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INTRODUCCION

La hepatitis cronica es definida como enfermedad inflamatoria hepética de mas de 6 meses
de evolucién “*”. Los rasgos que ia caracterizan y que, ademds, podrian influir en su curso

evolutivo quedan concretados, fundamentalmente, en dos aspectos:

1) ETIOLOGIA.

Las causas de la hepatitis crénica han sido una especulacién durante afios, aunque ya desde
1968 algunos casos eran atribuidos al virus de la hepatitis B (VHB) o a factores autoinmunes
0 a drogas 412214090040 " Fero5 agentes han ido con el tiempo afianzdndose como factores
etioldgicos gracias a los conocimientos cientificos desarrollados y en los que la biologia
molecular ha contribuido bastante; los datos nuevos aportados han permitido el ir definiendo

criterios diagnosticos, asi como la creacion de métodos mds precisos para su identificacion

(227,414

Hoy en dia, se considera que la etiologia mds frecuente es la hepatitis asociada a virus, a lo

que ha contribuido, por una parte, la informacion cada vez mayor y més detallada sobre el

VHRB (6}.166.170.208.226.397.463.464) 'y nor otra la identificacion de virus nuevos: virus delta, virus

C y virus E (1,6,15,46,49,105,145,196,208,215 249,279,340,366,368,369,370,404)

Las otras causas aceptadas son: la hepatitis autoinmune ("lupoide"), la hepatitis colestasica,



5

la hepatitis asociada a medicamentos, y un grupo, cada vez menor, de etiologfa desconocida

(Cfiptogénica) (33,40,282,411,“2.509).

2) MORFOLOGIA.

La hepatitis crénica era referida como diagnostico de multiples entidades clinicas con
diferentes lesiones histologicas. Ante dicha compiejidad, y con el fin de unificar criterios,
un Grupo Internacional se reunié en 1968 y establecié una clasificacion morfologica de la
hepatitis cronica, subdividiéndola en dos tipos: hepatitis cronica persisiente (HCP) y hepatitis
crénica agresiva (HCAgr), siendo ambas consideradas como una misma enfermedad pero con
evoluciones distintas, la primera se asociaba a un prondstico favorable mientras que la
HCAgr. la consideraban como una fase de inicio de cirrosis, sobre todo cuando la actividad

inflamatoria era intensa ‘%%,

Otros tipos de hepatitis cronica fueron, posteriormente, propuestos: hepatitis crénica
lobulillar (HCL) 7, enfermedad crénica activa del higado ®, y hepatitis cronica septal

(HCS) 17,

En 1976, la Asociacion Internacional para el estudio del higado y el Centro Fogarty propuso
el concepto de hepatitis cronica que es el que, hoy en dia, todavia se utiliza, y admitio los
dos tipos establecidos en 1968 pero recomendé el uso del término de hepatitis crénica activa
(HCA) en vez del de hepatitis cronica agresiva, aunque permitié que éste quedara como
sinonimo; el concepto de "enfermedad hepdtica crénica activa del higado” lo incluyeron

dentro del contexto morfoldgico de HCA, y a la hepatitis crénica lobulillar la consideraron



como una hepatitis aguda persistente de mas de 6 meses de evolucién **7.

Actualmente, la clasificacidén de hepatitis crénica vigente sigue siendo la emitida en 1968 y
posteriormente recomendada por la Asociacion Internacional reunida en 1976, como

acabamos de comentar; las categorias HCL y HCS son, también, admitidas.

Las lesiones histolégicas que caracterizan a estos tipos de hepatitis crdnica son la necrosis
hepatocelular (necrosis erosiva y necrosis lobulillar) y la infiltracidon inflamatoria, asi como
la fibrosis que va a ser la que defina el estadio evolutivo de la enfermedad
(26,37,92,93,235,400402409) [ 3 necrosis y el infiltrado inflamatorio suelen correlacionarse con los
sintomas clinicos de insuficiencia hepatica ("brote") y con la elevacidn sérica de las tasas de

enzimas hepaticas “2%,

Desde 1968 en que quedd establecida la primera clasificacion morfoldgica, a la necrosis
erosiva se le consideré como el factor "clave" para el diagnéstico de HCA y como signo
premonitorio de progresion hacia cirrosis ("marcador prondstico”) a través de un proceso
evolutivo caracterizado por: un aumento de la fibrosis focal (cicatriz portal o periportal),
confluencia de zonas fibrosas con formacion de septos (puentes) incompletos y completos,

y finalmente de nédulos regenerativos #*122,

Los estudios realizados en afios sucesivos han servido para reconsiderar que la necrosis
erosiva, como criterio evolutivo, no es la tnica que permite el desarrollo final de cirrosis,
sino que también, [a necrosis lobulillar {expresada como necrosis focal y necrosis confluente,

**) es capaz de contribuir a una progresion de la hepatitis crénica independientemente de la
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existenicia o no de necrosis erosiva y, en especial, cuando afecta a dreas hepatocitarias
amplias origindndose, tras la necrosis del parénquima, un colapso del estroma con creacion
de "puentes" que unen entre si espacios porta y/o zonas centrolobulillares ©*%319:4%0 ¢
cuando los episodios ("exacerbaciones") agudos de dafio lobulillar se presentan con relativa

frecuencia en la evolucidn de la enfermedad 3267334346

En base a estos trabajos de investigacidn y a los datos aportados por ellos se ha objetivado
que en la hepatitis cronica las probabilidades de un prondstico adverso con el desarrollo final
de un patron arquitectural nodular (cirrético) tienden a aumentar cuando se oObjetiva la
presencia simultanea de necrosis hepatocelular (en sus dos tipos:necrosis erosiva y necrosis
lobulillar) y de infiltracion inflamatoria, sobre todo, si ambas lesiones estdn presentes con
un grado de actividad intenso ©74'#9; ademds, en la progresion evolutiva morfoldgica es
importante ne olvidar otros factores como el agente causal de la enfermedad, las
caracteristicas clinicas del paciente (edad, pertenencia a grupos de riesgo...) ®** y/o la

cuantificacién del nimero de episodios 0 exacerbaciones agudas y su duracidn ¢16:260.346.402.485)

Fundamentalmente, por tanto, en la historia natural de la hepatitis cronica cabe distinguir:

a) El agente etiologico.

De todos ellos, 1a hepatitis asociada a virus, sobre todo la hepatitis B, seria el mas frecuente

como hemos mencionado al principio de esta introduccion.

Actualmente, y gracias a la ingenieria genética (técnicas de biologia molecular) el

conocimiento sobre la etiopatogenia viral va siendo cada vez mayor (estructura gendmica,
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mecanismos de replicacion viral, superinfeccion...) ®® y, consecuentemente, 1a informacion
nueva obtenida va afidnzando la importancia del agente viral en el curso de la hepatitis
cronica. También se estdn realizando estudios que interrelacionan los indices numéricos
usados desde el punto de vista morfolégico con la presencia de marcadores del virus con el
fin de llegar a conocer si realmente existe una correlacion entre las lesiones histologicas y
el factor etiolégico, o si por el contrario actian como pardmetros independientes en la

evolucion de la enfermedad 53:270:277.3949)

b) Las lesiones morfologicas (necrosis, inflamacién, fibrosis).

Estas lesiones histoldgicas caracteristicas de la hepatitis cronica y que, ademads, son las
determinantes de la actividad inflamatoria y de su evolucion, pueden estar presentes en la
biopsia simuiltaneamente o no, y cada una de ellas podrd mostrar diferentes grados de
intensidad, por ello para su valoracién se han desarrollado indices ndmericos 7253277409 Jog
cuales, también, en estudios bidpsicos periddicos de un mismo enfermo servirian para

controlar su mejoria 0 empeoramiento espontdneos o modificados por el tratamiento.

c) Las situaciones en las que se producen exacerbaciones agudas.

En el transcurso de la evolucidon de la hepatitis cronica y concretamente en la hepatitis
cronica asociada al VHB, seria el caso de las relacionadas con la replicacion virica (tanto con
la seroconversién como con la reactivacion de marcadores virales) que suceden de forma
espontingg (121171826267 24.27633.48) e situaciones que conllevan una alteracion del sistemna

124,210,484
g ! )

mmun , 0 bien de las que reflejarfan una infeccién nueva por otro agente viral
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(sobreinfeccién por VHA, VHC, o virus delta) 112367-2774368373.397420L448) o ollg gin dejar de

sefialar las reactivaciones virales sin causa conocida 274,
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REVISION DE LA LITERATURA

A.- HEPATITIS CRONICA VIRAL.

La hepatitis crénica asociada a virus, conceptualmente, se refiere a la enfermedad
necroinflamatoria persistente del higado originada por un virus hepatotrépo “*®, Hay varios
agentes que pueden causarla, siendo los mas frecuentes: el virus de la hepatitis B (VHB), el
virus de la hepatitis delta (VHD), y el virus de la hepatitis C (no A no B) (VHC). La

A (40,290,356)

cronicidad no ha sido observada en la hepatitis viral por el virus , aunque

actualmente parece ponerse en duda su caricter autolimitado “*.

Este estudio se ha centrado en la hepatitis cronica por el virus de la hepatitis B, asociado o

no al virus de la hepatitis delta:

A.l.- Estructura y mecanismos patogénicos del virus de la hepatitis B (VHB).

