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I. VIRUS DE LA HEPATITIS C

Desde la identificacién del VHC como la causa mas frecuente de hepatitis
postransfusional y hepatitis esporadica no-A no-B (Choo QL et al, 1989), se
conocen importantes aspectos sobre la epidemiologia, virologia molecular y curso
natural de la enfermedad. Sin embargo, multiples aspecto de su patogenia,

incluida la esteatosis hepatica, continan sin conocerse del todo.

1.1. Caracteristicas moleculares

1.1.1. Estructura del VHC
El VHC es el unico miembro del género Hepacivirus de la familia
Flaviviridae. EI genoma virico esta contenido en una nucleocapside rodeada por

una cubierta que procede de las membranas del huésped y en ella se insertan las

glucoproteinas codificadas por el virus.

Glicoproteina de la envoltura 1 —— Glicoproteina de la envoltura 2

Envoltura lipidica
Genoma ARN

Proteinas de |la capside
Figura 1. Estructura del VHC
Es un virus de replicacion preferencial en el citoplasma de los hepatocitos

pero no es directamente citopatico y tiene gran variabilidad genémica (genotipos,

subtipos y cuasiespecies).
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El VHC esta constituido por un genoma con una sola cadena de ARN de
9,6 kb con sentido positivo. La region codificante se denomina marco de lectura
abierta. De esta parte del genoma se codifica un precursor de poliproteina de
3033 aminoacidos, que posteriormente es fragmentada durante y después de la
traduccidn por proteasas celulares y viricas, dando lugar a al menos 10 proteinas
con diversas funciones en la replicacion y el ensamblaje de los virus. Las
proteinas de la cubierta estructural y del core o nucleocapside se localizan en el
extremo amino de la poliproteina (Core, E1, E2), mientras que las proteinas no
estructurales se localizan en los dos tercios del extremo carboxilo (NS2, NS3,
NS4A, NS5A, NS5B).

500 1000 1500 2000 2500 3000
L | | | 1 | J
Aminoéeidos
Sitie de wnida Marco de lectura abierta
Lol ——
Y R X —
5‘ "‘
— Core Et E2 p7 NS2 NS3J NS4A NS4B NSSA NS5B i
M Envuelto '
Nucleocpside ‘ Cofoctor de
proteasa RNA polimeraso
| | | | Astoproteoso RNA-dependiente
| | [ |
Regién Regién Helicaso //
conservoda  Hipervoriable = 5
(bondas 1 y 2) Epidico

RNA

Figura 2. Representacion de la poliproteina del VHC y proteinas codificadas por el

genoma

Respecto a las proteinas estructurales, la proteina del core se trata de una
proteina basica no glucosilada con capacidad de fijar ARN. Controla las vias de
sefalizacion celulares, la transcripcion y la transformacion a través de sus
interacciones con las proteinas del huésped. También se ha implicado en la
modulacién de la respuesta inmune del huésped, y es capaz de inhibir la
apoptosis mediada por Fas- y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) a través

de la activacion de la via del factor nuclear kf (Saito K et al, 2006).
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Las proteinas estructurales E1 y E2 contienen regiones hipervariables en
sus extremos N-terminal, importantes en cuanto a variabilidad del virus y

mecanismo de evasion del sistema inmune.

1.1.2. Replicacién del VHC

Las proteinas no estructurales son necesarias para la replicacion y el
ensamblaje del virus. La cinética de la replicacion del VHC se ha estudiado en el
ser humano (Neumann AU et al, 1998). Se ha estimado que la replicacién del
VHC da lugar a la produccién de mas de 10'? copias viricas al dia, y dado que la
semivida de estas particulas es breve (aproximadamente 2,7 horas), cada dia se
renueva mas del 99% de las particulas viricas. Esta renovacion es mas lenta
(<1%-33% al dia) en las células infectadas, y se ha estimado que la supervivencia

de estos hepatocitos es de 1,7-70 dias.

1.1.3. Heterogeneidad genética del VHC. Genotipo.

Cuasiespecies

Uno de los problemas de la replicacion viral es que se trata de un sistema
de baja fiabilidad con la produccién de errores aleatorios, lo que conlleva a la
aparicion de una poblacion virica heterogénea. Modelos animales han mostrado
que la tasa de mutacién espontanea es elevada, con una frecuencia de 10 — 10°
sustituciones por localizacion de nucleétidos y por afio (Okamoto H et al, 1992).
Muchas de estas sustituciones son mortales y no se reproducen; otras no causan
modificaciones en los aminoacidos y son silentes; otras pueden causar un
incremento en la susceptibilidad frente a la eliminacion por el sistema inmune; y
otras pueden inducir modificaciones en los aminoécidos y posiblemente alterar la
biologia del virus. Por esta razén, el VHC es muy heterogéneo, y muestra una

homologia de aproximadamente el 70% de los virus aislados conocidos.

La importante heterogeneidad genética del VHC explica la existencia de

varios genotipos y subtipos. Se han identificado 6 genotipos del VHC con mas de
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100 subtipos. El genotipo 1 es el mas frecuente (40 — 80%) y existe en todo el
mundo. Los subtipos 12 y 1b son los mas frecuentes en EE.UU. El subtipo 1b es
el mas prevalente en Europa. El genotipo 2 también esta muy distribuido, aunque
es menos frecuente que el genotipo 1 (10 — 40%). El genotipo 3 es mas frecuente
en India, Pakistan y Australia. El tipo 4 se observa sobre todo en Oriente Medio y

Africa. El tipo 5 en Surafrica, y el tipo 6 en Hong-Kong (Simmonds P, 1995).

B 2a,2b, 2¢ | —_—
| 1a,1b, | » 2b,
{ 24,25, o e | | 2 ]| 1B
. Ja J A « ;; 4‘1—:‘— 1b, I
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Figura 3: distribucién mundial de los diferentes genotipos del VHC.

El genotipo del VHC en un mismo individuo puede estar constituido por una
poblacién heterogénea, lo que se ha denominado cuasiespecies (Gonzalez-
Peralta RP et al, 1996). La presencia de cuasiespecies comienza sobre las 8
semanas después de la infeccion, posiblemente en relacion con el desarrollo de
una respuesta inmune por parte del huésped. La diversidad global de
cuasiespecies suele ser inferior al 5% en la mayor parte de los pacientes

infectados por VHC, incluso tras varias décadas después de la infeccion.

1.2. Epidemiologia del VHC

El VHC es una de las principales causas de cirrosis hepatica y
hepatocarcinoma, ademas de constituir la principal indicacion de trasplante
hepatico (Burra P, 2009).
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1.2.1. Prevalencia

La OMS estima una prevalencia del 2-3% de la poblacibn mundial
(aproximadamente 170 a 240 millones de personas), con mas de 5 millones de
casos en Europa. La prevalencia varia mucho entre los continentes, como se

muestra en la figura siguiente:

Figura 4: nimero de personas infectadas por el VHC en funcién del area

geografica.

En Espafa se estima una prevalencia del 1 — 2,6%, lo que supondria entre
480.000 y 760.000 personas infectadas (Brugera M et al, 2006).

1.2.2. Incidencia

La incidencia de la infeccion por el VHC es dificil de calcular por varias
razones: por un lado, la mayor parte de las infecciones agudas pasan inadvertidas
y, por tanto, no se diagnostican; por otro, existe una gran dificultad para
diferenciar entre infeccion aguda y crénica en un sujeto con anticuerpos positivos
frente al VHC, ya que no se dispone de un marcador de infeccion reciente.
Ademas, existe una infranotificacion de los nuevos casos de infeccion por VHC en
los servicios de vigilancia epidemiolégica. Ejemplo de ello son los datos

observados en ltalia, donde la incidencia varia desde 1 hasta 14 casos/100.000
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de acuerdo a la agencia nacional de vigilancia, el programa de donante de sangre
italiano o la evaluacion en la poblacién general (Mele A et al, 2006). Se estima a

nivel mundial una incidencia anual de 3 a 4 millones de nuevos casos.

A pesar de la dificultad para conocer la incidencia de nuevos casos de VHC
se ha observado una disminucion en los ultimos anos. Este descenso se ha
interpretado en relacién con la introduccion de test de cribado para el VHC en
bancos de sangre, la extension entre drogadictos de los programas de

intercambio de jeringuillas, los programas de mantenimiento con metadona.

Hay que destacar que aunque la incidencia de la infecciéon por VHC esta
disminuyendo, la prevalencia de la enfermedad hepética continua aumentando, lo
que probablemente se deba al periodo relativamente largo (20 afios 0 mas) que
transcurre entre la infeccidn inicial y la manifestacion clinica de la hepatopatia.
Ello ha permitido predecir que el nUmero de pacientes con hepatitis crénica debida
al VHC se cuadriplicara entre 1990 y 2015, con el consiguiente aumento de la
necesidad de trasplante hepatico, coste sanitario y mortalidad (National Institutes
of Health, 2002).

1.2.3. Factores de riesgo. Vias de transmision

El VHC se puede transmitir a través de diversas vias:

- Drogadiccion por via parenteral: es la via/factor de riesgo identificada con
mayor frecuencia durante al menos dos decenios (Alter JM, 1997), en parte
debido a la introduccion de técnicas de screening en las transfusiones
sanguineas (Alter et al, 1990). Aunque en este grupo siguen siendo elevadas
la incidencia y prevalencia de la infeccion por VHC, la incidencia ha
disminuido desde 1989 en Europa y EE.UU., en probable relacion con las
campafas de salud publica y por el temor al VIH. Sin embargo, continta

siendo la via predominante de transmisién en algunas areas, sobre todo en
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Europa oriental (Asselah T et al, 2003). Normalmente la infeccion por VHC se

adquiere en los seis primeros meses de adiccion (Garfein RS et al, 1998).

Transmisidbn nosocomial: representa el 15-25% de los casos de hepatitis C
aguda (Martinez-Bauer E et al, 2008). Este modo de contagio acontece
habitualmente en forma de pequefia epidemia y, en la mayoria de los casos
es debida a una falta en el cumplimiento de las normales estandar de higiene.
Los factores de riesgo relacionados con mayor frecuencia son la cirugia y los

procedimientos diagnésticos invasivos (Mele A et al, 2001).

Via percutanea en profesionales sanitarios: aunque esta poblacion presenta
un riesgo elevado de exposicion, no se ha determinado si esta forma de
exposicidon laboral da lugar a algo mas que algun caso ocasional de infeccién
(Polish et al, 1993). Aunque no todas las posibles vias de transmision del VHC
son obvias en los trabajadores sanitarios, posiblemente los pinchazos
representan la mayor parte de los casos. Los resultados de estudios
recientemente publicados muestran un riesgo de transmision tras el pinchazo
accidental del 0,3 — 2,8% (Kubitschke A et al, 2007).

Transfusiones: la transfusibn de sangre y hemoderivados era la via mas
frecuente de contagio (Aach RD et al, 1991), especialmente en pacientes que
precisaban transfusiones multiples, como los hemofilicos (Makris M et al,
1990). La introduccion de pruebas para la determinacion de marcadores
sustitutos de hepatitis no-A no-B (elevacion de GPT, anti-HBc) redujo el riesgo
de hepatitis postransfusional en casi las dos terceras partes. La determinacion
de anti-VHC en los donantes redujo el riesgo de contagio de hepatitis C hasta
un nivel comparable al de la poblacion control que no habia recibido
transfusiones (Aach RD et al, 1991).

Hemodidlisis: la infeccion por VHC es frecuente en los pacientes tratados

mediante didlisis (Lau JYN et al, 1993). La mayor parte de los casos se debe

a transfusion sanguinea o a otros factores de riesgo relacionados con el
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entorno nosocomial (uso de cebadores contaminados, reutilizacion de viales

de uso multiple).

Trasplante: es controvertida la magnitud del riesgo que presentan los
receptores de 6rganos procedentes de donantes con infeccién por VHC. La
infeccion por VHC no es infrecuente en los donantes de cadaver (Pereira BJG
et al, 1992). Sin embargo, la exclusion de todos los donantes con positividad
para anti-VHC o para el ARN del VHC conllevaria un coste elevado. Una
estrategia rentable ha sido el trasplante de 6rganos con positividad para VHC
sblo a pacientes que ya sufren infeccion por el virus, pues se ha observado
que los pacientes receptores muestran las mismas tasas de supervivencia del
injerto y de mortalidad que los pacientes que reciben un &érgano con
negatividad para VHC (Marroquin CE et al, 2001).

Transmisién sexual: no se conoce la incidencia de la transmisién sexual del
VHC, pero probablemente sea bastante baja. El riesgo de transmision sexual
del VHC es extremadamente bajo en comparacion con los riesgos de
infeccion por VHB y VIH (Tedder RS et al, 1991). Recientemente se ha
descrito un creciente numero de hepatitis C aguda en varones homosexuales
infectados por el VIH (Danta M et al, 2007). Los factores de riesgo asociados
a este hecho propuestos son una mayor carga viral en sangre y semen de
estos pacientes, determinadas practicas sexuales en las que existe un riesgo
mayor de dafio de la mucosa, la presencia de otras ETS ulcerativas como el

linfogranuloma venéreo o la sifilis, un mayor nUmero de parejas sexuales.

Transmisién vertical: no se conoce la incidencia de transmision perinatal, pero
se estima en torno al 4-5% en una madre con viremia. El 20% de los nifios
negativizan el ARN del VHC en los tres primeros afos de vida (Mohan et al,
2010). El riesgo asciende al 14-19% en mujeres coinfectadas por VIH (Yeung
LTF et al, 2001).
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- Otras vias de transmision: el VHC se ha aislado en LCR, lagrimas, ascitis,
sudor y semen, lo que posibilitaria la transmisién por via sexual, intrafamiliar,
etc. Sin embargo, los estudios epidemioldgicos no avalan la transmisién por

estas vias mas que en situaciones excepcionales.

1.3. Histopatologia hepatica del VHC

Las lesiones histolégicas que presentan los pacientes infectados por el
VHC abarcan un amplio espectro morfoldégico, que va desde cambios
inflamatorios minimos hasta cirrosis. La lesién histologica mas frecuentemente
descrita es la hepatitis cronica activa. Se caracteriza por la presencia de una
reaccion inflamatoria localizada en los espacios porta y en el area de parénquima
periportal, asociada a necrosis mas o menos extensa de los hepatocitos de la
membrana limitada (necrosis piecemeal 0 necrosis parcelar periférica o hepatitis
de interfase), a posible necrosis en puentes y a grados variables de fibrosis. La

lesion hepatica es difusa, pero puede variar de unas zonas a otras.

No existen alteraciones histopatologicas especificas de la infeccion por

VHC, pero se han descrito una serie de lesiones caracteristicas:

- En los espacios porta es muy caracteristica la presencia de un denso

infiltrado inflamatorio constituido por células mononucleares, sobre todo
linfocitos, que adoptan la forma de foliculos linfoides con o sin centro
germinal, similares a los encontrados en los ganglios linfaticos. Con
técnicas inmunohistoquimicas se ha observado que los foliculos estan
constituidos por linfocitos B activados CD5* en el centro germinal, células
dendriticas rodeadas de linfocitos T CD4" y linfocitos T CD8" alrededor de
los foliculos. En los espacios porta también se han descrito lesiones y

cambios displasicos del epitelio de los canaliculos biliares.

- En el lobulilo hepatico se observan grados variables de lesion

hepatocelular, ya sea en forma de necrosis o focal o confluente, que se
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extiende entre espacios porta vecinos o entre éstos y venas
centrolobulillares. Es frecuente que exista una degeneracién eosindfila del
citoplasma de los hepatocitos con formacion de cuerpos acidéfilos (cuerpos
de Councilman), y pérdida completa del ndcleo. También se pueden

observar hepatocitos balonizados con citoplasma vacuolar microvesicular.

En los sinusoides se puede observar un aumento de la celularidad, a

expensa de un infiltrado linfocitario y células de Kupffer.

La esteatosis macro y microvesicular es un hallazgo frecuente, raro en
otras formas de enfermedad hepatica cronica (hepatitis B, hepatitis

autoinmune).

La fibrosis es el resultado de la cicatrizacibn de lesiones previas de

necrosis confluente, y por esta razén es frecuente su presencia en forma

de puentes de fibrosis.

Figura 5: alteraciones histopatolégicas en la infeccion por VHC. Obsérvese

la esteatosis, la fibrosis y el infiltrado inflamatorio portal.

1.4. indices de actividad histolégica

La biopsia hepéatica ejerce un papel central en la evaluacion diagnéstica,

clinica, prondstica y terapéutica de diversas entidades con afectacion hepética.

Entre sus funciones cuentan: 1) confirmar el diagnéstico clinico; 2) valorar la

actividad necroinflamatoria y el grado de fibrosis; 3) evaluar posibles procesos
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concomitantes; 4) analizar la respuesta terapéutica tras instauraciéon de un

tratamiento.

Desde las categorias iniciales en las que se clasificaban las lesiones
hepaticas observadas en la biopsia (hepatitis cronica persistente, hepatitis cronica
activa y hepatitis cronica lobular), referidas a los tipos de hepatitis que se
describian entonces (autoinmune, hepatitis B, hepatitis no-A no-B), en las ultimas
dos décadas del siglo XX los sistemas de evaluacion diagnéstica han cambiado
con el descubrimiento de nuevas entidades nosologicas, entre las que figura la

hepatitis C.

Los sistemas para gradar y estadificar incorporaron el punto de vista de
que el proceso necroinflamatorio no solo evalta la intensidad sino que también
esta relacionado con la progresion de la actividad de la enfermedad y es el
parametro que potencialmente responde a la terapia. El proceso inflamatorio ha
sido definido como grado. Las lesiones de fibrosis y del remodelamiento del
parénquima o vascular se refieren al estadio e indican la progresion del
enfermedad a largo plazo. El grado puede fluctuar con la actividad de la
enfermedad o por la intervencion terapéutica, mientras que el estadio es

considerado relativamente constante.

El indice de actividad histolégica (HAI), desarrollado por Knodell et at

(1981), fue el primer sistema elaborado para analizar el grado y estadio de las
lesiones observadas en la hepatitis cronica. Se ha empleado extensamente por
tratarse de un sistema objetivo, semicuantitativo y reproducible. Los objetivos de
su elaboracién fueron principalmente dos: 1) proporcionar un sistema
semicuantitativo que reemplazase o suplementase las categorias conocidas
previas, y 2) permitir la evaluacibn de biopsias seriadas en pacientes
asintomaticos para valorar la progresion de la enfermedad o la respuesta al

tratamiento.
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TasLe 1. HAI for Numerical Scoring of Liver Biopsy Specimens

L. Periportal +/—

11. Intralobular
Degeneration* and

I11. Portal

(involves more than 50% of
the circumference of most

=2/3 of lobules or nodules)

inflammatory cells in >2/3
of portal tracts)

Bridging Necrosis Score Focal Necrosis Inflammation Score 1V. Fibrosis Score
A. None 0 A. None A. No portal inflammation 0 A. Nofibrosis 0
B. Mild piecemeal necrosis 1 . Mild (acidophilic bodies, B. Mild (sprinkling of inflam 1 . Fibrous portal expansion 1
ballooning degeneration matory cells in <<1/3 of
and/or scattered foci of hepa portal tracts)
tocellular necrosis in <<1/3 of
lobules or nodulles)
C. Moderate piecemeal necrosis 3 *. Moderate (involvement of *. Moderate (increased inflam 3 . Bridging fibrosis (portal 3
(involves less than 50% of 1/3-2/3 of lobules or nod matory cells in 1/3-2/3 of portal or portal-central
the circumference of most ules) portal tracts) linkage)
portal tracts)
D. Marked piecemeal necrosis 4 . Marked (involvement of . Marked (dense packing of 4 . Cirrhosist 4

portal tracts)
E. Moderate piecemeal necrosis 5
plus bridging necrosis$

E Marked piecemeal necrosis 6
plus bridging necrosisi
G. Multilobular necrosis§ 10

NOTE. HAI score is the combined scores for necrosis, inflammation, and fibrosis.

*Degeneration—acidophil bodies, ballooning; focal necrosis-scattered foci of hepatocellular necrosis.

FLoss of normal hepatic lobular architecture with fibrous septae separating and surrounding nodules.

#Bridging is defined as =2 bridges in the liver biopsy specimen; no distinction is made between portal-portal and portal-central linkage.
§Two or more contiguous lobules with panlobular necrosis.

Modified and reprinted with permission.'

Tabla 1: indice de actividad histologica (Knodell et al, 1981).

El HAI comprende 3 categorias referidas a las lesiones necroinflamatorias
(que representarian la actividad de la enfermedad) y una cuarta para la extension
de la fibrosis y cambios estructurales (que representaria el estadio). La primera
categoria, la necrosis periportal y en puentes, incluye siete niveles de severidad,
mientras que las otras tres solo incluyen cuatro. Este mayor peso a la primera
categoria se debe a que es la variable mas indicativa de progresion a fibrosis y la

que mas varia tras la instauraciéon del tratamiento.

Un detalle interesante del HAI es el empleo de una escala de valores
discontinua. En la primera variable se omiten los valores 2, 7, 8 y 9, y en las otras
tres el valor 2, lo cual permite clasificar las lesiones en leves (0-1) o severas (3-4),
referidas a las tres Ultimas categorias. Algunos autores han sefialado que esta

forma de clasificacién incrementa la fiabilidad del indice.

La principal limitacion del HAI es combinar en un mismo valor el grado de

actividad de la enfermedad con el estadio (ejemplo: una biopsia con escasa
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actividad inflamatoria puede presentar cirrosis y cuantificarse con el mismo valor
absoluto que otra con mayor actividad y menor grado de fibrosis y, por tanto, con

menor estadio).

Por esta limitacidén y por el conocimiento de nuevas entidades nosologicas
desde la década de los 80 se han desarrollado otros sistemas de clasificacion

(HAI modificado por Ishak, Scheuer, Bedossa, Batts-Ludwig).

El Grupo Cooperativo de Estudio francés METAVIR propone un sistema
comprensivo pero complejo para la evaluacién histolégica de la hepatitis C,
producto de la puntuacion final, que refleja la combinacion de parametros a
evaluar para la necrosis focal, la inflamacion portal, la necrosis en sacabocado, la

necrosis en puentes y la fibrosis.

A. Actividad histolégica F. Fibrosis
A0= No actividad F0= No fibrosis
Al= Actividad leve F1= Fibrosis portal sin septos
A2= Actividad moderada F2= Fibrosis portal con algtin septo
A3= Actividad grave F3= Numerosos septos de fibrosis sin cirrosis
FF4= Cirrosis
A- Necrosis piecemeal + necrosis lobular

Tabla 2: indice METAVIR (Bedossa P et al, 1995).
Algunos estudios han mostrado al comparar la correlacién entre los

diversos indices que existe mayor concordancia con el grado de fibrosis que con

el de actividad.
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1.5. Historia natural de la infeccion por el VHC

La historia natural de la infeccion aguda y crénica del VHC no se conoce
del todo, dados los problemas que plantea la enfermedad al estudio de la misma,

como son la larga evolucién y el caracter asintomatico durante muchos anos.

Respecto a la historia natural de la infeccién aguda por el VHC, Micallef et
al (2006) encontraron a partir de estudios longitudinales realizados sobre hepatitis
postransfusionales y esporadicas que la proporcién de sujetos que normalizan las
transaminasas y negativizan a los 6 meses el ARN viral después del episodio
agudo oscila entre en 0 y el 80%, con una media del 26%. Los factores predictivos
de buena evolucion que encontraron fueron el sexo femenino y la existencia de
clinica de hepatitis aguda. No observaron como factores predictivos la edad ni el

genotipo.

Hay que destacar que un porcentaje estimado en torno al 15-20% de los
pacientes es capaz de eliminar el virus y por tanto curarse de la infeccién (Shakil
et al, 1995). Se ha relacionado con este hecho la intensidad y respuesta inmune

del huésped en esta fase aguda (Missale et al, 1996; Large et al, 1999).

Respecto a la historia natural de la infeccion cronica interesa conocer
cuantos pacientes fallecen como consecuencia de la misma y qué proporcion
desarrolla cirrosis hepatica y hepatocarcinoma. Wiese M et al (2005) en un
estudio prospectivo de 25 afos de duracion, encontraron que la infeccion crénica
por VHC no conlleva globalmente mayor mortalidad global respecto a grupos
similares no infectados (5% a los 20 afos), pero si determina un mayor riesgo de

fallecer por enfermedad hepatica.

Respecto al desarrollo de cirrosis hepatica se admite globalmente que la
proporcion de sujetos infectados que la desarrollan esta en torno al 15% a los 20
anos (Wiese et al, 2005), aunque existen importantes diferencias individuales

importantes. Asi, se sabe que existe un 33% de individuos que desarrollan cirrosis
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en menos de 20 anos (actividad fibrética rapida), mientras que otro 31%

necesitaran 50 anos o mas en desarrollar la misma lesién (actividad fibrética

lenta). Por esta enorme variabilidad se han tratado de encontrar las variables que

permitan establecer el momento evolutivo de la enfermedad y la progresion de la

misma a partir de ese momento. Pasamos a continuacion a describir brevemente

las variables implicadas en el desarrollo mas rapido de cirrosis:

Lesiones histologicas: a pesar de los multiples problemas metodologicos
que pueda suponer la biopsia (la fibrosis y la actividad necroinflamatoria
encontradas no puede ser representativa de la fibrosis hepatica total), y a
pesar de que la progresidn de la fibrosis no progresa de forma lineal en
todos los enfermos, se acepta que el grado de fibrosis inicial es un factor
determinante de la progresion de la enfermedad (Poynard et al, 1997). En
lo que se refiere al grado de actividad necroinflamatoria los estudios
muestran que su valor es escaso como factor predictivo de cirrosis
(Niederau et al, 1998; Yi Q et al, 2004).

Factores dependiente del huésped: se ha sefialado como factores
predictivos de la fibrosis la edad (a menor edad en la adquisicion de la
infeccion mejor evolucién de la fibrosis), el sexo (en los hombres la
enfermedad progresa mas rapidamente, lo que ha sugerido un papel
protector de los estrogenos en el desarrollo de fibrosis), el alcohol (Feld JJ
et al, 2006), la coinfeccién por el VIH (efecto mas evidente en pacientes
con < 200 CD4*/mm?®; Vallet-Pichard A et al, 2006), la inmunosupresion
farmacoldgica y la presencia de esteatosis hepatica (Feld JJ et al, 2006),

entre otros factores.

Factores virales: no se ha encontrado relacion clara entre el desarrollo de
la fibrosis con el genotipo viral ni con la carga viral. En los estudios que han
mostrado alguna influencia de la carga viral parece que el factor mas
determinante es la inmunosupresion que determina secundariamente una

elevada carga viral que la actividad viral en si misma.
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Por ultimo, interesa sefalar que el riesgo de desarrollar hepatocarcinoma
en los enfermos con cirrosis hepatica por VHC se situa entre el 1-4% anual ().
Este riesgo parece condicionado a la persistencia de la supresion de la actividad
viral, ya que su supresidn determina una significativa menor incidencia de

hepatocarcinoma.

Acute hepatitis Chronic hepatitis Cirrhosis HCC

> > >

70-80% 20% 1-4% per year

Figura 6: evolucién de la infeccién crénica por el VHC.

1.6. Clinica de la infeccion por el VHC

1.6.1. Infeccidén aguda

La hepatitis aguda ocurre después de un periodo de incubacion variable de
15 a 160 dias (media de 7 semanas). Sélo el 20-30% de los casos que contrae

una hepatitis aguda por el VHC presentaran clinica.

Los sintomas prodrémicos son sistémicos y variables. La aparicién de la
ictericia puede estar precedida por 1 6 2 semanas de anorexia, nauseas, vomitos,
astenia, artralgias, cefalea, faringitis. Puede aparecer coluria e hipocolia de uno a
cinco dias antes de la aparicion de la ictericia. Puede haber dolor en hipocondrio

derecho por hepatomegalia.
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La fase de recuperacion se prolonga de 2 a 12 semanas. La eliminacion
espontanea se produce en el 23-44% de los casos (Gerlach JT et al, 2003), y
suele ocurrir dentro de las 12 semanas después del diagnédstico. Se ha observado
que los pacientes que desarrollan enfermedad sintomatica y los que presentan
una disminucion rapida de la carga viral presentan mayor probabilidad de curacion
(Gerlach JT et al, 2003; Hofer H et al, 2003).

1.6.2. Infeccion cronica

La evolucién de la hepatitis cronica por VHC es variable (Massard J et al,
2006). Cursa con escasas manifestaciones clinicas, pero las transaminasas se
mantienen elevadas durante largo tiempo, presentando en algunos pacientes

valores fluctuantes e incluso periodos de normalidad.

La evolucidn a cirrosis hepatica suele ocurrir al cabo de aproximadamente 20
anos. Los enfermos con cirrosis establecida pueden permanecer asintomaticos
durante mucho tiempo, pero también es posible que presenten episodios de
descompensacion por el desarrollo de hipertension portal. También es posible que
estos pacientes desarrollen como complicacion la aparicibn de un
hepatocarcinoma, cuyo riesgo desde el diagnéstico alcanza hasta el 5% anual (Di
Bisceglie et al, 1995).

No se conoce bien por qué la evolucién a largo plazo es mas desfavorable
en unos pacientes o en otros, pero se han identificado diversos factores que se
asocian a una progresion mas rapida de la fibrosis hepatica, como el consumo de
alcohol (incluso en cantidades no excesivas), la adquisicién de la infeccién a una
edad relativamente avanzada, la coinfeccion por el VIH, el exceso de peso y la
resistencia a la insulina. No se ha demostrado que el genotipo del virus o la carga

viral condicionen la evolucion de la hepatitis crénica por VHC.
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1.6.3. Manifestaciones extrahepaticas

Los pacientes con infecciébn crénica por el VHC pueden desarrollar
patologias extrahepéaticas, posiblemente secundarias a una hiperestimulacién del
sistema inmune. Las manifestaciones extrahepaticas son fundamentalmente tres:
la crioglobulinemia mixta esencial, poco frecuente, con manifestaciones clinicas
renales y de vasculitis; la glomerulonefritis membranoproliferativa, generalmente
con escasa repercusion clinica; y la porfiria cutanea tarda. Sin embargo, se ha
descrito la asociacion con otras muchas enfermedades con un componente
autoinmune (vasculitis leucocitoclastica, artritis reumatoide, liquen plano,
sialoadenitis linfocitaria focal, enfermedades tiroideas), tumoral (linfoma no

Hodgkin) y metabdlico (diabetes mellitus).

