerse en
cuenta, pues pueden deberse a la variabilidad intrinseca del método. De este
modo, de forma global, se consideran significativos cambios mayores a 1 log1o

ul/ml.

2.3.3 Deteccion de antigeno core del virus C

El nivel de antigeno (expresado en picogramos/ml) es un marcador
indirecto de la replicacion del VHC que se correlaciona adecuadamente con el
ARN circulante, estimando que 1 pg de antigeno equivale a un promedio de
8000 Ul de ARN, aunque esta relacion es muy variable entre pacientes (121).
Es una técnica sencilla, especifica, precisa, reproducible e independiente del
genotipo, pero con una menor sensibilidad respecto a las técnicas moleculares
directas. El primer sistema que se cre6 de deteccion de antigeno core del virus
C (trak-C, Ortho Clinical Diagnostics), tiene un limite de deteccion de ARN de
aproximadamente 20.000 Ul/ml (105, 110, 122). Mas recientemente se
desarrollé otro sistema (Architect VHC Ag, Abbott Diagnostics) con un menor
limite de deteccion de ARN de 600-1000 Ul/ml (123), pero aun asi inferior a las
técnicas moleculares de PCR. Por lo tanto, a pesar de sus ventajas, su utilidad
en la practica clinica es limitada, pudiendo emplearse principalmente donde no
se disponga de recursos € infraestructura adecuada para determinar ARN (122,

124).
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2.3.4 Genotipo

Existen 6 genotipos mayores y multiples subtipos del VHC (78).

El genotipo viral debe determinarse siempre antes de indicar el
tratamiento antiviral, porque segun el genotipo varia la probabilidad de
respuesta al tratamiento, de recidiva y determina el tiempo que debe tratarse
(125).

En la practica clinica el genotipo puede determinarse por dos tipos de
meétodos moleculares:

o Meétodo de hibridacion inversa en tira: el producto amplificado de las
regiones 5'NTR y core obtenido mediante técnica de PCR, se hibrida a las
distintas sondas especificas de los diferentes genotipos inmovilizadas en
tiras de nitrocelulosa. Dos pruebas comerciales disponibles son INNO-LiPA
VHC 1l (Innogenetics, Ghent, Bélgica), la cual es la mas comunmente
empleada; y Versant VHC Genotyping Assay (Bayer Helath Care).

o Metodo de secuenciacion de acidos nucleicos: basado en la secuenciacion
de la region 5'NTR. Trugene 5’'NC VHC Genotyping Kit (Bayer Health Care
Diagnostics Division, Tarrytown, NY) es uno de los métodos disponibles,
con un coste similar al de la hibridacion en tira, pero en general son mas
caros y complejos, por lo que se utilizan escasamente en los laboratorios

diagndsticos (126).

Para la determinacion de cuasiespecies, las regiones del genoma mas
empleadas son E y NS5 (81, 127). Existen técnicas que permiten identificar el
numero de cuasiespecies virales, pero su complejidad y alto coste limitan su

disponibilidad a escasos laboratorios especializados.
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En resumen, los marcadores virales del VHC poseen las aplicaciones

practicas que aparecen reflejadas en la tabla 4 (124).

TABLA 4. Aplicaciones practicas de los marcadores virales

Indicacién Objetivo Método recomendado

1. DIAGNOSTICO DE INFECCION ACTIVA

e Donantes de Identificacion donantes en - Anti-VHC
sangre periodo ventana - ARN cualitativo
- Antigeno core

e Hepatitis aguda Diagnéstico precoz - Anti-VHC
Diagnéstico diferencial - ARN cualitativo
- Antigeno core

e Recién nacidos Diagnostico de - Anti-VHC 18 meses
madre portadora transmision - ARN cualitativo

e Aumento ALT en Diagnéstico infeccidon anti- - ARN cualitativo o
inmunodeprimidos VHC negativa cuantitativo

e Exposicion a Diagndstico precoz - ARN cualitativo o

sangre contaminada cuantitativo sensible*

accidental

2. TRATAMIENTO ANTIVIRAL |

e Pretratamiento Confirmacion replicacion
Carga basal de referencia

¢ RVR Programar duracion del - ARN cuantitativo
tratamiento - Antigeno core
e RVP Interrupcion precoz del
tratamiento si no
respuesta
e Respuesta final de Diagnostico precoz de - ARN cualitativo o
tratamiento recidiva cuantitativo sensible*

o Respuesta final de Confirmacion de RVS

seguimiento
* Técnicas cuantitativas sensibles son las que poseen un limite de deteccién < 50U1/ml.
RVR: respuesta viral rdpida; RVP: respuesta viral precoz; RVS: respuesta viral sostenida.
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2.3.5 Biopsia hepatica

La biopsia hepatica se considera “el patrén de oro” para la valoracion de
la fibrosis hepatica. Sin embargo, esta técnica tiene un papel limitado en la
actualidad, ya que aunque el estudio histopatolégico del higado es fundamental
para evaluar el grado de actividad necroinflamatoria, lo cual nos orienta sobre
la velocidad del proceso, y para conocer el estadio de fibrosis, y con ello saber
en qué fase evolutiva se encuentra la enfermedad, esta informacién no es
necesaria en todos los pacientes ni en todas las circunstancias (128). Ademas
es una técnica invasiva, dolorosa y que puede producir complicaciones (129,
130) (como sangrado, infecciones o perforacion de otros érganos, entre otras),
por lo que ante la aparicion de nuevos métodos de evaluacion de la fibrosis
mas seguros y sencillos, como es la elastografia unidimensional o FibroScan®,
el uso de la biopsia hepatica ha disminuido. De esta forma su indicacion se
limita a determinados casos, como aquéllos que no pueden ser evaluados
mediante FibroScan® (obesidad, espacios intercostales estrechos o presencia
de ascitis), en los que los datos obtenidos con la biopsia hepatica
condicionaran el tratamiento, o se desee conocer el prondstico; pacientes en
los que se pretenda estudiar la coexistencia, junto al VHC, de otros factores
etiolégicos de hepatopatia (rasgos de autoinmunidad, posibilidad de
enfermedad de Wilson...); o para detectar la presencia de esteatosis y
sobrecarga férrica hepatocelular, factores que se asocian a una progresion de
la fibrosis mas rapida y que pueden condicionar la respuesta al tratamiento

(131-133).
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Asi, esta recomendacion puede tener un amplio margen de
interpretacion, por lo que la decision de biopsiar debe tomarse valorando el
beneficio de cada paciente.

Se han establecido diferentes clasificaciones para evaluar las lesiones
histolégicas. En 1981 Knodell publicé su indice de actividad histolégica (IAH)
(134), que valora de forma semicuantitativa la actividad de la enfermedad (tabla
5). El rango de puntuacién varia de 0 a 22 puntos. Pero tiene inconvenientes,
como no separar la puntuacion de la fibrosis (estadio) de la lesidn

necroinflamatoria (grado).

TABLA 5. indice de actividad histoldgica de Knodell

HALLAZGO HISTOLOGICO PUNTOS

1. Necrosis periportal +/- puentes

Ausencia

NP leve

NP moderada: < 50% circunferencia portal

NP marcada: > 50% circunferencia portal

NP moderada+puentes

NP marcada+puentes

Necrosis multilobulillar

Ausencia

Leve (< 1/3 lobulillo)

Moderada (1/3 — 2/3 lobulillo)
Marcada (> 2/3 lobulillo

Ausencia

Leve (< 1/3 espacio porta)

Moderada (1/3 — 2/3 espacio porta)

Marcada (> 2/3 espacio porta

-_
SoOoUuhwaO

Je e e o o o o

e o o [ille o o o
w0 W20

e Ausencia

e Expansion porta fibrosa

e Fibrosis en puentes (porto-portal o porto-central)
[ J

P:

A W-~0

Cirrosis
necrosis periportal

N
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Posteriormente se desarrollaron otros sistemas, entre los que destacan
los propuestos por Scheuer e Isaac (135, 136).

El sistema METAVIR fue disenado para evaluar la lesion histolégica de
pacientes con hepatitis crénica C de forma especifica (137), y es el mas
empleado en la actualidad con este fin. Se trata de un sistema mas simple, que
describe cuatro estadios teniendo en cuenta por una parte la actividad
histolégica segun la necrosis piecemeal y necrosis lobular (lesion
necroinflamatoria) y el grado de fibrosis, segun la clasificaciéon que se refleja en

la tabla 6.

TABLA 6. Sistema METAVIR

A. Actividad histolégica F. Fibrosis

AO: No actividad FO: No fibrosis

A1: Actividad leve F1: Fibrosis portal sin septos

A2: Actividad moderada F2: Fibrosis portal con algun septo

A3: Actividad grave F3: Numerosos septos de fibrosis sin cirrosis
F4: Cirrosis

Tanto el sistema METAVIR como el IAH de Knodell poseen una escasa
correlacion interobservador e intraobservador, pero es ligeramente mejor en el
sistema METAVIR, y alcanza valores mas 6ptimos para la categoria de fibrosis

(coeficiente Kappa de 0,8) (138).

2.3.6 Elastografia unidimensional (Fibroscan®)

Se trata de un método no invasivo de cuantificacion de la fibrosis
hepatica, que se determina a través de sefales de ultrasonidos que permiten

hallar la propagacién y velocidad de la onda elastica, relacionandola
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directamente con la elasticidad tisular hepatica, medida en kiloPascales (kPa).
Ha obtenido buenos resultados principalmente en la diferenciacion entre grados
avanzados de fibrosis (F2-F4) frente a estadios iniciales (FO-F1), lo que permite
detectar de forma precoz a los pacientes con riesgo elevado de complicaciones
como la hipertension portal y el CHC, y seleccionar a los candidatos al
tratamiento (139-142).

En la tabla 7, se muestran los diferentes puntos de corte de elasticidad
hepatica, que corresponden a cada estadio de fibrosis segun el sistema
METAVIR y su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo (143).

Tabla 7. Puntos de corte del FibroScan® para el diagndstico de fibrosis segun el sistema
METAVIR

VALOR Fz22 Fz23 Fz24
Punto de corte (kPa) 7,1 9,5 12,5
Sensibilidad (%) 67 73 87
Especificidad (%) 89 91 91
Valor predictivo positivo (%) 95 87 77
Valor predictivo negativo (%) 48 81 95

Sus principales ventajas son su sencillez, inocuidad, rapidez, capacidad
de repeticién, escasa variabilidad interexplorador y su mayor valor como
representatividad de la totalidad del tejido hepatico (100 veces superior a la
biopsia hepatica). Y sus principales inconvenientes su incapacidad para hallar
otras alteraciones del parénquima hepatico, como es el grado de inflamacién y
su menor sensibilidad para determinar estadios intermedios de fibrosis (144,
145).

La combinacion del FibroScan® con marcadores bioquimicos, como el

APRI (aspartate transaminase to platelets ratio index) o el FibroTest, permite
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una mayor fiabilidad en la deteccion del estadio de fibrosis hepatica, evitando
asi la realizacion de biopsia hepatica en un gran numero de pacientes (143).
Sin embargo, la biopsia hepatica sigue siendo necesaria en caso de

discordancia o resultados indeterminados usando estos métodos (146).
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2.4 FIBROSIS HEPATICA

En la historia natural de la infeccion por el VHC, la fibrosis hepatica es el
parametro fundamental para definir la severidad de la enfermedad (147-151). El
trabajo transversal en 2235 pacientes realizado por Poynard y colaboradores
en 1997, definié la progresion de la fibrosis por afio como el cociente del
estadio de fibrosis segun el sistema METAVIR entre la duracién de la infeccion,
obteniendo una mediana de 0,133 unidades/afio. Para validar este método
indirecto lo compard con otros, entre los que se encuentra el método directo de
las biopsias hepaticas pareadas, que consiste en el calculo de la diferencia
entre los estadios de fibrosis de dos biopsias hepaticas dividido por el tiempo
transcurrido entre ambas biopsias (en afios), con lo que obtuvo una mediana
de 0,183 unidades/afio. En esta lenta evolucion identificé tres factores
independientes asociados a una mayor progresion: edad a la que se adquiere
la infeccion mayor de 40 afios, consumo de alcohol superior o igual a 50 g/dia 'y
sexo masculino. Y estim6 una media de duracion de la infeccion de 30 afos
para la progresion a cirrosis hepatica. Asimismo, dada la distribucion asimétrica
de este cociente sugiri6 la presencia de tres grupos de pacientes: fibrosadores
rapidos, fibrosadores intermedios, y fibrosadores lentos, por lo tanto considera
que hay diferencias interindividuales, de forma que el 33% de los casos
progresan a cirrosis en menos de 20 afos y el 31% tras mas de 50 anos o
nunca progresaran a cirrosis (152).

Trabajos posteriores corroboraron estos datos (149, 153-157), y
diferencian cuatro etapas en la evolucion de la fibrosis: la primera denominada
muy lenta, fase inicial estable de unos 10 afios de duracion; la segunda lenta,

que consiste en una evolucidn progresiva y regular a lo largo de unos 15 afos;
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la tercera intermedia, de unos 10 afios con un aumento de la velocidad de
progresion; y la cuarta rapida, ultimo periodo mas veloz de aproximadamente 5
afnos (154, 156).

Se excluyen como factores relacionados con la progresion de la fibrosis
el genotipo y la carga viral (149).

La coinfeccion por VIH se asocia igualmente a una progresion mas
rapida, especialmente en aquéllos casos con un recuento bajo de células CD4
(153, 157). Se estima que un paciente coinfectado con un recuento CD4 menor
de 200 células/ml y con un consumo de alcohol superior a 50 g/dia progresara
a cirrosis en una media de 16 afos; mientras que sera de 36 afos para
pacientes con mas de 200 CD4/ml y consumo inferior a 50 g etanol/dia (158).

Factores metabdlicos como la esteatosis, la obesidad y la diabetes han
sido relacionados con la fibrosis (159-164), habiendo incluso establecido una
dudosa relacion entre el genotipo 3 y una mayor progresion de la fibrosis, que
podria deberse a su asociacion con la esteatosis (165).

La tabla 8 recoge los factores relacionados, dudosamente relacionados y
no relacionados con la fibrosis mediante analisis multivariante (147, 166).

TABLA 8. Factores asociados/no asociados con la progresién de la fibrosis
Factores asociados Factores dudosamente Factores no

asociados asociados
» Estadio de fibrosis » Grado de inflamacién = Carga viral
» Edad a la que se adquiere = Hemocromatosis = Genotipo no 3
la infeccién = Tabaquismo » Via de
= Duracion de la infeccion = Consumo alcohol transmision
= Consumo alcohol moderado
=50g/dia = Genotipo 3
» Coinfecciéon VIH = Esquistosomiasis

= Recuento CD4 <200/ml
= Sexo masculino
= Necrosis
» IMC y/o diabetes y/o
esteatosis
IMC: indice de masa corporal
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2.5 CORTICOIDES Y VIRUS C

El efecto de los corticoides sobre el VHC ha sido escasamente
estudiado. Son tres los estudios in vitro publicados a este respecto, cuyos
hallazgos exponemos a continuacion.

En el trabajo de Magy y colaboradores (167), se estudia el efecto de los
corticoides in vitro sobre un modelo de replicacion del VHC en CMSP que
analizaron previamente (53). Para ello afiaden al medio de cultivo celular
prednisona, metabolito activo de la cortisona (Cortancyl®; Cooperative
Pharmaceutique Melun), a dosis entre 4 ug/ml y 40 pg/ml, lo que representa
entre 10 y 100 veces la concentracion maxima de prednisona libre obtenida
después de una dosis oral de 200 mg de Cortancyl® (168, 169).

En este estudio encuentran que concentraciones en el medio de 40ug/ml
de prednisona eran toxicas para las CMSP infectadas con VHC, mientras que
concentraciones de 4ug/ml no tenian ningun efecto sobre la replicacién del
VHC. Al emplear concentraciones de 20ug/ml y cuantificar el ARN-VHC por
bADN a lo largo de 28 dias de cultivo celular, encuentran que en las células
control aparece un pico de ARN-VHC a los 11 dias (5,9 x 10® Eq genomas/ml)
y en las células cultivadas con corticoides aparecen dos pico sucesivos con
valores de 6,9 x10° Eq genomas/ml a los 7 dias y 7 x10° Eq genomas/ml a los
10 dias, siendo las diferencias en estos dos momentos entre las dos
condiciones de cultivo significativas (p<0,05). No detectaron cambios en la
supervivencia celular con relacion a las células cultivadas sin corticoides y a las
CMSP sin infeccidn por virus C, por lo que esto no influyd en el efecto

detectado.
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Pero debemos tener en cuenta que el VHC se reproduce
fundamentalmente en los hepatocitos y aunque parece que las CMSP son
permisivas para la replicacién del VHC, el nivel de replicacién es muy bajo (53),
por lo que es dificil interpretar los resultados del estudio anterior en modelos in
ViVO y su repercusion en la practica clinica.