El antigeno Australia fue descubierto en el afio 1963 por Blumberg et al “¥ en el transcurso
de una investigacion sistematica de los sueros de pacientes transfundidos usando el método
de doble difusidn en gel de agar (técnica de Ouchterlony), y le fue dado dicho nombre al ser

encontrado en el suero de un individuo sano de origen australiano.

Este antigeno comenzd a aislarse, con relativa frecuencia, en sueros de enfermos con

leucemia, con sindrome de Down, con hepatitis viral y en sujetos dializados “”. De ahi que,
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entre otras, se formulara la hipétesis de que tal antigeno era un virus. Los trabajos de
investigacion llevados a cabo lo confirmaron y actualmente el antigeno Australia esta

totalmente reconocido como el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.

Este virus o particula Dane ™™ es un DNA virus, prototipo de la familia de los hepadnavirus
#6364 Su forma es esférica, mide 42 nm de didmetro y estd constituido por una envoltura
externa de 7 nm de espesor, formada a su vez por proteinas (como la proteina principal de
revestimiento HBsAg), carbohidratos y lipidos “*”; y por un micleo central o core de 27 nm
de didmetro ¥ que contiene proteinas antigénicas (HBcAg v HBeAg), el genoma virico o
DNA viral, y dos actividades enzimaticas: la DNA polimerasa ®***? y la proteinkinasa V.
Su ciclo de replicacion tiene lugar en el higado del huésped donde origina una infeccion
aguda o persistente, en la cual ef virus queda en el suero durante afios. EL. huésped, en el

caso del VHB, se trata del hombre y de los monos antropoideos 7.

Las investigaciones referentes a la organizacion genética del virién han y siguen aportando
datos que ayudan a ir comprendiendo cada vez més los mecanismos patogénicos en la historia
natural de la hepatitis cronica por el VHB: el DNA o genoma viral, descrito en 1974 ©7%,
es una molécula circular, doblemente trenzada, incompleta, de cerca de 1.6 x 10° daltons
de peso molecular y constituida por una cadena o hélice larga L (-), de longitud fija (3200
nucledtidos o bases) y una cadena o hélice corta S (+) de longitud variable (representa sobre
el 50 al 75% de la circunferencia, es decir entre 1700 y 2800 bases). Las técnicas de
recombinacion de DNA han permitido el clonaje del genoma virico en bacterias y ser asi
estudiado su mapa genético y la secuencia de nucle6tidos. Actualmente, se conocen 11

secuencias de nucledtidos completas que corresponden a genomas de diferentes subtipos ("a
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" " H

yw", "ayr", "adw", "adr") del antigeno de superficie (HBsAg); el anilisis comparativo
de estas secuencias ha permitido deducir Ia estructura genética del virus B ®, y asi se ha
conocido que toda o casi toda la capacidad de codificacién de las proteinas virales esta
localizada en la hélice larga L (-) “*, y dentro de ella en 4 regiones (regién S, region C,

region P, region X) que al encontrarse superpuestas permiten que la capacidad de

codificacion del virus B quede incrementada:

* - La composicidn proteica de la envoltura viral, la cual lleva asociada la antigenicidad del
antigeno de superficie (HBsAg), es codificada por la regién S y estd compuesta por varias
proteinas: la proteina principal o mayor (HBsAg) codificada por el gen S, de longitud
constante (226 AA) y peso molecular de 25398 daltons “7; suele observarse en dos formas,
seglin esté o no glucosilada P24 o PI y la P27 o PII respectivamente. La unién de dos
moléculas de esta proteina mediante enlaces disulfuro representa la unidad estructural que
contiene toda la antigenicidad e inmunogenicidad del antigeno de superficie (HBsAg) ®. La
proteina intermedia codificada por el gen S y la regidn pre S2 es una glucoproteina que se
presenta en dos formas, dependiendo de la extension de la glucosilacion (GP33/GP36); su
longitud es de 281 AA “* que corresponden a una secuencia de la proteina principal (P24)
y a una secuencia adicional de 55 AA en ia parte N terminal (codificada en la regién pre S2).
Este polipéptido de 55 AA es el que transporta los receptores frente a la albimina humana
polimerizada **", rasgo diferencial que podria explicar el cardcter hepatotrépico del virus B
ya que se ha especulado que la unién del virus B a los hepatocitos estaria facilitada por la
albdmina humana a través de dichos receptores @*®%1 Mis actual ha sido el conocimiento
de otra proteina, de longitud més larga, constituida por una forma no glucosilada (P39} y otra

glucosilada (GP42) que contiene una secuencia de la proteina intermedia (GP33) y una
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secuencia adicional de 119 AA en la parte N-terminal (codificada por la regién pre S1); parte
de esta secuencia estd expuesta en la superficie de la envoltura viral y por ello se pensé que
podria estar implicada en la unién del virus B al hepatocito, asi como que indicaria un nivel
de inmunogenicidad alto, es decir se trataria de un componente esencial de la envoltura de

@035 Recientemente, se ha demostrado la unidén de esta proteina a las

los viriones maduros
membranas plasméticas derivadas de tejido hepdtico humano pero no a los hepatocitos
humanos intactos, sugiriendo que la proteina larga estaria unida a la superficie interna de las
membranas plasmaticas e incluso a las membranas intracelulares, y por tanto su funcién se
encontraria mas en relacion con el ensamblaje, transporte y secrecion de las particulas virales
y subvirales “*®. Cuantitativamente la sintesis de estos polipéptidos, también, difiere y ello
se refleja en la composicion de las particulas virales encontradas en los sueros de los

pacientes con infeccidn crénica por virus B (172294443464

* - EI core o nucleocapside conlleva la antigenicidad de los antigenos core (HBcAg) v e
(HBeAg), y la estructura polipeptidica de ambos es codificada por la region C: el polipéptido
principal (P19) codificado por el gen C y formado por 183 a 185 AA, es el que constituye,
predominantemente, el antigeno core. Los 40 AA de la regién C-terminal son, en su
mayoria, arginina y en menor proporcion, serina y prolina, y su ordenacién es muy similar
a la protamina y a otras proteinas de unién al DNA viral, consecuentemente se piensa que
la interaccion con el genoma virico se realizard en dicha zona “®®. Polipéptidos precursores
(P22) han sido caracterizados en el higado, tanto en el niicleo ®* como en el citoplasma %%
En 1972, Magnius y Espmark “** descubrieron el antigeno "e" y desde entonces se sabe que

es un antigeno soluble, constituido por una unidad polipéptica monomérica de 15500 daltons

(P15) y su demostracion en suero se realiza s6lo o asociado a la inmunoglobulina G “*. Este
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polipéptido (P15) detectado a nivel sérico y el que estd relacionado con la nucleocépside
(P19) muestran una secuencia C-terminal similar por lo que se admite que el P15 es parte
del P19 y por tanto el HBcAg y el HBeAg son expresiones de la misma secuencia

polipeptidica 4.

La regién pre-core no es requerida para la expresion de ambos antigenos, pero en cambio
si estd implicada en la unién del antigeno core a las membranas citoplasmaticas, con lo cual
se facilitaria la liberacion del HBeAg al suero (esto podrfa explicar que sea el HBeAg el
tinico evidenciado en el suero durante la fase de multiplicacion o replicacion del virus B),

y por otra parte favoreceria la constitucion de particulas virales maduras o viriones “*%.

* - En otra de las regiones codificadoras de proteinas virales, la region P, la cual se
superpone a la region del gen S, se piensa que es donde se codifica la enzima DNA
polimerasa, dado que su producto de translacidn es una proteina béasica, de 8§32 a 845 AA
segln los subtipos, rica en histidina y de un peso molecular de 90.000 daltons similar al de
esta enzima. La estructura de la DNA polimerasa revela una cierta homologia con la
transcriptasa inversa de varios retrovirus oncogénicos “*® hecho sustentado por las
investigaciones realizadas por Summers et al en otro de los miembros de la familia de los

{436}

hepadnavirus “**, y su accién es completar la cadena (nica del DNA viral cuando el virus

B comienza a replicarse “'%.