Respecto a la diabetes mellitus tipo 2, la prevalencia es mas elevada en
pacientes cirréticos por VHC que en cirrosis debidas a otras etiologias (Zein NN et
al, 2000). Se cree debido a la insulin-resistencia generada por la infeccién crénica
por el VHC (Garcia-Compean D et al, 2009).
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Il. ESTEATOSIS HEPATICA NO ALCOHOLICA

A continuacion pasamos a describir brevemente el estado de conocimiento
actual acerca de la esteatosis hepatica, haciendo especial en los mecanismos
conocidos que influyen en su génesis y desarrollo, con el objetivo de explicar
posteriormente su presencia en la infeccibn crénica por el VHC. Luego
explicaremos brevemente cdmo pueden influenciar la presencia del alcoholismo y
la coinfeccién por el VIH en los pacientes afectos de hepatitis C, con especial

énfasis en la esteatosis.
2.1. Definicion

La hepatopatia grasa no alcohdlica primaria (HGNA) abarca un espectro
clinico-patolégico que oscila entre el higado graso y la cirrosis. Se considera

actualmente como la manifestacién hepatica del sindrome metabdlico.

La prevalencia se situa en torno al 16-24% de la poblacion adulta en paises

desarrollados.
2.2. Patogenia

La patogenia de la HGNA no se conoce del todo (Angulo P et al, 2002). Se
considera multifactorial e intervendria en ella factores genéticos de predisposicion

sobre los que incidirian factores epigenéticos de progresion.

Se han postulado varias teorias. La primera de ellas, la teoria del doble
impacto (Day CP et al, 1998) postula el desarrollo de una secuencia donde
ocurren dos hechos esenciales: “el primer impacto” se deberia al acumulo de
grasa en el higado (esteatosis) favorecido por un contexto de resistencia
insulinica periférica; “el segundo impacto” resultaria de un estrés oxidativo cronico
sobre los hepatocitos esteatosicos que conduciria a lesidn hepatocelular y fibrosis

(esteatohepatitis). La teoria del “multimpacto” (Diehl AM et al) contempla un
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“tercer impacto”, representado por el desarrollo de cirrosis; y un “cuarto impacto”,

representado por el desarrollo de hepatocarcinoma.

Pasamos a describir brevemente los dos estadios de desarrollo, desde el
higado normal al higado graso y desde el higado graso a la esteatohepatitis,

explicando brevemente antes el concepto de resistencia insulinica.

b
( ) Obesity and .
- /nnsullvn resistance Oxidati/ve Gut-derived Adipokine
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Figura 7: Hipétesis de los 2 impactos. Destacar que los acidos grasos libres por si
solos puede ser suficiente para inducir lesiones hepaticas. FFA: free fatty acids;
TAG: tryglicerides; ER: endoplasmic reticulum.

2.3. Resistencia insulinica

La resistencia insulinica (RI) se define como una alteraciébn metabdlica en
la cual se precisan niveles méas elevados de insulina de lo normal parar lograr las
respuestas metabodlicas esperadas, o cuando niveles normales de insulina no
logran dichas respuestas (Kamran Q et al, 2007). La Rl se manifiesta como una

disminucién en la eficiencia de la insulina en inhibir la produccién hepatica de
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glucosa y en estimular la captacion de glucosa por el musculo esquelético y el

tejido adiposo.

Las funciones biolégicas de la insulina dependen de la interaccién con su
receptor, que consiste en un tetramero formado por dos subunidades «
extracelulares y dos subunidades p transmembrana con actividad tirosin-cinasa.
Cuando la insulina activa el receptor causa la fosforilacion de los residuos de
tirosina de proteinas del sustrato del receptor (IRS-1 y IRS-2), lo que inicia una
cascada que termina con la traslocacion de transportador 4 especifico de glucosa
a la membrana celular (GLUT-4). GLUT-4 facilita la entrada de glucosa por

gradiente en miocitos y adipocitos.

La RI se puede generar en la union de la insulina a su receptor, en los IRS
o en la GLUT-4. La RI se puede clasificar como central (hepatica) o periférica
(muscular y adiposa) dependiendo de cual es el primer lugar afectado. El primer
caso se manifiesta por una incontrolada produccién de glucosa con alteracién de
la sintesis de glucdégeno y ausencia de inhibicion de la gluconeogénesis. El
segundo caso se manifiesta por una alteracién de la captacion de glucosa en
musculo y tejido adiposo. Se ha observado que primero ocurre la Rl periférica y

posteriormente la central.

2.4. Primer impacto: progresion del higado normal a la esteatosis

Los mecanismos que conducen a la acumulacién de grasa (en forma de
triglicéridos) en el interior de los hepatocitos no estan bien establecidos. Se han
descrito multiples polimorfismos y mutaciones genéticas (Sreekumar R et al, 2003,
encontraron al menos 23 genes implicados) como terreno genético sobre el que
actuarian factores epigenéticos que incidirian sobre el tejido adiposo y el

metabolismo lipidico, como son la dieta y el ejercicio fisico.
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Como mecanismo fisiopatoldgico central en el desarrollo de esteatosis
hepéatica se encuentra la resistencia insulinica (RI) en el adipocito (Pagano G et al,
2003). La RI en el tejido adiposo se ha interpretado como un mecanismo de
defensa del tejido adiposo esteatdsico presente en la obesidad y el sobrepeso. El
adipocito cargado de grasa busca librarse de ella y uno de los mecanismos que
emplearia seria volviéndose resistente a la accion de la insulina. La pérdida de
senalizacion insulinica en el adipocito induce lipélisis, con formacion de acidos
grasos libres a partir de los triglicéridos almacenados, que posteriormente viajaran
al higado y se acumularan en el interior del hepatocito. Se ha observado que
cuanto mas intensa es la Rl mas severa es la hepatopatia (Marchesini G et al,
1999).

La RI en el adipocito parece deberse a varias alteraciones que interfieren
en diferentes vias postactivacion del receptor de la insulina: aumento de
adipoquinas y citocinas proinflamatorias derivadas del tejido adiposo (TNF-a,
leptina, IL-6); disminucién de otras moléculas que favorecen la sensibilidad a la

insulina (adiponectina), acidos grasos libres (Hotamisligil GS et al, 1993).

También se ha observado que la cantidad de grasa visceral, no la total,
supone un factor predictivo de esteatosis, entre otras razones porque el flujo
venoso mesentérico desemboca directamente en el higado, con el consiguiente
aumento de aporte de &cidos grasos libres y mediadores proinflamatorios
derivados del tejido adiposo en esta localizacion. Para establecer la contribucion
relativa en la acumulacion lipidica en la esteatosis hepatica, Donnelly et al (2005)
emplearon un método isotopico con el que observaron que un 60% del flujo de
acidos grasos libres al higado procedia del tejido adiposo, un 26% de la
lipogénesis de novo y un 15% de la dieta. Esto contrasta con la lipogénesis de
novo en individuos sanos, que contribuye en menos del 5% al acumulo de

triglicéridos en el higado.

El principal efecto del exceso de aporte de acidos grasos libres al higado

es el incremento del sustrato para la lipogénesis. La insulina, elevada en el
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contexto de la resistencia, por un lado estimula la lipogénesis (mediada por una
regulacion al alza del SREBP-1), y por otro bloquea la p-oxidacion e inhibe la
lipblisis (Stefan N et al, 2008). Los triglicéridos recién formados, por otra parte,
tienden a acumularse por una menor exportacién en forma de VLDL al disminuir la

produccion de su proteina precursora, la ApoB100.

El hepatocito esteatoésico, al igual que el adipocito, también “se defiende”
del exceso de grasa poniendo en marcha diversos mecanismos. El principal
mecanismo es la p-oxidacibn mitocondrial de &cidos grasos que, si bien
comentamos anteriormente se encontraria disminuida por el efecto de la insulina,

se encuentra aumentada por el exceso de aporte de acidos grasos.

Otro mecanismo que se activa cuando la p-oxidacién mitocondrial se satura
es la p-oxidacién peroxisomal, en cuya activaciéon juegan un papel fundamental
los PPARa', estimulados a partir de la acilCoA derivada del exceso de p-
oxidacion de acidos grasos en la mitocondria. La consecuencia del exceso de
oxidacién de acidos grasos a nivel mitocondrial y peroxisomal es la generacion de
ERO (Browning JD et al, 2004).

Como consecuencia del exceso de ERO se activan en el hepatocito
diversos sistemas antioxidantes, como la superdxido dismutasa, la glutatién
peroxidasa y las catalasas. Por otro lado se sintetizan en la mitocondria proteinas
desacoplantes? de la cadena respiratoria (estimulada dicha sintesis por la
activacion de los PPARa), que si bien conducen a una menor produccién de ERO
también se genera menos ATP, con el consiguiente aumento de vulnerabilidad del
hepatocito frente a situaciones de aumento de demanda energética o mayor

agresion oxidativa.

1 PPARa constituye una familia de receptor nuclear para hormonas que esta
implicada en la regulacion de la oxidacidn y el transporte de acidos grasos.

*Las UCPs se trata de una serie de proteinas que desacoplan la cadena respiratoria de
Ifosforilacion oxidativa, disipando energia en forma de calor sin que se produzca ATP. No
se conoce de todo el mecanismo (Rodriguez VM et al, 2002).
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2.5. Segundo impacto: progresion de esteatosis a

esteatohepatitis

En el desarrollo de las lesiones de la esteatohepatitis (inflamacién, necrosis
hepatocelular y fibrosis) juega un papel central el estrés oxidativo derivado del
desequilibrio entre procesos prooxidantes y antioxidantes (Browning JD et al,
2004).

Como se ha sefalado anteriormente el exceso de oxidacion mitocondrial y
peroxisomal de acidos grasos conduce a la formacion de ERO (peroxido de
hidrégeno) y RLO (ani6n peroxilo, anién superéxido, radical hidroxiperoxilo). El
exceso de RLO/ERO puede inducir lesién hepatocelular, inflamacion y/o fibrosis al

menos por tres mecanismos (Moreno-Sanchez D et al, 2005):

- Peroxidacion lipidica de los acidos grasos poliinsaturados de los
fosfolipidos y las lipoproteinas de las membranas. Este proceso conduce a
un aumento de la permeabilidad de la membrana (que favorecera la
balonizacion y posterior necrosis) y a la generacion de subproductos
metabolicos tdxicos, entre los que se encuentran los aldehidos reactivos
malondialdehido e hidroxinonenal. Entre las alteraciones que pueden
producir ambos se cuentan: 1) generacion de entrecruzamiento y
aglomeracion de proteinas, lo que conduce a la formacién de hialina de
Mallory; 2) activacion de las células estrelladas, que promueven la sintesis
de colageno; 3) interferencia en la sintesis de enzimas de la cadena
respiratoria, con lo que la proporcion de reduccion incompleta del oxigeno
aumenta y la de los RLO/ERO aumenta; 4) el hidroxinonenal ejerce
quimiotactismo sobre los neutrofilos, lo que induce mas inflamacion tisular y

generacion de RLO/ERO en el proceso de fagocitosis.

- Liberacidén de citocinas proinflamatorias a través de la induccion del factor
de transcripcion NF-xf (TNF-a, IL-8, TGF-p). Las citocinas liberadas

contribuyen a la apoptosis hepatocitaria, a la fibrosis por estimulacién de
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las células estrelladas y a la formacion de hialina de Mallory por

aglomeracion de proteinas.

- Expresion del ligando Fas, que a través de su interaccion con el receptor de
membrana Fas expresado en condiciones basales, conduce a la apoptosis

del hepatocito.
Toda la actividad oxidativa descrita se trata de contrarrestar con procesos

antioxidantes (vitamina E, superdoxido dismutasa, catalasas), lo que termina

conduciendo a la deplecidon de estos sistemas protectores.
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ll. ESTEATOSIS HEPATICA EN LA INFECCION CRONICA
POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

La patogenia de la esteatosis hepatica por el virus de hepatitis C no se
conoce del todo. Sin embargo, se ha sugerido un efecto directo a raiz de varias
observaciones: 1) la asociacién frecuente con el genotipo 3, que sugiere que
determinadas secuencias virales estan implicadas en la acumulacion de lipidos en
el interior del hepatocito; 2) la correlacidén entre el grado de esteatosis y los niveles
de replicaciones viral; 3) la asociacién entre la respuesta favorable al tratamiento

y la desaparicidn de la esteatosis en el caso del genotipo 3 (Bondini S et al, 2006).

Otros estudios sugieren que la esteatosis en la infeccion crénica por el
virus de la hepatitis C se deben ademéas a otras alteraciones metabdlicas que
pueden ser concomitantes, tales como la obesidad y la resistencia insulinica
(Gutiérrez Grobe Y et al, 2011).

La presencia de esteatosis en la infeccidn crénica por el virus de hepatitis C
tiene consecuencias clinicas importantes, pues se ha observado una disminuciéon
de la respuesta al tratamiento cuanto mayor resulta el grado de esteatosis
hepatica (Asselah T et al, 2006).

3.1. Papel del virus en la patogenia de la esteatosis hepatica en

la infeccion por el VHC

La frecuencia de esteatosis hepatica en la infeccion por el virus de hepatitis
C oscila segun los estudios entre el 40-80%, dependiendo en parte de las
caracteristicas de la poblacion estudiada que puedan ejercer un papel, tales como
el consumo de alcohol, la presencia de obesidad, diabetes y otros factores de
riesgo para el desarrollo de esteatosis hepatica (Asshelah T et al, 2006). Sin
embargo, cuando se excluyen todos los factores de riesgo conocidos para el

desarrollo de esteatosis hepatica se ha observado que la prevalencia de
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esteatosis es del 40%, lo que sugiere que el virus de hepatitis C puede causar

esteatosis por si mismo.

Asimismo se ha observado que la esteatosis hepatica es mas frecuente y
severa en pacientes infectados por el genotipo 3 (Rubbia-Brandt L et al, 2000).
Referido también al genotipo 3, la severidad de la esteatosis se correlaciona con
los niveles de ARN viral (Adinolfi LE et al, 2001). Asimismo, la esteatosis se
reduce significativamente o desaparece cuando el tratamiento es efectivo,

especialmente en el caso del genotipo 3 (Kumar D et al, 2002).

Los mecanismos por los cuales los triglicéridos se acumulan en el
hepatocito en la infeccion por el virus C no se conocen del todo. Se ha propuesto
que el virus podria interferir con el metabolismo lipidico en tres niveles y producir

lo que se ha denominado “esteatosis viral”:

1. Alteracién de la secrecion: histéricamente este mecanismo es el primero
que se propuso. Se ha observado que los niveles de apolipoproteina B
(ApoB) y colesterol estan reducidos en pacientes infectados por el virus de
la hepatitis C, lo que sugiere que el VHC podria interferir en el ensamblaje
o secrecion de la VLDL. La desaparicién de la esteatosis tras el tratamiento
coincide con la normalizacion de los niveles de ApoB y colesterol en estos
pacientes (Rubbia-Brandt L et al, 2000). Uno de los mecanismos
propuestos, basado en ratones transgénicos, se trata de la inhibicién de la
proteina transportadora microsomal de triglicéridos (MTP) por parte de la
proteina del core del VHC (Perlemuter G et al, 2002), necesaria para el

ensamblaje de las VLDL.

2. Aumento de la sintesis de acidos grasos: se ha observado que el VHC
incrementa la via de senalizacion de la proteina de uniéon del elemento
regulador de esterol (SBREPB-1c), la cual esta implicada en la regulacion
al alza de enzimas implicadas en la lipogénesis de novo (Su Al et al, 2002).

Por otra parte, la proteina del core también se puede unir al dominio
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nuclear de receptor a de retinoide (RxRa), un regulador transcripcional
implicado en varias funciones entre las que se cuentan la lipogénesis
(Tsutsumi T et al, 2002).

3. Disminucion de la degradacion de éacidos grasos: el VHC reduce la
expresion del receptor a activado de proliferador de peroxisomas (PPARa),
un receptor nuclear implicado en la regulacion de varios genes implicados
de la degradacién de &cidos grasos en la p-oxidacion mitocondrial
(Yamaguchi A et al, 2005). EIl mRBRNA del PPARa se encuentra
significativamente mas reducido en pacientes portadores de genotipo 3 en

comparaciéon con portadores del genotipo 1 (De Gottardi A et al, 2006).

(1) Free fatty acid overflow (2) Activation of SREBP-1c and
form adipose tissue (3) RxRa-controlled transcription
Increased Increased
lipid uptake lipid synthesis
N ¥
Steatosis
Ve AN
Decreased Decreased
lipid degradation lipid secretion
(4) Down-regulation of CPT-1 (6) Inhibition/down-regulation
(5) Down-regulation of PPARw of MTP

Figura 8: mecanismos implicados en el desarrollo de esteatosis hepatica en la
infeccion cronica por el VHC.

3.2. Papel de otros factores metabdlicos en la patogenia de la

esteatosis hepatica en la infeccion crénica por el VHC

En la esteatosis hepatica inducida por el VHC puede coexistir con otros
factores de riesgo para su desarrollo. Dos factores de riesgo independientes son

el indice de masa corporal (no s6lo en pacientes obesos con un IMC > 30, sino
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incluso en aquéllos con sobrepeso y, por tanto, con un IMC entre 25 y 30) y la

grasa visceral (Adinolfi LE et al, 2001).

El mecanismo fisiopatolégico mas probable del componente de “esteatosis
metabdlica” en la infeccion por el VHC es la resistencia insulinica asociada al
sobrepeso (Fartoux L et al, 2005). Como se ha indicado previamente, en el
contexto de la resistencia insulinica los acidos grasos liberados del tejido adiposo
como consecuencia de la activacion de la lipoproteina lipasa son captados por el
higado. Por otro lado, el estado de hiperinsulinemia e hiperglucemia estimula la
sintesis de enzimas implicadas en la lipogénesis de novo a la vez que inhibe la f3-

oxidacién mitocondrial (Browning JD et al, 2004).

A pesar de que la resistencia insulinica podria tratarse de un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de esteatosis, existe evidencia que apoya
un papel del VHC sobre la contribucién a la resistencia insulinica. Allison ME et al
(1994), encontraron una mayor prevalencia de diabetes tipo 2 en pacientes
cirréticos con VHC en comparacién con pacientes con cirrosis de otro origen.
Datos experimentales sugieren que el VHC podria interferir en la via de
sefalizacion insulinica postreceptor, en parte mediado por el efecto de citocinas
proinflamatorias, como el TNF-a y TGF-B, mas elevadas en estos pacientes
(Shintani Y et al, 2004); por lesion de las células  pancreaticas por las proteinas
del core y por la regulacibn a la baja de los PPARa, como ocurre mas
frecuentemente en la presencia del genotipo 3 (Del Campo JA et al, 2009). Sin
embargo, se ha observado que la resistencia insulinica ocurre con todos los
genotipos del VHC (Muzzi A et al, 2005).

Otro factor metabdlico que se ha encontrado asociado al desarrollo de
esteatosis hepatica en la infeccion por el VHC es la presencia de
hiperhomocisteinemia inducida por estrés del reticulo endoplasmico (Adinolfi LE et
al, 2005), que causa una regulacion al alza de la via SREBP con el consiguiente
aumento de la lipogénesis de novo, y un aumento del estrés oxidativo por inhibir la

expresion de varias enzimas antioxidantes. Este hecho ha sido apoyado en un
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estudio que mostré que el polimorfismo TT de la metilentetrahidrofolato reductasa
Supuso una mayor prevalencia y un mayor grado de esteatosis en pacientes con

VHC en comparacion con el polimorfismo CT (Adinolfi LE et al, 2005).

Otro factor que podria contribuir al desarrollo de esteatosis hepatica en la
infeccion por el VHC se trata de las adipoquinas liberadas desde el tejido adiposo,

que se analizardn mas extensamente en el apartado correspondiente.

3.3. Papel de la esteatosis en el desarrollo de fibrosis hepatica

en la infeccién por VHC

Existen mdultiples estudios que apoyan el hecho de que la esteatosis
favorece la progresion de la fibrosis en la infeccion crénica por el VHC (Rubbia-
Brandt L et al, 2000; Hourigan LF et al, 1999; Leandro G et al, 2006). Sin
embargo, los datos no son definitivos, e incluso existe un estudio que no

encuentra ninguna asociacion (Asselah T et al, 2003).

Los mecanismos por los cuales la esteatosis favorece la progresioén de la
fibrosis no estan elucidados. Los datos disponibles apoyan el papel del estrés
oxidativo, citocinas proinflamatorias, resistencia insulinica (Patton HM et al, 2004),
mayor sensibilidad a la apoptosis mediada por la esteatosis y determinadas
adipoquinas (ejemplo: leptina, dado que las células estrelladas presentan

receptores para esta molécula).
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IV. ESTEATOSIS HEPATICA EN PACIENTES
COINFECTADOS POR EL VHC Y EL VIH

La prevalencia mundial de la infeccién por VIH esta en torno a 33 millones
de personas. Se estima que aproximadamente el 20-30% de estos pacientes
estan coinfectados por el VHC (Sherman K et al, 2002). La via de transmision
mas frecuente es la intravenosa y, por tanto, la poblacibn mas frecuentemente

coinfectada es la de adictos a drogas por via parenteral (DiMartino V et al, 2001).

Las muertes relacionadas con la hepatopatia crénica por el VHC en

pacientes con VIH constituye la tercera causa (Lewden C et al, 2005).

Se acepta ampliamente que la infeccion por VIH acelera el curso de la
enfermedad hepatica por el VHC. Se estima que en torno al 90% de los pacientes
coinfectados desarrolla hepatitis cronica frente a los monoinfectados, que en un

30% de los casos se curaran espontaneamente (Singal A, Anand BS, 2009).
4.1. Efectos del VIH sobre la infeccion crénica por VHC

La infeccion por VIH se ha asociado a viremia persistente del VHC, elevada

carga viral y reduccion de la respuesta al tratamiento con interferdn.

Entre los mecanismos que se han propuesto cuentan (Tuyama AC et al,
2010; Sajadi MM et al, 2010):

- Descenso de la respuesta de linfocitos CD4* y CD8" al VHC.
- Alteracion de la respuesta de citocinas liberadas. Es posible que
determinadas proteinas del VIH (tat, gp120) o el mismo VIH medie la

liberacion de determinadas citocinas a través de su unién o internalizacién

en hepatocitos, células estrelladas y células de Kupffer.
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- Escape del VHC de la respuesta inmunolégica debido a disfuncién de las

células T.

- Factores genéticos: los pacientes supresores virales naturales (carga viral
del VIH < 400 copias) muestran tasas mas elevadas de aclaramiento del

VHC cuando se comparan con controles coinfectados.

También se ha descrito la acelerada progresion desde la fibrosis a la
cirrosis en pacientes coinfectados. Los mecanismos no se conocen bien, pero se

han propuesto varias hipo6tesis (Khakoo S et al, 2004; Lan | et al, 2008):

- Alteracion en el balance CD8'/CD4* con predominio de la primera
respuesta, que es mediada por citocinas como IL-4, IL-5 y TGF-p, que
promueven el deposito de colageno por fibroblastos.

- Disminucién de la secrecion de INF-y (citocina antifibrogénica) por parte de

los linfocitos CD8" a medida que disminuyen los linfocitos CD4".

- Aumento de la expresion de TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand),
que induce apoptosis hepatocitaria. Su expresibn aumenta en contextos
inflamatorios y en su regulacion al alza interviene TGF-a. El ciclo continuo
de apoptosis y regeneracion en linfocitos y hepatocitos puede promover la

fibrogénesis.

Por ultimo hay que considerar el papel que pueden ejercer determinados
factores concomitantes en estos pacientes, como la presencia de hepatotoxicidad
inducida por el TARGA, el uso de otras drogas y alcohol y la presencia de

esteatosis hepatica.
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4.2. Esteatosis y fibrosis hepatica en pacientes coinfectados por
VHC vy VIH

Respecto a la esteatosis hepatica en coinfectados los resultados son
dispares en cuanto a que la coinfeccibn suponga un aumento del riesgo de
desarrollarla. Se estima que la proporcion de esteatosis en coinfectados oscila en
torno al 30% (Ristig M et al, 2005).

Con el objetivo de analizar los factores de riesgo de desarrollo de
esteatosis en pacientes coinfectados, Verdelho M et al (2010) realizaron un
metaanalisis que incluia 12 estudios con 1989 pacientes coinfectados con una
prevalencia de esteatosis del 50% (oscilaba entre 23-72%). Encontraron como
factores de riesgo un elevado IMC (OR 1.13, p < 0.001), diabetes mellitus (OR
2.32, p = 0.003), actividad necroinflamatoria (OR 1.72, p = 0.016) y fibrosis (OR
1.67, p = 0.003). No encontraron asociacion con otros factores metabdlicos
(dislipemia, sindrome metabdlico), factores relacionados con el VHC (carga viral,
genotipo —el hecho de no encontrarse asociacién con el genotipo 3 se penso6
debido a la baja proporcion de pacientes infectados) o VIH (carga viral, recuento

de linfocitos CD4", terapia antirretroviral).

En un estudio retrospectivo llevado a cabo en Espafa (Pascual Pareja et al,
2008) sobre una muestra de 163 pacientes coinfectados, se encontr6 que las
variables que guardaron una relacion significativa con la presencia de esteatosis
fueron el peso corporal (> 76 kg), el alcohol, la fibrosis avanzada, la exposicidén a
estavudina y la ausencia de exposicién a lopinavir/ritonavir. Las variables que
mostraron relacién con la esteatosis moderada-intensa (> 30% de hepatocitos
segun el sistema de Scheuer) fueron el alcohol, el genotipo 3, la carga viral de

VHC y la fibrosis avanzada. La prevalencia de DM-2 en esta serie fue del 3%.
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V. HEPATITIS C Y ALCOHOL

El VHC y el alcohol representan las dos causas mas frecuentes de
hepatopatia en el mundo occidental. Tomadas de forma conjunta, la prevalencia
de ambos problemas se ha estimado en torno al 1-5% de la poblacién occidental
(Alter MJ et al, 1999).

La hepatopatia alcohdlica es la manifestacién organica mas importante del
consumo cronico de alcohol. Del 90 al 100% de los pacientes desarrolla
esteatosis hepatica en el curso de dias; de un 20 a un 35% desarrolla
esteatohepatitis en el curso de semanas, y un 8-20% desarrolla fibrosis con el

paso de los anos (Seitz HK et al, 2007).

Existe evidencia de que la coexistencia de ambos problemas conduce a un
incremento de la severidad de la hepatopatia, una mas rapida progresién de la
misma y una mayor incidencia de cirrosis y hepatocarcinoma (Pessione F et al,
1998; Poynard T et al, 1997). Se ha calculado que la coexistencia de un consumo
de alcohol > 80 g/dia y la infeccion crénica por el VHC supone un riesgo 100

veces mayor de desarrollar hepatocarcinoma (Aizawa Y et al, 2000).

Existe un debate continuo acerca de si incluso bajas dosis de alcohol (< 20-
30 g/dia) pueden alterar la progresion de la infeccién por VHC. Westin et al (2002)
encontraron en su estudio de 78 pacientes sometidos a 2 biopsias hepaticas en
un intervalo de tiempo de 6,3 anos que una ingesta total de alcohol, una ingesta
diaria mayor de alcohol y un aumento de la frecuencia de consumo al dia se

asociaron a mayor grado de fibrosis.

Se muestra a continuacién una figura del curso natural de la hepatopatia

alcohdlica y el VHC solas y en conjunto.
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ALD ALD + HCV HCV

l 90%-100% l
A J
‘ Days Fatty liver
l 20%-35% l 50%-70%
Y
’ Weeks Steatohepatitis 10 yr
l 8%-20% l 40%-60% 15%-20%
Y
[ 10 yr Fibrosis/cirrhosis 20 yr
l OR > 5x lOR >100x OR > 20x
A\
‘ 20 yr Hepatocellular carcinoma 30 yr

Figure 2 Natural course of ALD and HCV alone or in combination.
Estimated risk and time interval for disease states are indicated (for more

details see text).

Figura 9: curso natural de la hepatopatia alcohédlica y la hepatopatia por VHC solas
0 en combinacioén.

5.1. Efectos del alcohol sobre la infeccion cronica por el VHC

La patogenia del dafo hepatico acelerado observado en pacientes
alcohdlicos infectados por el VHC no se conoce del todo, pero se piensa que es

multifactorial.

Tanto el alcohol como el VHC pueden reproducir las cuatro lesiones
progresivas de hepatopatia: esteatosis, esteatohepatitis, cirrosis y
hepatocarcinoma. Se considera que ambos factores pueden ejercer un efecto
sinérgico por el hecho de que las lesiones que producen pueden desarrollarse por

vias diferentes.
En el caso de la esteatosis por VHC, hemos comentado anteriormente las

vias por las cuales puede desarrollarse. En el caso del alcohol, se conocen los

siguientes mecanismos que pueden promover el desarrollo de esteatosis (Sozio
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M, 2008): 1) un desequilibrio a favor de la NADH, que estimula la lipogénesis; 2)

un aporte de acidos grasos libres desde el tejido adiposo periférico facilitado por

una liberacion de TNF-a; 3) inhibicion de la p-oxidacion de acidos grasos en el

hepatocito; 4) alteracién en la secrecidn de triglicéridos en forma de VLDL desde

el hepatocito.

Ademas de la esteatosis, otros mecanismos propuestos como aceleradores

del dafio hepatico en los pacientes infectados por el VHC consumidores de
alcohol han sido (Bhattacharva R et al, 2003):

Disfuncién inmune provocada por alcohol: el consumo de alcohol se ha
asociado con una disminucién de la funcion de granulocitos, macréfagos y
linfocito, y también de la respuesta humoral a determinados antigenos,
como a la vacuna de la hepatitis B. Se ha observado en pacientes
alcoholicos una disminucion de los niveles de INF-y, lo que sugiere un
predominio de la respuesta Th2, y esto podria jugar un papel en la

persistencia del VHC.

Aumento de la carga viral en alcoholicos: varios estudios han encontrado

esta asociacion incluso en bebedores moderados.