En el estudio del grupo de Henry (170), se investiga in vitro el efecto
directo de los corticoides sobre la replicacion del virus C. Para ello emplean un
modelo de replicon Huh-7 basado en la luciferasa (60, 171, 172) al que afaden
dexametasona y prednisolona a concentraciones bajas, pero clinicamente
relevantes (1-10 nM). La replicacién del VHC se analiza sobre la expresion de
la luciferasa (luminescence), observando que no existe aumento de la
replicacion del VHC, sino que se produce una ligera reduccién de la actividad
relativa de la luciferasa, lo cual fue independiente del incremento del contenido
celular proteico. Para corroborar este efecto se empledé un modelo de replicén
Huh-6 Con1 que carece de la proteina de la luciferasa, en el que tras 18 horas
de cultivo con dexametasona y prednisolona se cuantifico del ARN-VHC
mediante RT-PCR. Con este modelo se confirmd la reduccion de la replicacion
celular, mostrando mas del 41% de disminucion de los niveles de ARN-VHC al
compararlo con las células no tratadas con corticoides. Asi concluyen que in
vitro los corticoides no causan una estimulacion directa sobre la replicacién del
VHC.

Por ultimo, el estudio recientemente publicado por Ciesek vy
colaboradores (173), analiza in vitro la influencia de los corticoides en el ciclo
completo de la replicacion del VHC. Se emplea prednisolona a dosis de 50, 100

y 200 pg/ml en cultivos celulares de hepatoma humano Huh-7.5 (174), lo cual
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corresponde a administrar dosis de 250, 500 y 1000 mg, respectivamente (168,
169). En este trabajo observaron que los corticoides disminuyen ligeramente la
replicacion del ARN-VHC, pero incrementan su infectividad, ya que se observo
una estimulacion de la propagacién del VHC que dependia de la dosis de
esteroides empleada. Este efecto se asocia a una estimulacion en la regulacién
de la expresion de dos factores esenciales para la entrada del VHC (ocludina y
el receptor scavenger tipo 1 clase B) a través de los receptores de los
corticoides. Este efecto se constatdé tanto en cultivos celulares Huh 7.5
infectados con Jc-1, como cultivos de hepatocitos humano también inoculados
con Jc-1y con suero de pacientes infectados por el virus C.

Asi los autores sugieren que el tratamiento con bolos de corticoides a
altas dosis en paciente trasplantados hepaticos infectados por VHC, podria
incrementar la diseminacion del virus a través de la facilitacién de la entrada del
VHC en los hepatocitos, lo cual agravaria la recurrencia del VHC en el

postrasplante.

Resumiendo los hallazgos de estos tres estudios, podemos concluir que:

- los trabajos realizados sobre modelos de replicacién del VHC
basados en células de hepatoma humano muestran un descenso en
la replicacion del VHC al administrar corticoides;

- incluso aunque consideraramos aplicable in vivo los efectos
observados en el modelo de replicacion del VHC en CMSP, con la
administracidn de corticoides a la dosis mas baja que aplicaron en los
cultivos celulares (4 ug/ml), no se detectd efecto sobre la replicacion

del VHC;
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- el incremento en la entrada del VHC en los hepatocitos, y con ello el
efecto favorable sobre la diseminacion del virus, solo ha quedado

constatado al emplear dosis altas de corticoides en bolos.

Por lo tanto, ninguno de los estudios publicados en la actualidad sobre el
efecto de los corticoides en la replicacion del VHC in vitro, ha demostrado que
la administracién de estos farmacos a dosis bajas favorezca la replicacion viral,
y con ello empeore el curso de la enfermedad hepatica, como se ha

considerado clasicamente.
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2.6 AZATIOPRINA Y VIRUS C

Mas escasos son aun los estudios realizados en pacientes con infeccion
cronica por VHC y azatioprina. In vivo, se trata mayoritariamente de trabajos
sobre pacientes trasplantados renales (175-181) y trasplantados hepaticos
(182, 183). In vitro, tan s6lo se ha publicado un estudio sobre el efecto de la
azatioprina en la replicacion del VHC. En este trabajo, se empled el virus de la
diarrea bovina viral (BVDV), al estar estrechamente relacionado con el VHC,
por pertenecer a la familia de los Flaviviridae, para comparar el efecto de dos
inmunosupresores ampliamente utilizados, la azatioprina y el mofetil
micofenolato (MMF). Sobre este medio se demostré que la azatioprina tiene
una mayor actividad antiviral que el MMF, ya que disminuyo la replicacién del
BVDV diez veces mas que el MMF. Ademas se comparé el efecto de la RBV y
la azatioprina sobre un modelo de replicén Huh-7 (62), sobre el que se afiadian
100uM de azatioprina o 100pM de RBV, determinando posteriormente los
niveles de ARN-VHC por RT-PCR en tiempo real. De esta forma se comprobd
el efecto antiviral que posee la azatioprina sobre el modelo de replicon del
VHC, siendo este al menos tan grande como el de la RBV (184).

Asi vemos que el unico estudio realizado in vitro sobre la influencia de la
azatioprina en la replicacion del VHC, demuestra el efecto antiviral de este

farmaco inmunosupresor.
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2.7 USO DE CORTICOIDES CON O SIN AZATIOPRINA EN LA HEPATITIS

POR VIRUS C

Inicialmente las hepatitis crénicas se trataban con corticoides con o sin
azatioprina (185-194). Con el descubrimiento del antigeno Australia, mas tarde
conocido como antigeno de superficie ligado a la hepatitis B (HBsAg) (195,
196), las hepatitis cronicas se dividieron en dos grupos, HBsAg positiva y
HBsAg negativas (197), y solo estas segundas se continuaron tratando con
corticoides y azatioprina (198-205), con una menor tasa de efectos secundarios
por los corticoides, manteniendo la misma eficacia al asociar este segundo
farmaco (204). Las hepatitis HBsAg positivas dejaron de tratarse con
corticoides al demostrarse el efecto deletéreo de este farmaco sobre este tipo
de hepatitis, pues al tener el virus de la hepatitis B (VHB) un receptor en su
membrana para los glucocorticoides quedé claramente demostrado el efecto
estimulante de los corticoides sobre su replicacion (206-208), con el
consiguiente empeoramiento de la evoluciéon de la enfermedad (209-211), ya
que aumentaba las complicaciones y disminuia la supervivencia, tanto si se
administraba durante cortos periodos, como a largo plazo a dosis bajas (212,
213).

En 1973, el virus de la hepatitis A se identifico como causa de hepatitis
aguda (214), y poco después fue posible distinguir serolégicamente entre
hepatitis A y B. Posteriormente se observd que existian muchos casos de
ictericia en personas adictas a drogas via parenteral, ademas de hepatitis
asociadas a transfusiones, sin marcadores de hepatitis A ni B, lo que paso a

denominarse HNANB (215-217), cuyo diagnostico inicialmente se realizaba con
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la exclusién de otras etiologias, y cuya propension hacia la cronicidad era
mayor que en la hepatitis B (218).

Con la identificacion del VHC, se descubrié que éste era el principal
agente causal de las HNANB (2), y otras pocas eran hepatitis autoinmunes
(HAI). De esta forma, muchas de las hepatitis cronicas C fueron tratadas con
corticoides con o sin azatioprina, hasta que Hoofnagle demostr6é el efecto
beneficioso del IFN sobre ellas (219-221), sin que se demostrara aun un claro
efecto deletéreo o de mayor progresion con el uso de corticoides (222-225), a
diferencia de las HBsAg positivas que evolucionaban peor.

Por todo ello el efecto de los corticoides sobre el VHC no esta
claramente establecido, como demuestra el analisis de Cochrane de 2004,
revisado en 2009, con las mismas conclusiones en ambas ediciones: no
existen pruebas a favor ni en contra del tratamiento con corticoides para la
hepatitis viral C. No hay pruebas suficientes para confirmar o descartar efectos
beneficiosos o perjudiciales de los corticoides en la hepatitis C. Ademas las
pruebas son inciertas en cuanto a la posibilidad de administrar sin riesgo el
tratamiento con corticoides para otras enfermedades en pacientes con hepatitis

C concomitante (226, 227).

71



Introduccion

2.8 INFECCION POR VHC Y ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Los fendbmenos de autoinmunidad y el VHC estan asociados de forma
significativa. En un estudio francés realizado con 321 pacientes con infeccién
cronica por el VHC se determind que hasta el 70% tenia al menos un
anticuerpo y las manifestaciones de autoinmunidad mas frecuentes fueron la
crioglobulinemia (56%) y la presencia de los siguientes anticuerpos: factor
reumatoide (FR) (38%), anticuerpos antinucleares (ANA) (41%), anticardiolipina
(27%) y tiroglobulina (13%) (228). Ademas casi un 2% de los pacientes con
enfermedades autoinmunes y hepatitis C, tiene mas de una patologia
autoinmune (229).

La infeccion por VHC esta relacionada con las enfermedades
autoinmunes sistémicas de tres modos (230-233):

1) Por un parte la infeccién crénica por el VHC se asocia a numerosas
manifestaciones extrahepaticas (tabla 9) (234). Muchas de ellas son de
patogenia inmunoldgica o autoinmune y otras linfoproliferativa. Su
manejo es complejo, por lo que debe hacerse de forma individualizada y
multidisciplinar, y se basa fundamentalmente en dos estrategias: 1)
disminucién de la carga viral circulante con tratamiento antiviral
convencional; 2) tratamiento de los factores inmunoldgicos vy
autoinmunes empleando farmacos inmunosupresores, agentes

citotoxicos y/o plasmaféresis (225, 234-236).
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TABLA 9. Manifestaciones extrahepaticas de la infeccién crénica por VHC

1. Asociaciones con clara evidencia cientifica

e Crioglobulinemia mixta (CM)

- Vasculitis cutanea crioglobulinémica

- Glomerulonefritis crioglobulinémica

- Manifestaciones reumatoldgicas asociadas a CM
e Autoanticuerpos

2. Asociaciones probables o no claramente establecidas

e Hematologicas e Oculares y salivares
- Linfoma no-Hodgkin B - Sialoadenitis
- Trombocitopenia idiopatica - Ulcera corneal de Mooren
- Anemia hemolitica - Uveitis
- Sindrome antifosfolipido ¢ Musculoesqueléticas
- Gammapatia monoclonal - Fibromialgia
e Renales - Artralgias/artritis
- Glomerulonefritis sin CM - Artritis reumatoide
e Dermatoldgicas - Dermatopolimiositis
- Porfiria cutanea tarda - Sindrome de fatiga crénica
- Liquen plano e Pulmonar
- Eritema multiforme - Fibrosis pulmonar
- Eritema nodoso idiopatica
- Malacoplaquia ¢ Neuroldgicas
- Urticaria - Sindrome de Guillain-Barré
- Prurito - Leucoencefalopatia
e Endocrinas multifocal progresiva
- Tiroiditis autoinmune e Miscelanea
- Autoanticuerpos tiroideos - Poliarteritis nodosa
- Diabetes mellitus - Sindrome de CREST
- Lupus eritematoso
sistémico

CM: crioglobulinemia mixta

2) Por otro lado, la elevada prevalencia del VHC en la poblacién general
conlleva que un numeroso grupo de pacientes con enfermedades
autoinmunes esté infectado por el VHC, por una relacién casual no

necesariamente etioldgica.

En el trabajo realizado por Agmon-Levin en 1322 pacientes con

enfermedades autoinmunes el 8,7% presentaba anticuerpos anti-VHC (237). La
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tabla 10 (230, 233, 237-264) muestra la prevalencia de infeccién por virus C en
algunas de las enfermedades autoinmunes. E igualmente hay otras muchas
enfermedades autoinmunes de las que desconocemos la prevalencia de la
infeccidn por VHC, pero sobre las que se han descrito series de casos, como la
sarcoidosis (265-267), la enfermedad de Still del adulto (268), la enfermedad

mixta del tejido conectivo (EMTC) (228) y la trombopenia autoinmune (269).

TABLA 10. Prevalencia de infeccion por VHC en diferentes enfermedades autoinmunes

e Crioglobulinemia 47%
e Sindrome de Sjogren 17,9%
e Lupus eritematosos sistémico 11,5%
e Artritis reumatoide 9,5%
e Poliarteritis nudosa 19,6%
¢ Miopatia inflamatoria 5’224’
o Enfermedad Behcet 1,2%
o Vasculitis (granulomatosis de Wegener, 17%
poliangeitis microscopica, vasculitis de Churg- 0
Strauss)
.« EIC 6%
14%

e Pénfigo vulgar

ElIC: enfermedad inflamatoria intestinal cronica

En cuanto al sindrome de overlap VHC y HAI, estudios realizados en
EE.UU en pacientes con VHC detectaron la presencia de ANA en el 10-33%,
anticuerpos anti-musculo liso (SMA) en el 13-66% y anticuerpos anti-
microsomales (LKM) en el 0-3% (99, 270-272). Para este ultimo anticuerpo se
ha descrito que existe variabilidad geografica (273), siendo algo mayores las
cifras registradas en Europa, como es el caso de un estudio realizado en
Francia, en el que se hallaron LKM en el 5% de los pacientes con hepatitis C

(274).
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3) Ademas, la administracion de interferon alfa (IFNa) que forma parte del
tratamiento antiviral de la hepatitis créonica C, ha demostrado capacidad
para inducir manifestaciones autoinmunes, que aparte de requerir la
retirada del farmaco, puede precisar la administracion de corticoides

(275-282).

Por todo ello, en pacientes con hepatopatia cronica virus C que también
padecen otras patologias autoinmunes, aclarar el efecto perjudicial o no de los
corticoides sobre la evolucion de la enfermedad hepatica es de gran

trascendencia.
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Hipotesis y objetivos

3.1

HIPOTESIS

. No esta aclarado el efecto de los corticoides ni de la azatioprina sobre la

hepatitis crénica C.

. Un grupo de pacientes con infeccion por virus C precisa usar corticoides

por padecer otra patologia cuyo tratamiento se basa en corticoides con o

sin azatioprina.

. Es trascendente analizar si el riesgo/beneficio de los corticoides en estos

pacientes esta justificado.
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3.2

2.

OBJETIVOS

. Estudiar in vitro, en un modelo de replicon, el efecto de los corticoides y

de la azatioprina sobre la replicacion del VHC.

Analizar in vivo el efecto de la administracion de corticoides con o sin
azatioprina a dosis bajas y periodos de tiempo prolongados, en
pacientes con hepatopatia crénica por virus C, sobre la evolucién de la
enfermedad valorada por su actividad bioquimica, carga viral y fibrosis

hepatica.
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Material y método

41 OBJETIVO 1: ESTUDIO BIOLOGICO EN UN MODELO CELULAR DE

REPLICON DEL VIRUS C

Estudiar in vitro, en un modelo de replicon, el efecto de los corticoides y

de la azatioprina sobre la replicacion del VHC.

Para cumplir este primer objetivo, y dada la inexistencia de cultivos
celulares del VHC, empleamos un replicdn subgendémico del virus C, cuya
replicacion se llevé a cabo en lineas celulares de hepatoma humano Huh7 (58,

60).

4.1.1 Cultivos celulares

Las lineas celulares de hepatoma Huh7 asi como aquéllas que
contienen los replicones del VHC: Huh7.b Clone A y Huh7.b Ava.5, fueron
obtenidas a través de Apath Laboratories (St. Louis, MO) cedidas por el Dr. C.

Rice (The Rockefeller Universiy, NY).

Inicialmente se ensayaron los experimentos con ambos modelos de
replicon. El replicon Clone A contiene los genes del virus C que codifican para
las proteinas no estructurales del virus (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B), las regiones 5’NTR y 3'NTR, y el IRES. Asimismo incluye un gen de
resistencia a G418 (resistencia a neomicina), que permite seleccionar el
crecimiento en cultivo solo de las células que contienen replicon, y un IRES
procedente del EMCV. La traduccion del gen de resistencia a G418 esta
controlado por el IRES procedente del VHC, y la de los genes NS2-NS5b

mediante el IRES del EMCV.
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El replicon Ava.5 contiene una estructura semejante al anterior, pero no

incluye el gen NS2.

Las células Huh7 que contenian los replicones se cultivaron hasta la
confluencia en medio de cultivo minimo esencial (MEM) suplementado con
10% de suero fetal bovino, aminoacidos no esenciales y L-glutamina en
atmosfera con 5% CO; 98% de humedad y 20 ug/ml de G418 (Sigma) en

placas de 12 pocillos (10°celulas/0,5ml de cultivo por pocillo).

Las células se trataron con concentraciones crecientes de los farmacos

durante 42 horas.

En las condiciones de cultivo 6ptimas descritas, con el replicén Ava.5, se
realizaron finalmente los experimentos por duplicado, para mostrar la
reproducibilidad del efecto detectado. El solvente que se empled y la
concentracion final en cultivo de cada farmaco en cada uno de los

experimentos se muestran en la tabla 11.

TABLA 11. Solvente y concentracion final en cultivo

Farmaco Ne Solvente Concentracion final en cultivo
Pred 1 1ng/ml 10ng/ml 100ng/ml
- (3nM) (30nM)  (300nM)
Come 5 ol Sagmi fong/mi 100ng/mi 1000ng/mi
(3nM) (30nM)  (300nM) (3000nM)
AZA
_ , DMSO 1ng/ml 10ng/ml 100ng/ml
(Sigma (4nM) (40nM)  (400nM)
A4638)
IFNa
humano 1U+ 10U+ 100U+
(Sigma IFN a en 40uM 40uM 40uM
14276) PBS;
. ~—— RBVen
+
o > H20 40U+ 100U+ 10U+ 100U+
igma
R9644) 50uM 50uM 100uM 100uM

Pred: prednisona; AZA: azatioprina; IFNa: interferén alfa; RBV: ribavirina; N2: nimero del experimento;
HCI: acido clorhidrico; DMSO: dimetilsulféxido; PBS: tampdn fosfato salino.
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4.1.2 Viabilidad celular

Para valorar la muerte celular producida por la exposicion de las células
Huh7 a los farmacos estudiados, se determin6 de modo indirecto la viabilidad
celular detectando el ARNm del gen de la B-actina mediante PCR cuantitativa.