* - Un polipéptido de 145 a 154 AA dependiendo del subtipo y de un peso molecular de 16
a 17 kilodaitons % se codifica en la regién X, localizada entre la regién S y la C. Este

polipéptido ha quedado establecido como un verdadero antigeno viral codificado por el virus
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B: HBxAg, como consecuencia de la presencia de anticuerpos x en sueros de enfermos con

q (233310

infeccion viral B y con hepatocarcinom . La funcién de esta region no es bien

conocida aunque se ha especulado que podria codificar la primera proteina implicada en la
233

sintesis del DNA viral ®* e incluso se sugiere una relacion con la replicacion virica

o con el proceso de carcinogénesis hepatica @*'%,

--- La funcién o mecanismo patogenético del virus de la hepatitis B en la historia natural
de la hepatitis crénica B no es todavia totalmente conocido aunque las investigaciones
realizadas y las que se siguen llevando a cabo evidencian resultados y/o hechos que apoyan
las premisas de que el VHB no es directamente citopdtico y que tanto la replicacion viral

como la respuesta inmune de huésped son dos factores implicados en la evolucion de la

hepatitis B (61,132,157,168 170,195,229,298,304,330,352,360,459),

*) Las caracteristicas funcionales y rasgos morfologicos del proceso de sintesis y liberacion
del VHB en las células hepdticas van siendo cada vez menos desconocidas debido al
desarrollo, a lo largo de éstos Gltimos anos, de estudios dirigidos a la obtencién de sistemas
“in vitro” para el cultivo de hepatocitos con el fin de observar en ellos el mecanismo de
replicacion del virus B y poder extrapolar sus resultados a lo que ocurre en el higado de los

enfermos (226:285.289,504)

El virus B se replica segin un modelo de retrotranscripcién muy similar al de los retrovirus
(166,381.407,435.48) - Qe desarrolla en dos fases, la primera tiene lugar en el nicleo hepatocitario

donde el genoma viral, mediante la accién de la DNA polimerasa, se transforma en una

molécula circular, superenrollada ("provirus") a partir de la cual se sintetizan RNA
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mensajeros ("transcriptores”) virales que van a colaborar en la sintesis de los diversos
antigenos (HBsAg, antigeno core, antigeno e), asi como del DNA viral (conociéndose el que

) @359 14 siguiente

estd asociado con la replicacion del genoma como RNA pregendémico
fase se desarrolla en el citoplasma de la célula hepatocitaria, consistente en el acoplamiento
del RNA pregendmico en una nucleocdpside transicional (o "inmadura") en donde se halla,
también, la DNA polimerasa y la primera proteina para la sintesis del DNA viral. Se inicia,
asi, el proceso de transcripcion inversa tras el cual se produce un nuevo genoma virico y la
maduracién completa de un nuevo virus B (unién del DNA con las proteinas del core, y
revestimiento de la nucleocapside por las proteinas de la envoltura viral). En cualquiera de
estas fases existe liberacidn de particulas virales, de ahi que el analisis de los viriones a nivel
sérico revele una composicidén del genoma diferente ©*'**7. El DNA viral sintetizado puede
permanecer en forma libre con lo cual se continda la replicacién viral ("replicativa™}, o puede
integrarse en el genoma celular del huésped quedando las células depositarias de un DNA
virico capaz sdlo de ser templete de RNA mensajeros de pequefia longitud, como el del RNA
asociado al HBsAg y consecuentemente la transcripcion de esta forma integrada jugaria un
papel en la persistencia de la infeccion por el VHB, asi como en el fin de la replicacion de

genomas virales libres ("no replicativa™) ©##846%

En base a estos rasgos diferenciales de la replicaciéon del VHB se objetiva que la presencia
del virus B no implica "por si s6la" dafio hepatocelular (°171*3198.34 Ahora bien la
localizacion de los antigenos virales (antigenos "diana“) en las membranas hepatocitarias
inducirfa su reconocimiento por el sistema inmune del huésped, inicidndose la destruccién

de las células infectadas (%141
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Inicialmente se pensé que el HBsAg era el antigeno diana ®'**** aunque las observaciones
de otros estudios no mostraban respuesta inmune a este antigeno (#:195:202.296.303. 304580 - Hgag
divergencias no parecian existir en relacion con el HBcAg, la distribucidn tisular de este
antigeno era considerada exclusivamente nuclear pero con la microscopia electrénica se
evidencid también en el citoplasma y en la membrana hepatocitaria **+*V. Esta localizacién
apoya que el antigeno core pueda ser el antigeno diana, y estudios posteriores en sangre
periférica 'y en tejido hepatico aportan conclusiones que 1o confirman
(108.146,158,161,293,303.205,313.14.468.474.480)  Otro antigeno diana sefialado ha sido el HBeAg, y elio
resulta comprensible ya que se trata, como hemos expuesto al hablar de la estructura del

virus B, de un antigeno relacionado con el HBcAg #*°2%¢02)

*) El sistema inmune del huésped reacciona contra estos antigenos virales "diana" siendo la
inmunidad celular la que parece ejercer el papel principal en la inmunopatogénesis de la
hepatitis crénica B, como queda constatado tanto en el andlisis seroldgico (expresidn
fenotipica) de la poblacion linfocitaria de estos enfermos, en donde existe un predominio de
la naturaleza T de la misma y una alteracion de la relacidn entre linfocitos T "helper” (T4)
y linfocitos T "citotoxicos” (T8) debido al aumento de los linfocitos T8 y/o a una
disminucién de los linfocitos T4 (este hecho es objetivado especialmente en pacientes en fase
de replicacion viral activa HBeAg (+)) ©614286.29250533458 ° como en el andlisis
inmunohistoquimico del componente celular inflamatorio de las muestras hepaticas, ¢l cual
revela la presencia de un "tejido linfoide asociado al higado" constituido por linfocitos T
(predominantemente T8), células killer y células natural killer. Estos dos dltimos grupos
celulares son importantes en la fase aguda de la hepatitis asociada al virus B 1131132142

138,286.296,306.313.338.47)  Entre dicha celularidad también hay células reticulares que realizan
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funciones similares a las que desarrollan en drganos propiamente linfoides @%°*47%47%,

No sélo la inmunidad celular es la responsable de la respuesta inmune. El sistema antigénico
HLA demostrado en los hepatocitos infectados (HLA-I) y en las membranas de los
macrofagos asociados a los antigenos virales (HLA-IT) ®11%6474 y ef gisiema de interferones
también intervienen en ella: colaboran con la poblacion linfocitaria T con el fin de eliminar
al virus y/o a los hepatocitos infectados. Ademas, la inmunidad humoral modula la actividad
litica de los linfocttos T citotoxicos sensibilizados a los antigenos virales diana mediante la
sintesis de anticuerpos o inmunoglobulinas por los linfocitos B tras ia presentacion de los

antigenos viricos y los de la membrana hepatocitarta (LMA) por los linfocitos helper (T4)

(89,156,313,492}

-- Por tanto, y segtn lo que acabamos de exponer, en la evolucidn de la lesidon hepitica
influirdn conjuntamente el sistema inmune del huésped, y el grado y extensidon de la
replicacion viral en funcién del DNA virico (episomal o libre, o integrado). No hay que
olvidar tampoco la co y/o sobreinfeccidn por otros agentes virales en el curso evolutivo de

la hepatitis por el VHB,

La historia natural de la infeccion por virus B se podria establecer en 4 fases: aguda
autohimitada, replicacion viral alta, repiicacion viral de nivel bajo, y una fase no replicativa
(10.22.40.107.220.413.460) ~ A gu vez, se aprecia una correlacion con los tipos de reaccion basicos de
la hepatitis B propuestos por Gudat en el afio 1975 en base al diagndstico histoidgico, a la
expresion tisular de los antigenos virales y a la respuesta inmune de los pacientes: tipo

eliminacién (hepatitis aguda autolimitada); predominio del HBcAg = HBcAg generalizado
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(fase de replicacidén viral activa con infectividad alta); predominio del antigeno de superficie
fausencia del HBcAg (fase no replicativa en donde el DNA viral se encontrard
mayoritariamente en forma integrada); y por dltimo, la reaccion caracterizada por la
presencia focal del antigeno core (fase de replicacion minima, considerada como la transicion
entre las dos fases anteriores, y en la que hay infectividad sérica pero a titulos mas bajos y

el DNA virico existe tanto en forma episomal como integrada) *°%,

A.2.- Estructura y mecanismos patogénicos del virus de la hepatitis delta (VHD).

En 1977 Rizzetto et al, estudiando en biopsias hepaticas la distribucion tisular de los
antigenos del VHB mediante test de inmunofluorescencia, observaron que en algunas
muestras la fluorescencia nuclear hepatocitaria no mostraba correlacion con las imagenes del
antigeno core en los ndcleos de estas células al examinarlas con microscopia electrdnica.
Llegaron a la conclusion de que se trataba de un nuevo sistema antigénico que denominaron

"delta/antidelta” ¢

El virus de la hepatitis delta se ha visto que es un virus incapaz de ser infeccioso por si solo

va que requiere un componente de los hepadnavirus. Su caracterizacion se ha conseguido en

muestras séricas y hepaticas tanto de chimpancés infectados experimentalmente como de
(49,372,374),

humanos : para la deteccién en suero es necesario el tratamiento previo con

detergentes (Nonidet P-40 al 0,1-0,5%).