Aumento del depoésito de hierro hepatico: en contraste con la infeccién por
hepatitis B, depdsitos de hierro hepatico se encuentran en mas de un 50%
de pacientes con hepatopatia alcohdlica e infeccién por VHC, incluso con
consumo moderado (loannou GN et al, 2004). Los mecanismos
subyacentes por los cuales se acumula el hierro en estas dos entidades no
se conoce, pero se apunta a una inadecuada regulacién al alza de la
hepcidina (Kohgo Y et al, 2005), que controla la absorcibn duodenal de
hierro y media la liberacion del mismo desde el reticulo endoplasmico via
ferropontina (exportador de hierro). Se conoce por pacientes con
hemocromatosis que el hierro per se es un factor muy profibrogénico y

genotoxico, y que el 50% de estos pacientes desarrollan fibrosis y
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presentan un riesgo 200 veces superior de desarrollar hepatocarcinoma
(Niederau C et al, 1985). En pacientes alcohdlicos infectados por VHC el
depésito de hierro hepatico supone también un importante factor de

progresion (Kohgo Y et al, 2005).

VI. PAPEL DE LAS CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LA
HISTOPATOLOGIA DE LA INFECCION CRONICA POR
VHC

6.1. Definicion de citocina

Las citocinas (Farreras & Rozman, 2010) se tratan de cualquier proteina o
péptido soluble liberado por cualquier tipo celular y que actua como regulador de
la actividad de otras células, a bajisimas concentraciones (nanomolares o
picomolares). Comprenden varias subfamilias, que incluyen interferones,
interleuquinas, factores de necrosis tumoral, factores de crecimiento
transformante, factores estimulantes de colonia y quimioquinas. Ejercen una
amplia variedad de funciones: crecimiento y diferenciacién celular, reparacion y
remodelado tisular, hematopoyesis, lactancia, respuesta inflamatoria, reacciones
inmunes. Son producidas por numerosas células (linfocitos, macréfagos, células

hematopoyéticas, células endoteliales, incluyendo las células hepaticas.

En condiciones basales, las células productoras sintetizan cantidades
insignificantes de citocinas, siendo necesaria su activacién para que produzcan
cantidades biologicamente funcionales. En general, los estimulos antigénicos
originados por agentes infecciosos, como bacterias, hongos, virus y parasitos, son
potentes inductores de su secrecion. La mayoria de las citocinas no se acumulan
intracelularmente, sino que una vez sintetizadas se secretan al medio extracelular.

Algunas, ademas de la forma soluble, presentan formas que permanecen
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ancladas en la membrana celular o asociadas a la matriz extracelular, donde

cumplen funciones esenciales, no sustituibles por las formas solubles.

Algunas citocinas, como la IL-2, ejercen su efecto bioldgico sobre la propia
células productora (efecto autocrino), otras lo hacen sobre células circundantes
(efecto paracrino) y otras pueden actuar a distancia como hormonas (efecto

endocrino).

Funcionalmente, las citocinas son pleiotropicas y redundantes, es decir,
ejercen multiples efectos sobre diversos tipos celulares a la vez que varias
citocinas contribuyen a una misma funcion. Las citocinas se unen a receptores
especificos expresados de manera constitutiva en muchos tipos celulares,

incrementandose su expresion tras la activacion celular.

Las acciones de las citocinas se engloban dentro de un sistema o red
funcional donde el efecto de una molécula esta regulado por otras moléculas del
sistema. Asi, la secrecion de una citocina puede estar inducida, potenciada o
inhibida por otra, la cual, a su vez, puede incrementar o inhibir la expresion de sus

receptores.

A nivel hepético la sintesis de citocinas constitutivas estd ausente o es

minima. Sin embargo, determinados estimulos patol6gicos inducen su liberacién.

De forma conceptual, podemos clasificar las citocinas en funcién de dénde
ejercen sus principales efectos biol6gicos: 1) citocinas implicadas en la inmunidad
innata; 2) citocinas implicadas en la inmunidad adquirida; 3) citocinas implicadas

en la hematopoyesis; 4) quimioquinas; 5) factores de crecimiento.

A continuacion pasamos a describir brevemente los dos primeros grupos
de citocinas para posteriormente hablar de su papel en la infeccion cronica por el
VHC, poniendo especial énfasis en las citocinas que analizamos en nuestro

trabajo.
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6.2. Citocinas implicadas en la inmunidad innata

La inmunidad innata se trata de la primera linea de defensa frente a los
agentes infecciosos y las células tumorales (Roitt, 2003; Abbas, 2008). Las
principales células que la constituyen son los neutréfilos, monocitos, macrofagos y
las células natural killer. Estas células tienen capacidad de fagocitar, aniquilar
células infectadas y tumorales y secretar citocinas que modulen la respuesta

inmune.

Las citocinas implicadas en la respuesta inmune innata son:

- TNF-a: la describiremos con mas detalle posteriormente.

- IL-1 (IL-1a e IL-1B): segregada por monocitos, macréfagos, células NK,
células endoteliales, células dendriticas; la IL-10. estd asociada a la
superficie celular; mientras que la IL-1 es secretada al medio, pero ambas
se unen al mismo receptor y ejercen las mismas funciones biologicas.
Produce inflamacién del endotelio con aumento de su permeabilidad y
actividad protrombotica, induce sintesis de proteinas de fase aguda, y

actia como pirdgeno inductor de suefio, fiebre y anorexia.

- IL-6: segregada por macrofagos, células endoteliales, células estromales
de la médula ésea, linfocitos; induce sintesis de proteinas de fase aguda,

regula la hematopoyesis, induce la secrecion de inmunoglobulinas.

- IL-12: segregada por monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos
B; induce la secrecion de INF-y por células NK y linfocitos T, el cual activa

los macréfagos produciendo un aumento de su capacidad microbicida.

- Interferones (sobre todo a y B): segregados por linfocitos, células NK; son
moléculas con capacidad antiviral de amplio espectro, aunque también

ejercen efectos inmunomoduladores. Incrementan la actividad citotdxica de
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las células NK y macrofagos y promueven la generacion de células

dendriticas maduras que potencian la respuesta Th1.

- TGF-f: la analizaremos mas en detalle posteriormente.

6.3. Citocinas implicadas en la respuesta inmune adaptativa

La inmunidad adaptativa se trata de la segunda linea de defensa especifica
frente al antigeno, que se activa cuando la inmunidad innata no puede contener el
estimulo que la ha generado. Esta constituida por una respuesta inmune celular,
mediada por linfocitos T CD4" y CD8*, y una respuesta inmune humoral, mediada

por linfocitos B.

Los linfocitos T CD4" o linfocitos T helper son las células encargadas de
“orquestar” la respuesta inmune adaptativa a través de la secrecion de citocinas.
En funcion del estimulo antigénico, los linfocitos T CD4" se pueden diferenciar
hacia Th1 o Th2. Los Th1 inducen una respuesta frente a virus y patégenos de

crecimiento intracelular. Las citocinas que segregan son:

- IL-2: segregada por los linfocitos T, estimula la produccion y diferenciacion
de los mismos de forma autocrina, ademas de favorecer la accién citolitica

de las células NK.

- IL-15: segregada por células epiteliales, monocitos y otros tipos, ejerce

funciones similares a la IL-2.
- IL-12: segregada por monocitos, macréfagos, células dendriticas y
linfocitos B, activa los linfocitos T citotoxicos y las células NK, ademas de

inducir la produccién de INT-y y promover la diferenciacién de Th1.

- IL-18: segregada por células de Kupffer, monocitos, dendriticas y otros

tipos, ejerce funciones similares a la IL-12.
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INF-y: segregado por linfocitos T CD8" y células NK, incrementa la
expresion de antigenos de MHC clase | y Il en varios tipos celulares,
ademas de activar macréfagos y células NK, poseer efecto antitumoral,
potenciar el efecto antiviral inducido por INT-a y § e inhibir la proliferacién

de linfocitos Th2.

Los linfocitos T CD4* Th2 inducen una respuesta principalmente humoral,

ademas de intervenir en respuestas alérgicas y ejercer un efecto antiinflamatorio

regulador de la respuesta Th1. Las citocinas que segregan son:

IL-4: segregada por linfocitos Th2, mastocitos, baséfilos, induce crecimiento
y diferenciacion de linfocitos B, ademas de favorecer la produccion de IgE e
inhibir la produccién de citocinas inflamatorias. Es la citocina que promueve

la diferenciacion hacia Th2 por excelencia.

IL-5: segregada por linfocitos CD4", mastocitos y eosinéflos, promueve la

diferenciacion y activacion de eosinéfilos.

IL-10: segregada por linfocitos T y B, monocitos, macréfagos; se trata de la
citocina antiinflamatoria por excelencia. En el contexto de la inmunidad
innata inhibe la secrecién de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8,
TNF-a) e incrementa la produccion de IL-1ra (antagonista del receptor de

IL-1).

IL-13: segregada por linfocitos T activados, comparte mdultiples de las

funciones de la IL-4.
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6.4. Citocinas en la infecciéon por el VHC

En la inmunopatogenia de la hepatitis C crbnica, junto a la respuesta celular
ejercida por linfocitos T, células NK y macr6fagos, se reconoce la intervenciéon de
una compleja red de citoquinas con funciones mediadoras y moduladoras de la

respuesta inflamatoria que acontece en esta infeccion.

Las citocinas que regulan la respuesta inmune celular juegan un papel
crucial en la respuesta del huésped frente al VHC. Los linfocitos Th1 secretan IL-2
e INT-y, que actuan como estimulos para la respuesta inmune antivirica del
huésped, incluida la produccion de linfocitos T citotdxicos y la activacion de las
células NK. Los linfocitos Th2 producen IL-4 e IL-10, que potencian la produccion
de anticuerpos y deprimen la respuesta Th1. Asi, la Th1 seria la respuesta
principal frente al virus, mientras que la Th2 se encargaria de controlar la
respuesta derivada de la Th1. Reiser M et al (1997) observaron que la primera
acontece principalmente en el higado, mientras que la segunda lo hace a nivel

periférico.

Se ha planteado que cuando predomina la respuesta Th1 la hepatitis aguda
se cura con mayor frecuencia, e incluso esta respuesta se puede detectar en la
mayoria de los pacientes recuperados incluso tras varios afos de la infeccion
(Takaki A et al, 2000). Sarih M et al (2000), con el objetivo de estudiar la
respuesta de citocinas en pacientes infectados por VHC, analizaron varias
citocinas derivadas de la respuesta Th1 (IL-2, IL-12, INT-y) y Th2 (IL-4, IL-10) en
células mononucleares sanguineas estimuladas, y encontraron que los niveles de
IL-2 e INT-y estaban méas disminuidos de forma significativa en los pacientes con
viremia detectable al compararlos con individuos con VHC sin viremia detectable y
frente a controles, por lo que sugirieron que quizas una respuesta Th1 disminuida
podria jugar un papel en la persistencia del virus. Cecere A et al (2004)
observaron que una respuesta Th1 disminuida en el higado, expresada por
menores concentraciones de INT-y e IL-12, se asociaba con una menor

probabilidad de erradicar el virus.
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Se ha observado que el tratamiento con interferébn o puede modificar los
niveles de citocinas derivadas de ambas respuestas Th. Cacciarelli et al (1996),
con el objetivo de analizar los cambios en los perfiles de citocinas antes y
después del tratamiento con interferon o, sobre una muestra de 23 pacientes,
encontraron que los niveles de IL-2, IL-4, IL-10 e INT-y estaban mas elevados en
los pacientes que en los controles antes del tratamiento, pero a las 12 semanas
del mismo hallaron niveles mas disminuidos de IL-4 e IL-10, con un descenso
paralelo de la carga viral, por lo que sugirieron que el tratamiento con interferon

podria disminuir la respuesta Th2.

6.5. Factor de necrosis tumoral o

El TNF-a, también denominada caquectina, es una molécula secretoria no
glicosilada, de 17 kDa, que deriva de una de 26 kDa producida por varios tipos de
células inflamatorias, como los monocito-macréfagos, neutréfilos, células T, pero
también por otros tejidos, como el endotelio, el tejido adiposo (especial
importancia reviste en el contexto de las hepatopatias el liberado por la grasa
abdominal) o las neuronas. En el higado, TNF-a es liberado por los hepatocitos y

las células de Kupffer.

Posee dos receptores transmembrana, TNFR1 o CD120a y TNFR2 o
CD120b. Producto de digestiones proteoliticas del dominio extracelular de TNFR1
y 2 se generan dos tipos de receptores solubles (TNF binding proteins), que estan
involucrados en la regulacion de los niveles circulantes de esta citocina. Sus
niveles en individuos sanos fluctian entre indetectables a 50 pg/mL. Los niveles >

100 pg/mL se asocian a enfermedad.

TNF-a es una molécula clave en la inmunidad del huésped, con actividad
antitumoral, antiviral y antimicrobiana. Ademas, interviene en el crecimiento
celular y la diferenciacion tisular. A nivel sistémico, TNF-a ejerce diversas

funciones en diferentes érganos:
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En el hipotalamo actua sobre el eje hipotalamo-hipéfiso-suprarrenal
estimulando la liberacion de CRH (hormona liberadora de corticotropina);
ademas de suprimir el apetito (de ahi su nombre de caquectina) y generar

una respuesta febril.

En el higado estimula la reaccién de fase aguda, activando la sintesis de
proteina C reactiva y otros mediadores inflamatorios. También estimula las
células de Kupffer para liberar TGF-, que posteriormente activara las

células estrelladas para que secreten proteinas a la matriz extracelular.

En el tejido graso puede inducir lipdlisis, resistencia a la insulina
interfiriendo en la sefalizacién postreceptor (ISR-1) e inhibir la sintesis de

Adiponectina.

En el endotelio activa las células endoteliales, que liberan 6xido nitrico con
la consiguiente vasodilatacion vascular, o que contribuye al reclutamiento
de células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento. También
favorece la activacidbn y adhesién plaquetaria, lo que causa oclusion

vascular.

En el higado, en condiciones normales, los hepatocitos son resistentes a la

esteatosis inducida por TNF-a (Feingold KR et al, 1988), pero determinadas

citocinas liberadas por los macréfagos, tales como INF-y e IL-12, promueven la

esteatohepatitis mediada por TNF-a (Chikano S et al, 2000). En este sentido, se

ha observado que la expresion de TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis

inducing ligand), estimulada por la presencia de una hepatitis viral, media la

produccion de esteatosis inducida por TNF-a (B Mundt et al, 2005).

Multiples estudios han sefalado la relacién entre TNF-a con la esteatosis y

fibrosis hepatica. Lesmana CR et al (2009) observaron una correlacién positiva

entre el grado de fibrosis hepética y los niveles de TNF-a en pacientes con

esteatohepatitis no alcohdlica. Crespo J et al (2001) observaron una expresion
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aumentada de TNF-a en el higado y el tejido adiposo de pacientes con
esteatohepatitis y fibrosis significativa en comparacion con los que no mostraban

fibrosis o era de grado ligero.

Sin embargo, también hay estudios que no han encontrado correlacion

entre los niveles de TNF-a y el grado de esteatohepatitis (Lucero et al, 2011).

En el contexto de la infeccion cronica por VHC, TNF-a juega un papel
central en los procesos inflamatorios. Se ha observado un incremento de la
expresion intrahepatica asi como de la produccion de TNF-a por las células
mononucleares (Yoshioka K et al, 1989) asi como unos niveles séricos de TNF-a
superiores a los observados en sujetos sanos (Crespo et al, 2002). TNF-a puede
inducir la apoptosis hepatocitaria a través de la activacion de la via del NF-xp, la
cual parece estar mediada por proteinas del core, NS4B y NS5B (Park J et al,
2012).

6.6. Interleuquina 6

IL-6 se trata de una citoquina liberada por adipocitos, células inmunes y
células endoteliales. Entre sus funciones se encuentran: induccién de proteinas
de fase aguda, regulacién de la hematopoyesis e induccién de la secrecién de

inmunoglobulinas.

En el higado, estudios iniciales sugerian una accién hepatoprotectora en
higados esteatosicos a través de la disminucion del estrés oxidativo y la
prevencion de la disfuncidén mitocondrial en modelos murinos (El-Assal O et al,
2004). Sin embargo, parece ejercer efectos paradojicos en su exposicidén a corto y
largo plazo, ya que en este Ultimo caso parece favorecer la apoptosis

hepatocitaria.

En el contexto de la infeccion cronica por VHC, se han involucrado niveles

elevados de IL-6 debidos a la estimulacién del TLR-2 por proteinas del core, con
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la patogenia de la crioglobulinemia mixta y el desarrollo de linfomas en estos

pacientes (Feldmann G et al, 2006).

6.7. Interleuquina 8

IL-8 (CXCLB8) se trata de una citocina de la familia de las quimiocinas, de
naturaleza proinflamatoria. Su sintesis se produce en fibroblastos, células
endoteliales, monocitos, macrofagos y células dendriticas. Es un potente factor
quimiotactico de neutrdfilos, regula la produccion de proteinas de adhesion y
amplifica la respuesta inflamatoria local. Su produccion es estimulada por

citocinas proinflamatorias como TNF-a. e IL-1.

En pacientes con hepatitis C se han encontrado niveles elevados de IL-8,
relacionados con progresién de la enfermedad y menor respuesta al tratamiento
con interferon (Polyak SJ et al, 2001). Por otro lado, se ha observado que IL-8
también podria ejercer un efecto profibrético en el higado. En cultivos celulares
Huh-7 la proteina del core del VHC fue capaz de estimular las células estrelladas
mediante la IL-8 (Clement S et al, 2010).

Zimmermann et al (2011) encontraron niveles elevados de IL-8 en
pacientes con hepatopatia crbnica, incluyendo la producida por el VHC, y
observaron una correlacion positiva con el grado de fibrosis. Encontraron que los
niveles elevados de IL-8 procedian del mismo higado, ya que la expresion génica

de esta citocina estaba aumentada en dicho tejido.
6.8. Interferén vy

La funcidén biologica del INT se realiza mediante su unién a receptores
especifico de la membrana celular, que induce la expresion génica. Las proteinas

inducidas ejercen una funcion antiviral antiproliferativa, inmunomoduladora y

antifibrogénica.
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El INT ejerce un efecto antiviral mediante un mecanismo de accién multiple:
inhibicibn de sintesis de proteinas virales, induccibn de mecanismos que
destruyen el ARN viral, contribucion a la presentacion en la membrana celular de

Ag de clase | del MHA, potenciacion de la funcidén de las células NK.

Algun estudio (Malaguarnera et al, 1997) ha mostrado que niveles
disminuidos de INT-y podrian asociarse a una mayor probabilidad de progresion

de la hepatopatia por VHC.

6.9. Factor de crecimiento transformante

TGF-p se trata de una citoquina-factor de crecimiento con propiedades
inmunosupresoras, antiinflamatorias y profibréticas (Douglas HE et al, 2010). En
el higado la isoforma TGF-f1 es la mas abundante, y es liberada por células

inmunes, células estrelladas y células epiteliales.

TGF-B1 es la citocina mas importante en el desarrollo de fibrosis hepatica
en las enfermedades hepaticas. La induce a través de la activacion de células
estrelladas y su produccion de proteinas de la matriz extracelular (Bissel DM et al,
2001). De hecho, las células de Kupffer y las células estrelladas producen TGF-

B1, que induce la transformacion de células estrelladas en miofibroblastos.

Se ha sefialado que los niveles séricos de TGF-$1 pueden estar en relacion
con el estadio de fibrosis hepatica en los pacientes con hepatitis cronica C
independientemente del grado de actividad necroinflamatoria (Neuman MG et al,
2002; Janczewska-Kazek E et al, 2006). En un estudio Neuman MG et al (2007)
comprobaron que existe un aumento de los niveles de TGF-1 hasta el estadio F3
de fibrosis, de acuerdo con la puntuacién de Knodell; sin embargo, esta tendencia
se invertia en los pacientes con fibrosis estadio 4 (cirrosis hepatica), en los que
estas concentraciones eran menores que las detectadas en los estadios iniciales
(0 y 1) de fibrosis.
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Kinnman N et al encontraron expresién hepatica medida mediante técnicas
inmunohistoquimicas de tres isoformas de TGF-$1-2-3, no presente en controles.
Dicha expresion disminuyd significativamente en pacientes respondedores al

tratamiento.

En lo que respecta a la esteatosis, Hasegawa et al encontraron niveles mas
elevados de TGF-p1 en pacientes con NASH comparados con los que no
presentaban esteatosis (2001). Soliman GM et al (2010), en un estudio sobre el
papel del TGF-p en el desarrollo de fibrosis en pacientes con infeccidén crénica por
VHC que presentaron esteatohepatitis en la biopsia, no encontraron relacion entre

los niveles de TGF-B y la severidad de la esteatohepatitis.

6.10. Inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1

En el desarrollo de la fibrosis hepatica las células estrelladas juegan un
papel central, ya que depositan proteinas en la matriz extracelular, como colageno
tipos | y Ill. Las mismas células estrelladas regulan simultaneamente la
degradacion de la matriz, liberando al medio inhibidores tisulares de las
metaloproteasas (TIMPs). Se conoce que al menos TIMP-1 y TIMP-2 son

segregadas por las células estrelladas.

Multiples estudios (Flisiak R et al, 2002; Badra G et al, 2000; Leroy V et al,
2004) han senalado el papel potenciado del TIMP-1 como marcador no invasivo
de fibrosis hepatica. Boeker et al (2002) observaron que los niveles de TIMP-1

aumentan a medida que lo hace el estadio de fibrosis en pacientes con VHC.

Gonzalez-Reimers et al (2009), en un estudio donde analizaban la relacién
entre la grasa corporal, la esteatosis hepatica y el perfil citoquinico y adipoquinico
en pacientes infectados por VHC no alcohdlicos, encontraron una correlacion
positiva entre TIMP-1 y la esteatosis hepatica, pero no entre la fibrosis y TIMP-1.

Destacablemente mediante inmunohistoquimia no encontraron una elevada
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expresion de TIMP-1 sobre las biopsias hepéaticas, lo que puede sugerir otras

fuentes de produccion del mismo, como el tejido adiposo.

V. PAPEL DE LAS ADIPOQUINAS EN LA
HISTOPATOLOGIA DE LA INFECCION CRONICA POR
VHC

Las adipoquinas son mediadores activos liberados en el tejido adiposo, tanto
por los adipocitos como por otras células incluidas en su interior, como los
macréfagos (Guzik et al, 2006). Dentro de las adipoquinas liberadas
principalmente por los adipocitos se encuentra la adiponectina, la resistina y la

leptina.

Las adipoquinas clasicas, como la leptina y la adiponectina, se reconocieron
inicialmente como mediadores de la regulacion de las reservas energéticas. Por
ejemplo, la leptina, a través de su accidén sobre el hipotdlamo, juega un papel
como regulador negativo del apetito y, por tanto, se puede interpretar su accion

como anorexigena.

En las ultimas dos décadas se ha observado que las adipoquinas también
pueden ejercer funciones sobre el sistema cardiovascular, el sistema inmune y el

metabolismo del tejido adiposo (Guzik et al, 2006).

En el contexto de la infeccién cronica por el VHC, las adipoquinas podrian
influir sobre la respuesta inflamatoria y la sensibilidad a la insulina y contribuir al
desarrollo de alteraciones metabdlicas e histopatoldgicas (esteatosis y fibrosis) en

los pacientes infectados por el VHC.

A continuacién pasamos a describir las caracteristicas de varias adipoquinas

60



analizadas en nuestro trabajo y su posible contribucion al desarrollo de esteatosis

y fibrosis en los pacientes infectados por el VHC.

7.1. Leptina

Se trata de una proteina codificada por el gen ob. Su expresion acontece
principalmente en el tejido adiposo blanco, y esta determinada sobre todo por el

estado de reserva energética de los adipocitos.

El receptor de leptina se expresa en mdltiples tejidos periféricos, incluyendo

el higado, y presenta varias isoformas.

Entre las funciones de la leptina se han observado:

- Anorexigena: la leptina se segrega en funcion de la masa grasa para
ejecutar senales antiobesidad, regulando la ingesta, el tono simpatico y el
gasto energético en situaciones de exceso de energia. Sin embargo, se ha
observado que los pacientes obesos muestran elevadas concentraciones de
leptina, lo que sugiere una situacidn de resistencia a la misma, que se
establece a través de la interferencia con su receptor (Myers MG et al,
2008).

- Inmune: los ratones deficientes en leptina estan protegidos frente al
desarrollo de enfermedades autoinmunes (Faggioni R et al, 2000). Por otro

lado también son mas susceptibles a infecciones viricas y bacterianas.

En el contexto de la infeccién crénica por el VHC, la leptina parece que
promueve el desarrollo de fibrosis (Wang J et al, 2008). De forma directa actuaria
sobre las células estrelladas estimulando su proliferacion e inhibiendo su
apoptosis, las cuales incrementarian la sintesis de procolageno tipo I. De forma

indirecta activarian las células de Kupffer y las células endoteliales sinusoidales a
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través del aumento de la sintesis de TGF-g y TIMP-1.

Respecto al desarrollo de esteatosis en la infeccion cronica por VHC, la
asociacién con la leptina tampoco esta bien establecida (Myers RP et al, 2007).
Aunque a nivel hepatico parece reducir la esteatosis a través de la activacion de la

AMPK y de la disminucién de la expresion de SREBP-1.

Respecto al desarrollo de fibrosis en la infeccion crénica por VHC, los
estudios han mostrado resultados dispares, pues algunos han observado una
relaciéon con la severidad de la fibrosis (Piche T et al, 2004), mientras que otros

estudios no han encontrado dicha relacion (Myers RP et al, 2007).

7.2. Adiponectina

La adiponectina se trata de una adipoquina que circula en complejos de
diferente tamano, pero sus funciones estan principalmente asociadas a la forma
de elevado peso molecular. Sus niveles guardan una relacion inversa con el tejido

graso corporal, de forma que estan disminuidos en la obesidad.

Posee dos receptores: AdipoR1, de expresion en varios tejidos periféricos,
incluyendo el musculo esquelético; y AdipoR2, de expresiéon principalmente

hepéatica.

Su principal funcién consiste en aumentar la sensibilidad a la insulina en el

tejido adiposo, el musculo y el higado.

En el contexto de la infeccion crénica por el VHC, la adiponectina ha
mostrado ejercer acciones antiinflamatorias a través de diversas vias: incremento
de la sintesis de IL-10, disminuyendo la de TNF-a, IL-6 e inhibiendo la activacion
del NF-k§.
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Respecto a la esteatosis hepatica, adiponectina la atenta a través de varias
vias: disminuyendo la sintesis de TNF-a, disminuyendo la expresién de SREBP-1,

incrementando la expresion de PPAR-a. (Ku A et al, 2003).

Respecto a la fibrosis hepatica, adiponectina la atenta a través de su efecto
sobre las células estrelladas, ya que inhibe su proliferacién y migracion y bloquea

la expresién de TIMP-1 inducida por Leptina.

Aunque los procesos inflamatorios cronicos reducen la expresién y los
niveles de Adiponectina, en la hepatopatia por VHC los estudios han mostrado
resultados contradictorios. Mientras que algunos autores no encontraron niveles
diferentes respecto a controles (Cua IH et al, 2007), otros autores han encontrado
niveles disminuidos con mayor grado de esteatosis (Durente-Mangoni E et al,
2006).

7.3. Resistina

Resistina es una proteina de 114 aminoacidos. Se denomina asi porque

ejerce resistencia sobre la accion de la insulina (Steppan CM et al, 2001).

Su fuente parece ser los adipocitos y las células inflamatorias que infiltran
la grasa. Su liberacion parece estar estimulada por la inflamacion, IL-6,

hiperglucemia, hormonas del crecimiento, lipopolisacardico.

Sus principales lugares de accién son el higado, el musculo esquelético y el
tejido adiposo, donde causa resistencia insulinica, entre otros mecanismos por
inducir la expresion del supresor de senal citoquinica 3 (SOCS3), un inhibidor
conocido de la sefalizacion insulinica. También se ha descrito que ejerce una
accion proinflamatoria, estimulando la secrecion de TNF-a e IL-12 por parte de

macréfagos y monocitos por una via dependiente del NF-«f3.
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A nivel hepatico también se ha descrito que activa las células estrelladas,

participando en la fibrogénesis.

7.4. Otras adipoquinas implicadas en la patogenia de la infeccion

crénica por VHC

Visfatina, también denominada PBEF-1 (pre-B-cell colonu-enhancing factor
1) o Nampt (nicotinamide phosphoribosyltransferase), se trata de una adipoquina
liberada por multiples células: linfocitos, monocitos, neutréfilos, hepatocitos,
adipocitos, neumocitos. Ejerce una amplia variedad de funciones, entre las que se
incluyen inmunomoduladoras (promueve la maduracion de linfocitos B, inhibe la
apoptosis de neutréfilos), angiogénicas, proinflamatorias (induce la sintesis de
TNF-a, IL-6, IL-18) y metabdlicas (disminuye los niveles de glucosa por un efecto
“‘insulin-mimético”, dado que guarda una elevada afinidad por el receptor de la
insulina; regula la sintesis de NAD vy, por tanto, interviene en la regulacion de las

reservas energéticas celulares).

En el contexto de la infeccién cronica por el VHC, Kukla et al (2010) han
observado que los niveles de visfatina estan elevados al compararlos con
controles, y que el grado de actividad necroinflamatoria se correlacioné de forma
inversa con los niveles, lo que podria sugerir un efecto inmunomodulador de dicha
adipoquina en la infeccidn crénica. Respecto a la esteatosis y la fibrosis en el VHC

no encontraron relacion.

Quemerina, también denominada gen 2 inducido por tazaroteno (TIG2) o
proteina 2 respondedora al receptor de acido retinoico (RARRES2), se trata de
una proteina quimiotactica que actla sobre su receptor acoplado a proteina G
(ChemR23). Se produce en el tejido adiposo, hepatico y pulmonar. Su receptor se
expresa fundamentalmente en los adipocitos y las células inmunes. Entre sus
funciones también se cuentan las inmunomoduladoras (ejerce quimiotactismo en

zonas inflamatorias sobre macréfagos y células NK, a la vez que inhibe la sintesis
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de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6), y metabdlicas (aumenta la
sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo, donde también favorece la lipélisis y

contribuye al aumento de la produccidén de adiponectina).

En el contexto de la hepatitis C, Kukla et al (2010) encontraron niveles mas
elevados de quemerina en pacientes que en controles. De forma parecida a la
visfatina, los niveles guardaron una correlacion negativa con el grado de actividad
necroinflamatoria. Respecto a la fibrosis, este mismo autor no observd relacion
con los niveles, aunque si una tendencia a que fueran superiores cuando mayor

era el estadio de fibrosis.