Esta determinacion se realizé en paralelo con la del replicén, pero en

reacciones independientes.

4.1.3 RT-PCR para el analisis de ARN

Posteriormente se cuantificd la produccion de ARN-VHC del replicon en
los cultivos sin farmacos y con farmacos a diferentes concentraciones.

Las células con replicdn se recuperaron por tratamiento con tripsina y se
determiné su concentracion. EI ARN total se aisl6 mediante TriPure Isolation
kit® (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante a partir de un mismo
numero de células. EI ADNc se sintetizé utilizando la retrotranscriptasa del
Virus de la Leucemia Murina de Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus
MMLYV) (Invitrogen) siguiendo protocolos estandar. La deteccion del ARN del
replicon mediante RT-PCR se realiz6 utilizando los siguientes primers dirigidos
a la region 5°-NTR del genoma viral (283):

VHC_Directo 5-TAGTGGTCTGCGGAACCGGT-3" y

VHC_Reverso 5'- GGAGGTCTCGTAGACCGTGCA-3"

La cuantificacion de las muestras se efectué con LightCycler ® FastStart

DNA Master SYBR Green en un sistema LightCycler 1.5 (Roche).
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Como control interno se detectd en las mismas condiciones el ARN de la
B-actina utilizando los primers (284):
B-actina_Directo 5'-CGTACCACTGGCATCGTGAT-3" y

B-actina_Reverso 5'- GTGTTGGCGTACAGGTCTTTG-3"

De esta forma se obtuvo el numero de ciclo umbral o cycle threshold (Ct)
que se precisa para detectar ARN a cada concentracion de cada farmaco, con
lo que se pudo calcular el efecto neto de las diferentes concentraciones de
corticoides y azatioprina sobre el ARN-VHC en los cultivos, y deducir de esta

forma su efecto sobre la replicacién del VHC.

4.1.4 Analisis estadistico

Para analizar el efecto de la prednisona y la azatioprina sobre la
replicacion del virus C en el cultivo con replicon se cuantificd el efecto de las
distintas concentraciones de los farmacos en el cociente Ct replicon/Ct B-
actina. Se compararon los valores obtenidos con el cociente obtenido con el Ct
inicial, es decir, sin farmaco. Y los resultados obtenidos con prednisona se
contrastaron con el efecto inhibitorio del IFN+RBV.

Asimismo se empled el coeficiente de correlacidon de Rho de Spearman
entre los valores Ct del cultivo con replicon y del cultivo de B-actina, con un

nivel de significacion estadistica de 0,05 bilateral.
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FIGURA 6. Estructura de los replicones subgenémicos VHC Clone Ay Ava.5

e Organizacion del genoma del VHC

p7

5NTR — Core | E1 E2 NS2 NS3 NS4A NS4B | NS5A NS5B [— 3'NTR

<4— Estructural —p <« No estructural

e Estructura de los replicones subgendmicos VHC: Clone A (superior) y Ava.5
(inferior)

Clone A:
2000-5000
VHC

EMCV copias/célula
IRES

5'NTR I'NTR

Ava.5: 300-
500 VHC

TNTR vt
copias/célula

5'NTR

EMCV
IRES

Core: proteina del core; E1: glicoproteina E1; E2: glicoproteina E2; NS: proteinas no estructurales; NTR:
region no codificante; IRES: sitio interno de entrada del ribosoma; EMCV: virus de la encefalomiocarditis;
neo: gen de la neomicina.
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4.2 OBJETIVO 2: ESTUDIO CLINICO

Analizar in vivo el efecto de la administracién de corticoides con o sin
azatioprina a dosis bajas y periodos de tiempo prolongados en pacientes con
hepatopatia crénica virus C, sobre la evolucion de la enfermedad valorada por

su actividad bioquimica, carga viral y fibrosis hepatica.

Para cumplir este segundo objetivo disefiamos un estudio clinico en
pacientes con hepatitis cronica virus C que por otra comorbilidad requiriesen
indefectiblemente el uso de corticoides con o sin azatioprina, sobre los que
evaluar el efecto del tratamiento con esteroides con o sin azatioprina respecto a
la actividad bioquimica, la carga virica y la evolucién de la fibrosis. Para poder
evaluar el efecto del tratamiento sobre la historia natural de la hepatitis crénica
C, comparamos los parametros analizados en este grupo de pacientes
(denominado grupo de casos) con los mismos parametros analizados en un
grupo control compuesto por pacientes con hepatitis cronica C sin tratamiento,

con caracteristicas semejantes.

Por lo tanto se trata de un estudio observacional retrospectivo-
prospectivo en pacientes con hepatitis cronica C tratados con bajas dosis de
corticoides con o sin azatioprina, durante periodos superiores a 6 meses, para
conocer la evolucién de la enfermedad, comparandola con un grupo control de

pacientes con hepatitis cronica C.
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El grupo de casos se compone a su vez de dos subgrupos:
= Subgrupo 1: pacientes que ya estan en tratamiento con corticoides con
0 sin azatioprina cuando empezamos el seguimiento.
. Subgrupo 2: pacientes en los que comienza su seguimiento al inicio

del tratamiento con corticoides con o sin azatioprina.

Para componer el grupo control, se seleccionaron pacientes con
hepatitis cronica virus C, sin tratamiento antiviral frente al VHC ni ningun
farmaco inmunosupresor durante el periodo de seguimiento ni en los 12 meses
previos, con caracteristicas no diferentes del grupo de casos en cuanto a sexo,
edad, genotipo, estadio de fibrosis hepatica y nivel de ARN-VHC (punto de
corte para definir carga viral baja / alta 800.000 Ul/ml). Se incluyeron dos

controles por cada caso (2:1).
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4.2.1 Pacientes

Los pacientes incluidos en el estudio pertenecen a las consultas
monograficas de hepatopatia cronica por virus C de dos hospitales terciarios de
Espafia, el Hospital Universitario Ramoén y Cajal de Madrid y el Hospital Virgen
de la Salud del Complejo Hospitalario de Toledo.

El periodo de inclusibn comprende desde noviembre de 1991 hasta

mayo de 2011.

Los criterios de inclusion fueron:

» Pacientes diagnosticados de hepatopatia crénica por VHC, que hayan
recibido tratamiento con corticoides con o sin azatioprina como
tratamiento de cualquier patologia concomitante o asociada.

» Dosis de corticoides bajas (< 30mg/dia de prednisona u otro esteroide a
dosis equivalentes) con o sin tratamiento con azatioprina a cualquier
dosis.

» Tiempo de tratamiento con corticoides minimo de 6 meses.

El diagndstico de VHC se basé en la deteccidon de anticuerpos frente al
VHC y determinacion del ARN-VHC séricos. EI método empleado para la
deteccion de anticuerpos fue el ELISA de tercera generacion en ambos centros
hospitalarios. Las técnicas para la cuantificacion del ARN-VHC fueron Cobas
Amplicor VHC Monitor v.2.0 (Roche Molecular System, Branchburg, NJ) para
las determinaciones previas a enero de 2007 en el centro hospitalario de

Toledo, y previas a mayo de 2004 en el centro hospitalario de Madrid; y RT-
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PCR con la técnica de Tag48 (Roche Molecular System, Branchburg, NJ) para

las determinaciones posteriores a estas fechas.

Se incluyeron 28 pacientes (grupo de casos). La dosis de corticoides que
recibian oscilaba desde 2,5mg/dia hasta 30mg/dia de prednisona u otro
esteroide a dosis equivalente (dosis media 9,1+4,9). 10 de ellos (35,7%)
recibieron tratamiento concomitante con azatioprina, a dosis de 50-150mg/dia
(dosis media 82,5£31,3 mg/dia).

Las enfermedades por las que estos pacientes precisaron tratamiento
con corticoides con o sin azatioprina fueron:

- HAl tipo 1 (un caso),

- HAl tipo 2 (seis casos),

- lupus eritematoso sistémico (dos casos, uno de ellos un paciente
diagnosticado previamente de HAI tipo 1, y el otro de enfermedad
mixta del tejido conectivo, pero siendo la indicacion del tratamiento con
corticoides en el periodo de seguimiento del estudio en ambos el lupus
eritematoso sistémico),

- crioglobulinemia mixta esencial (siete casos, uno de ellos
diagnosticado ademas de vasculitis tipo poliarteritis nudosa),

- esclerosis sistémica progresiva (un caso),

- artritis reumatoide (tres casos),

- poliartritis factor reumatoide positivo (un caso con glomerulonefritis
membranoproliferativa tipo | coexistente),

- poliartritis seronegativa (un caso),

- espondilitis anquilosante (un caso).
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- sindrome de Sjogren (un caso),

- anemia hemolitica autoinmune (un caso),

- sindrome de Evans (un caso de un paciente con bronquiolitis
obliterante con neumonia organizativa),

- enfermedad pulmonar intersticial (un caso),

- cirrosis hepatica con marcada actividad inflamatoria (un caso),

Por lo tanto 5 pacientes (17,9%) habian desarrollado dos patologias
potencialmente tratables con corticoides.

En 8 casos (28,6%) coexistian la hepatitis cronica por virus C con
hepatitis cronica autoinmune. El diagndstico de HAI se basé en la presencia de
elevacion de enzimas hepaticas, junto con hipergammaglobulinemia policlonal,
presencia de los anticuerpos séricos a titulo significativo correspondientes para
cada tipo de HAI (ANA, SMA, F-actina, SLA/LP, pANCA, ASGPR, para el tipo

1; y LKM-1, LKM-3, LC-1, para el tipo 2) y/o hallazgos histologicos compatibles.

Los criterios de exclusion fueron:

» Tratamiento con esteroides como parte de una linea de tratamiento
quimioterapico.

» Tratamiento con esteroides aplicado con otros farmacos
inmunosupresores, salvo la azatioprina en algunos casos.

» Tratamiento esteroideo a dosis bajas pautado de forma intermitente con
un periodo de continuidad menor de 6 meses.

» Coinfectados por VHB, excluida por la ausencia de antigeno de

superficie de hepatitis B.
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» Coinfectados por VIH, excluida por la ausencia de anticuerpos
correspondientes.

» Coexistencia con otras causas de enfermedad hepatica tales como
hemocromatosis, cirrosis biliar primaria, enfermedad de Wilson, déficit
de alfa-1 antitripsina, porfiria cutanea tarda, las cuales fueron excluidas
mediante las correspondientes pruebas diagnésticas.

» Consumo excesivo de alcohol (> 80 gramos de etanol al dia)

» Diagnosticados de CHC durante el periodo de observacion o
previamente.

» Tratamiento antiviral frente VHC durante el periodo de observacién y/o

en los 6 meses previos.

Doce pacientes (42,9%) no habian recibido tratamiento antiviral frente al
VHC. 16 pacientes (57,1%) habian sido tratados con antivirales antes de iniciar
corticoides con o sin azatioprina, 8 de ellos (50%) so6lo con IFNa, 1 IFNa junto
con RBV (6,3%) y 7 pacientes con PEG-IFN y RBV (43,8%). 14 pacientes
(87,5%) no habian respondido y 2 pacientes (12,5%) habian recidivado. El
tiempo medio entre finalizar el tratamiento antiviral e iniciar corticoides con o sin

azatioprina fue de 71,6+£57,7 meses (rango 6 — 161,7 meses).

La distribucion de los 28 pacientes del grupo de casos en los dos

subgrupos que lo componen es la siguiente:
= Subgrupo 1. Pacientes con tratamiento con corticoides desde antes del
inicio del seguimiento: 7 pacientes (25%). Se trataba de pacientes con

niveles de transaminasas y viremia previos al inicio del seguimiento
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desconocidos. En el hecho de que no se conociese este dato influyd
que el tratamiento con corticoides se hubiese prescrito en otro servicio
del hospital.

= Subgrupo 2. Pacientes con hepatitis cronica C de nuestras consultas
monograficas en los que se inicia tratamiento con corticoides con o sin
azatioprina, momento en el que comenzamos el seguimiento: 21
pacientes (75%), de los que se conocia la cifra de transaminasas y/o
carga virica previamente al inicio del tratamiento con corticoides con o

sin azatioprina.

Con el objetivo de evaluar si la interrupcidn del tratamiento con
corticoides influye en la viremia del VHC y la actividad bioquimica, analizamos
la evolucion de estos parametros en 9 pacientes que suspendieron el
tratamiento durante el periodo de observacion. Realizamos un analisis
estadistico, pero dada la escasez de datos de ARN-VHC en este sentido,
analizamos también de forma descriptiva la magnitud de los cambios de la
carga viral (pacientes con modificaciones de la viremia mayores a 1 logqo [U/ml

tras retirar los corticoides).
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4.2.2 Recogida de datos

4.2.2.1 Monitorizacion de los pacientes previamente y tras comenzar

tratamiento con corticoides

Se recogieron datos analiticos respecto a nivel de transaminasas y ARN-

VHC, y datos de actividad necroinflamatoria y/o grado de fibrosis hepatica

mediante biopsia hepatica y/o elastografia de transicion (129, 139, 143, 285).

a. Determinaciones analiticas:

La determinacién de las transaminasas (aspartato aminotransferasa o

AST y alanino aminotransferasa o ALT) y la viremia se efectué como se detalla

a continuacién en ambos grupos (tabla 12):

Subgrupo 1 de casos: en los pacientes del subgrupo 1, definido

como aquéllos que ya estaban en tratamiento con corticoides al
comenzar el seguimiento, por lo que no disponemos de datos
analiticos previos, se incluyeron 3 valores de transaminasas y
ARN-VHC durante el periodo de tratamiento esteroideo,

separados entre si al menos por tres meses.

Subgrupo 2 de casos: en los pacientes del subgrupo 2, en

seguimiento a partir de iniciar tratamiento con corticoides con o
sin azatioprina, se incluyeron uno o dos determinaciones de
transaminasas y/o ARN-VHC previas al inicio del tratamiento.

En este subgrupo, durante el tratamiento, determinamos las

transaminasas y la carga viral de la siguiente forma: en los 3
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primeros meses, entre los 3-9meses, entre los 9-12meses, entre

los 12-24 meses y a partir de los 24 meses.

TABLA 12. Protocolo de monitorizacion de los datos analiticos

SUBGRUPO 1 SUBGRUPO 2
(Transaminasas y viremia (Transaminasas y/o viremia
desconocidas previas a conocidas previas a
corticoides) corticoides)
Pacientes (%) 7 (25%) 21 (75%)
Determinacion de . 0 -3 meses
. 3 determinaciones 3 — 9 meses
transaminasas y carga
. separadas al menos 9 — 12 meses
viral durante el
. por 3 meses 12 — 24 meses
tratamiento
> 24 meses
Determinacion de
transaminasas y carga 0 — 6 meses
viral tras retirada de > 6 meses
corticoides

El valor de las transaminasas se expreso6 en Ul/ml.

El nivel del ARN-VHC se expreso6 en Ul/ml. En caso de que el resultado
se expresara en copias/ml por la técnica Cobas Amplicor VHC Monitor v.2.0
(Roche Molecular System, Branchburg, NJ), se transform6 a Ul/ml segun la
tabla 1.

En 3 pacientes, cuyo nivel de viremia no podia ser cuantificado de forma
exacta por la técnica original, al sobrepasar el limite superior de deteccion de
ésta, se disponia del suero congelado (en uno de los tres pacientes en dos
muestras). Esto permitié aplicar la técnica de Tag48 (Roche Molecular System,
Branchburg, NJ) sobre las 4 muestras y la cuantificacion del ARN-VHC con
precision para poder compararlo con otras muestras posteriores que se habian

analizado con esta técnica.
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Las tablas 13a y 13b expresan los datos analiticos de los que
disponemos en nuestro estudio para cada determinacion analitica y/o periodo

en cada grupo de pacientes, siguiendo el protocolo descrito.