Se trata de un virus defectuoso de 35-37 nm de didmetro y con un coeficiente de

sedimentacion entre las particulas Dane y las particulas HBsAg de 22 nm. Estd constituido
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por una envoltura externa formada por las proteinas de la envoltura del VHB en la siguiente
proporcién: 95% de P24/P27, 5% de GP33/GP36 y un 1% de P39/P42; esta composicion
proteica es mds similar a las particulas HBsAg de 22 nm que a la de la envoltura de las
particulas Dane, y la mayor cantidad de proteina intermedia hace pensar que sea a esie nivel
donde se localicen los receptores de albiimina “*; y por un micleo compuesto por el antigeno
delta y el genoma o RNA viral, los cuales no muestran ningtn tipo de organizacion como
ocurre con los constituyentes de la nucieocdpside de las particulas Dane ®™: el antigeno delta
(HDAg) es de naturaleza proteica, de 68-70.000 daltons y su composicion polipeptidica fue
dada a conocer por Bergman y Gerin tras el desarrollo de un método de inmunoblot con el
que encontraron dos polipéptidos de 24 y 27 kilodaltons y dos mas pequefios, 20 y 23 kd,
en muestras hepdticas . Bonino et al “® en sueros de chimpancés infectados detectaron
otros dos (P29 y P27). Para estos polipéptidos se han obtenido anticuerpos monoclonales que

indican que todos ellos comparten determinantes antigénicos ©**

. Ei RNA viral o genoma
virico (RNA-VHD) es una molécula pequeiia, circular, de banda {nica, de peso molecular
5’5 x 10° gque no muestra ninguna homologia ni con el DNA del virus B ni con el RNA
ribosémico del huésped y estd formado por una secuencia de 1700 bases #*-19%254¥): mediante
su clonaje y analisis secuencial ha sido demostrada su capacidad de codificacion para las
proteinas antigénicas, as{ se ha conocido una regidon que abarca menos del 50% del RNA
viral y cuyo antigeno codificado (sobre unos 25000 daltons) corres-ponderia é uno de los

(489}

polipéptidos especificos del HDAg

--- La funcién del VHD parece diferir con respecto a la del virus B en cuanto que parece
presentar un efecto citopético directo en los hepatocitos; aunque, también el sistema inmune

del huésped juega un papel importante en la patogénesis de la infeccién por el virus de Ia
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hepatitis delta:

*) Los avances en las técnicas de biologia molecular (analisis de hibridacion del RNA viral)
han permitido conocer el modo de replicacion del virus delta, éste presenta similitudes con
el de ciertos virus de las plantas =viroides °>*%  Tiene lugar en el niicleo del hepatocito
y consiste en un modelo conocido como “"enrollamiento circular” que por autoclivaje y
autoligaciéon se producen moléculas de RNA circulares, de longitud tnica (RNA
antigendmicos) que actuarian de templetes para la sintesis de nuevos RNA del VHD. EL
RNA viral se replica sin necesidad de otras proteinas, consecuentemente se piensa que puede

(88,498} _ Estos

pertenecer a la familia de RNA que actian como enzimas (riboenzimas)
hallazgos favorecen la idea de que el virus delta necesita al virus B no para su replicacion

sino para facilitarle su transmision entre hepatocitos. Esta especulacion se ha ido confirmando

en estudios recientes, tanto experimentales “®* como en pacientes portadores de ambos virus
p p

(328,423)

Las especulaciones acerca de la pertenencia a las riboenzimas del RNA del virus delta ©'**7
apoyan el rasgo diferencial de la citotoxicidad hepética de VHD, dado que su genoma podria
originar modificaciones citopéticas directas en la bioquimica celular del hepatocito, por
ejemplo, a nivel de las grasas o fosfolipidos, y cuya consecuencia seria la esteatosis
microvesicular observada en las muestras hepdticas de algunos enfermos ©®*#%*%42 QOtro
hecho que apoyaria el efecto citopatico del VHD es que su inoculacién a chimpancés siempre
origina dafio hepatocelular #31317:34334.370 "] o que no se conoce todavia es la identidad del
posible antigeno que iniciarfa el proceso de lisis hepatocitaria al ser reconocido por el sistema

inmune del huésped, se especula con determinantes antigénicos del VHD localizados en la
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membrana hepatocitaria ®*®, con neoantigenos inducidos por el virus delta, e incluso con
proteinas de la membrana celular alteradas por la infeccién delta, y ello sin descartar que
sean los antigenos virales del virus B dada la asociacion entre ambos virus ©*''?; aunque esta
Gltima posibilidad, especialmente en relacidn a las proteinas de la envoltura externa de dicho
virus, parece poco probable en base a los hallazgos obtenidos en algunos de los estudios

actualeg (206239

*} El sistema inmune del huésped reacciona contra la infeccidon delta, sobre todo la
inmunidad celutar y ello ha quedado corroborado al analizar la composicion de las células
mononucleadas en sangre periférica: hay aumento de los linfocitos T8 con disminucién de
la proporcion T4/T8 “* y niveles bajos de interleucina-2 “*”. Lo mismo se aprecia en
estudios de biopsias hepdticas: linfocitos T supresores/citotoxicos predominan en areas
periportales y perilobulillares, y los linfocitos T helper en los espacios porta ', Otro hecho
que apoya la respuesta inmune en la patogénesis de la infeccion delta es la presencia de
autoanticuerpos séricos contra los componentes del citoesqueleto, filamentos intermedios
(IgM) y microtiibulos (IgG) **®, y contra la capa basal del epitelio escamoso la cual comparte
especifidad con las células epiteliales timicas relacionadas con la diferenciacion de la célula

T helper con lo que podria haber interferencias con los mecanismos inmunes del huésped

(284,308)

-- Con las observaciones conocidas hasta ahora se puede concluir que el virus de la hepatitis
delta origina un dafio hepatocitario tanto por mecanismos Inmunopatogenéticos como por
citotoxicidad directa “%*2'%  Ademds, en la hepatitis delta, y en base a las manifestaciones

clinicas, hay que tener en cuenta la posible existencia de factores moduladores de [a
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patogenicidad del virus como: la replicacién del virus B “*, la simultaneidad de varias
infecciones virales (VHB + HIV) ) variabilidad y/o mutaciones en las secuencias del
genoma del VHB o en el del VHD ©*, o simplemente alteraciones patolégicas hepaticas (no

necesariamente infecciones) del huésped.
A.3.- Métodos de identificacion del VHB,

El virus de la hepatitis B se identifica mediante la deteccion de los marcadores virales en

suero y en las células hepéticas.

[La determinacién de los tres sistemas antigeno-anticuerpo relacionados con el virus B,

permitird conocer la evolucién natural de la infeccion por dicho virus @441,

* Marcadores seroldgicos.

- HBsAg: este antigeno es el primero en aparecer, antes incluso que se inicie la
sintomatologia, en un tiempo de 4 a 6 semanas. Aicanza sus niveles maximos en la fase
aguda de la enfermedad y desaparece con la resolucion del cuadro clinico.

Si la positividad sérica se mantiene mas de diez semanas es probable la evolucion a la
cronicidad y si ésta permanece a los 6 meses, el sujeto infectado es considerado como

"portador crénico”.

A veces el HBsAg se hace indetectable al cabo de meses o incluso afios, se trataria de una
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situacion transitoria de "portador crdnico” y para dejar de ser considerado como tal es
necesaria la aparicién en suero de los anticuerpos AntiHBs. La proporcion del aclaramiento

anual del HBsAg se estima que oscila entre el 1 y el 2 % de los casos 7137371772309

390,391,487,490,499)

Actualmente, y como consecuencia de un conocimiento mas amplio del genoma viral, se
estdn realizando trabajos sobre la deteccidn sérica de las proteinas de la envoltura externa del
virus B, con los objetivos de valorar la importancia de las mismas a nivel pronéstico, y de

conocer si se encuentran o no en relacion con la replicacién viral ¢4165.199,222,250,336.435.311)

- AntiHBs: este anticuerpo comienza a elevarse cuando se inicia el periodo de convalecencia
y ya no se detecta el HBsAg sérico. Posteriormente los niveles disminuyen pero quedan de
manera persistente, a titulos bajos, indicando infeccion pasada y/o inmunidad frente a futuras

infecciones por VHB.

Entre la negativizacion del HBsAg y la aparicién del AntiHBs transcurre un tiempo conocido
como "periodo ventana” (2 a 16 semanas), en el cual la infeccion por virus B se demuestra

por la presencia sérica del AntiHBc y AntiHBe.

Hay casos en que se observa pérdida del AntiHBs reteniéndo la positividad del AntiHBc. La

(207,311,510) NO 5e

frecuencia en algunos estudios varia, mas o menos, entre un 2 y un 20%
conoce €l motivo de esta negativizacion sérica. Se especula con la presencia de otra

enfermedad hepdtica que por mecanismos desconocidos influiria en sus niveles séricos hasta

hacerlos indetectables o podria estar en relacidn con la concentracién de los anticuerpos
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AntiHBs en suero.

En ocasiones, el Gnico marcador sérico detectado es el AntiHBs, en estos casos es necesario
saber los titulos para descartar un falso positivo o conocer si ha habido relacion con factores
de riesgo (transfusiones...), para asi valorar si la manera de adquisicion ha sido pasiva y no
como consecuencia de una infeccidn reciente o remota **¥. Es importante comprobar estos

hechos para saber si la presencia tinica de AntiHBs confiere o no inmunidad ante el virus B.

- Antigeno core: este marcador viral no suele detectarse de forma aislada como el HBsAg
debido a la existencia precoz de AntiHBc por lo que queda oculto en forma de
inmunocomplejos circulante y unicamente puede demostrarse en muestras hepéticas. Su
determinacion sérica ha podido ser realizada, tras el desarrollo de métodos de RIA para testar
antigeno core unido a particulas Dane o a AntiHBe (inmunocomplejos), en sueros con titulos

a (302,342)

altos para AntiHbc de enfermos en la fase inicial de la hepatitis agud , 0en los de

B (176,342,353,376)

portadores cronicos . Antigeno core sérico positivo indica replicacion viral y

su persistencia en ¢l curso de la hepatitis aguda refleja una tendencia a la cronicidad.