Vaspina se trata de una adipoquina que se expresa en el tejido adiposo
visceral y subcutaneo. Ejerce funciones antiinflamatorias (disminuyendo la
secrecion de TNF-a), y metabdlicas (aumenta la captacion de glucosa
incrementando la sensibilidad a la insulina, incrementa la sintesis de adiponectina

a la vez que reduce la de leptina y resistina).
En el contexto de la hepatitis C, Kukla et al (2010) encontraron niveles mas

disminuidos en pacientes que en controles, y no hallaron asociacién con el grado

de actividad necroinflamatoria ni con el de fibrosis.
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VIIl. EL TEJIDO ADIPOSO COMO FUENTE DE
ADIPOQUINAS Y CITOCINAS PROINFLAMATORIAS

Inicialmente se consider6d que el papel del tejido adiposo era servir como
reserva energética. Actualmente se le conoce por ejercer importantes funciones
endocrinas y jugar un papel en procesos metabdlicos e inflamatorios (Ahima RS et
al, 2006).

El tejido adiposo esta compuesto por una asociacion de adipocitos rellenos
de lipidos sostenidos en un estroma compuesto por colageno y acompanado de
células vasculares, fibroblastos, leucocitos, macréfagos y preadipocitos (no
rellenos de lipidos). Aproximadamente el 60-85% del tejido adiposo esta
compuesto por lipidos, los cuales son en un 90-99% triglicéridos. Los adipocitos
estan especialmente adaptados para la captaciéon de acidos grasos libres, que
luego se convierten en ftriglicéridos en su interior. La insulina juega un papel
central en el desarrollo y funcion del tejido adiposo. No sélo regular la lipogénesis,

sino también la lipdlisis y la exportacidén de acidos grasos libres.

Dependiendo de su localizacién, el tejido adiposo se puede dividir en
subcutaneo y visceral (intraperitoneal, compuesto por la grasa omental y
mesentérica). La grasa visceral esta mas relacionada con el riesgo cardiovascular
y el desarrollo de esteatosis hepatica. Se conoce que la grasa visceral es la
principal fuente de aporte de acidos grasos libres al higado (Thomas EL et al,
2005).

El tejido adiposo es una fuente de mudltiples moléculas: adipoquinas,
citocinas, prostaglandinas, colesterol, acidos grasos, hormonas esteroideas. Se
conocen en torno a 100 moléculas segregadas por el mismo (Grimble RF et al,
2002). La secrecidon de las moléculas aumenta a medida que crece el tejido
adiposo, a excepcidn de la adiponectina. Varios estimulos se han propuesto para
explicar la sobreproduccion de adipoquinas en la obesidad: aumento de la masa

tisular, inflamacion crdnica del tejido adiposo por infiltracion macroféagica, hipoxia
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relativa (el tejido vascular no aumenta en la misma proporcién que lo hace el

tejido adiposo), estrés del reticulo endoplasmico, estrés oxidativo (Trayhurn P et

al, 2004). Este

disminucién de peso.

incremento de sustancias

liberadas es reversible con la

Grupo de pertenencia Proteinas
Citocinas y proteinas relacionadas - Leptina
- TNF-a
- IL-6
Proteinas del sistema inmune - Proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1)
Proteinas del sistema fibrinolitico - PAI-1
- Factor tisular
Proteinas del sistema complemento y - Adipsina
relacionadas - Factor B

Proteinas relacionadas con el
metabolismo lipoproteico

Proteinas del sistema renina-
angiotensina
Enzimas relacionadas con el

metabolismo de esteroides

Otras

Adiponectina

Lipoproteina lipasa

Proteina  transportadora de
colesterol esterificado
Apoproteina E
Angiotensin6geno

Aromatasa
17-p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa
Resistina

Tabla 3: Proteinas derivadas del adipocito con funciones endocrinas. Adaptado de
Natalia Elissondo et al (2008, Acta bioquimica clinica latinoamericana).
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Receptores

Ligandos

Receptores de citocinas

Receptores de catecolaminas

Receptores de hormonas proteicas

Receptores nucleares

Leptina
TNF-a
IL-6

p1, B2, p3

ol, o2

Insulina

Glucagén

HGH

TSH

Gastrina

Angiotensina 1y 2
Glucocorticoides
Vitamina D

Andrdgenos, estrogenos

Tabla 4: Receptores expresados por el tejido adiposo y sus ligandos. Adaptado de
Natalia Elissondo et al (2008, Acta bioquimica clinica latinoamericana).
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IX. HORMONAS SISTEMICAS RELACIONADAS CON EL
METABOLISMO GRASO Y SU POSIBLE CONTRIBUCION
A LA HISTOPATOLOGIA HEPATICA EN VHC

9.1. Insulina

La insulina se trata de una hormona anabdlica que controla en gran medida
el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas. El receptor de insulina es
una glucoproteina tetramérica formada por 2 subunidades o (con un dominio
extracelular) y 2 subunidades f (con un dominio extracelular, transmembrana e
intracelular); estas ultimas tienen actividad tirosincinasa cuando la insulina se une

a las subunidades o.

Cuando se activa el receptor la tirosincinasa fosforila varias proteinas
citoplasmaticas, las IRS (sustratos del receptor de insulina, del que se conocen
varios tipos), de las cuales la mas estudiada es IRS-1. El IRS-1 interacciona
entonces con varias proteinas para continuar la transmision de la senal
intracelular, sobre todo con dos: PI3-K (fosfatidilinositol-3 cinasa) y . Como hemos
comentado anteriormente, la resistencia a la insulina puede ocurrir en cualquiera
de los pasos de activacion, si bien es mas probable que ocurra en la senalizacion

postreceptor.

Multiples trabajos han asociado la presencia de resistencia insulinica al
desarrollo de esteatosis hepatica y fibrosis en pacientes con VHC, como se ha

sefnalado anteriormente.
9.2. Somatomedina C o IGF-1

Es una proteina de 70 aa con una estructura bastantes similar a la de la
proinsulina. Se sintetiza en multiples tejidos, en especial en el higado. Circula en
un 99% unido a IGFBP 1 y 3. La GH estimula la secrecién hepatica de IGF-1, la

cual inhibe GH por un mecanismo de feed-back negativo sobre la hipo&fisis.
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Sus efectos son sobre todo anabolizantes, tanto a corto plazo (favoreciendo
la captacién de glucosa y acidos grasos libres) como a largo plazo (induciendo

diferenciacion y crecimiento celular en multiples tejidos).

Helaly et al (2011) estudiaron los niveles de IGF-1 en 4 grupos de
pacientes: 15 con VHC, 15 con VHC y DM-2, 15 con DM-2 sin VHC y 15
controles. Encontraron niveles significativamente mas bajos de IGF-1 en los tres
primeros grupos. En el grupo de VHC con viremia detectable se encontr6 una
tendencia hacia una correlacion significativa negativa entre el IGF-1 y el HOMA-
IR.

En un trabajo similar (Helaly, 2011), estos mismos autores encontraron una
correlacion negativa significativa entre la carga viral y los niveles de hGH, pero no
entre la carga viral y los niveles de IGF-1 (hubo una tendencia hacia la
significacion estadistica). Dado que el higado es el 6rgano central del eje hGH-
IGF-1 y en la hepatitis C existe un contexto inflamatorio expresado entre otros
factores por un aumento de citocinas proinflamatorias, estos autores se
plantearon la posibilidad de si una alteracion de este eje podria contribuir al
desarrollo de alteraciones en el metabolismo hidrocarbonado en estos pacientes,

con el consiguiente riesgo de diabetes.

Los niveles disminuidos de IGF-1 en pacientes infectados por el VHC

también se han asociado al desarrollo de hepatocarcinoma (Su WW et al, 2010).

9.3. Cortisol

El cortisol es el glucocorticoide por excelencia. Cada dia la corteza
suprarrenal segrega unos 20 mg de cortisol. Circula unido en un 90% a proteinas
plasmaticas (70% transcortina y 20% albumina), y el resto, la forma libre, es la

biolégicamente activa.
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Interesa destacar en este trabajo sus funciones sobre el metabolismo
intermediario: en el higado aumenta la sintesis de glucégeno, la gluconeogénesis
y promueve la esteatosis (mediante la inhibicibn de la B-oxidaciéon de acidos
grasos y la induccién de la lipogénesis de novo); en el masculo y tejido adiposo
induce resistencia insulinica; en el tejido adiposo, de forma global induce lipdlisis,

pero en el tejido adiposo troncular aumenta la lipogénesis.

Targher et al (2005) encontraron en pacientes diabéticos con esteatosis al
compararlos con diabéticos sin esteatosis y controles, niveles mas elevados de
cortisol libre urinario en 24 horas, incluso tras ajustarlo por el IMC, duracion de la
diabetes y cifras de tension arterial, por lo cual sugirieron una relacién entre la
esteatosis en diabéticos con la hiperactividad del eje hipotalamo-hipéfiso-

suprarrenal.

En un trabajo posterior (2006), el mismo grupo encontré6 una relacion
significativa entre unos niveles mas elevados de cortisol libre urinario en 24 horas
con las lesiones necroinflamatorias y el estadio de fibrosis observadas en

pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica.

9.4. Vitamina D

La vitamina D es una hormona liposoluble. El 80% se genera en la piel por
efecto de los rayos ultravioleta sobre el 7-deshidrocolesterol. Para convertirse en
su metabolito activo, el calcitriol o 1,25(OH).vitamina D, tiene que pasar por dos
pasos enzimaticos, el primero a nivel hepatico para convertirse en calcidiol o

25(0OH)vitamina D, y el segundo a nivel renal mediante la 1-a hidroxilasa.

El receptor de la vitamina D esta expresado en casi todos los tejidos
corporales. Se almacena fundamentalmente en el higado, tejido adiposo y

musculo.
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La vitamina D interviene en la regulacion de la homeostasis del calcio y
fosforo; a nivel intestinal incrementa la absorcién de calcio; a nivel 6seo disminuye
la reabsorcién inducida por PTH y citocinas, aumenta la formacion de hueso
cortical y aumenta el numero y funcidbn de los osteoblastos a través de la
induccion de factores de crecimiento 6seo y de la sintesis de proteinas de la
matriz 6sea. Recientemente se han reconocido funciones “no clasicas” de la
vitamina D, como sus efectos inmunomoduladores, antiinflamatorios vy

antifibrogénicos.

En el contexto de las hepatopatias se ha observado que el déficit de
vitamina D es frecuente, y en el caso de la hepatitis C se ha sefalado que puede

contribuir a disminucién de la respuesta antiviral (Kitson MT et al, 2012).

Targher G et al (2007) encontraron en pacientes con esteatosis hepatica
comparados con controles niveles mas bajos de 25(0OH)D3;. También observaron
que unos niveles mas disminuidos se asociaban a mayor severidad de la
esteatosis, necroinflamacion vy fibrosis, independientemente de la edad, el IMC y

la presencia de sindrome metabdlico.

9.5. Levotiroxina

La levotiroxina, también denominada tetrayodotironina, es la principal
hormonal secretada por el tiroides. Circula en su casi totalidad (> 99%) unida a
proteinas plasmaticas, especialmente a la tiroxin binding globulin. La tiroxina es la
prohormona y reserva de la hormona tiroidea activa triyodotironina (T3), que es 4

veces mas potente que la T4.
La tiroxina tiene mdultiples funciones: una accion calorigena y

termorreguladora, regula el metabolismo intermediario, interviene en la regulacién

del crecimiento, especialmente en la maduracion del sistema nervioso.
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Desde el punto de vista patologico, se sabe que el hipotiroidismo se asocia
a higado graso (Pagadala et al, 2011), incluso en un nivel subclinico.

En el contexto de la infeccion crénica por el VHC esta descrito que el tratamiento

con interferon puede producir hipotiroidismo por un mecanismo autoinmune
(Tomer Y, 2010).
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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La infeccién cronica por VHC tiene una elevada prevalencia mundial. Un
15% de estos pacientes evolucionaran hacia la cirrosis hepatica. Se ha observado
que las alteraciones histopatolégicas analizadas en la biopsia hepatica

constituyen un factor pronéstico sobre la evolucion de la enfermedad.

La esteatosis hepatica se trata de una lesidn frecuente en pacientes
infectados por el VHC (hasta el 40% en algunas series, Czaja et al, 1998).
Algunos estudios han sugerido su importancia porque podria favorecer el
desarrollo hacia la fibrosis (Rubbia-Brandt et al, 2000; Leandro G et al, 2006) y

disminuir la respuesta al tratamiento antiviral (Asselah et al, 2006).

La patogenia de la esteatosis hepatica en pacientes con VHC no se conoce
del todo (Negro et al, 2006). Se ha sugerido que en su desarrollo intervienen
factores de orden metabdlico, comenzando por la resistencia insulinica, aunque
también factores virales en si mismos. Incluso se ha apuntado a que el VHC
podria generar mas resistencia insulinica y favorecer el desarrollo hacia la

diabetes mellitus (Gutiérrez-Grobe et al, 2011).

Como punto central hemos de destacar el papel del tejido adiposo,
especialmente el tejido adiposo visceral, principal fuente de acidos grasos libres al
higado (Thomas El et al, 2005). La movilizacion de acidos grasos libres desde
este tejido al higado esta orquestada por multiples moléculas con influencia sobre
los adipocitos (citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6; adipoquinas como
leptina y adiponectina; hormonas como insulina), y esas mismas moléculas
parecen favorecer el desarrollo de alteraciones histopatoldgicas en el higado
(esteatosis, esteatohepatitis y fibrosis), con el consiguiente riesgo de progresion

hacia la cirrosis hepatica.
Por dltimo, hay que destacar también el papel que pueden ejercer los

diferentes genotipos del VHC sobre la patogenia de las de lesiones hepéaticas. En

el caso del genotipo 1 se ha sugerido que favoreceria principalmente el desarrollo
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de esteatosis metabdlica, por su contribucién a la resistencia insulinica; mientras
que en el caso del genotipo 3 se ha observado un efecto citopético,
principalmente a través de sus proteinas del core, que favoreceria sobre todo el

desarrollo de lo que se ha denominado esteatosis viral.

Por todo lo anteriormente expuesto, nos hemos planteado los siguientes

objetivos en el trabajo:

1. Analizar las alteraciones histologicas de forma cuantitativa vy
semicuantitativa en la biopsia hepatica de pacientes con VHC antes de
ser sometidos a tratamiento antiviral.

2. Analizar de forma pormenorizada qué factores (bioquimicos, citoquinicos,
hormonales, antropométricos, tisulares) se asocian a un mayor o menor
grado de esteatosis, esteatohepatitis o fibrosis hepéatica en estos
pacientes.

3. Analizar si existen diferencias en cuanto a dichos factores y en cuanto a las
alteraciones histologicas en pacientes con VHC consumidores de alcohol
y pacientes con VHC y VIH en comparaciéon con pacientes con VHC.

4. Analizar si los diferentes genotipos ejercen por si mismos un efecto sobre
las alteraciones histolégicas y sobre las alteraciones metabdlicas
(especialmente la resistencia insulinica) que podrian favorecer aun mas el

desarrollo de esteatosis hepatica.

Nos planteamos como principal hipétesis del trabajo que cuanta mayor sea
la cuantia de grasa en el cuerpo, mayor situaciéon proinflamatoria y mayores
lesiones histopatologicas se observaran, y que estas variables mas aumentadas
se asociaran a un mayor grado de esteatosis hepatica en pacientes infectados por
VHC.
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lll. MATERIAL Y METODO
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MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo observacional desarrollado entre enero
de 2007 y Mayo de 2011 en el servicio de Medicina Interna del Hospital

Universitario de Canarias.

2. VARIABLES DE LOS PACIENTES

Un total de 88 pacientes fueron incluidos en el estudio junto a 10 controles
de similar edad y sexo. Los pacientes ingresaron en el hospital para la realizacion
de una biopsia hepética antes de la instauracién del tratamiento, y durante su
ingreso se procedia a la obtencién de datos anamnésicos y exploratorios, a la
extraccibn de sangre para ser congelada y analizada posteriormente y a la
realizacidbn de una densitometria de composicion corporal completa. Todos los

pacientes firmaron un consentimiento informado.

A continuacion se detallan las diversas variables obtenidas de cada

paciente.
2.1. Variables clinico-demograficas

Todos los pacientes eran sometidos a una anamnesis que recogia los
siguientes datos: edad, sexo, consumo de alcohol (tiempo de consumo en afos y
cantidad media diaria ingerida), habito tabaquico, infeccion por el VHC (afios del
diagnoéstico, forma de contagio), infeccion por el VIH (afios del diagnéstico, forma

de contagio).
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2.2. Variables exploratorias

Se obtuvieron de los pacientes las siguientes variables:

- Peso y talla, para un calculo posterior el indice de masa corporal (segun la
formula: IMC = pesof/talla® (kg/m?).

- Perimetro braquial como expresiéon de la masa muscular, medido en el
tercio medio del brazo no dominante (resultado en cm).

- Pliegue tricipital como expresion de masa grasa, medido en el tercio medio
del brazo no dominante, obteniéndose el resultado en mm de la media de
tres mediciones consecutivas con lipocalibre.

- Area muscular del brazo (resultado en cm?): se obtuvo segin la férmula:
AMB = PB - nPT / 4n

2.3. Variables analiticas

A todos los pacientes se les realizé un analisis sanguineo para la obtencién
de las variables que se detallan a continuacion (algunas determinaciones fueron
realizadas posteriormente a partir de suero congelado a -80° C mediante
enzimoinmunoanalisis y/o quimioluminiscencia):

- Hemograma y coagulacion.

- Bioquimica: glucosa, BUN, creatinina, bilirrubina, albumina, GOT, GPT,

GGT, FA, LDH, calcio, fosforo, magnesio.

- Perfil lipidico: colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos.

- Perfil hormonal: calcidiol (ng/mL); calcitriol (pg/mL); 17-p estradiol (pg/mL);
testosterona total (pg/mL); T4 libre (ng/dL); cortisol basal (ug/dL); IGF-1
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(ng/mL); insulina (uwU/mL). EI HOMA se obtuvo del producto insulina x

glucosa.

- Perfil de citocinas: INF-y (pg/mL); TNF-a (pg/mL); IL-4 (pg/mL); IL-6
(pg/mL); IL-8 (pg/mL).

- Productos de peroxidacion lipidica: malondialdehido (uU).

- Perfil de adipoquinas: TIMP-1 (ng/mL); TGF-p (pg/mL); Resistina (ng/mL);
Leptina (ng/mL); Adiponectina (ug/mL).

- Perfil inmunol6gico: CD4+, cociente CD4/CDS8.

- Perfil virolégico: genotipo del VHC, carga viral del VHC, logaritmo de la
carga viral del VHC, VIH.

La carga viral media de los pacientes con VHC fue de 2.323.567 =+
3.081.737 copias/mm® (mediana 786.781, rango [242.000 — 3.700.000]). El
logaritmo de la carga viral fue de 5,68 + 1,42 (mediana 5,89, rango [5,38 — 6,56].

La distribucidén por genotipos del VHC fue la siguiente:

- Genotipo 1: 65 pacientes.
- Genotipo 3: 8 pacientes.
- Genotipo 4: 12 pacientes.

- Genotipo 2,4,5a: 1 paciente.

2.4. Variables obtenidas de pruebas de imagen

Todos los pacientes fueron sometidos a la realizacion de un analisis de
composicidén corporal mediante una técnica de DEXA (absorciometria por rayos X
de doble energia). Sistema Hologic QDR-2000 (Software v 5.54).
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A partir de esta prueba se obtuvieron variables referidas a compartimentos

grasos y magros (resultados en gramos), como se detalla a continuacién:

- Compartimentos grasos analizados: grasa en brazos, grasa en piernas,

grasa troncular, grasa total.

- Compartimentos magros analizados: masa magra en brazos, en piernas,

en tronco y total.

2.5. Variables histol6gicas

Se analizaron 88 biopsias hepaticas de pacientes infectados por el VHC

que iban a ser sometidos a tratamiento antiviral.

Las biopsias fueron revisadas y evaluadas por un solo anatomopatdlogo,
que desconocia los datos clinicos y biolégicos de los pacientes. El grado de
fibrosis y actividad necroinflamatoria se midieron segun los sistemas de Knodell y

Metavir.

La cuantificacién histomorfométrica de la grasa y la fibrosis se midieron con
un software especifico (LeicaQWin, versién 3.0), obteniéndose un resultado final
en porcentaje. Se procedi6 a la obtencidbn de 8 campos a 10 aumentos en
muestras tefidas con hematoxilina-eosina (para la cuantificacion de la grasa) y

con tricromico de Masson (para la cuantificacion de la fibrosis).
La media, mediana y rango intercuartilico de la grasa y la fibrosis fueron

2.51 + 5.83, mediana 0.35, rango [0.024 — 1.57]; y 8.25 + 9.34, mediana 5.30,

rango [3.32 — 9.05], respectivamente.
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Las variables relativas a la grasa y la fibrosis se convirtieron en variables
dicotbmicas segun la presencia (n = 69) o ausencia (n = 15) de grasa y segun
fuesen superior (n = 42) o inferior a la mediana (n = 42); y segun fuese superior (n
= 42) o inferior a la mediana (n = 42) en el caso de la fibrosis (dado que todos los
pacientes presentaron algun grado de fibrosis no se pudo realizar la comparacion
con un grupo que no presentase fibrosis en la biopsia). Se procedi6 de esta forma
con el objetivo de analizar qué variables podrian asociarse a una mayor cantidad

de grasa y fibrosis hepatica.
Para cuantificar la actividad histolégica y la fibrosis se emplearon los

indices de Metavir y Knodell. En ambos casos se clasificaron la actividad y la

fibrosis por encima y debajo de la mediana y segun su presencia o ausencia.

3. GRUPOS DE PACIENTES

Se procedié a la elaboracion de varios subgrupos de pacientes para el
andlisis de la grasa hepatica. Con el resto de variables histoldgicas (actividad y

fibrosis) se procedio6 a realizar un analisis considerando todos los pacientes.

A continuacion se presentan varias caracteristicas de los subgrupos

analizados:

- Subgrupo VHC alcohdlicos: 30 pacientes. EI consumo medio de alcohol por

dia fue de 153.15 = 64.33 g/dia. El consumo de alcohol en afios fue de 14.03

+ 8.31 anos.

- Subgrupo VHC no alcohdlicos: 58 pacientes.

- Subgrupo VHC varones: 62 pacientes.

- Subgrupo VHC mujeres: 26 pacientes.
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- Subgrupo VHC coinfectados por VIH: 22 pacientes. Los pacientes
coinfectados presentaron una media de linfocitos CD4* de 586,32 = 278,58

células/mm?, y un cociente CD4*/CD8* de 0,67 = 0,29.

- Subgrupo VHC no coinfectados por VIH: 66 pacientes.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Con fines descriptivos y analiticos se procedié a expresar las variables
cuantitativas en forma de medias y desviacidbn estandar si presentaban una
distribucion normal, y como medias, desviacion estandar, medianas y rangos
intercuartilicos si presentaban una distribucién no normal. La normalidad de una
distribucion se comprobd mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov para una

muestra.

La primera parte del analisis estadistico consistié en un analisis univariante
de la presencia o ausencia de esteatosis hepatica y de su mayor o menor
cantidad clasificada segun la mediana, con cada uno de los grupos de variables
analizados (citocinas proinflamatorias, adipoquinas, hormonas, compartimentos
grasos, compartimentos magros, variables virolégicas y variables bioquimicas
hepaticas). El mismo analisis univariante se procedi6 a realizar con la fibrosis,
cuantificada segun la mediana y con la actividad histoldégica segun los indices de
Knodell y Metavir. Las variables continuas se compararon con el test de la t de
Student o el test de la U de Mann-Whitney segun la distribucion fuera normal o no,
respectivamente. Para comparar las variables cualitativas categéricas se empled

la prueba del %°.
La segunda parte del andlisis estadistico consistidé en la realizacion de un
analisis multivariante de las alteraciones histolégicas (esteatosis, actividad y

fibrosis), incluyendo las variables que en el analisis univariante tenian un valor de
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p < 0.05, y aquéllas que, aun rozando el limite de la significacion estadistica, se
consideré pudieran ejercer algun efecto modificador acorde a la literatura sobre el
tema. Las variables se introdujeron en el modelo multivariante utilizando el

método por pasos hacia delante de Wald.

Los datos obtenidos en el presente estudio fueron analizados mediante el

programa SPSS 15.0 (Statisticial Package for Social Sciences).
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IV. RESULTADOS DESCRIPTIVOS
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1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES

Se procede a una breve descripcién de las caracteristicas basales de los
pacientes separados segun el sexo. Destaca que las mujeres presentaron mayor
edad media que los hombres y que no hubo diferencias significativas en cuanto al
consumo de alcohol en el grupo de pacientes alcohdlicos.

Hombres Mujeres Z2/T/y? P

Edad media 39.34 + 8.03 44.21 = 10.29 T 2.45 0.03
Alcohol 25/60 8/28 x? 0.55 0.45
(si/no)

Gramos 62.48 + 86.17 40.69 + 76.38 Z1.18 0.23
OH/dia 01[0 - 150] 0[0 - 50]

Afios OH 5.26 + 8.3 4.41 + 8.54 Z0.85 0.39
VIH 15/60 7/28 v 0 0.99

Tabla 1: caracteristicas basales de los pacientes.

2. CITOCINAS Y MDA

Hemos encontrado niveles significativamente elevados de interleuquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-8) en nuestros pacientes. En cambio, la IL-6 (aun
cuando ejerciendo efectos proinflamatorios se puede considerar como una
citocina inmunomoduladora) presenta niveles significativamente mas bajos en
pacientes que en controles. También las citocinas derivadas de las Th1 (INF-y) y
de las Th2 (IL-4) estaban significativamente mas elevadas en pacientes que en
controles.

El MDA, un producto de peroxidacidon lipidica, se encontr6

significativamente mas elevado en los pacientes que en los controles.

El TGF-p, citocina central implicada en procesos fibrogénicos, estaba
significativamente mas elevada en pacientes que en controles.
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Pacientes Controles ZT P
IL-4 (pg/mL) 13.3 +17.05 0.48 £ 0.43 6.02 0.000
8.3[7.9-10.9] 0.49[0.19-0.65]
IL-6 (pg/mL) 4.42 + 4,90 5.90 + 1.64 4.35 0.000
2 [2-5] 5[5-6.6]
IL-8 (pg/mL) 13.6 + 9.27 6.37 = 1.52 3.61 0.000
10.7 [7.92-16.2] 6.07 [5-7.4]
TNF-a (pg/mL) 11.12+7.13 6.05 = 1.90 4.4 0.000
9.68 [6.92-13.2] 5.2 [4.4-8]
INF-y (pg/mL) 515+ 2.13 0.69 + 0.54 T15.5 | 0.007
4.63 [4.05-6.04] 0.62[0.32-1.02]
MDA (uM) 3.51£2.92 1.72 +1.17 T2.08 | 0.037
2.48[1.16-6.17] 1.14[0.74-2.26]
TGF-g (pg/mL) 181.65 + 83 124.49 + 66.25 T256 | 0.012

Tabla 2: niveles de citocinas y MDA en pacientes y controles.
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Grafico 1: niveles de citocinas y MDA en pacientes y controles.
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Al analizar los niveles de citocinas en los diferentes grupos (separados por
sexo, alcoholismo y coinfeccién por VIH), encontramos una tendencia hacia la
significacion del TNF-a, mas elevado en el grupo de mujeres y de coinfectados; y
del MDA, mas elevado en el grupo de hombres sin llegar a la significacién
estadistica. No observamos diferencias significativas en los niveles de citocinas al
clasificar a los pacientes segun fuesen o no alcohdlicos.

Varones Mujeres Y4 P
TNF-o (pg/mL) 11.04 + 8.13 11.63 + 4.53 1.73 0.08
9.52[6.39-12.25] | 10.6[8.04 — 14.45]
MDA (uM) 3.97 £ 3.10 214 £1.78 1.82 0.068
2.85[1.24 — 6.43] 1.33[0.85 - 3.08] (NS)
VHC no VIH VHC VIH y4 P
TNF-o (pg/mL) 10.26 + 5.11 14.27 + 11.06 1.87 | 0.06
9.57[6.57 —-12.05] | 10.68[8.52 — 15.22]

Tabla 3: niveles de citocinas y MDA en subgrupos.

Al analizar la relacion que las citocinas y MDA podian guardar con el resto
de variables analizadas, encontramos que TNF-o guardé una relacion con la
resistencia insulinica (medida por el indice HOMA), la carga viral y las enzimas de
citolisis hepética; IL-6 guardo6 relacion inversa con MDA, varias hormonas y el
tejido magro total, e INT-y una relacién inversa con el cortisol, como se muestra en
la siguiente tabla. Destacar que las citocinas no se relacionaron con ninguna
adipoquina ni con la grasa troncular (interpretando que esta ultima contiene la
grasa visceral y podria ser fuente de varias citocinas).

88




RELACIONES DE LAS CITOCINAS Y MDA

Citocinas IL-6 con MDA (p -0.35, p 0.01)
IL8 con TNF-a (p 0.44, p 0.01)
Hormonas TNF-a con insulina (p 0.26, p 0.03)

TNF-a con HOMA (p 0.28, p 0.02)
IL-8 con IGF-1 (p -0.38, p 0.04)
IL-6 con T4 (p -0.27, p 0.001)

IL-6 con calcitriol (p -0.29, p 0.02)
IL-6 con calcidiol (p -0.28, p 0.02)
INT-y con cortisol (p -0.34, p 0.006)

Compartimentos

IL-8 con grasa brazos (p 0.41, p 0.03)
MDA con grasa brazos (p 0.31, p 0.03)
IL-6 con tejido magro total (p -0.24, p 0.04)

Bioquimica hepatica

TNF-a con GOT (p 0.27, p 0.01)
TNF-a con GPT (p 0.28, p 0.008)
MDA con GPT (p 0.33, p 0.02)

Carga viral

TNF-a con logCV (p 0.21, p 0.05)

Tabla 4: relaciones significativas de las citocinas con el resto de variables.

3. ADIPOQUINAS, INSULINA Y TIMP-1

Con respecto a las adipoquinas y hormonas

relacionadas con el

metabolismo graso hemos encontrado que los pacientes presentaron niveles
significativamente mas bajos de adiponectina y mas elevados de TIMP que los
controles, no observandose diferencias significativas en lo que respecta a la

insulina, la leptina y la resistina.