TABLA 13. Datos analiticos disponibles segun el algoritmo de monitorizaciéon

TABLA 13a. Subgrupo 1: Pacientes con corticoides con/sin azatioprina previamente al
inicio del seguimiento

Numero y periodo Numero de pacientes que
disponen de dato analitico /

DETERMINACION de la

ANALITICA

determinacion
analitica

total de pacientes dentro de
este grupo (%)

Transaminasas
durante el
tratamiento

3 determinaciones
separadas al

menos por 3 meses

7/7 (100%)

Cargas virales
durante el
tratamiento

TABLA 13b. Subgrupo 2: Pacientes que inician su seguimiento al comenzar con

3 determinaciones
separadas al

~menos por 3 meses

corticoides con/sin azatioprina

DETERMINACION
ANALITICA

Numero o periodo

de la determinacion

analitica

717 (100%)

Numero de pacientes que

disponen de dato analitico /
total de pacientes dentro de

Transaminasas
previas al
tratamiento

Una determinacion

este grupo (%)*

21/21 (100%)

Dos determinaciones

20/21 (95,2%)

Cargas virales
previas al
tratamiento

Una determinacion

18/21 (85,7%)

Dos determinaciones

8/21 (38,1%)

Transaminasas
durante el
tratamiento

Carga viral
durante el
tratamiento

0-3 meses 20/21 (95,2%)
3-9 meses 20/21(95,2%)
9-12 meses 17/18 (94,4%)
12-24 meses 17/17 (100%)
> 24 meses 11/11(100%)
0-3 meses 12/21 (57,1%)
3-9 meses 10/21 (47,6%)
9-12 meses 9/18 (50%)
12-24 meses 11/17 (64,7%)
> 24 meses 9/11 (81,8%)

* El nUmero total de pacientes disminuye gradualmente a lo largo del tiempo debido a 1) la suspension
del tratamiento, 6 2) menor periodo de seguimiento en el momento de cerrar la base de datos
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b. Biopsia hepatica y elastografia de transicidon (FibroScan®):

En todos los pacientes del grupo de casos en los que fue técnicamente
posible, se realizaron biopsia hepatica y/o FibroScan® durante el tratamiento
con corticoides con o sin azatioprina (tras al menos un afio de tratamiento) o
tras la finalizacion del mismo. Esto nos permitid analizar la influencia de los
corticoides con o sin azatioprina en la evolucion de la actividad
necroinflamatoria y/o de la fibrosis hepatica, de las siguientes formas:

- comparando estos resultados con los datos obtenidos en biopsias
hepaticas y/o FibroScan® previos en aquellos pacientes que disponian
de estas pruebas, en tres sentidos:

0 describiendo la evolucién del IAH de Knodell con el tratamiento
con corticoides con o sin azatioprina;

0 analizando el porcentaje de pacientes en los que el estadio de
fibrosis mejoraba o permanecia estable, versus aquéllos en los
que el estadio progresaba;

0 calculando la velocidad de progresion de la fibrosis por el
meétodo directo descrito en 1997 por el grupo de Poynard
(fibrosis final — fibrosis inicial / tiempo entre exploraciones en
anos) (152).

- examinando la progresion del IAH de Knodell y de la fibrosis en
aquellos pacientes que habian recibido corticoides con/sin azatioprina

durante mas de 100 meses.

Para comparar la evolucion de la fibrosis hepatica en los pacientes

tratados con corticoides con o sin azatioprina respecto a la progresién de la
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misma segun la historia natural de la hepatitis C se empled un grupo control.
Asimismo, para reforzar este concepto comparamos los resultados obtenidos

con lo descrito en la literatura.

Los datos de los que disponemos en nuestros pacientes son los
siguientes (tabla 14):

- Se disponia de biopsia hepatica previa al inicio de los corticoides en 18
casos (64,29%) y de FibroScan® en 4 pacientes (14,29%).

- Se realizé biopsia hepatica tras al menos 1 afno de tratamiento con
corticoides a 5 pacientes (17,86%) y FibroScan® a 18 pacientes
(64,29%).

- Disponemos de biopsia hepatica y/o FibroScan® tras al menos 100

meses de tratamiento con corticoides en 4 pacientes (14,29%).

TABLA 14. Numero de exploraciones disponibles para la comparaciéon de IAH y/o
fibrosis de los casos.

Biopsia hepatica FibroScan®

Previo corticoides

. .. 10 pacientes
con/sin azatioprina

4 pacientes 4 pacientes
Posterior/durante l l
corticoides
con/sin azatioprina 5 18

El nimero de pacientes que aparecen en los recuadros entre las flechas, indican el nimero de pacientes
que disponen de dos exploraciones para comparar el IAH de Knodell y/o la fibrosis hepatica.

Datos perdidos: Un paciente no dispone de biopsia hepatica/FibroScan® previos ni posteriores (exitus).
Cuatro pacientes disponen de biopsia hepatica previa sin biopsia hepatica/FibroScan® posteriores (dos
perdidos en el seguimiento, uno trasplantado hepatico, otro recibidé posteriormente a los corticoides
tratamiento antiviral con RVS sin disponer de biopsia hepatica/FibroScan® en el periodo de corticoides).
Cuatro pacientes con FibroScan® posterior, no disponen de biopsia hepéatica/FibroScan® previos.
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La biopsia hepatica se interpretd por anatomopatélogos con experiencia,
evaluando tanto la actividad de la enfermedad por el IAH de Knodell (tabla 5),
como la fibrosis hepatica por el sistema METAVIR (tabla 6).

El FibroScan® se realizé por personal experimentado y entrenado, y se
cumplieron los criterios estandar de validez: un minimo de diez mediciones
validas, lo que representaba al menos el 60% del total de las mediciones
realizadas y un rango intercuartil (IQR) menor del 30%. El resultado se expresé
en kPa, y la correlacion a fibrosis hepatica se establecié segun la escala de

Castera (139, 143, 286).

4.2.2.2 Monitorizacion de los pacientes tras suspender los corticoides

En los pacientes que finalizaron el tratamiento con corticoides en el
periodo del estudio, determinamos las transaminasas y el ARN-VHC en dos
momentos:

o0 En los 6 primeros meses tras finalizar tratamiento (rango entre
1-6 meses),
0 > 6 meses tras finalizar tratamiento (rango entre 7 meses y 3

anos).

De los 18 pacientes (64,29%) que suspendieron los corticoides en el
periodo de seguimiento, disponemos de datos posteriores en 9 pacientes (50%)
de la siguiente forma (tabla 15):

= en 5 pacientes datos de transaminasas y carga viral en ambos

periodos,
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» 1 pacientes datos de transaminasas y carga viral en segundo

periodo,

» 2 datos de transaminasas en ambos periodos, pero carga viral

sélo en el segundo,

= 1 sdlo transaminasas en ambos periodos.

TABLA 15. Numero de pacientes que disponen de datos para valorar efecto de la

suspensidn de los corticoides con/sin azatioprina

Determinaciones analiticas < 6 meses

> 6 meses

PREVIO - Transaminasas 6/9 (66,6%) 719 (77,8%)
POSTERIOR Carga viral 3/9 (33,3%) 6/9 (66,6%)
DURANTE - Transaminasas 8/9 (88,9%) 9/9 (100%)
POSTERIOR Carga viral 4/9 (44,4%) 5/9 (55,5%)
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4.2.3 Grupo control

Por cada caso se incluyeron dos controles, considerando como tales a
dos tipos de pacientes: aquéllos con hepatopatia cronica VHC, que nunca
hubiesen recibido tratamiento antiviral en el momento de ser incluidos como
controles (46,4%), ya fuese porque no habia sido indicado por su médico o
porque hubiesen rechazado el tratamiento recomendado; y pacientes tratados
que hubiesen finalizado el tratamiento antiviral al menos 12 meses antes
(53,6%), sin respuesta al mismo o con respuesta final de tratamiento y recidiva.

Los criterios de exclusion fueron los mismos que para el grupo de casos.

Se determiné su nivel de transaminasas y ARN-VHC dos veces
separados al menos por un afio y se les realizaron dos FibroScan® separados
al menos por un afo.

El grupo control esta compuesto por 56 pacientes, de los cuales 34 eran
varones (60,7%), con edad media de 48,719,1 anos. 49 pacientes eran
genotipo 1 (87,5%), 3 pacientes genotipo 3 (5,4%) y 4 pacientes genotipo 4
(7,1%). La carga viral era <800.000 Ul/ml en el 44,6%. Respecto a la via de
contagio, en el 58,9% era desconocida, el 14,3% por adiccion a drogas via
parenteral (ADVP), el 21,4% postransfusional y el 5,4% tras pinchazo
accidental con material contaminado. El tiempo desde que se conocia la
infeccion por VHC hasta la recogida de los datos del estudio (considerando
como tal la fecha del primer FibroScan® incluido), era de menos de 5 afios en
el 28,6%, de 5 a 10 afios en el 41,1% y de mas de 10 afos en el 30,3%.

La tabla 16 refleja las caracteristicas de los pacientes del estudio (casos)

y de los pacientes control.
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TABLA 16. Caracteristicas basales de los pacientes del estudio (casos) y los pacientes

control

Pacientes con

HC VHC
tratados con

corticoides

Pacientes con
HC VHC no
tratados con
corticoides

Numero de pacientes

(casos)
28

(controles)
56

Edad mediatDE (afos)

47,2+10,4

46,8+9,2 NS

Varones
pacientes (%)

12/28 (42,9%)

34/56 (60,7%) NS

Genotipo 1 24/28 (85,7%)  49/56 (87,5%)
pacientes 3 2/28 (7,15%) 3/56 (5,4%) NS
(%) 4 2/28 (7,15%) 4/56 (7,1%)

o 0-1 12/22 (54,5%)  32/56 (57,1%)
E;'ng:t'gs 2 222 (9,1%) 1156 (19.6%)  yg
(%) 3 3/22 (13,6%) 7/56 (12,5%)

4 5/22 (22,7%) 6/56 (10,7%)

Via de Desconocida 15/28 (53,6%) 33/56 (58,9%)
contagio Transfusion 11/28 (39,3%) 12/56 (21,4%) NS
pacientes ADVP 2/28 (7,1%) 8/56 (14,3%)
(%) Otras 0 3/56 (5,4%)
AST mediana (RIQ) (Ul/ml) 60 (35-98) 39 (31-59) 0,035
ALT mediana (RIQ) (Ul/ml) 74 (45,5-141) 59,5 (41,2-85,2) NS

Carga viral baja
pacientes (%)

11/18 (61,1%)

25/56 (44,6%) NS

HC VHC: hepatopatia crdnica virus hepatitis C. ADVP: adiccion a drogas via parenteral. Carga viral baja:
menor de 800.000 Ul/ml. DE: desviacion estandar. RIQ: rango intercuartil.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica.

La metodologia empleada para el desarrollo de este trabajo, cumple los

criterios de la declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 2000.
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4.2.4 Analisis estadistico

La base de datos englobaba los siguientes parametros: edad, sexo,
genotipo del virus C, aino de diagndstico de la infeccidon (considerando como tal
la fecha en la que se describe por primera vez la alteracion de la bioquimica
hepatica con diagndstico de confirmacion de la infeccion por VHC o exclusion
de otras enfermedades en el periodo de HNANB y posterior confirmacion de la
infeccion por VHC), via de contagio, existencia de cirrosis hepatica en el
momento de inclusion, niveles de transaminasas (AST y ALT) y de ARN-VHC,
hallazgos de la biopsia hepatica y/o del FibroScan®, patologia tratada con
corticoides, dosis media de corticoides, administracion concomitante o no de
azatioprina, dosis media de azatioprina, tiempo de tratamiento, tiempo de
seguimiento, terapia previa antiviral, y en caso de haber sido tratado farmacos
empleados, fecha de tratamiento y respuesta al tratamiento.

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 15.0 para
Windows.

Las caracteristicas basales de los pacientes se presentan utilizando para
las variables cualitativas porcentajes con intervalos de confianza del 95% (IC
del 95%); y para las variables cuantitativas los estadisticos de tendencia central
y de dispersion como medias con desviacion estandar (DE) si la distribuciéon es
simétrica, y medianas con RIQ si la distribucion es asimétrica, asi como el
rango en ambos casos.

Para el analisis de correlacion entre los valores de transaminasas y
carga viral previos, empleamos el coeficiente de correlacion Rho de Spearman.
Para comparar variables categéricas hemos utilizado el test de Chi-cuadrado o

el test de Fisher cuando era preciso, y para variables cuantitativas la prueba de
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la U de Mann-Whitney. Para las comparaciones en los valores de
transaminasas y carga viral en los distintos momentos analizados (previo al
tratamiento con corticoides, durante el tratamiento, tras retirar el tratamiento),
empleamos el test de Wilcoxon. Las pruebas estadisticas son de dos colas y el
nivel de significacion estadistica se establece con una probabilidad (p) inferior a

0,05.
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Resultados

51 OBJETIVO 1: ESTUDIO BIOLOGICO EN UN MODELO CELULAR DE

REPLICON DEL VIRUS C

Evaluamos el efecto directo de la prednisona y la azatioprina sobre la
replicacion del VHC.

Los resultados descritos a continuacion, se obtuvieron empleando el
modelo de replicon del virus C Huh 7.b Ava.5 que se traté a distintas
concentraciones de ambos farmacos, tras lo cual se determiné el ARN-VHC por
RT-PCR. Se anadieron IFN y RBV para comprobar el efecto inhibitorio
esperable de estos farmacos sobre la replicacién del VHC, y compararlo con el
efecto detectado con prednisona y con azatioprina.

Para excluir que el efecto sobre el VHC de los farmacos
inmunosupresores empleados fuese consecuencia de la reduccion de la
proliferacion celular, se empledé como control interno del crecimiento celular la

determinacién de ARN de la B-actina.

Las equivalencias de las dosis in vitro empleadas en los cultivos
celulares a la dosis farmacoldgica in vivo son las siguientes (considerando que
se administrara a una persona con un peso de 65Kg):

- Prednisona: se administraron dosis in vitro de 1ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml
y 1000ng/ml, lo que se corresponde con dosis in vivo de 0,06mg,
0,65mg, 6,5mg y 65mg, respectivamente.

- Azatioprina: se administraron dosis in vitro de 1ng/ml, 10 ng/ml,
100ng/ml, lo que se corresponde con dosis in vivo de 0,06mg, 0,65mg,
6,5mg, respectivamente. No se administraron dosis superiores, ya que
como describimos a continuacion con 100ng/ml in vitro se produjo

muerte celular.
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- Ribavirina: se administraron in vitro dosis de 40uM, 50uM y 100uM, lo
que se corresponde con dosis in vivo de 635mg, 794mg y 1587mg,
respectivamente.

- Interferdn: se administraron dosis in vitro de 1U, 10U y 100U, lo que se

corresponde con dosis in vivo de 0,55 ug, 5,5 ug y 55 ug.

Mostramos el resultado de dos experimentos con corticoides, para
reflejar la reproducibilidad del efecto detectado. En el segundo se afiade una
cuarta dosis de prednisona superior (de 1000ng/ml), respecto el primer

experimento.

5.1.1 Efecto de la prednisona sobre la replicacién del virus C in vitro

En las figuras 7 y 8 podemos observar, como de forma comparativa con
la inhibicion de la replicacién que produce el IFN+RBV, la prednisona no afecta
a la replicacion del virus C, pues el numero de Ct que se precisan para detectar
ARN a cada concentraciéon del farmaco varia levemente respecto al Ct inicial,
es decir, sin farmaco (tablas 17 y 18). En los graficos de B-actina comprobamos
que el crecimiento celular no interfirid en los resultados obtenidos.

Ademas calculamos estadisticamente el coeficiente de correlacion Rho
de Spearman entre el efecto de la prednisona en el modelo de replicon y el
efecto de la prednisona en la B-actina, siendo de 0,8 (p=0,2) en el experimento
1, y de 0,9 (p=0,04) en el experimento 2. Es decir en ambas la correlacion fue
positiva, alcanzando la significacién estadistica en el experimento 2 realizado

con cuatro concentraciones diferentes de prednisona.
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Por lo tanto no detectamos que la prednisona indujese ningun efecto
sobre la replicacion del VHC, a ninguna de las concentraciones empleadas, en

los experimentos realizados.

5.1.2 Efecto de la azatioprina sobre la replicacion del virus C in vitro

La azatioprina no produjo cambios substanciales en el numero de Ct a
dosis de 1 ng/ml y 10 ng/ml en el cultivo celular con replicon, respecto al
numero de Ct sin farmaco. A dosis de 100ng/ml se produjo muerte celular,
como muestra el efecto de azatioprina sobre la 3-actina, por lo tanto no se pudo
estudiar su efecto a partir de dosis de 100ng/ml sobre la replicacion del VHC

(figura 7, tabla 17).
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FIGURA 7. Experimento 1: efecto in vitro de IFN+RBV, prednisona y azatioprina

VHC

1 2 3 4

—— IFN+RBV —X— AZA —@—Prednisona

B-actina

1 2 3 4

|—e—IFN+RBV —%—AZA —e—Prednisona |

IFN+RBV: 1U+40uM AZA: 1 ng/mi Prednisona: 1 ng/ml
10U+40uM 10 ng/ml 10 ng/ml
100U+40uM 100 ng/ml 100 ng/ml
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TABLA 17. Experimento 1: Numero de ciclos (Ct) que se precisan para detectar ARN a
cada concentracion
TABLA 17a. Modelo celular de replicén: ARN-VHC

~ Dosis cNuppy | Dosis Prednisona
cultivo cultivo

Ct: ciclo umbral (cycle threshold); IFN: interferdn; RBV: ribavirina; AZA: azatioprina.

TABLA 17b. Control interno del crecimiento celular: ARN B-actina

~ Dosis |\ eNyggy Dosis Prednisona
cultivo cultivo

Ct: ciclo umbral (cycle threshold); IFN: interferon; RBV: ribavirina; AZA: azatioprina.