El HBcAg se ha detectado en sueros de pacientes con inmunodeficiencias sin necesidad de
usar métodos especificos. Este hecho apoya la formacién precoz de inmunocomplejos en el

desarrollo de la hepatitis aguda ©%*%,

- AntiHBc: este anticuerpo suele aparecer a los 2 6 3 meses de la infeccion coincidiendo con
los niveles més altos del HBsAg y con HBeAg y DNA polimerasa ®'®. Como en toda

infeccion aguda este anticuerpo es de tipo IgM y sus titulos més altos se aprecian en la fase
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inicial y en la de convalecencia de la enfermedad aguda e indican replicacion viral. En el
curso evolutivo habitual el AntiHBc de tipo [gM suele persistir varios meses, a veces un ano,
y en este tiempo el HBsAg puede haber ya desaparecido en el suero; si la positividad del
AntiHBc de tipo 1gM se mantiene la posibilidad de una evolucién a la cronicidad aumenta
(23,125, 41413.820 Trgag este tiempo el AntiHBc pasa a ser de naturaleza IgG y sus niveles séricos
disminuyen pero quedan de forma persistente bien junto al AntiHBs representando infeccion
pasada con inmunidad permanente, o bien con el HBsAg reflejando una evolucion cronica

de la infeccién por virus B (portador crénico).

El AntiHBc como tnico marcador viral sérico podria reflejar: el "periodo ventana" de la
seroconversion del HBsAg en el curso de una infeccion viral aguda por VHB; o la existencia
de unos niveles séricos de HBsAg demasiado bajos para ser detectados aunque el antigeno
de superficie si es demostrado a nivel tisular; o bien una infeccion por el virus B muy antigua
en la que los titulos de AntiHBs a lo largo del tiempo hubieran ido disminuyendo tanto que
no se detectaran con los métodos rutinarios; o también podria indicar un episodio agudo en
el curso de la enfermedad hepética de un portador crénico de HBsAg; y todo ello sin

descartar la posibilidad de un falso positivo ©'",

Cuando unicamente hay demostracion de AntiHBc sérico es importante, ademas, conocer sus
titulos: si son altos expresan infectividad y dichos sueros son capaces de transmitir la
enfermedad (seria la etiologia de algunas hepatitis postransfusionales, *>*®);y en casos de
HCA o cirrosis de etiologia desconocida indicarian que dichos cuadros podrian ser
consecuencia de una infeccién remota por VHB ©***2 en éstos el AntiHBc indica que el

virus de la hepatitis B puede replicarse en personas HBsAg seronegativo, siendo este hecho
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probado al demostrarse positividad tisular para el antigeno core ®*'#74%) ¢ por la existencia
de DNA viral en el suero y/o en el tejido hepatico ®*. En cambio, si los titulos son bajos
denotan infeccion pasada y la ausencia de AntiHBs, como ya hemos comentado, podria ser

-r) (164,241,275)

debida a niveles de HBsAg séricos no detectables ("portador silente , 0auna

disminucién importante de sus titulog @131,

- HBeAg: este antigeno aparece durante el periodo de incubacién de la hepatitis aguda,
aproximadamente una semana despues del HBsAg y antes de la elevacion de las
transaminasas, y se negativiza a las tres semanas antes del aclaramiento del HBsAg. Si
persiste mas de 8 6 10 semanas desde el inicio de la clinica de la hepatitis aguda, supondria
una replicacion viral persistente, una infectividad sérica permanente y una tendencia a la

cronicidad ",

En la infeccion cronica B es uno de los marcadores de replicacion viral y se asocia a DNA
virico y a la actividad DNA polimerasa 7. Su negatividad no siempre refleja el cese del
proceso replicativo ya que los otros marcadores son més sensibles y especificos y se pueden
hallar en sueros HBeAg negativos como es el caso del DNA virico y del AntiHBc de tipo
IgM, e incluso las muestras hepaticas pueden revelar ia presencia de antigeno core "#%%;

y su positividad, a veces, no expresa replicacion viral especialmente si los otros marcadores

son negativos ©®,

- AntiHBe: este anticuerpo se desarrolla a los pocos dias o semanas después de la
negativizacion del HBeAg y suele persistir 1 a 2 afios. Su aparicion es posterior a la del

AntiHBc pero anterior a la del AntiHBs, por ello en una infeccidn aguda en vias de
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resolucién se suele encontrar en la sangre junto al HBsAg .
Si la aparicién de AntiHBe tiene lugar tardiamente, mas de 6 semanas, podria ser también

un indicador de cronicidad .

- DNA viral: actualmente se considera como otro marcador de infectividad sérica, y ello ha

r (85.252,268,399), yala

sido posible gracias al desarrollo de las técnicas de hibridacion molecula
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) ©°'**®_ Estas han permitido su identificacién no

solo en el suero y en el higado, sino también en muestras relacionadas con la transmisién por

via sexual del virus B ',

En la hepatitis aguda se determina en el periodo en que comienzan las manifestaciones
clinicas, y su positividad sérica es corta, alrededor de una semana “*®. Se ha sugerido que
su persistencia mas de 8 semanas desde el inicio de [a sintomatologia serfa indicativo de un
probable curso evolutivo crénico, aunque su aclaramiento dentro de ese tiempo no impide

que la cronicidad se desarrolle ®¥,

Los estudios realizados han expresado que el DNA viral es el indicador mas sensible y
especifico de la replicacion viral: se demuestra, casi siempre, en sueros HBsAg, HBeAg y
DNA polimerasa positivos, y en ocasiones en sueros HBsAg positivos y con negatividad para

]OS otros dOS marcadores (50,57,107,182 228,268.291,314,357.399,452)l

Desde el punto de vista diagnostico el poder detectar el DNA viral ha servido ademds, para
atribuir al virus de la hepatitis B la responsabilidad como agente causal de lesiones

hepatocelulares desarrolladas en pacientes con negatividad sérica para el HBsAg y con o sin



29
positividad para los anticuerpos antiantigenos del VHB ©&%'3%3%) "asi como ha permitido
demostrar la persistencia de replicacion viral en enfermos con deterioro de su enfermedad
hepatica crénica y en cuyos sueros se encuentra presente el AntiHBe -107:119:151,182.208.2391 357.599)
e incluso ha ayudado en el conocimiento de porqué sueros negativos para todos los
marcadores del virus B transmiten la infeccién “*®, y también ha contribuido en poder
implicar al VHB en la reactivacién de la enfermedad hepatica en pacientes con AntiHBe
positivo #"#*% y en la patogénesis del hepatocarcinoma tanto en enfermos con HBsAg sérico
como en aquellos que no son portadores de dicho antigeno y que serolégicaménte pueden o

no tener positividad para los anticuerpos antiantigenos del virus B ¢330,

* Marcadores tisulares.

El virus B se identifica en diversos 6rganos: rifién, pancreas, higado, aunque entre €stos la

localizacién preferencial es a nivel hepético.

- HBsAg: ¢l antigeno de superficie se reconoce facilmente en cortes de hematoxilina eosina
por el aspecto finamente granular, eosindfilo que confiere a los citoplasmas de los hepatocitos
portadores del virus B (hepatocitos esmerilados "ground-glass™) 7*1%%%  Esta imagen
hepatocitaria no es patognomoénica de!l virus B ya que también se identifica en otras

(345,479,495

patologias , € incluso hay estudios en los que la muesira hepatica presenta la

coexistencia de hepatocitos esmerilados de causas diferentes .

El reconocimiento del virus B como el verdadero factor etioldgico de los hepatocitos

esmerilados en microscopia oOptica, requiere técnicas especificas:
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a) Métodos histoquimicos:

Shikata et al “'® al realizar en secciones de parafina la técnica de Van Gieson para fibras
eldsticas, objetivaron que algunos hepatocitos mostraban una tincién diferente y éstos, a su
vez, eran los que daban fluorescencia positiva. La razon de este hecho se basaba en la
presencia de enlaces disulfuro en la estructura del antigeno de superficie, ya que los reactivos
de esta técnica suelen actuar sobre dichos enlaces. Para intensificar la positividad

desarrollaron la técnica de orceina modificada (técnica de Shikata).

Otros métodos, aungue menos utilizados son: aldehidofucsina de Gomori, la aldehido-tionina
(1169174416455 v e tricromico modificado que confiere una metacromasia verde a los

hepatocitos infectados 7199,

b) Técnicas de inmunohistoquimica:

Con la técnica de inmunofluorescencia los hepatocitos con antigeno de superficie revelan una
fluorescencia citoplasmica. Esta técnica fue de las primeras usadas para la identificacion de
los marcadores histicos 7%195198244.32L360) nerg ge vip que mostraba mas inconvenientes que
ventajas, de ahi que al comenzar a usar los métodos de inmunoperoxidasa haya empezado
a ser sustituida cada vez mas por los mismos, y éstos han pasado a ser considerados como
métodos de rutina junto con las técnicas histoquimicas habituales %%:162189.213.218,219,225.251
PSATAIABALATIAE  aungue como cuaiquier método puede presentar artefactos que den lugar
a falsos positivos y falsos negativos, hecho que hay que conocer para evitar interpretaciones

erréneas 77,

Las caracteristicas utilizadas en la identificacion de hepatocitos con antigeno de superficie se
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discutiran més detalladamente en el apartado correspondiente a los estudios de

inmunohistoquimica.

c) Microscopia electrénica (caracteristicas ultraestructurales):

Los hepatocitos con presencia de HBsAg revelan en las secciones ultrafinas y concretamente
a nivel del citoplasma inclusiones filamentosas o tubulares, situadas tanto dentro de las
cisternas del reticulo endoplasmico, (preferentemente en el reticulo endoplasmico liso (REL),

) (169,195,225,415,428,446,495,501)

las cuales se encuentran aumentadas en nimero y tamaiio , como en

el interior de los lisosomas y de forma libre sin relacion con ninguna organela “'?.