Pacientes Controles Z P
Resistina 5.04 £ 217 428 +1.42 0.74 0.46
(ng/mL) 4.90 [3.91 — 5.57] 4.97 [3.32 — 5.29]
Adiponectina 14.06 =+ 11.29 24.92 + 21.84 T28 0.006
(wg/mL)
Leptina 12.77 + 15.51 18.41 + 16.03 1.28 0.20
(ng/mL) 6.23[1.60 — 16.57] 12.89 [4.65 — 34.42]
Insulina 12.75 + 14.78 8.34 £ 4.34 0.58 0.56
(wU/mL) 8.09 [4.66 — 14.72] 7.15[5.08-10.63]
TIMP-1 (ng/mL) 438.75 + 53.02 100.61 = 23.84 T 38.25 | 0.000

Tabla 5: niveles de adipoquinas y TIMP-1 en pacientes y controles.
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Grafico 2: niveles de adiponectina y TIMP-1 en pacientes y controles.

Al analizar los niveles de adipoquinas, insulina y TIMP-1 en los diferentes
grupos de pacientes (separados por sexo, alcoholismo y coinfeccion por VIH),
encontramos que las mujeres presentaron niveles mas elevados de insulina,
adiponectina y leptina, y niveles mas bajos de resistina (con una tendencia
significativa) que los hombres. Por otra parte, los pacientes alcoh6licos mostraron
unos niveles mas elevados de TIMP-1 que rozaban la significacién estadistica.
Los pacientes coinfectados mostraron niveles mas bajos de adiponectina en
comparacion con los no coinfectados.

Varones Mujeres Y4 P
Insulina (nU/mL) 10.65 = 11.04 16.19 +19.19 2.30 0.02
6.8 [3.86 —14.65] | 11.49[7.83 — 15.69]
Resistina (ng/mL) 5.44 + 2.51 4.37 +1.21 1.78 0.074
5[4.11 - 5.94] 4.81[3.55 -5.21] (NS)
Adiponectina 11.65 +9.77 18.08 + 12.65 T214 | 0.038
(wg/mL)
Leptina (ng/mL) 9.55 + 14.84 18.02 = 15.41 3.35 0.001
2.4[0.92 -10.22] 10.39[6.04 — 31.9]
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VHC no VHC alcohdélicos Z P
alcohdlicos
TIMP-1 (ng/mL) 434.67 + 56.66 448.11 £ 43.37 T0.94 | 0.063
(NS)
VHC no VIH VHC VIH y4 P
Adiponectina 15.76 + 12.14 8.73 £ 5.52 T3.19 | 0.026
(wg/mL)

Tabla 6: niveles de adipoquinas en diferentes subgrupos.

Al analizar la relacibn que las adipoquinas guardaron con el resto de
variables, encontramos que adiponectina se relacion6 de forma inversa con el
IMC, mientras que leptina e insulina lo hicieron de forma directa. De hecho, estas
dos moléculas se relacionaron de forma significativa con el resto de
compartimentos grasos y la grasa total. Destacar también que la adiponectina se
relacion6 de forma inversa con varios compartimentos musculares. Destacar,
como ya comentamos antes, que ninguna adipoquina se relaciond con ninguna
citocina.

RELACIONES DE ADIPOQUINAS, INSULINA Y TIMP-1

Hormonas TIMP-1 con insulina (p 0.28, p 0.002)
TIMP-1 con HOMA (p 0.27, p 0.03)
TIMP-1 con IGF-1 (p -0.46, p 0.00)
Leptina con insulina (p 0.38, p 0.002)

Compartimentos grasos | TIMP-1 con grasa brazos (p 0.34, p 0.001)
Adiponectina con IMC (p -0.25, p 0.05)
Leptina con IMC (p 0.42, p 0.00)

Leptina con grasa brazos (p 0.27, p 0.04)
Leptina con grasa piernas (p 0.67, p 0.00)
Leptina con grasa tronco (p 0.58, p 0.00)
Leptina con grasa total (p 0.62, p 0.00)
Insulina con IMC (p 0.40, p 0.001)
Insulina con grasa brazos (p 0.49, p 0.00)
Insulina con grasa piernas (p 0.43, p 0.00)
Insulina con grasa tronco (p 0.46, p 0.00)

Compartimentos magros | Adiponectina con perimetro braquial (p -0.31, p
0.01)
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Adiponectina con masa brazos (p -0.41, p 0.002)
Adiponectina con masa tronco (p -0.39, p 0.003)
Adiponectina con masa total (p -0.39, p 0.002)
Leptina con perimetro braquial (p 0.27, p 0.04)

Bioquimica hepatica TIMP-1 con GOT (p 0.42, p 0.00)
TIMP-1 con GPT (p 0.27, p 0.03)
TIMP-1 con GGT (p 0.29, p 0.02)
Insulina con GGT (p 0.44, p 0.00)
Adiponectina con GGT (p -0.28, p 0.02)
Tabla 7: relaciones de adipoquinas, TIMP-1 e insulina con el resto de variables. Otras
relaciones significativas se muestran en tablas anteriores.
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Grafico 3: curvas de regresion de la grasa troncular con insulina y leptina.
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4. HORMONAS

Los pacientes mostraron de forma significativa niveles mas disminuidos de
calcitriol y testosterona que los controles.

Pacientes Controles Z,T P
IGF-1 126.40 + 38.56 135.78 = 79.46 0.19 0.84
(ng/mL) 123.75[96.75-166.50] 111 [88.20-179]
Cortisol 18.56 + 5.44 17.30 = 8.27 T 0.49 0.62
(wg/mL)
Calcitriol 50.68 + 17.40 84.02 + 28.30 T5.27 | <0.001
(pg/mL) 50 [38.50-60.50] 79.86 [55.01-113.88]
Testostero 18.87 + 2.98 5.58 + 4.58 T8.42 | <0.001
na (ng/mL) 19.31 [15.68-20.92] 5.47 [0.59-8.40]

Tabla 8: niveles de hormonas en pacientes y controles.
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Gréfico 4: niveles de calcitriol y testosterona en pacientes y controles.

Al comparar los niveles de hormonas en los diferentes subgrupos se
encontrd que los niveles de testosterona estaban mas elevados en varones y los
de estradiol en mujeres. También se observd que los niveles de calcidiol
(25(OH)VitD) estaban mas elevados en el grupo de pacientes alcohdlicos.
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Varones Mujeres V4 P
Testosterona 7.59 = 3.79 0.92 £ 2.22 T8.7 | <0.001
(ng/mL)
Estradiol (pg/mL) 29.40 = 12.40 60.57 + 61.72 Z2.56 0.01
VHC no VHC alcohdlicos T P
alcohdlicos
Calcidiol (pg/mL) 45.01 =+ 17.27 53.92 + 19.39 2.05 0.04

Tabla 9: niveles de hormonas en subgrupos.

Al analizar la relacibn que las hormonas guardaron con el resto de
variables observamos que el IGF-1 se relacion6 de forma inversa con la grasa en
brazos y tronco. Por su parte, la testosterona se relacion6 de forma inversa con
todos los compartimentos grasos, y de forma directa con todos
compartimentos magros. Destac6 también una relacidén inversa entre el calcidiol y
el IMC. Exponemos los resultados en la siguiente tabla:

los

RELACIONES DE LAS HORMONAS

Compartimentos grasos

IGF-1 con grasa brazos (p -0.33, p 0.004)

IGF-1 con grasa tronco (p -0.27, p 0.02)

IGF-1 con grasa total (p -0.23, p 0.04)

Cortisol con grasa piernas (p -0.24, p 0.04)
Calcidiol con IMC (p -0.24, p 0.04)

Testosterona con grasa brazos (p -0.27, p 0.04)
Testosterona con grasa piernas (p -0.51, p 0.00)
Testosterona con grasa tronco (p -0.45, p 0.00)
Testosterona con grasa total (p -0.47, p 0.00)

Compartimentos magros

Testosterona con masa brazos (p 0.53, p 0.00)
Testosterona con masa piernas (p 0.45, p 0.00)
Testosterona con masa tronco (p 0.48, p 0.00)
Testosterona con masa total (p 0.53, p 0.00)
Estradiol con masa piernas (p -0.33, p 0.005)
Estradiol con masa tronco (p -0.33, p 0.005)
Estradiol con masa total (p -0.28, p 0.02)
Calcitriol con masa piernas (p 0.24, p 0.03)
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Bioquimica hepatica

IGF-1 con albimina (p 0.34, p 0.002)
IGF-1 con GOT (p -0.50, p 0.00)
IGF-1 con GGT (p -0.43, p 0.00)

Tabla 10: relaciones significativas de hormonas con el resto de variables. Otras
relaciones significativas se muestran en tablas anteriores.

5. COMPARTIMENTOS GRASOS E IMC

Los pacientes presentaban un adecuado estado de nutricion, con una
proporcion de grasa similar a los controles, pero con IMC significativamente
inferior al de éstos, como se muestra en la tabla:

Controles Pacientes T P
IMC (kg/m?) 25.90 + 3.42 24.02 = 3.48 2.84 | 0.006
Grasa total (g) | 21443.10 + 6393.37 | 19279 + 11791.87 0.82 0.41
Grasa brazos | 1436.04 + 441.90 1047.27 + 759.56 1.64 0.10
(9)
Grasa piernas | 3311.49 + 870.69 3191.69 + 2132.80 0.13 0.89
(9)
Grasa 11430.95 + 3067.35 | 9824.80 + 5995.65 0.81 41

troncular (g)

Tabla 11: compartimentos grasos en pacientes y controles.
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Gréfico 5: IMC entre pacientes y controles.
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Al comparar los compartimentos grasos y el IMC en los diferentes
subgrupos se encontré que el IMC, la grasa troncular y el pliegue ftricipital fue
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superior en el grupo de las mujeres. En los grupos separados por alcoholismo y
coinfeccion no se encontraron diferencias significativas.

VHC varones VHC mujeres T P

IMC (kg/m?) 23.85 = 3.07 24.38 + 4.11 0.61 | 0.05

Grasa piernas (g) 2542.62 + 1656.71 | 4733.23 = 2369.74 | 4.12 | 0.00

Grasa troncular (g) | 8378.02 + 5065.33 | 13260.93 = 6712.48 | 3.58 | 0.01

Pliegue triceps 5.98 £ 5.90 9.35 + 8.37 Z 0.00
(mm) 5[3 —6.75] 71[4-9] 277 | 5

Tabla 12: compartimentos grasos en VHC varones y mujeres.

Al analizar la relacion que los compartimentos grasos guardaron con el
resto de variables (varias de las cuales hemos comentado ya), encontramos que
el IMC y la grasa en brazos se relacionaron con la GGT y la FA.

RELACIONES DE LOS COMPARTIMENTOS GRASOS E IMC
Bioquimica hepatica IMC con GGT (p 0.23, p 0.03)
IMC con FA (p 0.24, p 0.02)
Grasa brazos con FA (p 0.24, p 0.03)
Tabla 13: relaciones significativas de compartimentos grasos e IMC con

bioquimica hepatica. Otras relaciones significativas se muestran en tablas
anteriores.
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Gréfico 6: curvas de regresion entre esteatosis hepatica con IMC y grasa troncular.

6. COMPARTIMENTOS MAGROS

No hubo diferencias en cuanto a la masa magra total entre pacientes y

controles.

Controles Pacientes T P
Masa magra total 50130.55 + 48636.52 =+ 0.50 0.66
(9) 15796.49 8528.78
Masa troncular| 24143.5 + 2684.03 24226.39 + 0.28 0.78
(9) 4189.18
Masa brazos (g) 2703.66 = 740.40 2910.36 + 917.37 0.40 0.68
Masa piernas (g) 7524.5 + 1437.26 | 7497.35 = 1512.70 0.1 0.99

Tabla 14: comparacion de compartimentos magros entre controles y pacientes.

Al comparar los compartimentos magros en los diferentes subgrupos se
observd que todas las variables analizadas fueron significativamente superiores
en el grupo de hombres al compararlo con las mujeres. En los pacientes
alcohdlicos y coinfectados no hubo diferencias significativas al compararlos con
los no alcohdlicos y no coinfectados.

VHC varones VHC mujeres T,Z P
Masa magra | 52650.63 = 6385.56 | 39270.26 = 4644.09 | 9.25 | <0.001
total (g)
Masa magra| 3310.40 +775.49 1976.94 + 392.06 7.97 | <0.001
brazos (g)
Masa magra| 8146.87 = 1241.52 5981.80 + 865.93 7.75 | <0.001
piernas (g)
Masa magra| 26001.59 + 3407.06 | 20084.25 + 2633.33 | 7.58 | <0.001
troncular (g)
Perimetro 26.36 + 3.18 24.53 = 4.83 2.11 0.04
braquial (cm)
Area muscular 15.05 + 15.96 4.63 = 5.29 Z |<0.001
brazo (cm?) 3.65

Tabla 15: comparacion de compartimentos magros entre VHC varones y mujeres.
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Al analizar las relaciones de los compartimentos magros con el resto de
variables destacd la que guardd el tejido magro troncular con las enzimas

hepéatica.

CORRELACIONES DE LOS COMPARTIMENTOS MAGROS

Bioquimica hepatica

Bilirrubina (p 0.29, p 0.01)

GOT (p 0.26, p 0.02)
GGT (p 0.25, p 0.02)

Tabla 16: relaciones de compartimentos magros con variables hepéticas.

Otras relaciones significativas se muestran en tablas anteriores.

7. PARAMETROS BIOQUIMICOS HEPATICOS

Al comparar los parametros bioquimicos hepaticos en los diferentes

subgrupos se observaron diferencias significativas en las siguientes variables:

Varones Mujeres Z P
Bilirrubina 1.01 £1.02 0.65 +0.27 1.99 0.05
(mg/dL) 0.7 [0.5-1.02] 0.6 [0.5-0.85]
GPT (U/L) 76.11 = 50.61 65.21 =+ 71.77 2.44 0.02
58.5 [44-98.25] 39 [27.5-81]
VHC no VHC alcohdlicos Z P
alcohdlicos
Bilirrubina 0.74 + 0.52 117 +1.24 2.57 0.01
(mg/dL) 0.6 [0.5-0.8] 0.8[0.55-1.2]
GGT (U/L) 84.10 = 83.04 146.24 = 161.49 2.15 0.03
55[31.75-109.25] 109 [38.5-169]
FA (U/L) 79.04 = 23.62 107.88 = 60.22 2.47 0.01

78.5 [58.75-93]

87 [75.5-119.25]
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Coinfectados

No coinfectados

GGT (U/L)

147.18 = 109.60
125 [56.50-210.25]

93.71 = 121.80
55 [30.5-111.5]

3.12

0.002

Tabla 17: pardmetros bioquimicos hepaticos en diferentes grupos.

8. HISTOPATOLOGIA HEPATICA

No hubo diferencias en cuanto al valor absoluto del indice de Knodell, ni en
cuanto a la actividad o la fibrosis valoradas por los indices de Knodell y Metavir en
los diferentes grupos (separados por sexo, alcoholismo y coinfeccion por VIH).

Tampoco en cuanto al porcentaje de esteatosis y fibrosis hepatica. Mostramos
Unicamente a continuacion la tabla al clasificar a los pacientes por el sexo:

VHC hombres VHC mujeres Y4 P
indice de Knodell 5.98 + 2.67 5.72 + 2.52 0.041 | 0.96
5[5-8] 5[56-7.5]
Actividad Metavir 1.20 = 0.66 1.10 £ 0.67 0.57 | 0.56
1[1-2] 1[1-2]
Actividad Knodell 1.55+1.03 1.37 £ 0.97 0.78 | 0.43
1[1-3] 1[1-2]
Fibrosis Metavir 1.59 £ 0.87 1.89 +£1.13 1.02 | 0.30
1[1-2] 1[1-3]
Fibrosis Knodell 1.52 £ 0.97 1.62 +1.14 0.22 | 0.82
1[1-1] 1[1-3]
% grasa 1.79 + 4.01 4.04 = 8.39 0.61 | 0.53
0.28[0.03-1.37]]0.51[0.01 —3.55]
% fibrosis 7.69 +7.99 9.45 +11.78 0.05 | 0.95
5.5[5.5-8.85] 45[3.3-11]

Tabla 18: comparacion de indices histologicos, esteatosis y fibrosis en ambos sexos.
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9. GENOTIPO VIRAL

No se observaron diferencias en cuanto a la distribucion de genotipos o el
logaritmo de la carga viral entre varones y mujeres. Si se observaron una cifra
mas elevada del logaritmo de la carga viral en pacientes no alcohdlicos frente a
alcohdlicos. No hubo diferencias en cuanto a carga viral en pacientes coinfectados

con VIH.

Varones VHC Mujeres VHC y4 P
Genotipo 1=49 1=20
3=4 3=4
4=8 4=4
LogCV 5.55 +1.65 5.96 + 0.66 0.43 0.66
5.84 [5.37-6.53] 5.93 [5.42-6.60]
Tabla 19: distribucidén de los genotipos por sexo y logCV.
VHC alcohdlicos VHC no alcohdlicos y4 P
LogCV 5.09 = 2.07 6.01 + 0.69 1.94 0.05

5.61[4.99-6.35]

5.96 [5.52-6.64]

Tabla 20: diferencias significativas en logCV entre alcohélicos y no alcohélicos.
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V. RESULTADOS ANALITICOS
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1. ESTEATOSIS HEPATICA

Como comentamos en la seccion anterior, procedimos a cuantificar la
grasa hepatica en 84 pacientes. La media, mediana y rango intercuartilico de la
grasa presente en las biopsias fue de 2,52, 0,36 y [0,024 - 1,57], respectivamente.
Debe destacarse que 15 de nuestros pacientes no presentaban esteatosis en
absoluto.

En el caso de la esteatosis hepatica procedimos a su analisis en todos los
pacientes y por subgrupos separados por sexo, alcoholismo y coinfeccion por el
VIH.

Es destacable que al considerar la presencia (n = 69) o ausencia (n = 15)
de esteatosis en las biopsias, s6lo 1 de 28 (3%) pacientes alcohdlicos frente a 14
de 56 (25%) no alcohdlicos se encontraba en esta situacion (x2 = 5.77, p =
0.016). No observamos diferencias al clasificar los pacientes por sexo, alcohol o
coinfeccion por VIH.

ALCOHOL
Si NO

Estoanosis hepatica

W
|

Gréfico 1: pacientes alcohdélicos con esteatosis y sin esteatosis hepética.

1.1. Esteatosis hepatica y citocinas proinflamatorias

El TNF-a y la IL-6 mostraron una relacion estadisticamente significativa con
el porcentaje de esteatosis hepatica. Esta asociacion se mantuvo en el grupo de
las mujeres. Una relacién inversa y significativa entre grasa hepatica y INT-y se
observo en el grupo de no coinfectados.
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CORRELACIONES ESTEATOSIS HEPATICA

Todos los pacientes

TNF-a (p 0.24, p 0.03)
IL-6 (p 0.22, p 0.04)

Varones

Mujeres TNF-a (p 0.44, p 0.02)
IL-6 (p 0.43, p 0.03)

Alcohdlicos

No alcoholicos

Coinfectados VIH

No coinfectados

INF-y (p -0.31, p 0.04)

Tabla 1: correlaciones entre esteatosis hepatica y
citocinas en todos los pacientes y subgrupos.

Al clasificar la esteatosis hepatica por encima y debajo de la mediana
hubo diferencias significativas en los niveles de citocinas.

no

Esteatosis > Me Esteatosis < Me ZT P
TNF-o (pg/mL) 12.91 + 9.37 9.79 + 3.66 1.42 0.15
10.18[7.43-14.42] | 9.54[6.95-11.85]
IL-6 (pg/mL) 4.88 £ 5.39 3.31 + 3.79 1.31 0.18
2 [2-5.77] 2 [2-2.09]

IL-8 (pg/mL) 14 + 10.74 13.66 + 9.52 T 0.08 | 0.93
INT-y (pg/mL) 5.40 = 2.46 521 +1.54 0.46 0.64
4.70 [4.05-5.89] 4.78 [4.2-6.16]

IL-4 (pg/mL) 15.24 + 19.59 12.50 + 15.29 0.26 0.79

8.3[7.88-11.18] 8.39[7.88-11.57]
MDA (uM) 3.82 + 3.36 3.82 + 3.36 T0.78 | 0.44
TGF-g (pg/mL) 161.10 = 64.55 194.88 + 95.21 T1.65 | 0.10

Tabla 2: comparacion entre grasa hepatica clasificada segun la mediana y niveles de

citocinas.

A pesar de que no se observaron diferencias en los niveles de TNF-a
cuando se clasificd la grasa segun la mediana, si se observé una diferencia
significativa en los niveles de dicha citocina cuando la grasa se clasifico por
cuartiles, mostrando unos niveles mas elevados en el grupo del percentil75. Dicha

diferencia también se observé con la IL-6.
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Esteatosis P75 Esteatosis P25 Z P
TNF-a 15.52 + 11.34 10.04 + 4.58 2.70 10.007
(pg/mL) 12.70[9.8-15.15] 9.05[6.95-11.95]
IL-6 7.07 +6.35 3.10 = 3.53 3.92 | 0.00
(pg/mL) 5.17 [2-10.80] 2 [2-2]

Tabla 3: comparacién entre grasa hepatica clasificada segun cuartiles y citocinas
proinflamatorias.
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30,004

20,00

TNF-a (pg/mL)
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Gréfico 2: niveles de TNF-a en esteatosis clasificada segun percentiles

T
Percentil 75

T
Percentil 25

Esteatosis hepatica

Al clasificar la esteatosis hepatica segiun su presencia o ausencia no
encontramos diferencias significativas con las citocinas analizadas ni con el MDA.

Esteatosis Sl (n | Esteatosis NO (n Z,T P
64) 15)
TNF-o. (pg/mL) 11.83 = 7.80 9.13 + 3.02 1.33 | 0.18
9.85[7.43-13.75] | 8.46[6.95-10.70]
IL-6 (pg/mL) 4.11 = 4.71 3.80 + 4.56 0.23 | 0.81
2[2-3.11] 2 [2-2.62]
IL-8 (pg/mL) 14.74 + 10.54 8.82+4.10 T1.09 | 0.29
INT-y (pg/mL) 5.28 +2.10 5.48 = 1.99 0.87 | 0.38
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4.63 [4.2-5.93] 4.93 [4.34-6.16]

IL-4 (pg/mL) 14.84 = 19.12 9.41 + 4.22 0.23 | 0.81
8.3[7.93-11.61] | 8.49[7.93-10.66]
MDA (M) 3.74 + 3.03 243 +218 T1.23 | 0.23

TGF-p (pg/mL) 167.52 = 69.15 220.42 + 118.48 T1.42 | 017

Tabla 4: comparacion entre grasa hepatica clasificada segin su presencia o ausencia y
niveles de citocinas

Cuando se analizd si existian diferencias entre los niveles de citocinas
proinflamatorias con la esteatosis hepéatica clasificada segun la mediana o segun
presentasen o no algun grado de esteatosis en los diferentes grupos separados
por sexo, alcoholismo y VIH no encontramos diferencias significativas.

En el analisis multivariante que se realizé entre las citocinas analizadas y la
esteatosis clasificada segun la mediana no encontramos relaciones significativas.
Al realizar dicho andlisis con la grasa clasificada en cuartiles observamos que
tanto TNF-a como IL-6 guardaron una relacion significativa e independiente con la
grasa hepatica.

B ET. Wald ol Sig. Exp(E)
Paso 16 ~732 067 5714 7 017 763
1 Constante 2,005 450 | 19,843 1 000 7,428
Paso  TNFa -203 081 5,243 1 012 16
2 IL6 - 184 077 5,689 1 017 832
Consiants 4315 1008 | 15455 1 000 | 74,795

Tabla 5: analisis multivariante entre esteatosis hepatica clasificada en cuartiles y citocinas
proinflamatorias.

1.2. Esteatosis hepatica, adipoquinas, TIMP-1 e insulina

Insulina y HOMA mostraron una relacion significativa con el porcentaje de
esteatosis hepatica. Al clasificar los pacientes en grupos observamos que la
relacion entre la insulina y la esteatosis se mantuvo en el grupo VIH, mientras que
la del HOMA, en el grupo de mujeres, no alcohdlicos y VIH. En los pacientes
alcohdlicos observamos una relacion significativa entre esteatosis hepéatica y
TIMP-1.
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CORRELACIONES

Todos Insulina (p 0.26, p 0.04)
HOMA (p 0.30, p 0.02)

Hombres

Mujeres HOMA (p 0.30, p 0.05)
Alcohdlicos TIMP-1 (p 0.50, p 0.02)
No alcohdlicos HOMA (p 0.30, p 0.03)

Coinfectados VIH Insulina (p 0.60, p 0.02)
HOMA (p 0.59, p 0.02)

No coinfectados

Tabla 6: correlaciones entre adipoquinas y
esteatosis en todos los pacientes y en subgrupos.
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Grafico 3: correlaciones entre insulina y esteatosis hepatica en pacientes coinfectados y
no coinfectados; y entre TIMP-1 y esteatosis hepética en alcohoélicos y no alcohdlicos.

Cuando se analiz6 si existian diferencias entre los niveles de adipoquinas y
la esteatosis hepatica clasificada segun la mediana observamos diferencias
significativas con los niveles de TIMP-1, ademas de una tendencia hacia la
significacion de la resistina.
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Esteatosis > Me Esteatosis < Me ZT P

Insulina (nU/mL) 16.35 + 18.98 8.89 +7.70 217 0.03
10.9[5.98-18.82] | 7.79[3.66-12.72]

HOMA 1668.43 + 2533.59 | 816.02 + 722.53 2.43 0.01

Adiponectina 13.74 + 11.03 13.58 + 9.69 T0.05 | 0.95

(wg/mL)

Leptina (ng/mL) 12.61 = 14.17 13.31 £ 17.75 0.75 0.45
7.19[1.91-20.32] | 3.57[0.90-14.22]

Resistina (ng/mL) 454 +1.23 5.82+2.78 1.84 0.06
4.87 [3.59-5.36] 5.16 [4.6-6.28]

TIMP-1 (ng/mL) 452.95 + 46.26 420.47 + 58.57 T243 | 0.02

Tabla 7: comparacion entre grasa hepatica clasificada segin la mediana y niveles de

adipoquinas e insulina.
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Grafico 4: niveles de TIMP-1 e Insulina en esteatosis clasificada segun la mediana.

El andlisis entre niveles de adipoquinas y esteatosis hepatica clasificada
segun su ausencia o presencia no mostrd diferencias significativas.

Esteatosis Sl Esteatosis NO Z,T P
Insulina (nU/mL) 13.63 + 16.54 9.28 + 4.54 0.22 0.82
7.83[4.68-16.36] | 10.35[4.5-14.34]
HOMA 1373.87 £ 2127.11 | 786.87 = 435.25 0.84 0.40
Adiponectina 13.49 = 10.70 14.48 = 8.89 T0.28 | 0.77
(wg/mL)
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Leptina (ng/mL) 12.36 = 14.90 15.60 = 20.14 028 | 0.77
7.12[1.88-13.62] | 4.91[3.92-5.66]

Resistina (ng/mL) 5.18 + 2.33 493 +1.34 0.12 0.89
5[4.14-5.56] 3.57 [0.3-4.88]
TIMP-1 (ng/mL) 442 .47 + 52.69 415.92 + 59.69 T1.48 | 0.14

Tabla 8: comparacion entre esteatosis hepatica clasificada segln su presencia o
ausencia y niveles de adipoquinas e insulina.

Cuando se analiz6 si existian diferencias entre los niveles de adipoquinas e
insulina con la esteatosis hepatica clasificada segun la mediana o segun
presentasen o no algun grado de esteatosis en los diferentes grupos separados
por sexo, alcoholismo y VIH, encontramos que en el grupo de coinfectados habia
niveles significativamente mas elevados de insulina y TIMP-1 en el grupo con
esteatosis hepatica clasificada por encima de la mediana.

Esteatosis > Me Esteatosis < Me ZT P
Insulina 25.94 + 31.25 6.05+2.78 2.43 0.02
(wU/mL) 15.22 [8.82-28.22] 6.47 [4.5-8.26]
HOMA 3115.30 + 4699.84 535 + 248.94 2.31 0.02
TIMP-1 (ng/mL) 454.64 = 45.28 392.21+4485 | T219 | 0.03

Tabla 9: comparacién entre esteatosis hepatica clasificada segin la mediana y niveles de
insulina y TIMP-1 en pacientes coinfectados por VIH.

En el andlisis multivariante que se realiz6 entre las adipoquinas analizadas
y la esteatosis clasificada segun la mediana encontramos relaciones significativas
independientes con el TIMP-1 y la resistina.

B ET. Wald gl Sig. Exp(B)
Faso  TINMP 012 005 5,267 1 022 988
1 Constante 4,989 2,247 4,929 1 026 | 146,360
Paso  Resistina 367 187 3,364 1 049 1,444
2 TIMP -,012 005 5,022 1 025 988

Gonstants 3,196 2,460 1,688 1 194 24,424

Tabla 10: andlisis multivariante entre esteatosis hepatica clasificada segun la mediana
con adipoquinas e insulina.
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1.3. Esteatosis hepatica y hormonas

La IGF-1 y la T4 se relacionaron de forma inversa y significativa con el
porcentaje de esteatosis hepatica. Dicha asociacibn se observdé en varios
subgrupos.

CORRELACIONES

Todos los pacientes | IGF-1 (p -0.32, p 0.005)
T4 (p -0.24, p 0.03)

Hombres T4 (p -0.27, p 0.04)
Mujeres IGF-1 (p -0.56, p 0.006)
Alcohdlicos IGF-1 (p -0.51, p 0.008)
No alcohdlicos IGF-1 (p -0.28, p 0.02)

T4 (p -0.33, p 0.01)

Coinfectados VIH
No coinfectados IGF-1 (p -0.32, p 0.01)
T4 (p -0.30, p 0.01)

Tabla 11: correlaciones significativas entre esteatosis
hepatica y hormonas
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Gréfico 5: correlacion inversa entre IGF-1 y esteatosis hepatica.

Cuando se analiz6 si existian diferencias entre los niveles de hormonas y la
esteatosis hepatica clasificada segun la mediana encontramos niveles mas
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elevados de cortisol y mas disminuidos de IGF-1 en el grupo con mas grasa,
como se muestra en la tabla y figuras siguientes:

Esteatosis > Me Esteatosis < Me T,Z P
IGF-1 (ng/mL) 117.22 + 60.09 154.79 = 91.94 Z1.95 0.05
99.6 [83.3-152] 117 [96.65-189.5]
Cortisol (ng/mL) 19.30 £ 9.93 15.52 + 6.12 1.99 0.05
T4 (ng/mL) 1.19 = 0.27 1.27 £ 0.27 1.31 0.19
Calcidiol (pg/mL) 44.97 + 16.84 51.87 + 20.69 1.56 0.12
Calcitriol (pg/mL) 52.82 + 19.33 51.97 + 13.62 0.20 0.85
Testosterona 5.65 + 5.23 5.98 + 4.01 0.27 0.78
(ng/mL)
Estradiol (pg/mL) 39.38 = 40.94 39.40 = 39.17 Z020| 0.84
24.6 [20-40.15] 27 [20-40.3]

Tabla 12: diferencias entre niveles de hormonas y esteatosis hepatica clasificada segun la
mediana.
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Gréfico 6: niveles de IGF-1 y cortisol en esteatosis hepéatica clasificada segun la mediana.