Cociente Ct replicon/Ct B-actina:
= Prednisona: O (inicial) 0,94; 1ng/ml 0,95; 10ng/ml 0,93; 100ng/ml 0,93
= |IFN+RBV: 0 (inicial) 0,94; 1U+40uM 2,07; 10U+40uM 2,12; 100U+40uM 2,13

Coeficiente de correlacion Rho de Spearman:
* Prednisona: 0,8 (p=0,2)
= |FN+RBV: 0,4 (p=0,6)
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FIGURA 8. Experimento 2: efecto in vitro de IFN+RBV, prednisona y azatioprina

VHC

Ct

1 2 3 4 5

|——IFN+RBV —@—Prednisona

B-Actina

Ct

1 2 3 4 5

|——IFN+RBV —@—Prednisona |

IFN+RBV: 10U+50uM Prednisona: 1 ng/ml
100U+50uM 10 ng/ml
10U+100uM 100 ng/ml
100U+100uM 1000 ng/ml
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TABLA 18. Experimento 2: Numero de ciclos (Ct) que se precisan para detectar ARN a
cada concentracion
TABLA 18a. Modelo celular de replicén: ARN-VHC

Dosis cultivo IFN+RBV Dosis cultivo Prednisona

Ct: ciclo umbral (cycle threshold); IFN: interferdn; RBV: ribavirina.

TABLA 18b. Control interno del crecimiento celular: ARN B-actina

Dosis cultivo IFN+RBV Dosis cultivo Prednisona

Ct: ciclo umbral (cycle threshold); IFN: interferdn; RBV: ribavirina.

Cociente Ct replicén/Ct B-actina:
= Prednisona: O (inicial) 1,08; 1ng/ml 1,06; 10ng/ml 1,09; 100ng/ml 0,98; 1000ng/m|
1,07
= |FN+RBV: O (inicial) 1,08; 10U+50uM 1,3; 100U+50uM 1,66; 10U+100uM 1,73;
100U+100uM 2,03

Coeficiente de correlacion Rho de Spearman:
* Prednisona: 0,9 (p=0,04)
= |FN+RBV: 0,3 (p=0,62)
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5.2 OBJETIVO 2: ESTUDIO CLINICO

5.1.1 Datos de los pacientes

Incluimos 28 pacientes, 7 con esteroides con o sin azatioprina previos al
inicio del seguimiento (subgrupo 1 de casos) y 21 en seguimiento desde que
comenzaron a tomar esteroides con o sin azatioprina (subgrupo 2 de casos).

El tiempo medio de seguimiento fue de 87,5+61,9 meses (rango 13,5 —
237,9 meses).

12 de los pacientes eran varones (42,9%) y 16 mujeres (57,1%). La edad
media era de 47,2+10,4 anos. La dosis media que recibian de esteroides
(realizando las equivalencias de los diferentes tipos de esteroides pautados a
prednisona) fue de 9,1+4,9 mg/dia, con un rango entre 2,5 y 30 mg/dia. El
tiempo medio de tratamiento con esteroides fue de 76,3+79,6 meses (rango 7,4
— 349,4 meses). 10 pacientes (35,7%) recibieron tratamiento concomitante con
azatioprina, a una dosis media de 82,5+31,3 mg/dia (rango 50 — 150 mg/dia),
durante un periodo de tiempo variable pero superior en todos los casos a 6
meses.

22 pacientes (78,6%) disponian de datos sobre el estadio de fibrosis
hepatica previo al tratamiento con corticoides, 18 de ellos por los hallazgos de
la biopsia hepatica y 4 a través del FibroScan®, con un estadio de fibrosis
medio de 2,0411,29 (rango 0 — 4). En los pacientes con biopsia hepatica se
determiné igualmente el IAH de Knodell basal, con un valor medio de 6,1+2,4
(rango 3 — 12). En los pacientes con FibroScan®, el valor medio en kPa fue de
20,7+19,1 (rango 5,3 — 46kPa), pero como soélo 4 pacientes disponen de la
cuantificacion de la fibrosis en kPa, este dato no expresa realmente la fibrosis

hepatica del grupo de pacientes a estudio.
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6 pacientes (21,4%) presentaban datos de cirrosis hepatica previa a los
esteroides, dos por datos del FibroScan®, tres por hallazgos en la biopsia
hepatica y uno por datos ecograficos y analiticos determinantes.

La tabla 16 muestra las caracteristicas basales del grupo de casos y del
grupo control, y la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos, salvo en el valor de la AST.
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5.2.2 Efecto del tratamiento con corticoides con o sin azatioprina

La tabla 19 muestra las variables que se han analizado y que se
presentan a continuacion, y la participacion de los diferentes grupos de
pacientes que componen este estudio (subgrupo 1 y subgrupo 2 de casos y

grupo control) en cada parte del analisis efectuado.

TABLA 19. Participacion de los distintos grupos de pacientes del estudio en el analisis
del efecto de los corticoides con/sin azatioprina

GRUPOS DE PACIENTES

R EMPLEADOS EN EL ANALISIS

1. INFLUENCIA SOBRE LA BIOQUIMICA HEPATICA
a. Comparacion transaminasas
previas - durante el tratamiento

Subgrupo 2 de casos

b. Comparacién transaminasas a lo
largo del tratamiento

c. Comparacién con grupo control Subgrupo 2 de casos y grupo control
2. INFLUENCIA SOBRE LA CARGA VIRAL

a. Comparacion viremia previa -

. Subgrupo 2 de casos
durante el tratamiento
b. Comparacién viremia a lo largo del
tratamiento

c. Comparacioén con grupo control Subgrupo 2 de casos y grupo control
a. IAH de Knodell previo-durante/tras s
. ubgrupo 2 de casos
el tratamiento
b. Fibrosis hepatica
b.1.Grado de fibrosis previo -
durante/tras el tratamiento
b.2. kPa previos - durante/tras el
tratamiento
b.3.Comparacién con grupo
control:
- Estadio de fibrosis previo -
durante/tras el tratamiento
- Progresion del estadio de
fibrosis por afo
c. Estadio de fibrosis tras mas de 100
meses de tratamiento

Subgrupos 1y 2 de casos

Subgrupos 1y 2 de casos

Subgrupo 2 de casos

Subgrupo 2 de casos

Subgrupo 2 de casos y grupo control

Subgrupos 1y 2 de casos
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Para la comparacién con el periodo previo a los corticoides, hemos
empleado la primera determinacién de transaminasas y de carga viral.
Realizamos un analisis de correlacién entre los dos valores de transaminasas y
de ARN-VHC de los que disponiamos antes del inicio del tratamiento,
obteniendo una correlacién positiva (AST 0,915, ALT 0,792 y ARN-VHC 0,790)
y estadisticamente significativa para todas ellas (p<0,05). Asi la segunda
determinaciéon previa a esteroides nos permiti6 comprobar que los valores de
transaminasas y ARN-VHC con los que comparamos los valores obtenidos

durante el tratamiento y tras finalizar éste son representativos del paciente.
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5.2.2.1 Efecto sobre la bioquimica hepatica

a. Comparacion transaminasas previas — durante tratamiento con

corticoides con/sin azatioprina:

Las tablas 20 y 21 muestran la evolucidn de AST y ALT en los diferentes
periodos analizados a lo largo del tratamiento, respecto al valor basal previo al
inicio de corticoides con/sin azatioprina.

= A corto-medio plazo: en los 3 primeros meses del tratamiento,

entre 3-9 meses, entre 9-12 meses.

= A largo plazo: entre los 12-24 meses y a partir de los 24 meses

del tratamiento.

TABLA 20. Comparaciéon entre AST previa y durante el tratamiento con corticoides
con/sin azatioprina

PERIODO DE TIEMPO AST AST
DURANTE pre-esteroides durante esteroides |
ESTEROIDES (Ul/ml) mediazDE (Ul/ml) mediazDE

Corto/ < 3 meses 93,7+99,6 55,242 9 0,006
medio  3-9 meses 93,7+99,6 72,6172,2 NS
plazo  9-12 meses 101,1+106,8 69,1+76,4 NS
Largo 12-24 meses 98,8+107,4 62,3+67,3 NS
plazo > 24 meses 67,9160,6 35,6+13,5 NS

TABLA 21. Comparaciéon entre ALT previa y durante el tratamiento con corticoides
con/sin azatioprina

PERIODO DE TIEMPO ALT ALT
DURANTE pre-esteroides  durante esteroides | p
ESTEROIDES (Ul/ml) mediazDE (Ul/ml) mediazDE
Corto/ <3 meses 135,1£149,1 82,877 0,002
medio  3-9 meses 135,1+£149,1 96,2+112,4 NS
plazo  9-12 meses 142,3+158 4 92,4+109,3 NS
Largo 12-24 meses 136,6£160,2 87,5+96,7 NS
plazo > 24 meses 100,3£120,1 41,7+21,4 NS
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De esta forman vemos que en los pacientes que recibieron corticoides
con/sin azatioprina, las transaminasas (tanto AST como ALT) descendieron
significativamente en los 3 primeros meses de tratamiento respecto a su valor
basal (AST 93,7+99,6 versus 55,2+42,9 Ul/ml, p=0,006; ALT 135,1£149,1
versus 82,877 Ul/ml, p=0,002). Posteriormente las transaminasas conservaron
la tendencia a disminuir respecto al valor basal, pero sin diferencias

estadisticamente significativas.

b. Comparacion transaminasas durante tratamiento con corticoides

con/sin azatioprina:

Las tablas 22 y 23 muestran la evolucion de AST y ALT de los
subgrupos 1 y 2 del estudio a lo largo del tratamiento con corticoides con/sin

azatioprina.

TABLA 22. Comparacion entre el primer valor de AST obtenido durante el tratamiento
y los valores posteriores obtenidos durante el tratamiento

Primer valor AST durante Valores posteriores de AST
tratamiento durante tratamiento
(Ul/ml) mediatDE (Ul/ml) mediazDE
54,3+38,2 70,4+65,9 NS
56,3+40,5 65,7+68,9 NS
58+46,9 64,4+68,9 NS
36,3+11,9 37+13,4 NS

TABLA 23. Comparacion entre el primer valor de ALT obtenido durante el tratamiento
y los valores posteriores obtenidos durante el tratamiento

Primer valor ALT durante Valores posteriores de ALT
tratamiento durante tratamiento
(Ul/ml) mediatDE (Ul/ml) mediazDE
78,4+67,9 95,7+108,8 NS
80+69,8 90,7+101,6 NS
84,9+81,6 90,5+99 NS
44,8+19,3 43,5+21,7 NS
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Observamos que no hay cambios significativos en las cifras de AST y

ALT a lo largo del tratamiento con corticoides con/sin azatioprina.

c. Comparacion con grupo control

En el grupo control vemos que no hay diferencias significativas entre las

dos determinaciones de transaminasas realizadas (tabla 24).

TABLA 24. Comparacién entre dos determinaciones de transaminasas del grupo
control

Primera determinacion Segunda determinacion |

(Ul/ml) mediazDE (Ul/ml) mediatDE P
AST 55,2447 55,3+43,6 NS
ALT 77,8+61,7 73,1519 NS

Por lo tanto, en los pacientes tratados con corticoides si se ha observado
una diferencia significativa entre el valor basal de AST y de ALT y el obtenido
en los 3 primeros meses de tratamiento, sin que se haya evidenciado esta
diferencia en las dos determinaciones de transaminasas del grupo control no

tratado.
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5.2.2.2 Efecto sobre el ARN-VHC

a. Comparacion ARN-VHC previo - durante tratamiento con

corticoides con/sin azatioprina:

La tabla 25 muestra la evolucion del ARN-VHC a lo largo del tratamiento,

respecto al valor basal previo, en los mismos periodos que las transaminasas:

= A corto-medio plazo: en los 3 primeros meses del tratamiento,

entre 3-9 meses, entre 9-12 meses.

= A largo plazo: entre los 12-24 meses y a partir de los 24 meses

del tratamiento.

TABLA 25. Comparacién entre ARN-VHC previo y durante el tratamiento con
corticoides con/sin azatioprina

PERIODO DE ARN-VHC ARN-VHC
TIEMPO DURANTE pre-esteroides durante esteroides p

ESTEROIDES (10°Ul/ml) mediazDE  (10°Ul/ml) media+DE
Corto/ < 3 meses 1,542,45 3,46+6,33 NS
medio 3-9 meses 1,3+2,57 3,58+4 4 NS
plazo  9-12 meses 1,7+2,66 2,43+2,47 NS
Largo 12-24 meses 1,74+2,49 1,96+3,16 NS
plazo > 24 meses 0,9+0,74 1,5441,43 NS

Respecto a la carga viral, los corticoides produjeron un ascenso en los
valores de ARN-VHC sin diferencias significativas ni durante el primer afio de
tratamiento (corto-medio plazo) ni posteriormente (largo plazo). De forma
descriptiva analizamos en cada paciente la magnitud de la diferencia entre el
valor de la carga viral basal y durante el tratamiento con corticoides.
Observamos que tan solo en dos pacientes la carga viral aumenté mas de 1
log1o IU/ml en momentos puntuales del tratamiento: un paciente tratado 19,7
meses, cuyas dos primeras determinaciones de ARN-VHC durante tratamiento

aumentaron mas de 1 logqo IU/ml respecto a la basal, pero durante el resto del
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tratamiento vuelvieron a disminuir; y otro paciente tratado 121,3meses, cuyas
determinaciones entre 3-9 meses y 9-12meses aumentaron mas de 1 logqo
IU/ml respecto al valor basal, pero tanto la determinacion previa como las
posteriores aumentaron menos de 1 log1 IU/ml. En contraposicion, uno de los
pacientes tratados 16,7 meses, presenté una disminucién mayor de un 1 logo
IU/ml en los tres primeros meses y entre 3-9 meses de tratamiento con

corticoides.

b. Comparacion ARN-VHC durante tratamiento con corticoides con/sin

azatioprina:

La tabla 26 muestra la evolucion del valor de viremia a lo largo del

tratamiento con corticoides con o sin azatioprina.

TABLA 26. Comparacion entre el primer valor de ARN-VHC obtenido durante el
tratamiento y los valores posteriores obtenidos durante el tratamiento

Primer valor Valores posteriores

PERIODO DE ARN-VHC durante  de ARN-VHC durante

TIEMPO DURANTE

tratamiento tratamiento

ESTEROIDES 4650 /ml) mediatDE  (10°Ul/ml) mediatDE

Comparacioén 12 — 22

e 2,67+5,75 2,2+3,89 NS
ST 1= 3,08+6,15 173+2,37 NS
SRS e 4,51+7,24 0,07+1,08 NS
OIS s 0,09+0,69 0,55+0,77 NS

Observamos una evolucion sin diferencias estadisticamente
significativas entre ninguna de las determinaciones realizadas durante el

tratamiento.
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c. Comparacion con grupo control

En el grupo control no hubo diferencias entre las dos determinaciones de
ARN-VHC obtenidas (tabla 27), ni las variaciones del grupo de tratado con
corticoides con/sin azatioprina fueron estadisticamente diferentes de las

variaciones del grupo control.

TABLA 27. Comparacién entre dos determinaciones de ARN-VHC del grupo control

Primera determinacion Segunda determinacion

108 UI/ml) mediatDE 10° UI/ml) mediatDE
ARN-VHC 2,74+3,79 3,1+5,28 NS
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5.2.2.3 Efecto sobre el IAH de Knodell y la fibrosis hepatica

a. Indice de Actividad Histologica de Knodell

Disponemos de datos para comparar en IAH de Knodell antes y después
o durante el tratamiento con corticoides con o sin azatioprina en 4 pacientes

(tabla 28).

TABLA 28. Comparacion entre IAH de Knodell antes y durante/después del tratamiento
con corticoides con/sin azatioprina

Biopsia hepatica Biopsia hepatica

pre-esteroides durante/tras tratamiento |
mediatDE mediatDE

IAH 8,5+3,7 4,7£1,7 NS

En estos cuatro pacientes el IAH de Knodell previo al inicio del
tratamiento con corticoides con/sin azatioprina era de 8,5+3,7 que tras recibir
corticoides disminuyd a 4,7+1,7. Analizandolo de forma mas detallada, vemos
que en tres de los cuatro pacientes el IAH disminuyé con un tiempo entre
exploraciones entre 139 meses y 195,3 meses; y en uno de los pacientes se

mantuvo estable con un tiempo entre exploraciones de 52,5 meses (figura 9).
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FIGURA 9. Comparacion del IAH de Knodell antes y durante/después del tratamiento
con corticoides con/sin azatioprina
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IAH: indice de actividad histoldgica.

Fibrosis hepatica

b.1. Comparacion del estadio de fibrosis entre biopsia

hepatica/FibroScan® previo — biopsia hepatica/FibroScan® durante/tras

corticoides

La fibrosis hepatica se cuantifico en estadios, para la biopsia hepatica

segun el sistema METAVIR y para el FibroScan® segun la escala de Castéra.

18 pacientes disponian de biopsia hepatica/FibroScan® previos vy

durante/posterior al tratamiento con corticoides con/sin azatioprina. La figura 10

representa la evolucion del estadio de fibrosis con el tratamiento, de forma

individualizada en cada paciente. Observamos que en 10 casos la fibrosis se

mantiene estable con el tratamiento, en 3 casos disminuye y en 5 casos

progresa a lo largo del tiempo de tratamiento.
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FIGURA 10. Comparacion del estadio de fibrosis antes y durante/después del
tratamiento con corticoides con/sin azatioprina en cada paciente
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Respecto a la evolucion del estadio de fibrosis, estos pacientes
presentaban un estadio de fibrosis previo al inicio del tratamiento de 2,11+1,28
que tras el mismo progres6 a 2,251+1,4 segun los datos de las biopsias
hepaticas o FibroScan® realizados, sin diferencia estadisticamente significativa
(p=0,42). El tiempo medio entre ambas exploraciones fue de 123,688 meses

(rango: 22,3 — 329,1 meses).

b.2. Comparacion Kpa previos — durante/tras corticoides

En los pacientes con dos FibroScan®, el valor medio inicial fue de
20,7+19,1 kPa (rango 5,3 - 46kPa). Tras 27,5+4,3 meses (rango 22,3 — 31,3
meses) se realizd un segundo FibroScan® obteniendo un valor medio de

25,7+29,1 kPa (rango 4,9 — 67,8 kPa) (p=0,46) (tabla 29).
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TABLA 29. Comparacién entre kPa previos y durante/tras corticoides

Cifra de kPa Cifra de kPa

pre-esteroides durante/tras tratamiento | p
mediatDE mediatDE

kPa 20,7191 25,7+29,1 NS

Pero como tan sdlo 4 pacientes tienen cuantificado el estadio de fibrosis
con FibroScan® tanto antes como después, este analisis tiene escaso valor
representativo de la fibrosis en toda la muestra de pacientes, respecto al
analisis previo.