- HBcAg: el antigeno core no suele reconocerse en los cortes de hematoxilina eosina.
Unicamente cuando se produce en exceso confiere al nicleo de la célula hepatocitaria un
aspecto arenoso ("sanded"), esta imagen ha sido evidenciada por Huang et al ¥ y por

Bianchi y Gudat ©%.
Las técnicas que permiten identificarlo en las biopsias hepaticas son las siguientes:

a) Técnicas inmunohistoquimicas:

Con la técnica de inmunofluorescencia los hepatocitos con HBcAg suelen dar una
fluorescencia nuclear 1119519924320 " g citoplasmica, o mixta ' Esta técnica estd dejando
de ser usada para detectar dicho antigeno siendo la inmunoperoxidasa el método que mas se

utiliza actualmente para su identificacion 17251446

La expresion morfoldgica del antigeno core en los hepatocitos se comentard con mds detalle
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en ¢l apartado del estudio de inmunohistoquimica.

b) Microscopia electrénica (caracteristicas ultraestructurales):

El antigeno core, en las secciones ultrafinas, se suele visualizar en los nicleos de las células
hepaticas como particulas aproximadamente de 20 nm (20-25 nm) (16%199:223.223 46,505 Ep
algunas series se comenta ¢l reconocimiento de dichas particulas también en ¢l citoplasma
(195,387.50D "y 3 veces en relacion con el antigeno de superficie en el interior del reticulo

endoplasmico %2,

- DNA viral: Este marcador en el tejido hepatico no se suele identificar con las técnicas

habituales. Los avances en biologia molecular han sido los que han permitido demostrarlo.

El método de hibridacién molecular, al igual que ha conseguido detectarlo en el suero,

también lo ha podido poner de manifiesto a nivel tisular ©!-5-234.367.305)

El DNA-VHB histico suele hallarse en pacientes portadores cronicos de HBsAg con DNA

(41.159.48)  En  ocasiones, este marcador no se demuestra en el suero,

viral sérico
especialmente, cuando el DNA virico se encuentra en forma integrada en los hepatocitos

G719 e incluso el genoma del virus B se ha detectado en biopsias de enfermos sin ningin

marcador del VHB @7,

A veces, el DNA-VHB tisular se objetiva en pacientes con anticuerpos antiantigenos del virus

de la hepatitis B, y sus muestras hepéticas expresan un dailo hepatocelular tipo hepatitis

crénica o bien un hepatocarcinoma ¢2-°6:58.159.160.367.443)
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El DNA del virus B muestra, a nivel hepatocitario, dos patrones de expresion morfologica:
[a forma libre o episomal (DNA superenrollado, DNA replicativo intermedio), suele ir
asociada a sueros HBeAg positivos, e indica infectividad alta y enfermedad hepatica con
actividad inflamatoria 9418 67.159.160.254.23.327.408.30%) " Fpy os casos en que la forma libre del
DNA viral es representada por la de tipo DNA superenrollado, se ha observado que la
presencia del HBeAg sérico puede ser negativa, siendo la replicacion viral minima y se
correlacionaria con una enfermedad hepatica quiescente. Este tipo de DNA virico podria ser
el factor iniciador de la recurrencia de la infeccidn viral en pacientes con tratamiento
antiviral, dado que su persistencia en el tejido hepdtico ha sido demostrada en biopsias

hepaticas post-tratamiento ©%%.

La forma libre o episomal es evidenciada, predominantemente, en el citoplasma
hepatocitario, se aprecla tanto en hepatitis crénica como en hepatocarcinomas

(#1.98.139,254,293.327.466.5051 y suele estar relacionada con necrosis lobulillar intensa 95332456

El otro patron, en que se ha encontrado al DNA-VHB a nivel hepatocelular, es la forma
integrada. Suele ir asociada a sueros AntiHBe positivos, y en una proporcién pequefia se

detecta en pacientes con presencia de HBeAg sérico (#%57 5%159.160.200,327.408,466)

El DNA virico integrado ha sido demostrado en hepatocarcinomas (hallazgo que sugiere que
el virus B puede ser un factor causal en el desarrollo de la neoformacién), en hepatocitos no

tumorales adyacentes a la lesion neoplasica, y en hepatitis cronica ©¢*5%:199.150.466)

El DNA del virus B, cuando se detecta en biopsias hepaticas, casi siempre va unido a la
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presencia de otros marcadores virales: HBsAg y HBcAg, predominantemente con éste dltimo

ya que ambos son indicadores de replicacion viral ©#!67.200.2%5.314.327)

A.4.- Métodos de identificacion del VHD.

El virus delta, como el virus B, se reconoce por la determinacién de los marcadores virales

en suero y en las células hepaticas.

* Marcadores serolégicos.

Serolégicamente la infeccion delta puede ser dificil diagnosticarla debido a la duracién breve
de los marcadores virales en el suero y/o a la respuesta variable del sistema inmune del
huesped. A esto se afiade el uso, todavia, no muy generalizado de tests diagndsticos de

mayor sensibilidad dado el coste elevado que supone su puesta en funcionamiento %%

L.a deteccion de los marcadores séricos también difiere en funcion de si el virus delta se ha
adquirido simultdneamente con el virus B (coinfeccion), o en cambio afecta a portadores

cronicos B (sobreinfeccion):

- HDAg: este antigeno en la forma clinica de coinfeccion se suele hallar en la fase inicial de
la infeccion aguda y persiste 1 6 2 semanas. El método de enzimoinmunoanalisis (ELISA)
usando anticuerpos Antidelta obtenidos de sueros humanos es el que revela mayor

sensibilidad ©7.
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Su demostracion sérica cuando el virus delta actia como sobreinfeccién viral, es mds
infrecuente ya que se suele encontrar en forma de inmunocomplejos. Por dicho motivo se
emplea la técnica de inmunoblot, cuya sensibilidad y utilidad es similar al método de

hibridacién molecular para la identificacién del RNA-delta ©*™,

- RNA-VHD: en la coinfeccidn el genoma viral se detecta en el estadio inicial (primera

semana). Su demostracion es transitoria y paralela a la del antigeno delta.

Su presencia en muestras séricas obtenidas a partir del segundo mes de la enfermedad es
indicativo de cronicidad. Su negatividad no implica siempre resolucion de [a infeccion, hay

casos de progresion a hepatitis crénica con RNA delta sérico negativo 7.

En los casos de sobreinfeccion, el RNA-VHD se sigue detectando tras la fase aguda de la

infeccion, siendo la expresion de la presencia tisular del antigeno delta 7214,

La técnica de hibridacion molecular (spot hibridacion) es la utilizada para la deteccidn sérica
del RNA delta, es un método de gran sensibilidad: en un 80% de casos hay una estrecha

correlacion con el antigeno delta histico (120197259422

-- Estos marcadores, HDAg y RNA-VHD, son representativos de la fase activa de la
infeccion delta, pero todavia hay limitaciones para ser usados como tunicos parametros
serologicos de la presencia del virus delta. Por ello el diagndstico sérico se realiza en base

a la determinacion de los anticuerpos Antidelta:
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- Ac Antidelta: en la forma clinica de coinfeccion, su identificacion en el suero suele
depender del tiempo que permanezca el HDAg en la sangre, y en funcion de éste el Ac
Antidelta se detectard a los 10 ¢ 15 dias, siempre de forma transitoria, del tipo Antidelta
totales, y con titulos bajos que persistirdn unas pocas semanas tras la negativizacion del
HBsAg sérico y del fin de las manifestaciones clinicas de la hepatitis aguda ©®7*%% E]
anticuerpo Antidelta tipo IgM siempre revela niveles bajos (media 1/200), y raramente se
evidencian del tipo IgG, y cuando se objetivan su positividad no dura mas alld de I 6 2 afos

tras la resolucion de la hepatitis aguda, a diferencia de los AntiHBs de la hepatitis B.

La evolucién variable, de los marcadores séricos de VHD hace imprescindible la realizacion
de andlisis séricos seriados desde el inicio de la infeccion aguda hasta algunas semanas
posteriores a la resolucion de la misma, con el objetivo de no identificar al virus B como

nnico agente etioldgico de la hepatitis aguda #°4*%,

Si clinicamente se trata de una sobreinfeccidn, el diagndstico sérico es menos problematico,
el Ac Antidelta total y del tipo IgM muestran titulos altos y mantenidos, indicando una
actividad inflamatoria intensa @' Posteriormente el anticuerpo serd de tipo IgG,

alcanzard niveles altos y reflejard cronicidad 77149,
Sisdlo hay Ac Antidelta tipo [gG en el suero y a titulos bajos, representara infeccion delta
resuelta o inactiva, y si la lesion hepatocelular siguiera siendo activa habria que pensar en

otra etiologia 7.