Cuando se analiz6 si existian diferencias entre los niveles de hormonas y la
esteatosis hepatica clasificada segun su presencia o ausencia encontramos una
tendencia hacia unos niveles mas disminuidos de IGF-1 en el grupo sin
esteatosis, como se muestra en la tabla siguiente:

Esteatosis Sl Esteatosis NO T,Z P

IGF-1 (ng/mL) 128.93 = 76.63 164.65 = 85.75 Z1.88 0.06
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106 [84.42-155.5]] 147.5[101.5-209]

Cortisol (ng/mL) 17.40 = 8.93 17.32 + 5.93 0.03 0.97
T4 (ng/mL) 1.21 + 0.27 1.32 + 0.27 1.36 0.17
Calcidiol (pg/mL) 48.20 + 19.23 49.73 = 19.05 0.26 0.79
Calcitriol (pg/mL) 53.12 +17.19 48.91 + 11.86 0.77 0.44
Testosterona 6.09 + 4.69 448 £ 412 1.00 0.31
(ng/mL)

Estradiol (pg/mL) 38.33 = 34.95 43.71 £ 56.71 Z0.02 0.98

25[20-40.3] 25[20-40.3]

Tabla 13: diferencias entre niveles de hormonas y esteatosis hepatica clasificada segun
Su presencia o ausencia

Cuando se analizé si existian diferencias entre los niveles de hormonas con
la esteatosis hepatica clasificada segun la mediana o segun presentasen o no
algun grado de esteatosis en los diferentes grupos separados por sexo,
alcoholismo y VIH, encontramos que en el grupo no alcohdlico hubo niveles mas
elevados de cortisol en aquellos pacientes con mayor esteatosis hepatica (T 2.22,
p 0.03; 20.56 + 11.96 ug/dL con esteatosis > mediana frente a 14.96 + 5.27 ug/dL
con esteatosis < mediana), y en los no coinfectados se mantuvieron las
diferencias significativas entre los niveles de cortisol y una tendencia hacia la
significacion con T4 e IGF-1. No hubo diferencias en los grupos al comparar los
niveles de hormonas con la presencia o ausencia de grasa.

Esteatosis > Me Esteatosis < Me T,Z P
IGF-1 (ng/mL) 119.80 + 64.86 158.30 + 100.06 Z 0.08
117 [88.8-153] | 156 [112.25-255.785] | 1.74
Cortisol (ng/mL) 20.56 + 11.96 14.96 = 5.27 222 | 0.03
T4 (ng/mL) 1.19 + 0.27 1.31 £ 0.26 1.80 | 0.07

Tabla 14: diferencias entre niveles de hormonas y esteatosis hepatica clasificada segun
la mediana en grupo de pacientes no coinfectados.

En el analisis multivariante que se realizé entre las hormonas analizadas y
la esteatosis clasificada segun la mediana encontramos una tendencia hacia la
significacion con el cortisol.

111



B E.T. YWald ] Sig. Expi(B)
Paso  CORTISOL -076 ,040 3527 1 060 927
1 Constante 1,524 762 4,004 1 045 4,590

Tabla 15: andlisis multivariante entre hormonas y esteatosis hepatica clasificada segun la
mediana.

1.4. Esteatosis hepatica y compartimentos grasos

El IMC, la grasa troncular y la grasa en brazos mostraron relaciones
significativas con la esteatosis hepatica. Se muestra en la siguiente gréfica los
resultados significativos en los diferentes grupos, destacando que la grasa
troncular guardd relaciéon en todos ellos salvo en el de los alcohdlicos:

CORRELACIONES
Todos los pacientes IMC (p 0.32, p 0.006)
Grasa troncular (p 0.35, p 0.001)
Grasa brazos (p 0.32, p 0.006)

Varones IMC (p 0.32, p 0.02)
Grasa troncular (p 0.33, p 0.02)
Mujeres IMC (p 0.47, p 0.01)

Grasa troncular (p 0.46, p 0.03)
Grasa brazos (p 0.57, p 0.006)
Alcohdlicos Grasa brazos (p 0.44, p 0.04)
No alcohdlicos IMC (p 0.40, p 0.002)

Grasa troncular (p 0.42, p 0.002)
Grasa brazos (p 0.29, p 0.03)
Grasa total (p 0.34, p 0.01)
Coinfectados VIH IMC (p 0.67, p 0.002)

Grasa troncular (p 0.55, p 0.01)
Grasa brrazos (p 0.62, p 0.003)
Grasa total (p 0.51, p 0.02)

No coinfectados IMC (p 0.29, p 0.02)

Grasa troncular (p 0.31, p 0.02)

Tabla 16: correlaciones entre esteatosis hepatica y compartimentos
grasos.
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Grafico 7: regresion entre grasa troncular y esteatosis hepatica en pacientes coinfectados
y alcohdlicos.

Cuando se analizé si existian diferencias entre la cantidad de grasa
contenida en los compartimentos grasos y la esteatosis hepatica clasificada segun
la mediana observamos diferencias significativas con el IMC, la grasa troncular y
el pliegue tricipital, con una tendencia hacia la significacion en el caso de la grasa
en brazos, la grasa en piernas y la grasa total.

Esteatosis > Me Esteatosis < Me T P

IMC (kg/m?) 24.92 + 3.47 23 + 3.34 252 | 0.01
Grasa troncular (g) 11502.17 + 6686.16 8117.23 + 4914.49 2.44 0.02
Grasa brazos (g) 1193.78 + 726.8 897.17 + 830.24 1.63 0.10
Grasa piernas (g) 3614.98 + 2398.84 2778.07 + 1864.53 1.63 0.10
Grasa total (g) 21856.57 + 12343.61 | 16948.16 + 11600.07 1.73 0.08
Pliegue triceps 5.67 + 2.34 4.51 +2.07 2.21 0.03
(mm)

113




Tabla 17: comparacion entre compartimentos grasos en ambos grupos de esteatosis
clasificada segun la mediana.
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Grafico 8: compartimentos grasos y esteatosis clasificada segun la mediana.

El analisis entre IMC, compartimentos grasos y esteatosis hepatica
clasificada segun su ausencia o0 presencia mostré una diferencia significativa sé6lo
con el IMC, con una tendencia hacia la significacion de la grasa troncular, la grasa
en brazos y la grasa total, como se muestra en la siguiente tabla:

Esteatosis Sl Esteatosis NO T P
IMC (kg/m?) 24.36 + 3.52 22.39 + 3.16 1.98 | 0.05
Grasa tronco (g) 10485.84 + 6352.15 7162.55 + 4030.66 1.74 | 0.08
Grasa brazos (g) 1132.37 + 804.33 670.67 + 552.50 1.89 0.06
Grasa piernas (g) 3331.76 + 2265.13 2707.03 + 1786.68 0.90 | 0.37
Grasa total (g) 20633.05 + 12583.17 | 14578.01 + 8613.03 1.59 | 0.11
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Pliegue
(mm)

triceps

5.03 + 2.32

5.30 = 2.09

0.50

0.61

Tabla 18: comparacion entre compartimentos grasos en ambos grupos de esteatosis
clasificada segln su ausencia o presencia.

Cuando se analizd si

existian diferencias entre

la cuantia de

los

compartimentos grasos con la esteatosis hepética clasificada segun la mediana o
segun presentasen 0 no algun grado de esteatosis en los diferentes grupos
sexo, alcoholismo y VIH encontramos varias diferencias
significativas, que resumimos en las tablas siguientes. Queremos destacar que en
el grupo de alcohdlicos no encontramos diferencias significativas, pero si en el de

separados por

no alcohdlicos.

MUJERES
Esteatosis > Me Esteatosis < Me T P
Grasa brazos| 1547.15 +631.87 808.11 + 470.37 2.97 0.005
(9)
Esteatosis Sl Esteatosis NO
IMC (kg/m?) 25.33 +4.18 21.35 + 2.62 2.19 0.01

Tabla 19: diferencias significativas de compartimentos grasos en el grupo de mujeres.

NO ALCOHOLICOS
Esteatosis > Me Esteatosis < Me T P

IMC (kg/m?) 25.65 = 2.57 22.88 + 3.64 3.21 0.002
Grasa 12566.76 + 6151.67 8406.54 + 5281.69 2.59 0.01
troncular (g)
Grasa total 23652.45 + 16684.22 + 10676.36 2.16 0.04
(9) 12241.29

Esteatosis Sl Esteatosis NO
IMC (kg/m?) 24.83 + 3.31 22.32 + 3.26 2.09 0.02
Grasa 11344.38 + 6197.24 | 7178.51 = 4226.99
troncular (g)

Tabla 20: diferencias significativas de compartimentos grasos

alcoholicos.

en el grupo de no
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COINFECTADOS

Esteatosis > Me Esteatosis < Me T P
IMC (kg/m?) 24.48 + 3.96 20.75 = 2.57 2.45 0.02
Grasa 11438.84 + 6985.45 5590.62 + 3723.40 2.15 0.04
troncular (g)
Grasa 1116.21 + 496.68 342.81 + 220.84 4.11 0.001
brazos (g)
Grasa total 20471.80 = 10111.50 + 6713.08 2.32 0.03
(9) 11277.01

Tabla 21: diferencias significativas de compartimentos grasos en grupo de coinfectados.

En el analisis multivariante que se realizé entre los compartimentos grasos,
el IMC y la esteatosis clasificada segun la mediana encontramos relaciones
significativas independientes con la grasa troncular al excluir el IMC, porque al
incluirlo sélo fue el IMC el que guardé dicha relacién:

B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Paso Grasa
15 honicLlEr ,ooo ,000 4 663 1 031 1,000
Constante 786 493 2,538 1 11 2,195
B ET. YWald gl Sig. Exp(B)
Paaso IMC -,203 087 5,457 1 019 816
1 Constante 4 562 2,056 4921 1 027 95,746

Tabla 22: analisis multivariante excluyendo e incluyendo el IMC.

1.5. Esteatosis hepatica y compartimentos de tejido magro

No se encontraron relaciones significativas entre la esteatosis hepatica, los
compartimentos magros analizados (masa magra troncular, total, en brazos y
piernas), ni con las variables relacionadas con el tejido magro (perimetro braquial,
area muscular del brazo, fuerza medida por dinamometria).
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Cuando se analizd si existian diferencias entre la cuantia de los diversos
compartimentos magros y la esteatosis hepatica clasificada segun la mediana
observamos diferencias significativas con el area muscular del brazo y el pliegue
tricipital, y una tendencia con la masa muscular en brazos, como se muestra en la

siguiente tabla:

Esteatosis > Me Esteatosis < Me T,Z P
Masa brazos (g) 2766.20 = 759.08 3136.75 + 1056.98 1.73 0.09
Masa piernas (g) | 7475.12 + 1504.41 7648.59 + 1533.16 0.48 0.62
Masa troncular | 24398.99 + 4196.53 | 24145.90 + 4211.70 0.25 0.79
(9)
Masa total (g) 48350.48 + 8717.87 | 49482.26 + 8284.75 | 0.56 0.57
Perimetro 26.21 + 4.25 25.39 + 3.33 0.97 0.33
braquial (cm)
Area  muscular 8.90 = 11.07 1542 + 17.15 Z2.04 0.04
braquial (cm?) 4.01[1.48-14.02] 10.01 [3.11-23.87]
Fuerza 221.60 + 40.18 216.15 + 39.24 Z0.46 | 0.64

220 [220-242]

220 [190-250]

Tabla 23: comparacion de compartimentos magros en grupos de esteatosis clasificada

segun la mediana.
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Grafico 8: compartimentos magros y esteatosis clasificada segun la mediana.

Cuando se clasificd la esteatosis segun su presencia 0 ausencia se
encontré una diferencia significativa con el tejido magro troncular (T 2.11, p 0.04,
medias 22000.63 + 3775.29 g en grupo sin esteatosis frente 24729.73 + 4131.75
g en grupo con esteatosis):
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Esteatosis Sl Esteatosis NO T,Z P
Masa brazos 2961.90 + 890.36 2821.29 + 1107.60 0.48 0.63
(9)
Masa piernas| 7661.04 + 1485.90 7021.54 + 1582.41 1.34 0.18
(9)
Masa troncular | 24729.73 = 4131.75 22000.63 + 375.29 2.11 0.04
(9)
Masa total (g) 49511.16 = 8502.19 45657.10 = 7921.01 1.45 0.15
Perimetro 26.18 £ 3.85 23.92 + 3.12 2.05 0.04
braquial (cm)
Area muscular 11.90 = 12.49 13.94 + 23.59 Z0.69 0.49
braquial (cm?) 6.99[1.97-16.68] 3.99[0.62-16.76]
Fuerza 221.26 + 39.99 206.92 + 36.37 Z149 1 0.13
220 [205-250] 220[180-240]
Pliegue triceps 5.03 £ 2.32 5.30 £ 2.09 0.50 0.61

(mm)

Tabla 23: comparacion de compartimentos magros en grupos de esteatosis clasificada
segun su ausencia o presencia.

30000,00-

20000,00+

Masa magra troncular (g)

10000,00+

0,00

el

NO

Esteatosis hepatica

Gréafico 9: masa magra troncular mas elevada en pacientes con esteatosis al compararlos
con pacientes sin esteatosis.

118




Cuando se analiz6 si existian diferencias entre la cuantia de los
compartimentos magros y variables relacionadas con la esteatosis hepatica
clasificada segun la mediana o segun presentasen o no algun grado de esteatosis
en los diferentes grupos separados por sexo, alcoholismo y VIH encontramos
como diferencia significativa que los varones presentaron mayor cantidad de tejido
magro en brazos en el grupo con esteatosis por debajo de la mediana (T 2.25, p
0.03, medias 3112.78 + 674.83 g frente 3586.58 + 818.68 g), y que los pacientes
alcohdlicos presentaron una mayor cantidad de tejido magro en piernas en el
grupo con esteatosis por debajo de la mediana (T 2.27, p 0.03, medias 7511.61 =
1241.98 g frente 8667.33 + 968.78 g), como se muestra en las graficas siguientes:

4000.007 10000,00

8000,00
3000,00-

6000,00

2000,00

400000

Masa magra brazos (g)
Masa magra piernas (g)

1000,00-]
2000,00

0,00~ 0,

> Mediana < Mediana > Mediana < Mediana

Esteatosis hepatica Esteatosis hepatica

Gréfico 10: diferencias significativas encontradas entre la esteatosis hepatica clasificada
segun la mediana y compartimentos magros en el grupo de hombres y de alcohdlicos.

1.6. Esteatosis hepatica y metabolismo lipidico

No se observaron relaciones estadisticamente significativas entre el
porcentaje de esteatosis hepatica con los triglicéridos o el colesterol (ni con sus
fracciones HDL y LDL).

Tampoco se observaron diferencias significativas entre la esteatosis
hepéatica clasificada segun la mediana y segun su presencia 0 ausencia con los
niveles de lipidos, aunque hubo una tendencia hacia la significacion en cuanto a
los triglicéridos, mas descendidos en el grupo sin esteatosis hepatica.

Esteatosis > Me Esteatosis < Me T,Z P
Triglicéridos 132.29 + 99.60 143.36 + 83.68 Z1.08 ] 0.27
(mg/dL) 104.5[79.5-157] 112[89.75-163.25]
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Colesterol 171.90 = 36.12 172.45+4007 | 006 | 0.94
| (mg/dL)

HDL (mg/dL) | 47.24 = 14.12 42.64 = 15.89 1.39 | 0.17

LDL (mg/dL) [ 99.23 = 36.61 102.17+33.82 | 037 [ 0.70

Tabla 24: comparacidn de niveles de lipidos en grupos de esteatosis clasificada segin la

mediana.

Esteatosis Sl Esteatosis NO T,Z P
Triglicéridos 143.17 = 96.59 113.20 = 60.34 Z167 ] 0.09
(mg/dL) 112 [89-163] 90 [80-135]
Colesterol 172.14 « 36.87 172.33 + 43.84 0.01 0.98
| (mg/dL)
HDL (mg/dL) 43.99 + 14.66 49.13 = 16.98 1.19 0.23
LDL (mg/dL) 100.87 = 33.96 100.13 = 40.71 0.07 0.73

Tabla 25: comparacion de niveles de lipidos en grupos de esteatosis clasificada segun su

ausencia o presencia.

1.7. Esteatosis hepatica y parametros bioquimicos hepaticos

La GOT, GGT y FA guardaron relaciones significativas con la esteatosis
hepatica. Se muestra en la siguiente gréfica los resultados significativos en todos
los pacientes y en los diferentes grupos, destacando que la GGT mantuvo dicha

relacion en todos ellos:

CORRELACIONES

Todos los pacientes

GOT (p 0.29, p 0.006)
GGT (p 0.47, p 0.00)
FA (p 0.25, p 0.02)

Varones GGT (p 0.48, p 0.00)
Mujeres GOT (p 0.62, p 0.001)
GGT (p 0.52, p 0.005)
FA (p 0.46, p 0.02)
Bilirrubina (p 0.40, p 0.04)
Alcohdlicos GOT (p 0.30, p 0.03)

GGT (p 0.46, p 0.00)

No alcoholicos

GGT (p 0.49, p 0.008)
Albuamina (p -0.47, p 0.01)
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Coinfectados VIH

GGT (p 0.64, p 0.002)

No coinfectados

GOT (p 0.26, p 0.04)
GGT (p 0.43, p 0.00)
FA (p 0.25, p 0.04)

Tabla 26:

relaciones significativas de

bioquimicos hepaticos en todos los pacientes y grupos.

Gréfico 11: curva de regresién entre GGT y esteatosis hepatica.
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Cuando se analiz6 si existian diferencias entre los niveles de parametros
bioguimicos hepéticos con la esteatosis hepatica clasificada segun la mediana o
segun presentasen o no algun grado de esteatosis en todos los pacientes,
observamos diferencias en la GOT y GGT en el primer caso, y en la GOT, GGT y

FA en el segundo, como se muestra en las siguientes tablas:

Esteatosis > Me Esteatosis < Me Z P
GOT (U/L) 69.69 + 53.50 46.45 + 24.29 2.10 0.03
55.5[32.5-79] 40.5 [32.75-61]
GPT (U/L) 86.98 + 76.04 62 + 32.87 0.90 0.36
61.5[33.75-113.5] 53 [38.5-81.5]
GGT (U/L) 128.9 + 108.87 65.55 + 55.45 3.50 0.00
107.5[47.75-113.5] | 43[26.5-100.5]
FA (U/L) 85.07 + 21.99 81.88 + 34.55 1.40 0.15
82.5[67.5-101] 75.5[59.5-88.25]
Albumina (g/dL) 4.34 + 0.33 4.4 +0.35 1.01 0.31
4.4[4.1-4.6] 4.5[4.2-4.62]
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Actividad 96.52 = 6.80 97.43 = 7.40 1.02 | 0.30
protrombina (%) | 100 [96.25-100] 100 [100-100]
Bilirrubina 0.79 = 0.48 0.80 = 0.58 0.12 | 0.90
(mg/dL) 0.7 [0.5-0.92] 0.70[0.5-0.9]

Tabla 27: comparacion de parametros bioquimicos hepaticos en grupos de esteatosis
clasificada segun la mediana.
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Grafico 12: parém::;;: hte)pia:)c:quimicos hepéticos y esteatosis. p
Esteatosis Sl Esteatosis NO y4 P
GOT (U/L) 62.90 + 45.41 35.87 £+ 16.17 2.96 0.003
49 [33.5-73] 33 [23-54]
GPT (U/L) 79.39 + 63.23 51.93 = 30.81 1.77 0.07
57 [39-101] 41 [29-78]
GGT (U/L) 110.83 = 95.41 34.67 = 20.44 3.94 < 0.001
98 [39-137] 27 [17-48]
FA (U/L) 86.43 + 28.68 69.87 + 26.27 2.69 0.007
84 [67-100] 64 [51-84]
Albumina (g/dL) 4.36 = 0.36 4.42 + 0.24 0.15 0.87
4.4[4.2-4.6] 4.4[4.2-4.6]
Actividad 96.53 + 7.66 99.04 + 2.55 1.25 0.21
protrombina (%) | 100[97.25-100] 100 [100-100]
Bilirrubina 0.84 + 0.57 0.60 = 0.27 1.90 0.06
(mg/dL) 0.70[0.5-0.95] 0.60[0.3-0.7]

Tabla 28: comparacion de parametros bioquimicos hepéticos en grupos de esteatosis

clasificada segln su ausencia o presencia.
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En el analisis multivariante que se realiz6 entre los parametros bioquimicos
hepaticos y la esteatosis clasificada segun la mediana encontramos relaciones
significativas independientes con la GGT:

B E.T. YWald o] Sig. Expi(B)
Paso  GGT -011 004 8,401 1 ,004 989
1 Constante 1,018 ,396 6,603 1 ,010 2,769

Tabla 29: andlisis multivariante entre esteatosis hepética clasificada segun la mediana y
parametros bioquimicos hepaticos.

1.8. Esteatosis hepatica y genotipo viral

La carga viral no guardd relacion significativa con el porcentaje de
esteatosis hepatica.

Al analizar si existian diferencias entre la esteatosis hepatica y los
diferentes genotipos encontramos que los pacientes con genotipo 3 presentaron
mas esteatosis que los genotipos no 3, y que los genotipo no1 presentaron mas
esteatosis que los genotipo 1, como se muestra en las siguientes tablas:

GENOTIPO VIRAL

Genotipo 3 Genotipo no 3 y4 P
7.79 £12.75 1.95 + 4.38 2.47 | 0.013
Esteatosis 2.51[1.02-10.85] 0.19[0.02-1.10]
hepatica (%) Genotipo 1 Genotipo no 1
1.19 £ 2.39 6.47 = 10.08 2.43 | 0.015
0.15 [0.02-0.88] 1.25[0.09-10.34]

Tabla 30: esteatosis hepatica segun genotipo viral.
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Gréfico 13: relacion entre esteatosis hepéatica y genotipo 3.

2. ACTIVIDAD HISTOLOGICA

Esteatosis hepatica (%)

o
=]
1

En el caso de la actividad histologica procedimos a analizarla en funcion de
los indices de Metavir y Knodell, como comentamos en el apartado de material y
métodos. En el primer caso procedimos a realizar un analisis comparando el
grupo que presentaba una actividad por encima de la mediana (n = 26) con el
grupo con actividad por debajo de la misma (n = 62). También procedimos a un
analisis comparativo entre el grupo que no presentaba actividad segun el indice
Metavir (n = 12) y el grupo que presentaba actividad (n = 76). Con el indice de
Knodell procedimos a comparar el grupo que presentaba actividad por encima de
la mediana (n = 25) con el grupo por debajo de la mediana (n = 63).

No se procedié a la comparacion entre grupos con ausencia o presencia de

actividad segun el indice de Knodell porque estaban constituidos por 7 y 81
pacientes, respectivamente.

2.1. Actividad histoldgica valorada segun el indice Metavir

2.1.1. Actividad histolégica clasificando Metavir segun la
mediana

La actividad histolégica valorada segun el indice Metavir se relacioné de
forma significativa con multiples de las variables que analizamos en este trabajo,
como se expone en la siguiente tabla:
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ACTIVIDAD METAVIR

Citoquinas IL-4 (p 0.24, p 0.02)

Adipoquinas TIMP-1 (p 0.40, p 0.001)
TGF-p (p -0.31, p 0.01)

Hormonas Insulina (p 0.36, p 0.003)

HOMA (p 0.29, p 0.02)
IGF-1 (p -0.36, p 0.001)

Compartimentos

Grasa brazos (p 0.35, p 0.002)
Masa magra tronco (p 0.41, p 0.00)

Bioguimica
hepatica

Albuamina (p -0.26, p 0.01)
Protrombina (p -0.50, p 0.01)
GOT (p 0.46, p 0.00)

GPT (p 0.31, p 0.003)

GGT (p 0.32, p 0.002)

FA (p 0.24, p 0.02)

Histologia hepética

% grasa (p 0.28, p 0.01)

% fibrosis (p 0.58, p 0.00)

Tabla 31: relaciones significativas de la actividad segun el indice Metavir
con las variables analizadas.
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Gréfico 14: curvas de regresion entre fibrosis hepética y TIMP-1 con actividad

segun el indice Metavir.
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Cuando se clasifico la actividad histologica valorada segun el indice Metavir
por encima y debajo de la mediana se observaron diferencias significativas con

las siguientes variables:
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ActividadMet < Me ActividadMet > Me Z,T P
INF-y 5.24 + 2.46 5.39 £ 1.02 Z 0.04
(pg/mL) 4.34 [4.05-5.92] 5.23[4.49-6.16] 2.04
TIMP-1 426.40 = 52.16 465.19 + 45.53 T 0.00
(ng/mL) 2.92 5
TGF-g 197.41 + 71.83 147.86 + 96.36 T 0.02
(pg/mL) 2.33
Insulina 9.29 + 8.37 20.14 + 21.70 Z 0.00
(wU/mL) 7.79 [4.55-12.12] 16.49 [5.40-23.25] 2.77 6
HOMA 894.66 + 787.40 2028.09 + 3056.45 Z 0.03
682.95[393.14-1198.08] | 1481.55[496.75-1947.3] | 2.16
IGF-1 155.83 + 82.44 97.63 + 50.17 Z 0.01
(ng/mL) 137 [95.40-194] 92.40 [62.50-108] 3.38
Estradiol 40.84 = 35.70 36.07 + 47.51 Z 0.04
(pg/mL) 26.6 [21.65-45.22] 20 [20-33.57] 2.06
Masa magra 23233.81 +4117.90 26417.71 + 3734.71 T 0.00
troncular (g) 3.14 2
Grasa 846.42 + 544.15 1512.60 + 1017.69 T 0.00
brazos (g) 3.75
Albumina 4.46 = 0.26 417 £ 0.41 Z 0.00
(g/dL) 4.50 [4.20-4.62] 4.15[4.15-4.50] 3.26
Protrombina 98.92 + 4.43 92.58 + 9.50 Z 0.00
(%) 100 [100-100] 95.50 [87.75-100] 4.59
GOT (U/L) 46.10 + 26.81 83.62 + 58.79 Z 0.00
37 [28.75-55] 64 [46-93.25] 3.83
GPT (U/L) 63.58 + 48.15 95.08 + 75.24 Z 0.03
52 [32.75-88.25] 68.50 [42-127.50] 2.19
GGT (U/L) 70.74 £ 53.30 152.04 + 128.69 Z 0.00
51.50 [30.25-109] 118 [51.75-217] 3.28 1
% grasa 1.82 + 4.08 4.06 = 8.45 Z 0.03
hepatica 0.10[0.01-1.30] 0.56 [0.24-2.66] 2.12
% fibrosis 5.36 + 4.96 14.70 + 13.08 Z 0.00
hepatica 4.45[3.10-5.90] 10.30 [5.95-17.82] 4.82

Tabla 32: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de actividad

segun Metavir clasificada segun la mediana.
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Gréfico 15: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de Metavir
clasificada segun la mediana.

En el anadlisis multivariante que incluy6 todas las variables que habian
mostrado una relacidn significativa en el analisis univariante se observd que los
relacion significativa e
independiente con la actividad. Al excluir dichas variables fueron el porcentaje de
fibrosis hepatica, TIMP y TGF-f quienes mantuvieron dicha relacion:

parametros bioquimicos hepaticos guardaron una

Log Camhioen-2
verosimilitud log de la Sig. del
Variahle del modelo verosimilitud gl cambhio
Paso1 GGT -32,470 13,215 1 ,000
Paso 2  Actividad
protrormbin -25,931 10,376 1 001
QeT -28,057 14,628 1 ,000
Paso3  Albdmina -20,789 4 895 1 027
Actividad
protrombin -20,452 4221 1 040
GGT -25,211 13,738 1 ,000
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B E.T. Wald al Sig. Exp(B)

Paso % fibrosis
13 hepatica 133 060 4972 1 026 1,143

Constante -1,728 542 10174 1 001 78
P@SD TGF-B -012 006 4,225 1 040 988
2 % fibrosis

hepatica 05 055 3,657 1 056 1,111

Ganstanie 371 1,060 123 1 726 1,450
PEISO TIMP 022 009 6,293 1 012 1,022
3 TGF-B -019 008 6,517 1 011 981

% fibrosis

hepatica 074 053 1,968 1 61 1,077

Constante -8,067 3,535 5,207 1 022 000
P@SO TIMP 024 009 7,636 1 006 1,024
4 TGF-B -022 007 8,715 1 003 978

Constante -7.928 3,455 5,265 1 022 000

Tabla 33: analisis multivariante de la actividad Metavir incluyendo y excluyendo los
parametros bioquimicos hepaticos.