En la figura 11 podemos observar la evolucion en la fibrosis en kPa en
cada uno de estos 4 pacientes. En dos de ellos la fibrosis progresé y en dos
disminuyo.

FIGURA 11. Comparacion de la fibrosis en kPa antes y durante/después del tratamiento
con corticoides con/sin azatioprina
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b.3. Comparacién con grupo control.

i. Fibrosis previa — fibrosis durante/posterior

En el grupo de casos progresa el estadio de fibrosis en el 27,8%, y en el
grupo control en el 30,4%, sin diferencias estadisticamente significativas
(p=0,83).

En el grupo de casos hemos visto que el grado de fibrosis pre-esteroides
es de 2,11+£1,28 y con el tratamiento progresa a 2,25+1,4 segun los datos de
las biopsias hepaticas o FibroScan® realizados, sin diferencia estadisticamente
significativa (p=0,47).

En el grupo control el grado de fibrosis inicial es de 1,77+1,04 con una
progresion a 2,02+1,1 segun los datos de los FibroScan® realizados, con una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos valores (p=0,007).

Para comparar la evolucién del grado de fibrosis entre el grupo de
pacientes tratados y el grupo control, es esencial tener en cuenta el tiempo
transcurrido entre la realizacibn de ambas exploraciones. Por este motivo,
comparamos la progresion de la fibrosis como se expone en el siguiente

apartado.

ii. Comparacion de la progresion de la fibrosis por ano

El tiempo medio transcurrido entre un/a BH/FibroScan® y otro/a en el
grupo de casos es de 123,688 meses (rango: 22,3 - 329,1 meses); y el tiempo
medio transcurrido entre un FibroScan® y otro en el grupo control es de
21,6£7,9 meses (rango: 12,2 — 41,6 meses). Por lo tanto, ademas de ser la

progresion de la fibrosis mayor en el grupo control, hay que tener en cuenta
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que esta progresion se produce en un periodo de tiempo inferior en el grupo
control que en el de casos.

Para analizar este efecto, empleamos uno de los métodos que utilizé en
su estudio de 1997 el grupo de Poynard, para calcular la progresion de la
fibrosis por afio (152). Este autor calcula la velocidad de progresion a partir del
tiempo transcurrido entre la realizacion de dos BH y el resultado obtenido en
éstas. Asi en nuestro estudio calculamos la progresion de la fibrosis por afio de

la siguiente forma (expresado el resultado en unidades):

fibrosis final — fibrosis inicial

tiempo transcurrido entre exploraciones (afios)

De esta forma obtenemos que la progresién de la fibrosis por afo en los
casos es de 0,054+0,25 unidades, mientras que en los controles es de

0,196+0,6 unidades (p=0,26) (tabla 30).

TABLA 30. Unidades de fibrosis por afio en casos y controles

Grupo de casos Grupo de controles

mediatDE mediatDE

0,054+0,25 0,196+0,6 NS

Unidades
fibrosis/afio
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b.4. Fibrosis hepatica tras al menos 100 meses de tratamiento con

corticoides con/sin azatioprina (4 casos)

Describimos a continuacién el efecto de los corticoides con o sin
azatioprina sobre la fibrosis hepatica en aquellos pacientes que recibieron un
tratamiento mas prolongado con corticoides con/sin azatioprina, considerando

como tal un tiempo de tratamiento superior a 100 meses (8,3 afios).

Analizamos los resultados de forma descriptiva:

- Un paciente tratado con corticoides a dosis media de 2,5mg/dia con
azatioprina por una HAI tipo 2 durante 17,3 anos, progreso de fibrosis 3
a fibrosis 4. Ambos datos fueron obtenidos por biopsia hepatica con una
diferencia entre exploraciones de 16,3 afnos.

- Un paciente tratado con corticoides a dosis media de 7,5mg/dia sin
azatioprina por una artritis reumatoide durante 14,7 afios, mejoré de
fibrosis 4 a fibrosis 3. La diferencia entre la biopsia hepatica inicial y el
FibroScan® posterior fue de 22,5 afos.

- Un paciente tratado con corticoides a dosis media de 10mg/dia con
azatioprina por una HAI tipo 2 durante 10,7 afos, mantuvo una fibrosis 1
con una mejoria del IAH de 7 a 3 puntos. La diferencia entre ambas
biopsias hepaticas fue de 12,8 afios.

- Un paciente tratado con corticoides a dosis media de 7,5mg/dia con
azatioprina por una HAI tipo 2 durante 8,5 afios, mejord de fibrosis 3 a
fibrosis 2. La diferencia entre la biopsia hepatica inicial y el FibroScan®

posterior fue de 8,8 anos.
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Por lo tanto, en estos cuatro casos vemos que el tratamiento con
corticoides con o sin azatioprina a dosis bajas durante mas de 100 meses, no
supuso un empeoramiento de la fibrosis hepatica. De forma global, en dos
pacientes mejoro la fibrosis, en un paciente se mantuvo estable y en otro caso
progreso, pero al cabo de 16,3 anos, evolucionando a una cirrosis inactiva, por
lo que respecto a la historia natural de la infeccion sin corticoides no aceleré la

evolucion de la fibrosis hepatica.

5.2.2.4 Anadlisis del efecto de los corticoides con/sin azatioprina en

pacientes con hepatopatia crénica virus C y HAI

Las causas por las que los pacientes virus C recibieron tratamiento con
corticoides con/sin azatioprina son muy diversas y se detallan en material y
meétodo. Dado que una de estas causas es la HAI, realizamos el mismo analisis
diferenciando entre pacientes tratados con corticoides con/sin azatioprina con
HAIl y pacientes sin HAI. De esta forma estudiamos si los resultados obtenidos
dependen del efecto de los corticoides con/sin azatioprina sobre este subgrupo
de pacientes, o todo el conjunto de pacientes tratados se comporta de forma
similar.

Distinguimos por tanto para este analisis dos subgrupos dentro de los
pacientes tratados con corticoides con/sin azatioprina: pacientes con HAI (8
pacientes) y pacientes sin HAI (20 pacientes). En el subgrupo de HAIl, en 7
pacientes la causa del tratamiento con corticoides con o sin azatioprina es la
propia HAI (1 pacientes HAI tipo 1 y 6 pacientes HAI tipo 2) y en un paciente la
causa del tratamiento inicial fue un lupus eritematoso sistémico, pero que

también estaba diagnosticado de HAI tipo 1.
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No se detectaron diferencias entre el valor de las transaminasas, ni en el
estadio de fibrosis previos a los corticoides entre ambos subgrupos, pero si en

la carga viral (tablas 31-33).

TABLA 31. Comparaciéon HAlI — no HAI en las transaminasas previas a corticoides
con/sin azatioprina

Transaminasas Coexistencia Transaminasas
JEVIES VHC-HAI Ul/ml (mediazDE
No 74,1+58,6
Sl Si 129,7+163,2 NS
No 110+113,1
LU Si 178,84217,2 NE

TABLA 32. Comparacion HAI — no HAI en el ARN-VHC previo a corticoides con/sin
azatioprina

Coexistencia ARN VHC previo
VHC-HAI 10°Ul/ml (media+DE) P
No 1,86+£2,25
Si 0,34+0,37 0,024

TABLA 33. Comparacién HAI — no HAI en el estadio de fibrosis previo a corticoides
con/sin azatioprina

Coexistencia Estadio de fibrosis inicial

VHC-HAI (mediazDE)
No 2,071,33
Si 241,29 NS

Analizaremos los siguientes aspectos separando el subgrupo de
pacientes tratados con corticoides con/sin azatioprina que tienen una HAI de
aquéllos sin HAI:

- Comparacion de las transaminasas a lo largo del tratamiento respecto al

valor basal (tabla 34 y 35).

- Evolucién de las transaminasas durante el tratamiento (tabla 36 y 37).
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- Comparacion de la carga viral a lo largo del tratamiento respecto al valor
basal (tabla 38).
- Evolucién de la carga viral durante el tratamiento (tabla 39)

- Evolucién del estadio de fibrosis con el tratamiento (tabla 40).

TABLA 34. Evolucién de AST con corticoides respecto al valor basal en pacientes
con/sin HAI

Coexistencia Transaminasas
VHC-HAI Ul/ml (mediazDE)
Previa VS durante No 78,4+58,4 VS 51,2+4 0,02
<3 meses Si 129,7+163,2 VS 64,5+45,2 NS
Previa VS durante No 78,4458,4 VS 72,4+79,9 NS
3-9 meses Si 129,7+163,2 VS 73+56,6 NS
Previa VS durante No 83,4+61,9 VS 75,2+89,6 NS
9-12 meses Si 143,6£178,5 VS 54,4+29,2 0,043
Previa VS durante No 80,1+62,6 VS 66,6+78,1 NS
12-24 meses Si 143,6£178,5 VS 52+34,2 0,043
Previa VS durante No 75+70,2 VS 36,414 ,4 0,035
>24 meses Si 49+19,5VS 33,7+13,6 NS

TABLA 35. Evolucién de ALT con corticoides respecto al valor basal en pacientes
con/sin HAI

Coexistencia Transaminasas
VHC-HAI Ul/ml (mediazDE)
Previa VS durante No 116,4+114,5 VS 74,6161 0,045
<3 meses Si 178,8+217,2 VS 101,8+110,4 0,028
Previa VS durante No 116,4+114,6 VS 89,9+115,7 NS
3-9 meses Si 178,8+217,2 VS 111+113,3 NS
Previa VS durante No 128,5£119,9 VS 103,2+127,9 NS
9-12 meses Si 175,4+242,7 VS 66,4+40,2 0,043
Previa VS durante No 120,4+122,2 VS 94,2+113,3 NS
12-24 meses Si 175,4+242,7 VS 71,4+40,4 NS
Previa VS durante No 113+140,9 VS 41,2+23,3 NS
>24 meses Si 66,3+15,5 VS 43+19,7 NS
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TABLA 36. Evolucién de AST durante el tratamiento con corticoides en pacientes
con/sin HAI

Transaminasas
Ul/ml (media+DE) P

51,2+38,5 VS 73,772 0,048

AST durante el Coexistencia
tratamiento VHC-HAI

12 determinacion VS No

22 determinacion Si 61,9+38,8 VS 62,4+51,7 NS
12 determinacion VS No 54,5+41,2 VS 73,1+80,8 NS
32 determinacion Si 60,6+41,7 VS 49+25,6 NS
12 determinacion VS No 55,6+47,6 VS 70,1+80,9 NS
42 determinacion Si 63,2450,5 VS 52+34,2 NS
12 determinacion VS No 35,9+12,3 VS 38,4+14,2 NS
52 determinacion Si 37,3+13,6 VS 33,7£13,6 NS

TABLA 37. Evolucién de ALT durante el tratamiento con corticoides en pacientes
con/sin HAI

ALT durante el

Coexistencia Transaminasas

tratamiento VHC-HAI Ul/ml (mediazDE)
12 determinacion No 72,2454,6 VS 97+114,3 NS
VS 22determinacion Si 92,9+95,5 VS 92,4+101,8 NS
12 determinacioén No 78,8+57,2 VS 104,5+118,2 NS
VS 32determinacion Si 82,6+98,3 VS 59,3+35,1 NS
12 determinacion No 83+66,1 VS 99,2+117,4 NS
VS 432determinacion Si 89,2+118,5 VS 71,4+40,4 NS
12 determinacion No 49,9+19,3 VS 43,7124 NS
VS 5%determinacion Si 33+15,9 VS 43+£19,7 NS

TABLA 38. Evolucion del ARN-VHC con corticoides respecto al valor basal en pacientes
con/sin HAI

Coexistencia ARN-VHC
ARG VHC-HAI 10° Ul/ml (media+DE)
Previa VS durante No 2127 VS 4,7+7 1 NS
<3 meses Si 0,02+0,02 VS 0,1+0,2 NS
Previa VS durante No 2,1+3,1 VS 5,3+4 9 NS
3-9 meses Si 0,1¢0,2 VS 11,5 NS
Previa VS durante No 2,53 VS 3,2+2,6 NS
9-12 meses Si 0,1£0,2 VS 0,914 NS
Previa VS durante No 2,142,7 VS 2,3+3,5 NS
12-24 meses Si 0,2+0,3 VS 0,7+0,9 NS
Previa VS durante No 1,240,8 VS 1,2+1,2 NS
>24 meses Si 0,5+0,4 VS 21,9 NS

134



Resultados

TABLA 39. Evolucién del ARN-VHC durante el tratamiento con corticoides en pacientes
con/sin HAI

Coexistencia ARN-VHC
ARG VHC-HAI 10° Ul/ml (media+DE)

12 determinacion No 4,146,9 VS 3,314,6 NS
VS 22determinacion Si 0,2+0,2 VS 0,3+0,2 0,043
12 determinacion No 4,6+x7,2VS 2,5+2,6 NS
VS 32determinacion Si 0,1+£0,1 VS 0,2+0,1 NS
12 determinacion No 5,1£7,6 VS 1,1%1,1 NS
VS 42determinacion Si No datos
12 determinacion No 1,3+2,5VS 7,448,2 NS
VS 52determinacion Si No datos

TABLA 40. Evolucion del estadio de fibrosis con corticoides en pacientes con/sin HAI

Coexistencia Fibrosis Estadio de
VHC-HAI fibrosis
No Fibrosis pre-esteroides 2,23+1,36 NS
Fibrosis durante/tras esteroides 2,42+1,44
Si Fibrosis pre-esteroides 1,8+1,09 NS
Fibrosis durante/tras esteroides 1,8+1,3

Los resultados del analisis diferenciando coexistencia de virus C y HAI o
no (tablas 34-40) muestran minimas discrepancias respecto al analisis global
previo. Estas diferencias probablemente se deben al escaso numero de
pacientes al dividir los casos en los dos subgrupos HAl/no HAL.

Estos resultados muestran que los datos obtenidos en el analisis global
no se ven influenciados por ser la HAI una de las patologias coexistentes con el

virus C tratada con corticoides.
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5.2.3 Efecto de la suspension de corticoides

Tras finalizar el periodo de observacion, 10 pacientes (35,7%)
continuaban en tratamiento con corticoides. De los 18 pacientes (64,3%)
restantes, 11 (39,2%) suspendieron el tratamiento por indicacion médica, ya
fuese por éxito o fracaso terapéutico, 1 (3,6%) lo abandoné por voluntad propia,
en 1 paciente (3,6%) se realiz6 un trasplante hepatico, 1 paciente (3,6%)
concluyd su periodo de seguimiento al iniciar terapia antiviral con PEG-
IFN+RBV, 3 pacientes (10,7%) abandonaron el seguimiento médico en las
consultas y 1 paciente (3,6%) falleci6 como consecuencia de una sepsis de
origen respiratorio, sin relacion con el tratamiento con corticoides. De estos
pacientes que finalizaron el tratamiento esteroideo durante el periodo
observacional, disponemos de datos analiticos (transaminasas y/o viremia) de
su evolucién posterior al tratamiento en 9 casos (50%), distribuidos segun
refleja la tabla 41. Analizamos la influencia de la suspension de los corticoides
respecto al valor basal previo al tratamiento, y respecto a las determinaciones
realizadas durante el mismo, tanto en los 6 primeros meses desde su
finalizacion, como en los meses posteriores. Reflejamos en las tablas
correspondientes los datos estadisticos. A pesar de la escasez de datos para
este analisis, los resultados que se reflejan a continuacion son muy

homogéneos, si analizamos cada caso de forma descriptiva.
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TABLA 41. Numero de pacientes que disponen de datos para valorar el efecto de la
suspension de los corticoides

Determinaciones analiticas < 6 meses > 6 meses
PREVIO - Transaminasas 6/9 (66,6%) 7/9 (77,8%)
POSTERIOR Carga viral 3/9 (33,3%) 6/9 (66,6%)
DURANTE - Transaminasas 8/9 (88,9%) 9/9 (100%)
POSTERIOR Carga viral 5/9 (55,6%) 8/9 (88,9%)
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5.2.3.1 Efecto sobre la bioquimica hepatica

a. Comparaciéon__transaminasas previas — tras suspender el

tratamiento con corticoides:

i. Enlos 6 primeros meses (6 pacientes)

En los primeros 6 meses tras haber retirado los corticoides, se produjo
un minimo descenso de AST y ALT en este periodo respecto a los valores

previos a iniciar el tratamiento, sin diferencias significativas (tabla 42).

ii. Tras 6 meses sin corticoides (7 pacientes)

Tras haber transcurrido mas de 6 meses de la retirada de los corticoides,
se mantenian leves diferencias respecto a valor basal, sin diferencias

significativas (tabla 42).