* - En términos generales el diagndstico seroldgico es importante para identificar al virus de
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la hepatitis delta y sus marcadores deben ser testados en enfermos con hepatitis B,
especialmente en las infecciones agudas con un curso bitasico de las alteraciones bioguimicas,
en areas donde el virus delta es endémico 9** en casos de portadores crénicos B
pertenecientes a grupos de riesgo ©*, o en portadores B asintomdticos con pruebas hepéticas
alteradas “", y siempre que la evolucion de la infeccién B, aguda o crénica, conlleva un

curso rapidamente progresivo y/o fulminante ©*%,

--- El virus delta se ha observado que afecta a los marcadores seroldgicos del VHB: unas
veces inhibiendo parcialmente la replicacién virica B, otras disminuyendo los titulos del
HBsAg o provocando aclaramientos temporales de dicho antigeno (0%32 18224727 " g6 ep
casos de coinfeccion si el efecto de inhibicion es intenso puede provocar un aclaramiento
precoz del HBsAg y la hepatitis aguda viral no ser filiada de etiologia B, sobre todo si los

analisis séricos no determinan el AntiHBc de tipo IgM ni el anticuerpo Antidelta ©120,

En cambio la infeccién delta raramente termina con el estado de portador crénico B, e
incluso en estos pacientes se ha documentado la coexistencia de los marcadores seroldgicos
e histicos de ambos virus (no sélo los que identifican su presencia como el HBsAg, el Ac
Antidelta y el HDAg tisular, sino también los que implican replicacion viral como HBeAg,
DNA-VHB, RNA-VHD y HBcAg tisular) #0-627881.146.20434) " af como la falta de inhibicidn
de la sintesis de los polipéptidos relacionados con la envoltura externa del virus B 206233453}
Aunque, también, hay resultados de otras series que si sugieren que exista una cierta accién
supresora del virus delta sobre la replicacién viral B, o bien que haya una asociacién con
infeccion viral B en fase no replicativa o en fase de replicacién minima del VHB (infeccion

B inactiva) ya que expresan una mayor frecuencia de infeccidn deita en enfermos portadores
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de HBsAg con anticuerpos AntiHBe (+) que en aquellos con HBeAg (+) sérico
(31.75,83,100.148,149,201,247 271.312.337.377. 383,411 o incluso en el transcurso de la infeccién delta puede
realizarse una seroconversion completa del sistema antigénico "e¢" (HBeAg — AntiHBe) en
un tiempo relativamente corto ©*®, asi como producirse una pérdida, a veces transitoria, del
DNA virico 4727253 o de] HBsAg con desarroilo posterior de su anticuerpo AntiHBs (%°2%7,
0 bien apreciarse positividad escasa o una ausencia del DNA-VHB y del antigeno core en

muestras hepaticas que son, a su vez, positivas para el HDAg histico 7!76:231:255,337,385.486.503)

* Marcadores tisulares.

[.a demostracion directa de infeccién delta se realiza con la identificacion del antigeno delta

y del RNA-VHD en biopsias hepaticas.

El antigeno delta no se suele reconocer en los hepatocitos tefiidos con las técnicas de tincién
habituales, aunque Moreno et al visualizaron en las muestras hepaticas de dos enfermos
inmunodeprimidos y concretamente en los ndcleos hepatocitarios una imagen similar a la
evidenciada en los nicleos con antigeno core, denominada "nudcleo arenoso” ("sanded") y
confirmaron que al realizar técnicas de inmunohistoquimica y de microscopia electrénica
correspondia al HDAg y no al HBcAg del virus de la hepatitis B. Opinan que este rasgo
optico se debe a una replicacion viral elevada y consecuentemente a un exceso del antigeno

delta .

Las siguientes técnicas especiales facilitan la deteccidn del virus delta en el tejido hepatico:
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a) Métodos inmunochistoquimicos:

Entre éstos tenemos la técnica de inmunofluorescencia. Esta puso de manifiesto la existencia
del sistemna antigénico delta/antidelta @™, Pero el uso de las técnicas de inmunoperoxidasa
ha motivado que sea cada vez menos utilizada, ya que en comparacion con ellas ofrece mas

inconvenientes que ventajas 4%,

La utilizacion de técnicas de doble #**¥ y de triple inmunotincién "** han incluso revelado
la coexistencia de marcadores del VHB (HBsAg y HBcAg) y del VHD en la misma muestra
tisular, aunque la presencia simultdnea en un mismo hepatocito es poco frecuente
correspondiendo la tincidn nuclear al antigeno delta y la positividad citoplasmatica al HBcAg

o al HBsAg.

Otra técnica, la hibridacion molecular, ha permitido detectar el RNA del virus de la hepatitis
delta no solamente a nivel sérico (como ya hemos comentado) sino también en el tejido

hepdtico 57219,

b) Microscopia electrénica (caracteristicas ultraestructurales):

Las células hepatocitarias con antigeno delta revelan, en las secciones ultrafinas, la existencia
a nivel del nicleo de estructuras granulares irregulares de 20-30 nm de didmetro y en
disposicion difusa o en grupos ***%| asi como de cuerpos de inclusién compuestos de una
sustancia amorfa y estructuras microtubulares de 10-20 nm de didmetro “** asociadas
estrechamente con los grinulos irregulares antigeno delta positivos. Este hallazgo es mas
especifico de infeccion delta ya que los granulos irregulares se han hallado en estudios

hepaticos de enfermos con hepatitis crénica HBsAg negativo ®” y en niicleos de hepatocitos
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antigeno delta negativo **?,

En el citoplasma a veces se detectan las estructuras granulares y se suelen encontrar libres

o en relacion con ribosomas 9,

En trabajos experimentales en chimpancés portadores del virus B e infectados con el agente
delta se han identificado otros rasgos en el citoplasma como: proliferacion de reticulo
endopldsmico, estructuras tubulares y/o agregados microtubulares 820417 Fgrag

caracteristicas son inespecificas ya que también se aprecian en hepatitis no A no B ("C").

B.- HISTORIA NATURAL Y ESTUDIO HISTOLOGICO.

B.1.- Hepatitis B.

El virus de la hepatitis B, como ya hemos reseflado, puede causar una hepatitis aguda que
en la mayoria de los casos muestra un aclaramiento del HBsAg al resolverse la enfermedad,
pero en un porcentaje bajo puede existir una evolucion a la cronicidad con persistencia del

virus (portador de antigeno de superficie sérico (+)) %%,

Entre los factores que predisponen a la cronicidad se encuentran la edad, €l sexo y el estado
inmunolégico: se ha observado que la probabilidad de ser portador crénico de HBsAg es
mayor cuanto menor sea la edad que se tenga al adquirir la infeccién #*® y, también se ha
objetivado que el estado de portador se asocia con mas frecuencia a pacientes varones que

a mujeres, asi como a individuos con un sistema inmune deprimido como los enfermos



41

oncoldgicos, dializados, con sindrome de Down etc,,(15190154.309.236.413)

Numerosos estudios existen sobre la infeccion por el virus de la hepatitis B y, en ellos, a los
portadores de HBsAg se les suele considerar de dos maneras: o asintomaticos o con
enfermedad hepitica crénica, dependiendo de sus caracteristicas clinico-bioquimicas, del
estado de replicacion viral y de las lesiones hepaticas. Se ha observado que no hay limites
netos de separacion entre ambas categorias y se ha su-gerido que podrian tratarse de formas

evolutivas en la histo-ria natural de la infeccién persistente por dicho virus “'#:

[) Portador asintomatico o sano de HBsAg.

Se trata de personas supuestamente sanas que son identificadas como portadores de HBsAg

en estudios rutinarios o por dona-ciones de sangre.

Esta poblacidn se caracteriza por presentar una clinica y bioquimica normal.
Inmunolégicamente estos individuos son HBeAg, DNA viral y DNA polimerasa negativos
a nivel sérico, y en ellos s6lo se detecta el anticuerpo AntiHBe “; también se ha demostrado
la existencia de canfidades pequefias de DNA viral integrado en el genoma de los hepatocitos
G705 A veces suelen mostrar una sintomatologia minima e inespecifica (astenia o debilidad),
la cual puede ser debida a otros motivos y no necesariamente a la infeccion por VHB, asi
como pruebas de funcion hepaticas alteradas y presencia de HBeAg sérico o de marcadores

histicos de replicacién viral ®1*,

Los estudios histolégicos hepaticos, en la mayoria de los individuos con bioguimica normal
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muestran ausencia de lesiones o cambios minimos, aunque sobre un 2% de los casos las
alteraciones hepatocelulares son mds importantes (121137138 154.191,242,265.365, 30,4194 FHgtg
proporcién se eleva a un 19% cuando los portadores tienen pruebas de funcion hepaticas
alteradas con lesiones del tipo hepatitis cronica (sobre todo HCP), cirrosis y a veces
hepatocarCinoma (17.121,137,138,154,242,265,348

365,388.390.419.4%0497)  Otro rasgo hallado con relativa frecuencia es la presencia de hepatocitos

esmerilados especialmente, aunque no siempre, en biopsias hepéticas normales (2112819524243,

De los estudios de seguimiento de pacientes y en los que a su vez se ha realizado control
bidpsico se puede extraer la conclusion de que la histologia, en general, no suele variar con
respecto a la inicialmente observada, aunque en ocasiones se aprecia un empeoramiento del

dafio hepdtico e incluso con desarrollo final de hepatocarcinoma *!:137:13%.134.242.419.447)

--- Ante este grupo de portadores de HBsAg la actitud a seguir es la realizacion de controles
clinico-bioquimicos (incluida la deteccion de alfafetoproteina) y determinaciones séricas de
los marcadores virales, con una periocidad semestral o anual {o incluso bianual); y reservar
la indicacion de la biopsia hepética para cuando exista alguno o varios de los criterios
siguientes: pruebas de funcidn hepatica alteradas persistentemente (siendo la
hipertransaminasemia la mds importante, seguida de la prueba de retencién de BSP),

hepatomegalia, estigmas hepéticos, y presencia sérica de anticuerpos Antidelta

{21,138,236,242,418,437 490,497

El sistema antigénico "e" sérico en los portadores de HBsAg asintomiticos es dificil

considerarlo como indicador real de hepatitis crénica o como marcador prondstico dado que
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la negatividad del HBeAg o la positividad del AntiHBe en el suero no siempre implica

ausencia de enfermedad hepética cronica (12! 137138490

II) Portador de HBsAg con enfermedad hepética crénica.