2.1.2. Actividad histolégica clasificando Metavir segun su
presencia 0 ausencia

Cuando se clasifico la actividad histol6gica valorada segun el indice Metavir
segln su ausencia o presencia se observaron diferencias significativas con las
siguientes variables:

Actividad Met SI Actividad Met NO Z,T P
IL-4 (pg/mL) 13.88 + 15.54 14.47 + 26.78 Z2.83 0.005
8.49 [8.12-11.85] 7.85[5.77-8.12]
MDA (nuM) 3.80 + 2.97 1.26 = 0.80 T 2.06 0.04
TIMP-1 443.52 + 53.54 404.13 = 34.72 T 2.01 0.05
(ng/mL)
IMC (kg/m?) 24.34 + 3.52 22.16 = 2.64 T 2.04 0.04
Masa magra | 24616.72 + 4082.95 | 21304.14 + 4252.82 | T 2.47 0.02
troncular (g)
Grasa 1109.79 = 810.52 635.20 + 220.30 T1.92 | 0.06 (NS)
brazos (g)
Protrombina 96.58 + 7.37 100 2217 0.03
(%) 100 [96.32-100] 100 [100-100]
GOT (U/L) 59.58 + 42.29 42 + 41.21 2274 0.006
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48.50 [33-71.75]

28 [21.5-40.5]

GPT (U/L) 74.50 = 53.66 62.67 = 87.22 Z 2.45 0.01
58.50 [39-93.50] 32.5 [26.5-48.75]

% grasa 2.80 = 6.16 0.38 = 0.63 Z1.85 | 0.06 (NS)

hepatica 0.43 [0.03-2.41] 0.05 [0-0.82]

% fibrosis 8.88 + 9.75 3.65 + 2.56 Zz3.14 | 0.002

hepatica

5.60 [3.67-9.40]

2.65[2.15-4.87]

Tabla 34: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de actividad
segun Metavir clasificada segun su ausencia o presencia.
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Grafico 15: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de actividad
Metavir clasificados segun su ausencia o presencia.
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2.2. Actividad histolégica valorada segun el indice de Knodell

2.2.1. Actividad histolégica valorada segun la necrosis periportal
y en puentes clasificada segun la mediana

La actividad histologica valorada segun el indice de Knodell se relacion6 de
forma significativa con multiples de las variables que analizamos en este trabajo,
como se expone en la siguiente tabla:

CORRELACIONES ACTIVIDAD KNODELL

Citoquinas IL-4 (p 0.22, p 0.04)

Adipoquinas TGF- (p -0.39, p 0.001)
TIMP-1 (p 0.23, p 0.06, NS)

Hormonas IGF-1 (p -0.26, p 0.02)

Compartimentos IMC (p 0.19, p 0.07, NS)
Masa magra tronco (p 0.41, p 0.00)
Masa magra total (p 0.31, p 0.006)

Grasa brazos (p 0.22, p 0.05)
Albumina (p -0.22, p 0.03)
Protrombina (p -0.44, p 0.00)

GOT (p 0.32, p 0.002)

GGT (p 0.22, p 0.03)

% grasa hepatica (p 0.22, p 0.04)
% fibrosis hepatica (p 0.58, p 0.00)
Metavir actividad (p 0.87, p 0.00)
Metavir fibrosis (p 0.54, p 0.00)
Tabla 35: relaciones significativas entre la actividad segun el indice
Knodell y las variables analizadas.

Bioquimica hepatica

Alteraciones
histoldgicas

indices histolégicos

Cuando se clasificé la actividad histologica valorada segun el indice de
Knodell clasificado por encima y debajo de la mediana se observaron diferencias
significativas con las siguientes variables:

ActividadKnod < ActividadKnod > ZT P
Me Me
TGF-g (pg/mL) 200.87 = 69.20 137.43 £ 96.32 T 3.02 | 0.004
IGF-1 (ng/mL) 153.32 + 83.48 101.59 = 49.59 Z2.79 | 0.005
132.5[93.9-192.5] 96.15[67.22-
111.25]
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Masa magra 23207.41 + 4061.56 | 26639.73 + 3746.36 | T 3.37 | 0.001

troncular (g)

Grasa brazos 895.28 + 578.56 1418.50 + 1051.94 | T 2.80 | 0.006

| (9)

Albumina 4.45 = 0.27 418 £ 0.42 Z2.88 | 0.004

(g/dL) 4.5[4.2-4.6] 4.2[4-4.5]

Protrombina 98.80 + 4.50 96.62 + 9.70 Z4.23| 0.00

(%) 100 [100-100] 97 [87.5-100]

GOT (U/L) 49.57 = 32.83 76.36 = 56.40 Z3.15 | 0.002
37 [29-61] 62 [42.5-84.5]

GGT (U/L) 75.40 + 58.27 143.56 = 131.45 Z2.63 | 0.008
55[31-113] 108 [50.5-214.5]

% grasa 2.33+6.17 2.94 £ 5.05 Z216 ] 0.038

hepatica 0.09[0.01-1.24] 0.60[0.36-3.01]

% fibrosis 5.32 + 4.92 15.18 + 13.11 Z5.19 | 0.00

hepatica 4.4[3.1-5.9] 10.3 [6.15-19.15]

Tabla 36: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de actividad
segun Knodell clasificado segun la mediana.
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Gréfico 16: algunas variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de
actividad segun Knodell clasificada segun la mediana.
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En el analisis multivariante se observdé una relacion significativa
independiente con el TGF-f, el porcentaje de fibrosis hepatica y la albumina:

B ET. Wald al Sig. Exp(B)

Paso  TGF B T022 007 5.043 1 003 979

1 Constante 2516 1.075 5,481 1 o9 | 12374

P@so % fihrosis

: henica 119 057 4,374 1 036 1126
TGF-B - 022 008 7146 1 008 a78
Gonsiante 1,546 1,254 1,521 1 218 4,693

Paso % fihrosis

E nBngtics 114 055 4,270 1 039 1121
TGF-B - 024 009 6,950 1 008 976
Albdmina -2,095 1,357 4,871 1 027 050
Constante 14,751 6,197 5,666 1 017 | 2548012

Tabla 37: analisis multivariante de la actividad segun el indice Knodell.
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3. FIBROSIS HEPATICA

La media, mediana y rango intercuartilico de la fibrosis hepatica fueron
8.25%, 5.30% y 3.32 — 9.05%.

Como se coment6 en el apartado material y métodos procedimos a
clasificar la fibrosis por debajo y encima de la mediana. También se valoré la
fibrosis con los indices de Knodell y Metavir clasificados por debajo y encima de la
mediana.

3.1. Relaciones significativas de la fibrosis hepatica con las
variables analizadas

La fibrosis hepatica se relacion6 de forma significativa con la grasa en los
brazos, la masa magra troncular, la GOT, GGT y de forma inversa con los niveles
de IGF-1 y protrombina. No se observaron relaciones significativas con las
citocinas, las adipoquinas, la carga viral ni la esteatosis hepéatica.

CORRELACIONES DE LA FIBROSIS HEPATICA
Hormonas IGF-1 (p -0.35, p 0.002)
Compartimentos grasos Grasa brazos (p 0.25, p 0.03)
Compartimentos magros Masa magra troncular (p 0.23, p 0.05)
Parametros bioguimicos | GOT (p 0.39, p 0.00)
hepéaticos GGT (p 0.22, p 0.04)

Protrombina (p -0.30, p 0.006)

Tabla 38: relaciones significativas de la fibrosis hepatica.
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Gréfico 17: relacion inversa entre niveles de IGF-1 y fibrosis hepatica.

3.2. Diferencias significativas entre la fibrosis hepatica y las
variables analizadas

Sélo IGF-1, GOT vy logaritmo de la carga viral mostraron diferencias
significativas en los grupos de fibrosis clasificados segun la mediana. No se
observaron diferencias significativas con las citocinas, adipoquinas,
compartimentos grasos 0 magros ni con la esteatosis hepatica.

Fibrosis > Me Fibrosis < Me Z P
IGF-1 115.07 = 68.29 155.94 + 84.48 2.74 0.006
(ng/mL) 94.45[78.62-123.5] 137.5[98.97-184]
GOT (U/L) 68.38 + 51.61 47.76 = 29.13 2.41 0.02
54.5[36.5-79] 36.5[27.25-63.5]
LogCV 6.11 = 0.66 5.75 = 0.79 2.06 0.04
6.19[5.59-6.7] 5.73 [5.36-6.41]

Tabla 39: variables que mostraron diferencias significativas en grupos de fibrosis hepatica
clasificada segun la mediana.
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Grafico 18: variables que mostraron diferencias significativas en grupos de fibrosis
clasificada segun la mediana.

En el andlisis multivariante introduciendo las variables que habian
mostrado diferencias significativas en el analisis univariante se observo que tanto
el logaritmo de la carga viral como la GOT mantuvieron una relacion
independiente con la fibrosis hepatica clasificada segun la mediana:

Log Cambio en-2
verosimilitud log de la Sig. del
Variahle del modelo verosimilitud al cambio
Paso1 LogCV -52,682 7,568 1 006
Paso2 GOT -48,907 5,144 1 023
LogCV -50,900 9,129 1 003

Tabla 40: analisis multivariante de la fibrosis hepéatica.

3.3. Fibrosis hepatica valorada segun el indice Metavir

La fibrosis hepatica valorada segun el indice de Metavir se relacioné de
forma significativa con multiples de las variables analizadas, como se muestra en
la siguiente tabla:

CORRELACIONES FIBROSIS METAVIR

Citocinas IL-4 (p 0.24, p 0.002)
TGF-p (p -0.31, p 0.01)

Adipoquinas TIMP-1 (p 0.4, p 0.001)

Hormonas Insulina (p 0.36, p 0.003)
IGF-1 (p -0.36, p 0.001)
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Compartimentos

IMC (p 0.25, p 0.02)

Grasa brazos (p 0.35, p 0.002)
Tejido magro tronco (p 0.41, p
0.00)

Bioquimica hepatica

Protrombina (p -0,49, p 0.00)
Albuamina (p -0.26, p 0.01)
GOT (p 0.46, p 0.00)

GPT (p 0.32, p 0.002)

GGT (p 0.32, p 0.002)

FA (p 0.24, p 0.02)

Histopatologia

% fibrosis (p 0.58, p 0.00)
Knodell fibrosis (p 0.74, p 0.00)

Tabla 41: relaciones significativas de la fibrosis segun el indice

Metavir.

Cuando se clasificé la fibrosis valorada segun el indice Metavir por encima
y debajo de la mediana se observaron diferencias significativas con las siguientes

variables:
MetavirF < Me MetavirF > Me Z,T P
IL-4 (pg/mL) 11.93 + 10.27 17.03 + 24.24 Z1.99 0.05
8.12[7.75-10.91] 8.49[8.12-13.79]
IGF-1 (ng/mL) 159.71 + 84.24 108.16 +58.75 Z 3.20 ] 0.001
137.5[99.95-190.75] | 92.5[64.07-129.5]
T4 (ng/mL) 1.27 £0.29 1.15+0.22 T 2.03 0.05
Grasa brazos 876.14 £ 574.71 1295.63 = 957.29 T 2.41 0.02
[ (9)
GOT (U/L) 48.94 + 31.48 69.66 +52.98 Z2.56 0.01
37 [28-62] 58 [37-78]
Protrombina 99.54 + 1.53 93.26 = 9.76 Z2.64 ]0.008
(%) 100 [100-100] 98 [98-100]
Bilirrubina 0.69 £ 0.32 0.95 + 0.71 Z1.93 0.05
(mg/dL) 0.6 [0.5-0.8] 0.8[0.5-1]
% grasa 1.16 £ 2.42 4.39 + 8.28 Z1.92 ] 0.055
0.12[0.01-0.93] 0.53[0.04-5.22] (NS)
% fibrosis 4.60 + 2.32 13.37 + 12.62 Z4.93 0.00
3.90[3.05-5.75] 9.1 [5.2-14.1]

Tabla 42: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de fibrosis

segun Metavir clasificada segun la mediana.
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Gréfico 19: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de fibrosis
segun Metavir clasificada segun la mediana.

En el analisis multivariante entre la fibrosis hepatica valorada segun Metavir

y clasificada segun la mediana, se observd que guardd una relacién significativa e
independiente con la actividad de la protrombina, y al excluirla dicha relacion se
establecio con IGF-1 y bilirrubina:

B ET. Wald ol Sig. Exp(B)

Paso Actividad
5 Sroombin -373 138 7327 1 007 539
Constante 36,361 13,664 7.081 1 008 | BE+D15

B ET. Wald ol Sig. Exp(B)

Paso  IGF-1 012 005 5.645 1 e 958
1 Constante 1,196 538 3,512 1 061 3,307
Paso  IGF1 - 014 006 6,227 1 013 986
2 Bilirrubina 1,380 538 4,016 1 045 3,973
Canstants 288 788 133 1 715 1,333

Tabla 43: analisis multivariante de la fibrosis hepatica valorada segun el indice Metavir y
clasificada segun la mediana.
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3.4. Fibrosis hepatica valorada segun indice de Knodell

La fibrosis hepatica valorada segun el indice de Knodell se relacioné de
forma significativa con multiples de las variables analizadas, como se muestra en

la siguiente tabla:

CORRELACIONES FIBROSIS KNODELL

Citocinas IL-4 (p 0.21, p 0.05)
TGF-p (p -0.37, p 0.002)
Hormonas IGF-1 (p -0.28, p 0.01)

Compartimentos

Grasa brazos (p 0.26, p 0.002)

Bioquimica hepatica

Protrombina (p -0.44, p 0.00)
Albumina (p -0.23, p 0.03)
Bilirrubina (p 0.21, p 0.05)
GOT (p 0.34, p 0.001)

GPT (p 0.26, p 0.02)

GGT (p 0.29, p 0.008)

Histopatologia

MetavirF (p 0.74, p 0.00)
% fibrosis (p 0.62, p 0.00)

Tabla 44: relaciones significativas de la fibrosis hepatica segin el

indice Knodell.

Cuando se clasificd la fibrosis valorada segun el indice de Knodell por
encima y debajo de la mediana se observaron diferencias significativas con las

siguientes variables:

KnodellF < Me KnodellF > Me ZT P
IL-4 (pg/mL) 12.90 = 14.27 17.13 + 24.37 Z2.04 0.04
8.12[7.89-11.57] 8.88[8.12-11.57]
TGF-g 197.283 = 72.25 143.08 = 96.62 T 2.49 0.02
| (pg/mL)
IGF-1 151 + 83.44 103.38 = 49.58 Z2.69 | 0.007
(ng/mL) 125[94.45-190.75] 89.25[68.82-114.25]
Protrombina 98.74 + 4.47 91.96 + 10.09 Z4.29 0.00
(%) 100 [100-100] 95.5[85.7-100]
Albumina 4.43 + 0.29 4.21 +0.42 Z2.35 0.02
(g/dL) 4.5[4.2-4.62] 4.3[4-4.5]
GOT (U/L) 49.06 + 31.94 81.55 + 58.67 Z3.52 0.00
38 [28.75-61.25] 65 [46-90.5]
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GGT (U/L) 75.06 = 58.54 153.86 = 135.07 Z2.87 | 0.004
51.5[32.5-110] 115[54.5-210.5]
Bilirrubina 0.74 £ 0.5 0.95 +0.58 Z2.08 ] 0.04
(mg/dL) 0.6 [0.5-0.82] 0.8[0.57-1.05]
% grasa 2.26 = 6.01 3.22 + 5.37 Z1.77 | 0.08
0.12[0.02-1.30] 0.64 [0.24-4.08] (NS)
% fibrosis 485+23 17.84 1412 Z5.44 1 0.00
4.55[3.1-5.9] 12.96 [7.7-25.37]

Tabla 45: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de fibrosis
hepéatica valorada segun Knodell y clasificada segun la mediana.
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Gréfico 20: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de fibrosis
hepéatica valorada segun Knodell y clasificada segun la mediana.

En el analisis multivariante, bilirrubina, GOT y protrombina guardaron una
relacion independiente con la fibrosis hepatica valorada segun el indice de
Knodell y clasificada segun la mediana. Destacar que cuando se excluyeron estas
variables para realizar otro analisis de regresion con las otras variables que
habian mostrado una relacion significativa en el analisis univariante con la fibrosis
hepatica, no se observaron resultados significativos.

139




B ET. wald gl Sig. Exp(B)
Paso  Actividad
.8 gkl -108 049 4,992 1 025 8a7
Constante 9,669 4,738 4,164 1 041 15812592
Paso  Bilinubina -2,047 1,061 3,720 1 054 129
2 Actividad
SalBmBIn -,233 085 6,054 1 014 792
LesnStania 23,144 9,830 5,544 1 018 | 1E+010
Paso  Bilinubina -2,349 1,157 4121 1 042 095
3 GOT 016 008 3,410 1 065 1,016
Actividad
wratrombin -,252 104 5,939 1 015 J77
Constante 24,329 10,695 5175 1 023 4E+010

Tabla 46: analisis multivariante de la fibrosis hepatica valorada segun Knodell y
clasificada segun la mediana.
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4. GENOTIPOS VIRALES

Se expone a continuacién la distribucion de los genotipos. Como se
puede observar la mayor parte esta formada por el genotipo 1.

- Genotipo 1: 65 pacientes.

- Genotipo 3: 8 pacientes.

- Genotipo 4: 12 pacientes.

- Genotipo 2,4,5a: 1 paciente.
- Total: 86 pacientes.

Genotipo
[

B2as

[k

B4

Gréfico 21: distribucion de los genotipos virales.

4.1. Genotipo 1

En la poblacién con genotipo 1, la esteatosis hepatica se relaciond de
forma significativa con la IGF-1, la grasa en los brazos, varios parametros
bioquimicos hepatico y el porcentaje de fibrosis hepética. La fibrosis
hepatica se relacion6 de forma significativa con IGF-1, TIMP-1, la grasa en
brazos y varios parametros bioquimicos hepéaticos. Se muestran a
continuacién en la tabla otras relaciones significativas en este grupo de
pacientes:
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CORRELACIONES | CORRELACIONES OTRAS CORRELACIONES
GRASA FIBROSIS
TNF-a con IGF-1 (p -0.30, p 0.02)
TNF-a con GOT (p 0.31, p 0.01)
TIMP-1 (p 0.32, p | Leptina con IMC (p 0.36, p 0.02)
0.03) Leptina con grasa tronco (p 0.51,
p 0.001)
Leptina con grasa brazos (p 0.40,
p 0.01)
Leptina con grasa total (p 0.54, p
0.00)
IGF-1 (p -0.29, p|IGF-1 (p -0.46, p|IGF-1con IMC (p-0.26, p 0.05)
0.03) 0.00) IGF-1 con grasa tronco (p -0.32, p
0.02)
IGF-1 con TIMP-1 (p -0.38, p
0.01)
Grasa brazos (p|Grasa brazos (p|IMC con HOMA (p 0.30, p 0.04)
0.27, p 0.05] 0.30, p 0.03) Grasa tronco con HOMA (p 0.36,
p 0.002)
Grasa tronco con insulina (p 0.30,
p 0.05)
Grasa brazos con insulina (p
0.38, p 0.02)
Grasa total con insulina
(p 0.41, p 0.01)
GOT (p 029, p|GOT (p 040, p
0.02) 0.003)
GGT (p 0.44, p|GGT (p 0.27, p 0.03)
0.00) FA (p 0.30, p 0.02)

% fibrosis hepatica
(p 0.28, p 0.003)

% grasa hepéatica (p
0.28, p 0.003)

Tabla 47: relaciones significativas observadas en el grupo con genotipo 1.

142




50,00 =

40,00 =

30,00 =

Leptina

20,00 =

10,00 A

0,00

T
0,00 10000,00

T T
20000,00 30000,00

Grasa troncular

Insulina

100,00 =

75,00 =

50,00 =

25,00 -

0,00 =

T T
0,00 10000,00

T
20000,00

Grasa troncular
Grafico 22: la leptina mantuvo una relacidn méas estrecha que la insulina con la grasa
troncular en pacientes con genotipo 1.
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A continuaciébn se muestra en una tabla las diferencias significativas
encontradas al comparar genotipo 1 frente genotipo no 1 con todas las variables

analizadas:

Genotipo 1 Genotipo no 1 Z,T P
IL-6 (pg/mL) 3.08 £ 2.75 717 £7.18 Z211 0.03

2[2-2.46] 2[2-13.5]

MDA (uM) 411 + 3.07 1.89 = 1.69 T 2.55 0.01
Grasa tronco 9015.67 = 12147.37 + 6546.03 T1.96 0.05
(9) 5829.80
Bilirrubina 0.85 +0.58 0.61 +0.25 Z1.88 0.06
(mg/dL) 0.70[0.50-1] 0.50[0.45-0.80] (NS)
% grasa 1.19 +2.39 6.47 =+ 10.08 2243 0.008
hepatica 0.15[0.02-0.88] 1.25[0.09-10.34]
LogCV 6.06 + 0.76 5.57 £ 0.55 Z2.71 0.02

Tabla 48: variables que mostraron diferencias significativas en los grupos de genotipo 1y

no 1.
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4.2. Genotipo 3

En este grupo de pacientes, el porcentaje de grasa hepatica guardd
una relacién significativa con el TNF-a. (p = 0.81, p = 0.02), el IMC (p = 0.74,
p = 0.04) y una relacién inversa con la albumina (p = -0.71, p = 0.05). El
porcentaje de fibrosis no guard6 relacion con ninguna de las variables

analizadas.

Grafico 283: relacion entre TNF-a y esteatosis hepatica en grupo con genotipo 3.
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Cuando se comparoé el genotipo 3 (n = 8) frente al genotipo no 3 (n =
78) se encontraron las siguientes diferencias significativas que exponemos

en la tabla:
Genotipo 3 Genotipo no 3 Z,T P

IL-6 (pg/mL) 10.54 = 7.51 3.44 + 3.68 3.43 | 0.001

9.66 [2.93-16.92] 2[2-2.41]
25(0OH)D 30.75 + 21.75 50.69 +17.46 | T291| 0.004
Triglicéridos 88.63 + 43.26 142 = 92.97 2.13 0.03
(mg/dL) 79.50 [50.25-119.25] | 108 [88.5-160.5]
LDH (U/L) 221.88 + 78.57 301.14 £+ 104.15 | T2.14| 0.03
% grasa 7.79 £ 12.75 1.95 + 4.38 2.47 0.01
hepatica 2.51[1.02-10.85] 0.19[0.02-1.10]
% fibrosis 4.36 + 2.54 8.66 + 9.70 1.82 0.07
hepatica 3.50[2.77-4.85] 5.6 [3.52-9.17] (NS)
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Tabla 49: variables que mostraron diferencias significativas en grupos de genotipo 3 y no
3.

145



VI. DISCUSION
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Como se comentd en la introduccion, la infeccion cronica por el VHC
incluye varias alteraciones histolégicas que incluyen la esteatosis hepatica, la
esteatohepatitis y la fibrosis. Es posible que no en todos los casos coexistan todas
estas alteraciones. Diversos estudios realizados en otros centros revelan que en
cortes transversales de grupos de pacientes infectados por el VHC, la prevalencia
de esteatosis oscila entre un 54% (Ahmed et al, 2011), 56% (Oukaa-Kchaou A et
al, 2011), 47% (Guaraldi et al, 2011), 53,3% (Adinolfi et al, 2012), por citar sélo
algunos. En nuestro estudio encontramos que existia algun grado de esteatosis
hepatica en un 82%, pero es necesario matizar que el criterio seguido es
diferente: en la mayoria de los trabajos referidos previamente la esteatosis
hepéatica significativa se consideraba si habia > 5% de hepatocitos con grasa. Si
consideramos la esteatosis hepéatica como una cantidad de grasa total presente
en la biopsia > 5%, en nuestro estudio habia solamente un 16% de pacientes con

esteatosis significativa.

Es llamativo que la prevalencia de esteatosis era mucho mas frecuente en
los pacientes alcohdlicos, siendo esta asociacion estadisticamente significativa. El
alcohol induce la sintesis endégena de triglicéridos por parte del hepatocito, ya
que por una parte actia aumentando la expresion génica de enzimas involucrados
en la sintesis de triglicéridos, y por otra, el desequilibrio redox que genera su
metabolismo favorece la sintesis de acidos grasos y se opone a la oxidacién de
los mismos, como se ha comentado en el apartado de introduccion. Es de
destacar que en nuestro estudio habia 15 pacientes que no presentaron
esteatosis en absoluto, pero de esos 15 Unicamente uno era alcohdlico, siendo
esta asociacion estadisticamente significativa, lo que refuerza el papel patogénico

del alcohol en la esteatosis como hemos comentado.

En cambio, no encontramos que hubiera relacién entre la coinfeccion por
VIH y la presencia de esteatosis, al contrario de los resultados referidos por
Guaraldi G et al (2011), en los que la coinfeccidén por VIH suponia un riesgo extra

para el desarrollo de esteatosis.
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También se han descrito diferencias en relacién al genotipo. La posible
explicacion a estas diferencias las discutiremos mas adelante, pero lo cierto es
que el genotipo 3 puede ejercer efectos citopaticos directos que conducen al
desarrollo de esteatosis sin necesidad de generar alteraciones metabdlicas
asociadas. En nuestro estudio es interesante resaltar que la esteatosis era mas

intensa en los pacientes con genotipo 3 al compararlos con el resto (p = 0.013).

1.- Grasa corporal y esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica consiste en la acumulacién intrahepatocitaria de
triglicéridos y proteinas (Baraona, 1977), que justifican un 50% del incremento de
peso y tamafio de estas células; el otro 50% deriva del agua embebida como
consecuencia del aumento de presion oncética. La acumulacion de grasa refleja
en Ultima instancia la incapacidad del hepatocito para exportar los triglicéridos con
los que se carga. Los acidos grasos de donde derivan estos triglicéridos
provienen fundamentalmente del tejido adiposo por acciébn de la lipasa
hormonosensible, que se activa en presencia de hormonas contrainsulares o
cuando existe resistencia a la insulina. Continuamente existe un cierto grado de
actividad de la lipasa hormono sensible que hace que podamos detectar siempre
una concentracién determinada de acidos grasos provenientes de los depédsitos
tisulares. En condiciones normales, el higado es capaz de oxidarlos y/o

incorporarlos a nuevas particulas lipoproteicas (VLDL) para exportarlos.

Por tanto, al analizar la patogenia de la esteatosis hepética es necesario
hacer una primera referencia a la cuantia del depdsito graso corporal, ya que es
de aqui de donde van a provenir los acidos grasos que se acumularan en el
higado. En nuestro estudio encontramos correlaciones positivas estadisticamente
significativas entre la cantidad de grasa en diversos compartimentos corporales y
la grasa hepatica. Este resultado concuerda plenamente con los postulados
tedricos que acabamos de exponer y también con lo referido por otros autores,

como Guaraldi et al (2011), quienes encuentra una relacién entre el perimetro de
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cintura y la cantidad de esteatosis hepatica, y con lo hallado en un trabajo previo
de nuestro grupo (Gonzélez-Reimers et al, 2008), en el que encontramos una
relacion entre el perimetro de cintura y la cantidad de grasa hepatica en un
colectivo diferente al aqui estudiado. Parece claro, por tanto, que el tejido graso, y
especialmente la grasa troncular, juegan un papel relevante en la génesis de la
esteatosis hepatica. A pesar de que el indice de cintura no ha sido medido en
nuestros pacientes, ni tampoco de forma directa la grasa visceral, la grasa
troncular puede asimilarse a estas dos variables, ya que las incluye. La
importancia de la grasa troncular en la patogenia de la esteatosis en nuestros
pacientes se pone de manifiesto al interpretar los resultados del analisis
multivariante incluyendo parametros antropométricos: fue la grasa troncular la
unica que guardé relacion significativa independiente con la cantidad de grasa

hepatica en este tipo de andlisis.

La relacion encontrada entre IMC y grasa hepatica, en concordancia con lo
referido por otros autores (Adler M, 1979; Moreno-Sanchez, 2005), debe
interpretarse como dependiente de la relacion entre grasa corporal y esteatosis,
ya que no encontramos relacidén alguna entre el porcentaje de esteatosis hepatica
y los parametros de tejido magro. Sin embargo, es destacable que aquellos
pacientes que no tenian grasa ninguna en la biopsia hepatica tenian menos masa
magra troncular de forma significativa (p 0.04). Este hallazgo no es sencillo de
explicar, teniendo presente que ninguno de nuestros pacientes estaba malnutrido,
por lo que no puede atribuirse a que aquellos pacientes con menor masa magra
tampoco tuviera tejido adiposo suficiente para aportar acidos grasos al higado.
Esto sugiere que ademas de la importancia de los depdésitos grasos en la génesis
de la esteatosis hepatica, existen otros factores, como comentaremos después,
que ya se han apuntado en trabajos previos (Gonzéalez Reimers et al, 2008). Asi,
Guaraldi et al (2011) encuentran que el sexo femenino y la presencia de
coinfeccidn por VIH se relacionaban de forma significativa con la con la esteatosis
hepatica asociada el VHC. En nuestro estudio no observamos diferencias entre
hombres y mujeres ni entre coinfectados ni no coinfectados, aunque si debemos

mencionar que en los pacientes alcohdlicos fue excepcional (s6lo 1 caso) la
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ausencia de grasa en la biopsia hepatica. El que en el alcohdlico pueda existir
mayor cantidad de grasa hepatica es un hecho que en nada puede
sorprendernos, ya que el metabolismo del etanol por si mismo es un factor
patogénico de primer orden en la génesis de la esteatosis hepatica (Soizo M et al,
2008).

Juegue el etanol un papel mas o menos importante, ejerza o no el sexo
femenino y la coinfeccion por VIH un efecto modulador, y haya o no otros factores
que posiblemente influyan también, lo cierto es que de esta primera parte de
nuestro estudio se puede concluir que la cantidad de grasa que se acumula en el

higado del paciente con infeccién por VHC guarda relacion con la grasa troncular.

2.1. Factores implicados en la movilizacion de acidos grasos:

hormonas

La movilizacién de acidos grasos desde el tejido adiposo al higado esta
gobernada fundamentalmente por la insulina y algunas hormonas contrainsulares.
Por ejemplo, el cortisol ejerce un efecto redistribuidor de la grasa corporal que
justifica las clasicas alteraciones morfolégicas del paciente afecto de enfermedad
de Cushing, y que genera esteatosis hepatica. Por esto no tiene nada de extrafio
que hayamos encontrado una relacidbn casi significativa entre el cortisol
plasmatico y una mayor cantidad de grasa hepética (p 0.060), aunque los niveles
de cortisol en nuestros pacientes estaban dentro del rango de la normalidad. Este
resultado concuerda con lo referido por Targher et al (2006) en esteatohepatitis
no alcohdlica de pacientes diabéticos. Como se conoce, los glucocorticoides
promueven la esteatosis hepatica estimulando por una parte la lipogénesis
hepatocitaria y promoviendo ademas la lipolisis desde el tejido graso,

fundamentalmente del tejido graso visceral (Ahmed et al, 2012).

Probablemente sea mas importante el efecto de la insulina, que juega un

papel central en el metabolismo graso, conociéndose que inhibe en condiciones
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normales la lipolisis y que la resistencia a la accién de la insulina favorece el
aumento de la oferta de &cidos grasos al higado. Estos postulados teéricos
parecen verse corroborados en nuestro estudio, ya que encontramos una relacion
directa entre insulina y cantidad de grasa hepéatica, pero sobre todo entre el indice

HOMA vy la cantidad de grasa hepatica.