TABLA 42. Evolucién de las transaminasas con la suspension de los corticoides respecto
al valor previo al inicio del tratamiento

AST Ul/ml ALT Ul/ml
(mediatDE) P (mediatDE)
¢ Previa 49,2428 NS 59,2+45,7 NS
e < 6 meses tras corticoides 47,3+36,5 57,2+37,9
¢ Previa 54,7+29,5 NS 70+50,6 NS
e > 6 meses tras corticoides 48,6+35,4 73,6+70,3

b. Comparacion de transaminasas durante — tras suspender los

corticoides

i. Enlos 6 primeros meses (8 pacientes)

Tras retirar los corticoides, en los primeros 6 meses desde la suspension
del tratamiento, se produjo un leve aumento de las cifras de AST y de ALT

respecto a las cifras durante el tratamiento, sin diferencias significativas, salvo
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de forma aislada en la comparacién con la tercera determinacion de AST y de

ALT (tabla 43).

TABLA 43. Evolucidon de las transaminasas tras menos de 6 meses de la suspension de
corticoides respecto a los valores durante tratamiento

Tabla 43a. Comparacién de AST durante y tras menos de 6 meses de la suspension de
corticoides

AST

Ul/ml mediazDE
¢ 12 determinacién durante tratamiento 34,6+10,5 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 63,6+55,9
¢ 22 determinacioén durante tratamiento 60,8+45,8 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 63,6+55,9
¢ 32 determinacién durante tratamiento 45,8+27,6 0.03
e < 6 meses tras retirar corticoides 77,3+58,8 ’
¢ 42 determinacioén durante tratamiento 28,3+10 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 37,3+23,2
¢ 52 determinacion durante tratamiento 42+9,9 NS
< 6 meses tras retirar corticoides _ 48£19,8

Tabla 43b. Comparacidn de ALT durante y tras menos de 6 meses de la suspensién de
corticoides
ALT ‘

Ul/ml media+DE P
¢ 12 determinacion durante tratamiento 45,1£16,9 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 93,1£106,3
¢ 22 determinacion durante tratamiento 83,6£101 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 93,1+106,3
¢ 32 determinacion durante tratamiento 67+63,6 0.03
e < 6 meses tras retirar corticoides 111+£119,1 ’
¢ 42 determinacioén durante tratamiento 38,316,3 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 46,7+34,3
¢ 52 determinacion durante tratamiento 52+18,3 NS
* < 6 meses tras retirar corticoides _ 58,5£38,9
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ii. Tras mas de 6 meses sin corticoides (9 pacientes)

A partir de los 6 meses de haber retirado los corticoides, los valores de
las transaminasas no siguieron una linea homogénea, y en algunos casos hubo
aumento y en otros disminucidén, segun con qué determinacion de
transaminasas se realizase la comparaciéon (tabla 44), sin diferencias
estadisticamente significativas, excepto en el tercer valor de ALT durante el
tratamiento.

TABLA 44. Evolucién de las transaminasas tras mds de 6 meses de la suspensién de
corticoides respecto a valores durante tratamiento

Tabla 44a. Comparacién de AST durante y tras mds de 6 meses de la retirada de
corticoides

AST

Ul/ml mediaDE P
¢ 12 determinacién durante tratamiento 39,9+18,6 NS
¢ > 6 meses tras retirar corticoides 53,3+35,4
¢ 22 determinacion durante tratamiento 65,2+44.8 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 53,3+35,4
¢ 32 determinacién durante tratamiento 59,6+44,2 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 62+35,8
¢ 42 determinacién durante tratamiento 59,6+44,2 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 62+35,8
¢ 52 determinacién durante tratamiento 41+9,9 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 39,5+6,4

Tabla 44b. Comparacion de ALT durante y tras mas de 6 meses de la retirada de
corticoides

ALT ‘

Ul/ml media+DE P
¢ 12 determinacion durante tratamiento 58,2+42,3 NS
¢ > 6 meses tras retirar corticoides 84,9+73,3
¢ 22 determinacion durante tratamiento 95,6+£101 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 84,9+73,3
¢ 32 determinacién durante tratamiento 86,9+78,3 0.046
e > 6 meses tras retirar corticoides 95,4+81 ’
¢ 42 determinacién durante tratamiento 83,2490 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 89,7193
¢ 52 determinacion durante tratamiento 52+18,4 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 4618,5
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5.2.3.2 Efecto sobre el ARN-VHC

c. Comparacién ARN-VHC previo — tras suspender los corticoides:

i. En los 6 primeros meses (3 pacientes) y tras mas de 6

meses sin corticoides (6 pacientes)

No hubo cambios entre la cifra de ARN-VHC previa al inicio de los
corticoides y tras la retirada de éstos en los primeros 6 meses, pero si un
aumento significativo en los 6 meses posteriores (tabla 45). Sin embargo, a
pesar de esta diferencia estadisticamente significativa, la cuantificacion del

aumento de la carga viral fue inferior a 1 log4o IlU/ml en todos los pacientes.

TABLA 45. Evolucidon del ARN-VHC con la suspensidon de los corticoides respecto a
valores previos al inicio del tratamiento

ARN-VHC

10® Ul/ml (media+DE) P
¢ Previa 0,511£0,3 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 0,8+1,02
e Previa 1,11+0,95 0.028*
> 6 meses tras retirar corticoides 2,57+2,31 -

* El aumento de carga viral en todos los pacientes fue inferior a 1 logyo 1U/ml.
d. Comparacion ARN-VHC durante - tras suspender los

corticoides:

i. Enlos 6 primeros meses (5 pacientes)

Se produjo un descenso no significativo de las cifras de ARN-VHC en los
primeros 6 meses tras retirar los corticoides, respecto a los valores durante el

tratamiento (tabla 46).
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TABLA 46. Evolucién del ARN-VHC tras menos de 6 meses de la suspension de
corticoides respecto a valor previo al inicio del tratamiento

ARN-VHC
10° Ul/ml (media+DE) P

¢ 12 determinacién durante tratamiento 2,09+2,34 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 0,41+0,35
e 22 determinacion durante tratamiento 1,21+£1,68 NS
e < 6 meses tras retirar corticoides 0,6+0,44
¢ 32 determinacion durante tratamiento No hay datos
e < 6 meses tras retirar corticoides
¢ 42 determinacion durante tratamiento No hay datos
e < 6 meses tras retirar corticoides
¢ 52 determinacion durante tratamiento 1,11£1,49 NS
¢ < 6 meses tras retirar corticoides | 1,0541,31 _

i. Tras _mas de 6 meses sin corticoides (8 pacientes)

Tras mas de 6 meses de la retirada de los corticoides, no hubo
diferencias significativas en la cifra de ARN-VHC, respecto a los valores

durante el tratamiento (tabla 47).

TABLA 47. Evolucion del ARN-VHC tras mas de 6 meses de la suspensién de corticoides
respecto a valores durante tratamiento

ARN-VHC
10° Ul/ml (media+DE)

¢ 12 determinacién durante tratamiento 1,75+2,17 NS
¢ > 6 meses tras retirar corticoides 1,231+0,73
¢ 22 determinacién durante tratamiento 2,78+2,97 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 1,98%1,82
¢ 32 determinacién durante tratamiento 1,31+£0,46 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 2,83+1,11
¢ 42 determinacioén durante tratamiento 0,28+0,31 NS
e > 6 meses tras retirar corticoides 0,6+0,41
¢ 52 determinacion durante tratamiento 1,11+1,49 NS
> 6 meses tras retirar corticoides | 3,723,78
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Para estudiar el efecto de la retirada de los corticoides sobre la carga
viral, dado el escaso numero de pacientes para el analisis estadistico en este
apartado, también hemos realizado un analisis descriptivo de la magnitud de
los cambios observados en la carga viral. Asi hemos comprobado que tan sélo
en un paciente la carga viral disminuye mas de 1 logo IU/ml (1,2 log1o IU/ml) en
los 6 primeros meses sin esteroides, respecto al valor de ARN-VHC de los tres
primeros meses de tratamiento; pero en los siguientes 6 meses sin corticoides

esta disminucioén es inferior a 1 logqo 1U/ml.

Por lo tanto de forma global podemos concluir que la retirada de los
corticoides, no supuso ningun cambio sostenido en las cifras de transaminasas
ni de ARN-VHC respecto al valor basal, ni respecto a las determinaciones
realizadas en el periodo de tratamiento. Esto fue asi durante los 6 primeros

meses desde la suspension del tratamiento, y durante los meses posteriores.

143






6. DISCUSION




Discusion

En el pasado, cuando no se disponia de diagndstico seroldgico, las
llamadas hepatitis cronicas activas se trataban con corticoides con o sin
azatioprina. Con el descubrimiento del AgHBs los pacientes con hepatitis
cronicas se clasificaron por la presencia o no del AgHBs (195, 196). Sdélo las
AgHBs negativas continuaron tratandose con corticoides, pues en el VHB
quedd demostrada la existencia de un receptor para los glucocorticoides, que
empeoraba la evolucion de la enfermedad con la administracion de este
farmaco (201, 206-209, 212, 213, 287). Sin embargo, en el VHC no existe este
receptor y el efecto de los corticoides esta por demostrar.

La elevada prevalencia del VHC en la poblacion general, y la asociacion
del virus C a manifestaciones extrahepaticas, muchas de ellas de patogenia
autoinmune, hace que haya numerosos casos de enfermedades autoinmunes
que acontecen en portadores del virus C. Estos pacientes pueden precisar
tratamiento con corticoides, habitualmente a dosis bajas y prolongadas, con o
sin azatioprina, por lo que aclarar su efecto perjudicial o no sobre el virus y

sobre la progresion de la enfermedad hepatica resulta fundamental.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral analizamos el efecto in vitro de
los corticoides y la azatioprina sobre la replicacién del virus C. Para ello
empleamos un modelo de replicbn subgendémico del virus C Ava.5, cuya
replicacion se llevo a cabo en lineas celulares de hepatoma humano Huh7. Se
afiadieron a los cultivos diferentes dosis de corticoides y azatioprina y se

cuantifico la replicacion mediante RT-PCR.
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Observamos que los corticoides no produjeron ningun efecto directo en
la replicacion del virus C con las distintas concentraciones de prednisona
empleadas (figuras 7 y 8, tablas 17 y 18).

Un estudio in vitro realizado en cultivos en CMSP mostré que dosis altas
de corticoides (20 ug/ml) aumentaban el ARN-VHC, pero este efecto no se
detectaba al emplear dosis bajas (4 ug/ml) (288). El grupo de Henry (170)
publicé que al aplicar corticoides a dosis clinicamente relevantes (1-10nM)
sobre un modelo de replicon, no sdlo no se incrementaba la replicacién del
VHC, sino que disminuia ligeramente (reduccién del 41% en los niveles de
ARN-VHC). Recientemente, un trabajo in vitro expuso que la administracion en
cultivos celulares de dosis altas de corticoides (50, 100 y 200 pg/ml) disminuia
levemente la replicacion del virus C, pero incrementaba su diseminacion,
debido a un aumento en la eficiencia de la entrada del VHC. Pero hay que
tener en cuenta que la menor dosis que emplearon in vitro era de 50 pg/ml, lo
que correspondia a 250mg/dia in vivo, por lo que lo que este trabajo muestra
es el posible mecanismo por el que la administracion de corticoides a dosis
elevadas en bolo resulta perjudicial para pacientes trasplantados hepaticos
infectados por el VHC (173).

Asi, los estudios previos realizados in vitro cuando emplean dosis mas
bajas de corticoides, no han demostrado un incremento en la replicacion viral,
lo que se corresponde con los resultados in vitro de la presenta Tesis Doctoral.

Con azatioprina se produjo muerte celular a dosis bajas, por lo que no se
pudo mostrar el efecto inhibitorio reflejado en un estudio previo (184) (figura 7,

tabla 17).
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El efecto de los corticoides con o sin azatioprina a dosis bajas y
prolongadas sobre la hepatopatia crénica virus C, lo evaluamos en el presente
estudio en un grupo de 28 pacientes con hepatopatia crénica por VHC en
tratamiento con corticoides a dosis < 30mg/dia durante mas de 6 meses con o
sin azatioprina, comparado con un grupo control de 56 pacientes sin
tratamiento con caracteristicas similares respecto edad, sexo, genotipo, carga
viral, y estadio de fibrosis (tabla 16). Se evalué el efecto sobre las

transaminasas, la carga viral, el IAH de Knodell y |a fibrosis hepatica.

Los resultados del presente estudio muestran que en los 3 primeros
meses de tratamiento con corticoides con o sin azatioprina, se produjo un
descenso significativo de las transaminasas (AST 93,7+99,6 versus 55,2+42,9
Ul/ml, p=0,006; ALT 135,1+149,1 versus 82,8477 Ul/ml, p=0,002).
Posteriormente, en los periodos analizados a lo largo del tratamiento (3-9
meses, 9-12 meses, 12-24 meses, > 24 meses), el valor medio de las
transaminasas se mantuvo por debajo del valor basal, pero sin cambios
estadisticamente significativos (tablas 20 y 21).

Durante el tratamiento con corticoides con/sin azatioprina se produjo un
aumento del ARN-VHC respecto al valor basal, pero sin diferencias
significativas ni a corto/medio plazo (<12 meses), ni a largo plazo (>12 meses)
(tabla 25). E igualmente es importante sefalar que no hubo cambios en la
cuantificacion de la viremia mayores de 1 logio IU/ml respecto al valor basal,

mantenidos a lo largo del tratamiento, en ninguno de los pacientes.
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A lo largo del tiempo de tratamiento con corticoides con/sin azatioprina
no se produjeron oscilaciones significativas en las cifras de AST, ALT ni ARN-
VHC (tablas 22, 23 y 26).

Estudios previos en pacientes clasificados dentro del heterogéneo grupo
de las hepatitis cronicas activas AgHBs negativas, mostraron que los
corticoides a dosis bajas (10-30mg/dia de prednisona), con o sin azatioprina,
producian una mejoria tanto de marcadores bioquimicos como histoldgicos.
Asimismo su interrupcion podia empeorar la progresion de la enfermedad
hepatica (289), y lo mas importante, su administracién no causaba un efecto
perjudicial en la supervivencia (290). Otros autores (291) emplearon
marcadores serolégicos de autoimunidad, como ANA, SMA, marcadores de
lupus eritematoso y/o enfermedades autoinmunes asociadas, para diferenciar
entre dos subgrupos de pacientes AgHBs negativos: aquéllos con HAIl vy
aquéllos sin HAI. En ambos se evalud la respuesta a dosis bajas de esteroides
(10-20mg/dia de prednisona), con o sin azatioprina. No se encontraron
diferencias en la tasa de remision, fracaso del tratamiento, progresién de la
cirrosis o exitus, lo que sugeria la ausencia de diferencias significativas en la
respuesta a esteroides entre paciente con HAI y aquéllos con probable
hepatopatia virus C.

Asi estos trabajos, previos al descubrimiento del virus C, muestran un
efecto beneficioso, o al menos no perjudicial de los corticoides a dosis bajas
sobre las hepatopatias cronicas activas, dentro de las cuales la gran mayoria
eran por virus C (2-4). Sin embargo, a partir del descubrimiento del virus C (1),
se realizaron varios trabajos, de metodologia heterogénea, con el fin de

estudiar el efecto de los corticoides en pacientes con hepatopatia cronica virus
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C, en los que se mostré6 mayoritariamente que se producia una reduccion de
las transaminasas, pero a expensas de un aumento significativo de la viremia
(222, 292-295).

Dos de estos estudios se centraron en analizar la influencia sobre las
transaminasas: el grupo de Thiele (222) muestra el efecto de los corticoides
sobre las transaminasas a dosis de = 20mg/dia de prednisona o prednisolona
tras al menos 6 meses de tratamiento en 32 pacientes con HNANB
diferenciando el efecto entre aquéllos con anti-VHC positivo y negativo.
Clasifica la respuesta al tratamiento como completa (aminotransferasas
normales durante = 1 mes), parcial (disminucién de mas de un 50%), o no
respuesta. En este trabajo se observa que los corticoides produjeron una
disminucién de las transaminasas tanto en pacientes anti-VHC positivo como
negativo, si bien todos los sujetos anti-VHC negativo tuvieron una respuesta
completa al afio de tratamiento, mientras que el 80% de los sujetos anti-VHC
positivos tuvieron una favorable respuesta inicial aunque parcial, pero al
disminuir el régimen de tratamiento a 5-10mg/dia de prednisona con o sin
azatioprina, solo seis de los 15 pacientes anti-VHC positivo, mantuvieron las
transaminasas en < 2 log1o IU/ml el limite superior de la normalidad. Es decir, el
efecto que tuvieron los corticoides sobre las transaminasas fue favorable tanto
en pacientes anti-VHC positivo como negativo, pero aquéllos anti-VHC positivo
tuvieron una menor respuesta y en la mayor parte de los pacientes sélo inicial.
En el estudio de Schiano y colaboradores (295), se administré prednisona (20-
40mg/dia) a siete pacientes diagnosticados de sindrome de overlap HAI-VHC,
uno de ellos junto con azatioprina y otro con ciclosporina, con una mediana de

seguimiento de 44,5 meses. Se observd un descenso significativo en las cifras
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de ALT y gammaglobulina, asi como una mejoria significativa en el IAH de
Knodell (desde un valor basal medio de 11,4+2,5 a una puntuacion de 6,61£2,6
tras al menos 1 afio de tratamiento; p=0,04), sin erradicacién viral. Por lo tanto
los corticoides no empeoraron el componente de hepatopatia cronica por virus
C.