Una de las formas de estimar la insulin-resistencia es mediante el calculo
del producto insulina por glucosa, es decir, el HOMA. Es légico que a mayor grado
de insulin-resistencia esté mas activada la lip6lisis y aparezca mayor cantidad de
grasa hepatica, resultado encontrado en nuestro estudio considerando todos los
pacientes. Este resultado se sustenta en bases tedricas, pero hay que considerar
que el HOMA es en cierta manera inespecifico, ya que en diabéticos totalmente
insulinoprivos la insulina va a estar muy descendida, mientras que en diabéticos
tipo 2, especialmente en sus fases iniciales, va a estar aumentada. En cualquier
caso, el resultado es congruente con la teoria de la insulin-resistencia como
responsable de la esteatosis hepatica. La insulin resistencia es una caracteristica
de las fases precoces de la diabetes tipo 2 y del sindrome metabdlico en el que la
obesidad es un fendmeno definitorio. En este sentido nuestros resultados
demuestran una estrecha relacion entre el indice HOMA por una parte, y tanto el
IMC, la grasa total y la grasa troncular por otra. También encontramos relacion
con grasa en otros compartimentos corporales, como la grasa en piernas y en
brazos. Aunque insistiremos mas tarde en este aspecto, queremos recordar aqui
que clasicamente se ha dicho que el tejido adiposo mas relacionado con la
insulin-resistencia y el riesgo vascular es el visceral, pero la obesidad, al
aumentar el sustrato lipidico, aumenta también de manera absoluta la cantidad de
acidos grasos que llegan al higado. Por eso, la relacidbn encontrada entre grasa
hepatica y grasa periférica concuerda plenamente con el estado actual del

conocimiento.
Otras hormonas pueden jugar un papel en la esteatosis hepatica, aunque

los mecanismos son menos conocidos. Recientemente hay algunos estudios en

los que se sugiere una relacion inversa entre vitamina D (calcidiol) y esteatosis
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hepatica (Targher et al, 2007). Esto puede interpretarse de diversas maneras. Se
sabe actualmente que la vitamina D, al margen de sus efectos sobre el
metabolismo 0seo, tiene efectos antioxidantes y antiapoptéticos directos sobre el
hepatocito, que podrian defenderlo de la excesiva acumulacién de grasa. Por otro
lado, se ha observado que el tejido adiposo guarda relacién inversa con los
niveles de calcidiol, ya que esta vitamina, al ser liposoluble tienden a “quedar
secuestrada” en el tejido graso. Incluso, hay autores (Pilz S et al, 2011;
Temmerman JC, 2011) que han desarrollado la hipotesis de que el aumento de
riesgo vascular asociado a la obesidad por una parte y a niveles bajos de vitamina
D obedece al descenso de la capacidad antioxidante y antiapoptética de esta
vitamina al estar en su mayor parte secuestrada en el tejido adiposo y no
disponible por lo tanto para que en otros tejidos module la transcripcion de genes
con funciones “protectoras”. Los resultados encontrados aqui son compatibles con
esta hipoétesis, ya que la vitamina D mostraba una tendencia (p = 0.12) a estar
mas baja en los que tenian mas grasa hepatica, y guardaba una relacion
significativa con la grasa troncular, de manera que estaba descendida en aquéllos
cuya grasa troncular era superior a la mediana comparada con aquellos pacientes
con grasa troncular inferior a la mediana. Esta relacion se observa también con el
IMC. Lo que no queda claro es si la relacién de la vitamina D con la esteatosis
hepatica es por un efecto directo sobre el hepatocito o por su relaciéon inversa con

la grasa.

La IGF-1 ejerce efectos sobre todo anabolizantes, tanto a corto plazo,
favoreciendo la sintesis proteica y de acidos grasos y la captacién de glucosa y
triglicéridos (Bhasker & Friedmann, 2008), como a largo plazo (induciendo
diferenciacion y crecimiento celular en mudltiples tejidos). En nuestro estudio
encontramos niveles mas bajos de IGF-1 en pacientes comparados con
controles de forma significativa, y ademas niveles mas bajos aun en
aquéllos que tenian mas esteatosis hepatica, mas grasa troncular y mayor
IMC. Este resultado concuerda con lo descrito por Helaly et al (2011), quien
refiere niveles mas disminuidos de IGF-1 en pacientes con VHC al

compararlos con controles, y con los de Fusco et al (2011), quienes
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encuentran también niveles mas bajos de IGF-1 en esteatohepatitis
relacionada con obesidad. Arturi et al (2011) interpretan este hecho como
expresion del efecto de la resistencia insulinica sobre la estimulacion que la
GH ejerce sobre el hepatocito para producir IGF-1. Por lo tanto, el descenso
de la IGF-1 en los pacientes con mayor intensidad de esteatosis seria una
consecuencia de la resistencia insulinica, pero no jugaria papel causal
alguno sobre la acumulacion de grasa en el hepatocito. En nuestra
casuistica, si bien hubo una tendencia a la asociacion inversa entre IGF-1 y

HOMA, ésta no llegd a alcanzar la significacion estadistica.

Merece un comentario la relacion inversa encontrada entre tiroxina y
esteatosis hepatica. Esta concuerda con lo referido por otros autores, como
Ittermann et al (2012). Aunque la hormona tiroidea puede movilizar las
grasas, es conocido que el hipotiroidismo genera obesidad, factor
directamente relacionado en la génesis de la esteatosis. Es posible por lo
tanto que de esa forma se explique la relaciéon inversa observada, como también
podria explicarse aduciendo que la mayor demanda metabdlica relacionada con el
hipertiroidismo incrementaria la oxidacion de los acidos grasos disponibles. En
cualquier caso, los pacientes incluidos en este estudio no estaban en situacion de
hipertiroidismo, por lo que es probable que la relacion encontrada no refleje un
hecho patogénico de la esteatosis del paciente con HCV, sino que sea una mera

expresion de un fenomeno fisiol6gico normal.

2.2. Factores implicados en la movilizacion de acidos grasos:

citocinas y adipoquinas

Resumiendo los hallazgos relacionados con las hormonas estudiadas,
parece que la resistencia insulinica y el efecto de una hormona contrainsular
como el cortisol contribuyen a que la grasa se movilice hacia el higado y quede
atrapada en el hepatocito. Pero hemos de considerar que la movilizacion de

acidos grasos desde el tejido graso al higado esta gobernada no sélo por insulina
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y hormonas contrainsulares, sino también por citocinas producidas por el propio
tejido adiposo. Como ya apuntamos antes, es éste un tejido heterogéneo desde el
punto de vista metabdlico, y existen datos que sugieren que la repercusién que
tiene la excesiva acumulacién de grasa depende de dénde se acumule ésta (Liu J,
2010), lugar que a su vez depende de varios factores, algunos parcialmente
conocidos, y otros desde luego relacionados con las hormonas sexuales. Asi se
sabe que es la grasa visceral (aquélla que se acumula en la regiébn abdominal) la
mas relacionada con el riesgo vascular y con la esteatohepatitis (van der Poorter,
2008), y ésto se debe en parte a que la grasa visceral es fuente de citoquinas con
accion contrainsular, fundamentalmente TNF-a e IL-6, ademas de varias otras
adipoquinas (Grimble RF et al, 2002). Ello no es ébice para que en nuestro
estudio la insulin- resistencia (expresada por el indice HOMA), ademas de con la
grasa troncular, también se relacionase con la grasa en piernas (teéricamente

protectora) y brazos.

Ademas de las citocinas sefaladas (TNF e IL-6), una de las adipoquinas
cuyo estudio es pertinente en este trabajo es la adiponectina. Parece ser que
TNF-a y adiponectina juegan un papel contrapuesto, debiendo existir un equilibrio
entre ambas para el metabolismo normal. El TNF-a, citocina proinflamatoria por
excelencia, induce insulin resistencia y tiene un efecto lipolitico directo (no en
vano se denominaba caquectina). En concordancia con todo lo anteriormente
expuesto, en nuestro estudio el TNF-a se relacion6 de forma significativa con la
cantidad de grasa presente en el higado, al igual que la IL-6. Este resultado
concuerda con lo referido en la literatura (Decock S et al, 2007). Ademas, el TNF-
alfa se relacionaba de forma directa con el HOMA, subrayando el papel
patogénico que tiene esta citocina sobre la resistencia insulinica (Hotamisligil et
al, 1993). El TNF-a es una citocina clave en el desarrollo de esteatosis hepatica
en estos pacientes y en nuestro estudio hemos encontrado, ademéas de unos
niveles mas elevados de TNF-a en pacientes que en controles, una relacién
estadisticamente significativa entre los niveles de TNF-a y la cantidad de
esteatosis hepatica, tanto valorada cuantitativamente como clasificada en

cuartiles. Como sefialamos previamente, TNF-a induce esteatosis interfiriendo

154



con el metabolismo de SREBP-1 y AMPK. Multiples autores, como Zografos et al
(2008), estudian conjuntamente TNF-a y adiponectina observando resultados
contrapuestos en lo que se refiere a la relacion con la esteatosis. Por otro lado la
elevacion de la IL-6 en pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica esta

documentada por otros autores, como Das y Balakrishnan (2011).

En cambio, la adiponectina, clasica adipoquina “protectora”, no presentaba
relacion alguna ni con la cantidad de grasa hepatica ni grasa periférica ni tampoco
correlaciones negativas con TNF-a ni IL-6, aunque en general hay una tendencia
a mayor actividad y mayor fibrosis y valores mas altos del Knodell en pacientes
con adiponectinas mas bajas. Se ha citado una correlacion inversa entre
alteraciones histopatolégicas y niveles de Adiponectina s6lo en hombres (Kukla et
al, 2011). Un resultado parecido hemos encontrado en nuestro estudio al haber
observado una relacidn inversa entre niveles de adiponectina e indice de Knodell
en pacientes varones. También encontramos una relacion inversa entre los
niveles de adiponectina e IL-6 pero de nuevo Unicamente en varones. Como
comentamos anteriormente la adiponectina puede considerarse una citoquina
antiinflamatoria opuesta al efecto del TNF-a e incluso al de IL-6. El hecho de que
sblo se observen estos resultados en varones puede deberse a la diferente

distribucion de la grasa en hombres y mujeres.

La adiponectina es una adipoquina producida por el tejido adiposo que
tiene unos efectos en cierta manera agonistas a los de la insulina. De hecho, se
opone a la insulin-resistencia y contrarresta también los efectos
hiperglucemiantes del TNF-a. Hay notable controversia con respecto al
comportamiento de la adiponectina en pacientes afectos por infecciéon por VHC,
ya que si bien una mayoria de autores encuentran niveles mas bajos de esta
citoquina en pacientes afectos con VHC, algunos no encontraron diferencias entre
pacientes y controles (Baranova et al, 2011). En nuestro estudio hemos
observado que los niveles de adiponectina estaban mas disminuidos en pacientes
que en controles, resultado similar al encontrado por Grigorescu M et al (2008) o

Petit JM et al (2005). Este resultado es légico dada la relaciéon inversa descrita
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entre el indice HOMA vy la adiponectina y el efecto “protector” de esta adipoquina
sobre la esteatosis hepatica. De hecho, muchos autores han encontrado una
relacion inversa entre niveles de adiponectina y cantidad de grasa hepéatica (Petit
JM et al, 2005; Durente-Mangoni et al, 2006), si bien es cierto que otros autores
no han encontrado relacion alguna (Jonsson et al, 2008). Ashour et al (2010)
encuentra también una relacién inversa entre adiponectina y esteatosis. Sin
embargo, en un estudio previo de nuestro grupo (Reimers et al, 2009) no
encontramos relacién entre adiponectina y esteatosis hepética en pacientes con
VHC. Otros autores (Kara B et al, 2007) no encuentran diferencias entre los
niveles de adiponectina entre pacientes y controles, ni relacién de la adiponectina

con la severidad de la esteatosis.

Nos parece interesante sefalar que no hubo diferencias en el
comportamiento de la adiponectina entre pacientes alcohdlicos y no alcohdélicos
en nuestro estudio. Por el contrario, en pacientes coinfectados por VIH
presentaban niveles de adiponectina mucho mas bajos que los monoinfectados
por VHC, quizas como expresion de lipodistrofia relacionada con el tratamiento

antirretroviral.

Por lo tanto, TNF-alfa e interleuquina-6, mas elevadas en nuestros
pacientes que en los controles estudiados, guardan una clara relacion con la
acumulacion de grasa en el hepatocito, sin que podamos discernir aqui si esta
relacion es causa o efecto de la esteatosis, ya que la acumulacién de grasa en el
hepatocito puede inducir al produccidén de citocinas proinflamatorias por parte de
éste (Fallahi P et al, 2012). Ademas, el proceso inflamatorio derivado de la
infeccion por el VHC da lugar a un incremento del TNF-a. En este sentido
analizamos si aparecian diferencias entre los distintos genotipos o relacién entre
carga viral y esta citoquina, encontrando como ya sefialamos, una relacion
significativa con esta Ultima: a mayor cantidad de virus, mayor elevacion del TNF,
lo que permite anadir la hipbétesis de que es la infeccidn viral, independientemente

del tejido graso la que genera el aumento del TNF-a. Sin embargo, la
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adiponectina, aunque mas baja que en controles, no parece jugar papel relevante

alguno.

La leptina es una adipoquina derivada del tejido adiposo que interviene en
la regulacion energética, aunque también se ha descrito su papel en funciones
inmunes (Guzik T, 2006) y su participacion en procesos inflamatorios y
fibrogénicos en pacientes con VHC (Testa R, 2000), si bien su papel no esta del
todo claro. En nuestro estudio encontramos la correlacion descrita entre leptina y
masa grasa (troncular y total) y entre leptina e IMC, pero no hubo relacién entre
los niveles de leptina y la grasa hepatica, ni tampoco entre niveles de leptina y
citocinas proinflamatorias, fibrosis hepética o actividad inflamatoria hepatica, por
lo que no podemos concluir que la leptina juegue un papel en la esteatosis

asociada al virus HCV.

La leptina también puede considerarse una hormona anorexigena, regulada
por el estado nutricional. En los obesos se ha descrito niveles elevados de leptina
(Considine R et al, 1996). Esta situacion aparentemente paraddjica (un individuo
muy obeso lo es porque su aporte calérico ha excedido al gasto) deberia tener
niveles bajos de leptina, por lo que la situacién de hiperleptinemia descrita en
obesos ha recibido el nombre de sindrome de resistencia a la leptina (Mantzoros
CS et al, 1999). En nuestro estudio no encontramos diferencias entre pacientes y
controles, pero si que observamos que la relacion entre compartimentos grasos a
todos los niveles y leptina fue estrecha y positiva, en concordancia con el
mencionado concepto de resistencia a la leptina, y con los resultados obtenidos
por otros autores (Trayhurn P et al, 1999). Es llamativo que de forma paralela a la
resistencia a la leptina, leptina y HOMA guardaron una relacion estadisticamente
significativa, sugiriendo que tal vez que la acumulacion excesiva de grasa actua
como factor comun a ambos hechos. Sin embargo, no observamos diferencias
cuando clasificamos a los pacientes segun la mediana del IMC, subrayando en
este sentido lo que mencionamos previamente acerca del caracter global del IMC

en la estimacion del estado nutricional.
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En definitiva, la leptina no se asocid al depdsito hepético de grasa, aunque
si a la grasa corporal. Los resultados relativos a la leptina en la infeccion cronica
por VHC son dispares; hay autores como Tiftikci et al (2009) que encuentran
niveles elevados en comparacioén con controles; Testa R et al (2000) encuentran
niveles inferiores comparados con controles, al igual que Elbadawy et al (2006) en
la infeccion por VHC; recientemente Nkontchoy G et al (2010) no encuentran que
los niveles de leptina tengan relacién pronéstica alguna en la infeccion por VHC;
Ashour E et al (2010) encuentran niveles elevados de leptina en comparacién con
controles. Respecto al desarrollo de esteatosis en la infeccién crénica por VHC, la
asociacién con la leptina tampoco esta bien establecida (Myers RP et al, 2007),
pero nuestros resultados son opuestos a los encontrados por Ashour et al (2010),
que si observaron relacion entre niveles elevados de leptina y esteatosis, aunque
concordantes con los de Elbadawy et al (2006), quienes no encontraron relacion
alguna entre niveles de leptina e intensidad de la esteatosis en sus pacientes, ni
con Giannini et al (2000), quienes tampoco encuentra relacién entre niveles de
leptina y esteatosis en pacientes con VHC; ni con Ellidokuz E et al (2003), quienes
tampoco observaron diferencias entre pacientes con esteatosis y sin esteatosis en
VHC.

La resistina es una adipoquina liberada por los adipocitos y las células
inflamatorias que infiltran la grasa. Actua fundamentalmente sobre el higado, el
musculo esquelético y el tejido adiposo, donde causa resistencia insulinica. Por
eso no es de extrafar que hayamos encontrado relacion entre la resistina y la
cantidad de grasa hepatica: en el analisis multivariante, al introducir todas las
adipoquinas, insulina y HOMA es la resistina es el segundo parametro que
muestra una relacién independiente con la cantidad de grasa hepatica, por detras
del TIMP-1, pero superando al HOMA. Esta relacion es ademas directa, es decir,
a mayor resistencia insulinica, mas grasa en el higado. Por lo tanto, los resultados
de este estudio refuerzan el importante papel de resistina como factor de
resistencia insulinica en la infeccion por HCV. Los valores de resistina han sido
estudiados por varios autores en la hepatitis y en otras formas de esteatohepatitis.

Morace C et al (2010) encontraron niveles elevados de resistina en pacientes
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afectos de VHC al compararlos con controles, mientras que Baranova A et al
(2011) encontraron niveles elevados, pero sélo en individuos con genotipo 3. Sin
embargo, otros autores no encuentran diferencias en los niveles de resistina en
pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica ni tampoco relacién con la severidad
de la esteatosis (Wong V et al, 2006). Jarrar et al (2008) tampoco encontraron
relacion de la resistina con alteraciones histopatolégicas en pacientes con
esteatohepatitis no alcohdlica. Es decir, los resultados son controvertidos, aunque
los encontrados en nuestro estudio son compatibles con el mecanismo de accién

de la resistina.

3. Influencia del genotipo viral

Como se comentd brevemente en la introduccion, parece ser que
determinadas proteinas presentes en el genotipo 3 ejercen un efecto directo sobre
la insulin-resistencia y la acumulacién de grasa en el higado, lo que explica que
en estos pacientes pueda aparecer esteatosis sin necesidad de que existan
alteraciones metabdlicas subyacentes que la justifiquen. EI mecanismo por el cual
determinadas proteinas del VHC pueden llegar a provocar esteatosis hepatica no
es conocido del todo, pero se postula que puede interferir con el metabolismo
graso o bien alterando la secrecidn hepatica, aumentando la sintesis de acidos
grasos Yy/o triglicéridos o alterando la degradacion de los lipidos (Negro F et al,
2006). Un mecanismo compartido con el del TNF-a seria el incremento de sintesis
de acidos grasos activando el SREBP-1 (sterol receptor element binding protein-
1), lo que podria interpretarse como un efecto sinérgico con la referida citocina.
No encontramos en nuestro estudio diferencias en los niveles de TNF-a. en los
pacientes con genotipo 3 y con genotipo no 3. Sin embargo, si existia una
diferencia marcadamente significativa en la cantidad de grasa acumulada en el
higado en pacientes con genotipo 3 al compararlos con los de genotipo no 3, a
pesar, repetimos, de niveles similares de TNF-a, HOMA, cortisol, insulina y resto
de moléculas analizadas, a excepcion de la IL-6, mas elevada en pacientes con

genotipo 3. Por lo tanto, si todos los mediadores son similares, pero en el genotipo
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3 hay mas grasa en el higado, esos resultados apoyarian el efecto directamente
dependiente de la presencia del virus en la acumulacion de grasa hepatica. Apoya
este resultado el hecho de que no hubiesen diferencias significativas en el IMC y
la grasa troncular entre el genotipo 3 y el genotipo no 3. A pesar de no encontrar
estas diferencias si se observaron con los niveles de calcidiol y triglicéridos,

ambos mas disminuidos en los pacientes con genotipo 3.

Aunque en la literatura esta descrita la contribucion de factores metabdlicos
a la esteatosis hepatica en pacientes con genotipo 1 (lo que se ha denominado
esteatosis metabdlica), estos presentaron menos grasa hepatica y menos grasa
troncular (de forma no significativa). Si presentaron, no obstante, una relacion
significativa entre el IMC y la grasa troncular con el indice HOMA, pero dicho

indice no se relaciond con la esteatosis hepatica.

Por tanto, nuestros resultados apoyan que el genotipo 3 ejerce un efecto
citopatico directo causante de esteatosis. Todo esto se ve corroborado al realizar
andlisis multivariantes: ninguna de las variables comentadas se asocia de forma
significativa a la cantidad de grasa hepatica cuando consideramos por separado
genotipo 1 frente a no 1, y genotipo 3 frente a no 3; sin embargo, considerando
Unicamente los pacientes afectos por el genotipo 3 observamos que la relacion
entre la grasa hepatica y el TNF-a es mas estrecha (p = 0.81, p = 0.015); en
cambio, no existe relacidn entre la grasa hepatica y HOMA o cortisol en este
subgrupo de pacientes. Aun cuando el numero de casos es relativamente
pequefio (n = 8), estos resultados “que deben tomarse con cautela” apoyan

fuertemente el efecto citopatico directo de este genotipo.

Por lo tanto, de nuestro estudio y en relacidbn con la esteatosis simple
podemos concluir que la cantidad de grasa hepatica depende en primer lugar de
la grasa troncular, y que influyen en la acumulacion de grasa en el higado la
resistencia a la insulina, valorada tanto por el HOMA como por los niveles de
resistina. La elevacion de TNF-ae IL-6 guardan también una relacion estrecha con

la esteatosis. Si en el andlisis multivariante se incluyen Unicamente HOMA,
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resistina, TNF-a e IL-6, es el TNF-a el que guarda una relacion independiente con
la grasa hepatica, por lo que en nuestro estudio contiene la informacion
relacionada con la resistencia insulinica, probablemente porque sea la

responsable de la misma. La esteatosis guardé relacién con el genotipo 3.

4. Esteatohepatitis y fibrosis

Como se comentd en la introduccion el paso de esteatosis hepatica simple
a esteatohepatitis conlleva la accion deletérea que sobre el hepatocito cargado de
grasa ejercen citoquinas, cuya activacion depende o del virus propiamente dicho,
de la produccion excesiva por parte del tejido adiposo, o del incremento de la
peroxidacion lipidica que se produce como consecuencia del aumento global del
catabolismo graso en los hepatocitos. Que influyan o no factores genéticos (como

asi parece, Hernaez R, 2012) escapa del objetivo de este estudio.

El paso a esteatohepatitis se traduce en una alteracion progresiva de las
transaminasas y otros enzimas hepaticos y la aparicion de infiltrado inflamatorio
junto con necrosis hepatocelular en grado variable; ambos aspectos vienen
definidos por los indices de Knodell y Metavir. Asi, hemos comparado la relacion
de las variables incluidas en el mismo con estos indices de actividad. Como era
de esperar, la IL-4, citoquina derivada de la activaciéon de los Th2, guarda relacion
con la intensidad de la actividad inflamatoria. La IL-4 es la principal citocina
derivada de los linfocitos Th-2. Igual que nosotros, algunos autores (Zhang L et al,
2011) encuentran aumento de la respuesta Th2 en pacientes con VHC antes de
recibir tratamiento, especialmente en los no respondedores a la terapia. Es
llamativo que en dicho estudio los respondedores mostraron niveles mas elevadas
de INT-y (principal citocina derivada de los linfocitos Th-1). Por el contrario, otros
autores (Zhang H et al., 2008) encuentran niveles muy bajos de interleuquinas
derivadas de la respuesta Th2; y en contra del hallazgo previamente comentado,
otros autores (Masaki et al, 2002) encuentran que niveles bajos de INT-y se

asociaron a mejor respuesta viral sostenida; resultado que en cierta manera
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concuerda con el estudio de Sobue et al (2001), quienes observan un
desplazamiento hacia la respuesta Th1 con respecto a los niveles de IL-10 a
medida que progresa la hepatopatia por VHC, pero que es opuesto al referido por
Delpuech et al (2001), que sugiere que la infeccion por VHC induce la secreciéon
de IL-10. Todo esto expresa que el estado actual de conocimientos al respecto es
incompleto, y también puede ayudar a entender (que no a explicar) que la IL-4, o
sea, una citoquina Th2, estuviera mas baja en los pacientes que tenian actividad
histolégica medida por el Metavir frente a los que no, pero que globalmente,
dentro de aquéllos que tenian actividad, guardara relacién directa con la misma.
Al menos este resultado es congruente con el hallazgo de que los pacientes con
un Metavir que denota escasa actividad tienen niveles mas bajos de INT-y. Por lo
tanto, parece que un bajo cociente Th1/Th2 en la poblacion que hemos estudiado
tiende a asociarse a una menor actividad valorada segun el Metavir, ain cuando

las diferencias no alcanzan la significacion estadistica.

Sea cual sea el perfil de las citoquinas asociado a mayor actividad, que
como hemos mencionado en nuestro caso parece ser la IL-4 derivada de las
células Th2, en nuestro estudio también se comprueba que hay una marcada
tendencia a que cuando hay mayor acumulacién de grasa hepatica hay mayor
actividad necroinflamatoria. Esto tiene una logica, porque si es el incremento del
metabolismo de los acidos grasos el causante final de la inflamacién, cuanta mas
grasa exista en el hepatocito méas inflamacion habra. Dicho resultado concuerda
también con lo observado al respecto de la peroxidacién lipidica (medida por
MDA), que resultd mayor en pacientes con actividad frente a los que no tenian
actividad. El MDA también se observé mas elevado en pacientes con genotipo 1
frente a genotipo no 1, a pesar de que la IL-6 estaba mas disminuida en este

grupo de pacientes.

Por lo tanto, citocinas asociadas a Th-2 y mayor peroxidacion lipidica se

asocian en nuestro estudio a actividad necroinflamatoria.
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El resultado final de la actividad necroinflamatoria es el progresivo
desarrollo de fibrosis hepatica. En nuestros pacientes la mediana de fibrosis no
fue muy elevada (5.4%), aunque algunos si presentaban fibrosis avanzada. Hay
un cierto paralelismo entre la fibrosis hepatica que se observa en la hepatitis
alcohdlica con el observado en la fibrosis en el VHC. En ambas las células
estrelladas juegan un papel relevante, ya que al ser activadas por citoquinas
proinflamatorias (entre otros estimulos), producen coldgena una vez que se
transforman en miofibroblastos, enriqueciéndose en mitocondrias y aumentando la
sintesis de proteinas. Dos factores clasicos derivados de estas células y que
actuan como asas de retroalimentacion positiva en el proceso de la fibrogénesis
son el TGF-p y el TIMP-1, inhibidor de la colagenasa. Como era de esperar,
ambos estaban elevados en los pacientes en comparacioén con los controles, en
concordancia con los resultados obtenidos por diversos autores (Flisiak R et al,
2002; Badra G et al, 2000; Leroy V et al, 2004). Sin embargo guardaron relacion
no con la fibrosis, como era l6gico pensar, dado su origen principal en las células
estrelladas, sino con la grasa. La relacion entre TIMP-1 y grasa troncular ya fue
puesta de manifiesto por nuestro grupo en un trabajo previo (Gonzéalez-Reimers et
al, 2009); y de forma parecida a como observamos en el citado estudio, se
observa una correlacion significativa entre TIMP-1 y diversos compartimentos
grasos, sugiriendo un origen no hepatico del mismo. En cualquier caso, teniendo
presente que la esteatosis supone un paso intermedio casi obligado para la
activacién final de la fibrogénesis, es légico que ya los niveles de TIMP-1 estén
elevados en las fases previas de la enfermedad, y este mismo razonamiento es
valido para el TGF-f, que también guarda relacidén con la grasa, siendo un potente
estimulante de las células estrelladas. Sin embargo, cuando la fibrosis es valorada
segun el Metavir, la relacion con el TIMP-1 es estrecha. También es destacable la
relacion con la IL-4. Recientemente se ha sugerido que es posible la activacion
alternativa de las células de Kupffer por esta citocina, lo que conduce en ultima
instancia a fibrosis hepatica (Ldépez-Navarrete et al., 2011), por lo que nuestros

resultados son congruentes con dicha observacion.
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Llama la atencién la relacién inversa observada entre IGF-1 y fibrosis
hepatica. Una IGF-1 disminuida implicaria descenso de la sintesis proteica a nivel
general, y es logico que se observara asi en pacientes con enfermedad hepatica
avanzada, puesto que ademas esta hormona es de sintesis y, por tanto, de
funcidn hepatica. En nuestros pacientes no habia una gran insuficiencia hepatica
dado que los niveles de protrombina y albumina estaban dentro del rango de la
normalidad, pero si observamos que la cuantia de fibrosis guardaba relacion
inversa y significativa con estos parametros clasicos de funcion hepética
(protrombina y albumina) y, por lo tanto, en ese contexto debe interpretarse
también la relacion inversa y significativa encontrada con la IGF-1. Igualmente es
l6gico el haber encontrado una relacién directa con los niveles de transaminasas,
GGT y FA, como expresion de mayor grado de lesion hepatica en pacientes con

fibrosis mas avanzada.
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VII. CONCLUSIONES
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1.- La esteatosis hepatica fue un fenémeno habitual en los pacientes incluidos en
este estudio, aunque un 18% no presentaba esteatosis alguna en la biopsia. Esta
proporcion era significativamente inferior en los pacientes que ademas eran

alcohélicos.

2.- La grasa hepética guarda relacion con la grasa troncular, resistencia insulinica,
valorada por el indice HOMA y niveles de TIMP-1, resistina, y con los niveles de
cortisol. Ademas, se relaciona con los niveles de TNF-a e IL-6. Todo esto puede
interpretarse de la siguiente manera: la grasa troncular al ser productora de
citocinas proinflamatorias promueve la liberacion de &cidos grasos libres que
generan insulin-resistencia y provocan esteatosis hepatica. Este modelo se
aproxima a la denominada teoria metabdlica de la génesis de la esteatosis

hepética.

3.- Los pacientes infectados por el genotipo 3 del VHC presentaban mayor
cantidad de grasa hepatica. Este aumento no se acompan6 de un aumento de
IMC o grasa troncular, lo que apoya el efecto citopatico del virus.

4.- La IL-4, citocina asociadas a los linfocitos Th-2, y una mayor peroxidacion
lipidica, valorada por los niveles de malondialdehido, se asociaron en nuestro

estudio a mayor actividad necroinflamatoria.

5.- La fibrosis hepética se relacioné con niveles elevados de TIMP-1 y de IL-4.
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