Tres estudios muestran una disminucion de las transaminasas, pero
analizan también el efecto sobre la viremia, detectando un concomitante
aumento significativo del ARN-VHC, con lo que se consideraba que de forma
global este tratamiento podia ser perjudicial. En los 3 trabajos se administraban
dosis altas de esteroides en pauta descendente en ciclos cortos de tratamiento
e incluian un escaso numero de pacientes:

En uno de ellos analizaron retrospectivamente la relacidén entre viremia y
respuesta a IFN, y entre viremia y tratamiento con corticoides en pacientes con
autoanticuerpos (ANA o LKM) y anti-VHC positivo. Respecto a este ultimo
punto, 14 pacientes fueron tratados con prednisona (3 meses de tratamiento, a
dosis de 37,5mg/dia durante 30 dias y posteriormente 25-12,5mg/dia),
observando que el nivel de la viremia determinado mediante bADN se
incrementé de forma estadisticamente significativa tras tres meses de
tratamiento, con un descenso de ALT (293). Previo a este estudio el mismo
grupo habia publicado otro trabajo en el que, tras tratar con la misma pauta de
corticoides a 7 pacientes ARN-VHC positivos con presencia de anticuerpos
séricos (ANA, SMA, LKM) durante 6 meses, habian observado un descenso no
significativo de las transaminasas (296).

El trabajo de Fong y colaboradores (292) coincide en la deteccién de un

descenso de las transaminasas (ALT basal media 184 U/L antes del
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tratamiento versus 84U/L tras 7 semanas de corticoides; p=0,002), junto con un
aumento significativo de la viremia segun su cuantificacién por bADN (ARN-
VHC basal medio 40,9x10° Eg/ml con un pico medio de 414,3x10°Eq/ml
durante el tratamiento; p=0,043), con un aumento superior a 1 logo IU/ml en el
80% de los pacientes cuantificado por RT-PCR. El numero de pacientes
incluido es muy reducido (10 para el analisis sobre las transaminasas y 9
pacientes para la determinacion de ARN-VHC, todos ellos sin presencia de
anticuerpos ANA, SMA ni LKM), y la pauta de prednisona administrada es de
60mg/dia de prednisona inicialmente con una pauta descendente hasta su
suspension en 7 semanas.

Posteriormente se elaboré un estudio randomizado, doble ciego,
controlado con placebo en pacientes con hepatopatia crénica virus C a los que
se les administraba prednisona a dosis inicial de 60mg/dia en pauta
descendente durante 6 semanas (16 pacientes) o placebo (17 pacientes), y
posteriormente a todos ellos tratamiento con IFNa2b para analizar la existencia
de diferencias en la RVS. Ademas de registrar que no hubo diferencias en la
RVS, se examind la evolucion de ALT y ARN-VHC con los corticoides: ALT
disminuyé y ARN-VHC aument6 durante el tratamiento, ambos cambios de
forma significativa. Ademas otorgaron a los corticoides una morbilidad
importante, pues relacionaron dos complicaciones severas con el uso de este
farmaco: una infeccion de tejidos blandos que requiri6 desbridar
quirargicamente y una descompensacién hepatica en forma de ascitis (294).
Sin embargo, en el presente trabajo los corticoides a dosis bajas administrados
durante periodos superiores a 6 meses, con o sin azatioprina ha demostrado

ser un farmaco seguro, ya que no hemos detectado ninguna complicacién
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severa que pueda relacionarse con la administracién de corticoides a las dosis
pautadas por otras comorbilidades en pacientes con hepatopatia crénica virus
C.

Otras publicaciones también investigan la influencia en la RVS de la
administracion de corticoides previamente a IFN (297-299), basandose en la
idea de que la manipulacion del sistema inmune de pacientes con infeccion
cronica por el virus C mediante la administracion de un curso corto de
esteroides pudiese mejorar la eficacia del tratamiento con interferéon, al
incrementar la actividad del sistema inmune frente al virus C con la retirada de
los corticoides. En este sentido se observd que la administracién de esteroides
indujo una disminucion de ALT y un aumento de ARN-VHC, y su posterior
interrupcién, causo un rebrote en la ALT y un descenso en la concentracién de
ARN-VHC sérica, pero estos cambios no afectaron la posterior efectividad del
tratamiento con IFN alfa, si evaluaban la RVS correctamente mediante la
viremia.

Tan solo un estudio detecta un aumento significativo de las
transaminasas en 8 pacientes ARN-VHC positivos con presencia de
anticuerpos ANA o LKM sin ningun otro dato de HAI, que fueron tratados con
prednisona a dosis de 0,5mg/kg/dia durante un mes, disminuyendo dosis a
0,2mg/kg/dia hasta completar una media de 4 meses (rango 3-6 meses). Pero
en aquellos pacientes en los que se habian incrementado las transaminasas,
se realizd una biopsia hepatica al finalizar los corticoides, sin cambios

significativos en el IAH de Knodell (300).
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Por lo tanto, de forma global y en comparacion con los estudios
publicados, la presente Tesis Doctoral corrobora el efecto de los corticoides
respecto a la disminucion de las transaminasas, especificando en el presente
estudio que sdlo se produce de forma significativa en los 3 primeros meses de
tratamiento. En cuanto al efecto sobre la carga viral, no hemos detectado
diferencias significativas en el aumento del ARN-VHC que se produce con la
administracion de corticoides a dosis bajas y tiempo prolongado, a diferencias
de los trabajos que analizan este aspecto, si bien como ya hemos mencionado
la pauta de administracion es distinta: las dosis que emplean son altas
(60mg/dia de prednisona de forma inicial) y durante cortos periodos de tiempo
(6-7 semanas); el numero de pacientes incluido en todos los trabajos es
inferior; y solo uno es prospectivo y comparado con un grupo control tratado

con placebo.

Evaluamos el efecto que causoé la suspension de los corticoides en las
transaminasas y el ARN-VHC en dos periodos: en los primeros 6 meses sin
corticoides, y tras mas de 6 meses sin corticoides (tablas 42-47). Nuestros
resultados muestran que la retirada de los corticoides no supuso ningun cambio
significativo de forma sostenida en las cifras de transaminasas ni de carga viral
respecto al valor basal ni respecto a las determinaciones realizadas en el
tiempo de tratamiento en ninguno de los dos periodos examinados. Solo dos
trabajos previos analizan este efecto sobre las transaminasas y uno sobre la
viremia, sin la influencia de ninguna medicacion administrada inmediatamente
después (294). En uno de ellos las transaminasas rebrotaron en los 8 pacientes

(de los 10 incluidos) en los que habian disminuido durante el tratamiento tras
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una media de 7,7 semanas sin corticoides (rango 4-12 semanas); y los niveles
de ARN-VHC disminuyeron a los valores previos al tratamiento tras una media
de 2,8 semanas sin corticoides (rango 1-5 semanas) (292). Sin embargo, en
otro trabajo, con un mayor numero de pacientes y en concordancia con los
resultados del presente estudio no se produjo rebrote de las transaminasas

después de tres meses sin corticoides, tras el descenso inicial (293).

La fibrosis hepatica es el factor predictor de severidad mas importante
en la evolucién de la hepatopatia crénica virus C (147, 149-151, 155). Por lo
tanto, consideramos fundamental para estudiar la influencia de los corticoides
sobre la enfermedad hepatica, analizar el efecto sobre el IAH de Knodell y la
fibrosis hepatica.

El IAH de Knodell previo al inicio del tratamiento con corticoides con/sin
azatioprina se comparé con el obtenido durante o tras el tratamiento,
adquiriendo una disminucion en la puntuacion, pero sin una diferencia
estadisticamente significativa (IAH de Knodell medio previo de 8,5+3,7 versus
4,7+1,7 durante/tras el tratamiento). De los cuatro pacientes que incluimos en
el analisis, vemos que en tres el IAH de Knodell disminuyé con un tiempo
medio entre exploraciones entre 139 meses y 195,3 meses; y en uno de los
pacientes se mantuvo estable con un tiempo medio entre exploraciones de 52,5
meses (figura 9).

La fibrosis hepatica se cuantifico en estadios, para la biopsia hepatica
segun el sistema METAVIR (137) y para el FibroScan® segun la escala de
Castera (139, 143, 286). 18 pacientes disponian de 2 biopsias

hepaticas/FibroScan® previos y durante/tras el tratamiento. De forma
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individualizada en 10 casos la fibrosis se mantuvo estable con el tratamiento,
en 3 casos disminuyd y en 5 casos progresé a lo largo del tiempo de
tratamiento (figura 10).

Los pacientes que recibieron corticoides con/sin azatioprina, tenian un
estadio medio de fibrosis basal de 2,11+£1,28 que tras el tratamiento con
corticoides con/sin azatioprina progresé a 2,25t1,4, sin una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,42). ElI tiempo medio entre ambas
exploraciones fue de 123,6+88 meses (rango: 22,3 — 329,1 meses). En el grupo
control el estadio medio de fibrosis inicial fue de 1,77+1,04 con una progresién
a 2,02+1,1, con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,007). El
tiempo medio transcurrido entre los FibroScan® fue de 21,6+7,9 meses (rango:
12,2 — 41,6 meses). Es decir, en el grupo control la progresién de la fibrosis fue
superior en un menor periodo de tiempo.

Para el analisis del efecto de los corticoides con/sin azatioprina sobre la
progresion de la fibrosis hepatica, en comparacion con el grupo control,
consideramos esencial tener en cuenta el tiempo entre las exploraciones
(biopsia hepatica y/o FibroScan®). Por ello empleamos uno de los métodos
directos para calcular la velocidad de progresion de la fibrosis hepatica que
utilizé el grupo de Poynard en 1997 (152). Calculé la velocidad de progresiéon a
partir del tiempo transcurrido entre la realizacion de dos biopsias hepaticas y el
resultado obtenido en éstas (fibrosis final — fibrosis inicial / tiempo entre
exploraciones en afos; expresado el resultado en unidades/afio). De esta
forma obtenemos que la progresién media de la fibrosis por afo en los casos
es de 0,054+0,25 unidades/afo, mientras que en los controles es de 0,196%0,6

unidades/afo (p=0,26) (tabla 30).

156



Discusion

Estudio previos que emplean este mismo sistema de biopsias pareadas
marcan una velocidad de progresion de la fibrosis media de 0,212+0,66
unidades/afio para pacientes con una fibrosis estadio 0, y de 0,266+0,91
unidades/afo para pacientes con estadio 1 (301), o una mediana global de
0,183 unidades/afio (152). Asimismo un metaanalisis que incluye 111 estudios
de pacientes con infeccién crénica por el virus C (n=33.121) estima una media
anual de progresion de la fibrosis hepatica de 0,117 para FO — F1, de 0,085
para F1 — F2, de 0,120 para F2 — F3, y de 0,116 para F3 — F4 (302),
empleando el método de Markov (303). Es decir, estos valores de progresion
de la fibrosis se aproximan al obtenido en el grupo control; y tanto por la
comparacién con el grupo control, como por los datos de la literatura, la
progresion media de fibrosis por ano en los pacientes tratados con corticoides
con o sin azatioprina es inferior.

Cuatro pacientes de los 18 que disponen de dos biopsias
hepaticas/FibroScan® fueron tratados mas de 100 meses (8,3 afos) con
corticoides con/sin azatioprina. En dos la fibrosis mejord, en un paciente se
mantuvo estable y en otro caso progreso, pero al cabo de 16,3 afnos,
evolucionando a una cirrosis inactiva, por lo que respecto a la historia natural
de la infeccion los corticoides no aceleraron la evolucion de la fibrosis hepatica.
Unicamente un estudio analiza si existen cambios histolégicos con la
administracion de corticoides en 6 pacientes en los que prolonga el tratamiento
hasta 12 meses, tras lo que realiza una segunda biopsia hepatica. En un caso
detecta mejoria (de hepatitis crénica activa severa a moderada), en tres
pacientes cirréticos disminucion de la actividad necroinflamatoria, y en dos

casos no hubo cambios (292).
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Por lo tanto, en el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos
comprobado que los corticoides a dosis bajas pautados mas de 6 meses
carecen de un efecto perjudicial sobre un factor de gran impacto en la
evolucion de la hepatopatia crénica virus C, como es la fibrosis hepatica. Asi
hemos obtenido una tendencia hacia una disminucién del IAH de Knodell y una
menor progresion de la fibrosis, pero sin diferencias estadisticamente
significativas. Datos en concordancia con lo descrito en la escasa literatura

previa en este sentido.

En el analisis distinguiendo pacientes con/sin HAI coexistente (tablas 34-
40), se muestran minimas discrepancias respecto al analisis global previo,
probablemente debidas al escaso numero de pacientes al dividir los casos en
los dos subgrupos HAI/no HAI. Por lo tanto, en los resultados obtenidos no
influye que la HAI sea una de las patologias coexistentes con el virus C tratada

con corticoides con/sin azatioprina.

Existen ciertas limitaciones en el presente estudio. En primer lugar, el
grupo control no estd compuesto por pacientes aleatorizados con hepatopatia
cronica virus C a los que les corresponde no tomar corticoides, ya que la
indicacion de corticoides con o sin azatioprina del grupo de casos se debia a
otra patologia concomitante, que el grupo control no padecia. No obstante, el
hecho de no padecer otra enfermedad concomitante posiblemente no haya
afectado de forma beneficiosa a la evolucién de la hepatopatia, sino en tal caso
ésta podria suponer un mayor deterioro de la misma. En segundo lugar, se

trata de un estudio clinico observacional retrospectivo-prospectivo, con las

158



Discusion

limitaciones en cuanto a la obtencion de datos que esto ha supuesto, como el
hecho de no disponer en todos los pacientes de biopsia hepatica previa y
posterior al tratamiento, o que el tiempo de seguimiento en casos y controles
sea diferente. Pero fue posible completar la obtencion de datos en un numero
no desdefable de pacientes con un tiempo de seguimiento prolongado, y se
contrarresté el efecto de un tiempo de seguimiento distinto al grupo control al
emplear el célculo de la velocidad de progresion de la fibrosis. Por ultimo, el
tamafno muestral ha reducido la potencia estadistica de los resultados. Por
estos motivo, se proponen como posibles futuras lineas de investigacion,
realizar estudios prospectivos aleatorizados con un mayor numero de
pacientes, para corroborar el efecto neutro de los corticoides sobre la
hepatopatia cronica virus C, e incluso para estudiar la hipdtesis de un efecto
beneficioso sobre la misma. Sin embargo, incluso aunque este beneficio se
demostrase, existen en la actualidad tratamientos muy eficaces frente a la
hepatopatia crénica virus C (6, 7, 22-31), que harian que la aplicacion de los
corticoides como tratamiento fuese muy limitada.

Respecto al trabajo in vitro, futuros estudio mas completos y complejos
podrian analizar el efecto de los corticoides a dosis bajas en el ciclo completo
de la replicacién del virus C, como seria estudiar si el incremento de la entrada
del VHC en los hepatocitos, con el consiguiente efecto favorable en la
diseminacion del virus descrito en un trabajo previo (173), también se produce

utilizando dosis mas bajas de corticoides.

En resumen, en la practica clinica hay pacientes con hepatopatia cronica

virus C que requieren tratamiento con corticoides con o sin azatioprina por
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otras patologias concomitantes. Muchas de estas patologias requieren dosis
bajas durante periodos de tiempo prolongados. El presente estudio demuestra
que los corticoides in vitro no influyen sobre la replicacion viral y que in vivo
producen un descenso significativo inicial en las transaminasas, sin cambios en
la carga viral y sin una mayor progresion de la fibrosis hepatica. Por lo que
dosis bajas de corticoides con o sin azatioprina durante periodos superiores a 6

meses no empeoran la historia natural de la enfermedad hepatica.
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Conclusiones

. Los corticoides in vitro no afectan a la replicacion del VHC.

. En pacientes con hepatopatia cronica virus C, los corticoides a dosis
bajas (< 30mg/dia de prednisona o esteroide equivalente) con o sin
azatioprina producen un descenso inicial significativo de las

transaminasas.

. En pacientes con hepatopatia cronica virus C, los corticoides a dosis
bajas (< 30mg/dia de prednisona o esteroide equivalente) con o sin
azatioprina no causan cambios significativos en la carga viral a corto

plazo ni a largo plazo.

. En pacientes con hepatopatia cronica virus C, tratados con corticoides a
dosis bajas (< 30mg/dia de prednisona o esteroide equivalente) con o
sin azatioprina durante periodos prolongados (> 6 meses), el IAH de
Knodell disminuye respecto al valor basal, sin diferencias significativas; y
la progresion de la fibrosis muestra una tendencia al enlentecimiento

respecto al grupo control, sin diferencias significativas.

. Los corticoides a dosis bajas (<= 30mg/dia de prednisona o esteroide
equivalente) administrados durante periodos prolongados de tiempo (> 6
meses) con o sin azatioprina en pacientes con hepatopatia croénica por
virus C, no producen una variacién significativa en la progresion de la

enfermedad hepatica.
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