Este grupo de pacientes se caracteriza clinicamente por presentar una sintomatologia minima
e inespecifica como fatigabilidad, anorexia o dolor abdominal, e incluso pueden estar
totalmente asintomadticos. Algo similar ocurre con los signos fisicos, no hay presencia de
ellos y si existen son hepatomegalia (asociada o no a esplenomegalia), o ascitis entre otros.

En general se trata de una enfermedad clinicamente inaparente en la mayoria de los casos

(2093

Las pruebas bioguimicas ponen de relieve la existencia de niveles alterados de transaminasas,
siendo los de la GPT més elevados que los de la GOT y la razdn entre ellas (GOT/GPT) es
< 1.0 y estos valores son cada vez mas altos a medida que el dafo hepatocelular es mds
importanie 424 T ag cifras de otras enzimas hepdticas son usualmente normales excepto

en los casos de cirrosis o de hepatitis cronica de actividad inflamatoria intensa.

Los marcadores virales séricos que suelen existir en estos pacientes son los relacionados con

la replicacion viral: HBeAg/AntiHBe, DNA viral y actividad DNA polimerasa.

Estos portadores no tienen todos la misma lesién hepdtica, para un diagnéstico preciso de las
alteraciones morfologicas se requiere la realizacién de una biopsia, la cual nos permite

obtener un diagndstico cuali y cuantitativo, asi como etiolégico #o403400423487499) parg que
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el diagnoéstico sea aceptable es necesario que la toma bidpsica tenga un tamafio adecuado, se
estima como vdlida, una longitud minima de 1.5 cm como minimo ®®, o bien que se
observen, al menos tres espacios porta ®”; estas medidas es necesario tenerlas en cuenta
para evitar que pueda producirse un error de muestra, ya que las alteraciones histoldgicas de
la hepatitis crénica se caracterizan por la irregularidad de su distribucion en el tejido

hepético.

A continuacién se comentard el diagnostico histolégico cuali y cuantitativo y, el anahisis

etioldgico se discutird en el apartado correspondiente al estudio inmunohistoquimico:

a) Diagndstico cualitativo.

Se basa en la clasificacién morfologica de la hepatitis cronica admitida por la Clasificacién
Internacional y por la Asociacion Internacional para el estudio del Higado y el Centro de

122,257

Fogarty ¢ y que, como ya hemos citado, se subdivide en dos tipos:

1.- Hepatitis cronica persistente (HCP).

Su histologia viene caracterizada por: a) una arquitectura tisular intacta; b) un infiltrado
inflamatorio portal con c) conservacion de la limitante; y d) una presencia de necrosis focales
intralobulillares. A veces puede haber fibrosis portal minima “**. En la Clasificacion

Internacional %

se incluyd en el concepto de HCP una "necrosis erosiva leve".
Actualmente, estos casos se tienden a encuadrar como hepatitis cronica con actividad

inflamatoria leve o como hepatitis cronica con necrosis erosiva leve (HCP/HCA "borderline")
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@042 " ya que ademds su prondstico es incierto y probablemente menos favorable que una
HCP sin ningln grado de necrosis erosiva. Los fendmenos anteriormente citados {(a, b, ¢y
d) son los que se valoran para conocer la actividad inflamatoria y la distorsion arquitectural,
pero resultan dificilmente medibles en un corte histoldgico. Por ello se recurre a métodos de
valoracién semicuantitativa. Esto se comentara mds ampliamente en el apartado

correspondiente al diagndstico histoldgico cuantitativo.

La imagen histologica de ia HCP es inespecifica: hay otras entidades que pueden simularla
como una hepatitis aguda residual, una infiltracidén por un proceso linfoproliferativo, o la
cirrosis biliar primaria en sus estadios iniciales, por ello hay que tener cuidado al emitir
dicho diagndstico. También, es importante valorar el error de muestra si la toma bidpsica
obtenida es pequefia, asi como conocer si ha habido un tratamiento previo con
inmunosupresores va que HCA tratadas pueden mostrar mejoria histologica y ser informadas

erréneamente como HCP (3403429

El pronéstico de este cuadro microscopico es el de no progresién hacia hepatopatias mas

(99.122.134,301,32,396.488) A yeces se ha objetivado una

desestructurantes y graves (cirrosis)
progresion a HCA y a cirrosis, estimandose alrededor de un 10-15% el porcentaje de casos
con dicha evolucidn 12:23:3499.129.134 140,133,301 322.396.477). g6 13 sugerido que esta forma evolutiva
mas agresiva se podria justificar en ocasiones por el error de muestra, en otras porque
reailmente no se trataran de HCP sino que fueran HCA tratadas, y otra opinion dada es la
referida a que estas biopsias corresponderian a las diagnosticadas como hepatitis crénica

"borderline” y como ya hemos citado su pronéstico es incierto y para conocerlo es necesario

un seguimiento clinico y la realizacion de biopsias en el momento en que se detectara alguna
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alteracién clinico-bioquimica 4322411429

En general, la HCP tiene un buen prondstico: Weissberg et al realizaron un estudio en un
grupo de 379 pacientes con hepatitis cronica B con el objetivo de conocer las curvas de
supervivencia de los mismos en base a su patologia hepética, y observaron que para enfermos

con HCP la supervivencia media a los 5 afios era del 97% “*.

La evolucién ocasional hacia formas mas activas (HCA o cirrosis) aconseja que estos

pacientes tengan un seguimiento clinico-bioquimico.

2.- Hepatitis crénica activa (HCA).

Los rasgos diferenciales de este tipo de hepatitis observados en el tejido hepatico son: a) una
variable distorsién arquitectural con fibrosis periportal o septal; b) un infiltrado inflamatorio
portal y periportal; c¢) una permanente necrosis en la interfase (necrosis erosiva de la
limitante); y d) un grado variable de necrosis intralobulillar. La HCA presenta una actividad
inflamatoria desigual, y por ello se habla de tres subcategorias que cumplen los requisitos de
HCA dados por De Groote et al "**, y Bianchi et al ®”; leve, moderada e intensa. El
objetivo de esta clasificacidn es conocer mejor su prondstico, y, especialmente, facilitar la
seleccion de los pacientes y, de esta forma, poder instaurar en cada grupo de enfermos las
pautas terapéuticas mas adecuadas. Las caracteristicas Opticas citadas (a, b, ¢, d}, como ya
hemos referido en la HCP, se valoran de forma semicuantitativa lo que se comentard con mds

detalle al hablar del diagnéstico histologico cuantitativo.
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La evolucién mas aceptada de este tipo de hepatitis cronica es una progresion lenta hacia la
cirrosis y a veces con el desarrollo de hepatocarcinoma (713%140.131301351470480) g gt
posibilidad evolutiva es més frecuente cuando existe una actividad inflamatoria intensa y/o
presencia de puentes de necrosis “*****%_ A veces, una regresion espontinea o provocada

por el ratamiento de la HCA todavia es posible 3% 191154383480

En el trabajo de Weissberg et al, referido al comentar la HCP, se expone que la

supervivencia a los 5 afios para la HCA se estima en un 86 % “*.

b) Diagndstico cuantitativo.

Para valorar con mayor precision las lesiones morfoldgicas (necrosis, inflamacion, fibrosis)
de la hepatitis cronica se han desarroilado tests diagndsticos semicuantitativos con la finalidad
de apreciar con més exactitud el grado de dafio hepatocelular existente en un estudio bidpsico
y los cambios histolégicos que se puedan dar en controles posteriores, asi como para valorar

la eficacia de los ensayos clinicos con diversos agentes terapéuticos.

En 1981, Knodell et al, como ya hemos citado, crearon un indice de actividad histologica
(IAH)®7” |y su uso se generalizo, realizdindose simultineamente con el diagndstico histolégico
cuatitativo convencional "*? obteniéndose as{ una informacién diagndstica mas objetiva y

reproducibie,

El IAH de Knodell et al cuantifica conjuntamente la categoria de fibrosis con los otros

parametros, esto es, la necrosis y la inflamacion, y ello puede causar confusion, dado que
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especimenes hepaticos con distorsion arquitectural importante con O sin cirrosis muestran

valores del indice total bajos si la actividad inflamatoria es leve @77

Para evitar estos posibles errores diagnosticos, Scheuer, en 1991, desarrollé un indice
semicuantitativo de valoracién de las lesiones histologicas en dos categorias: los factores de
necrosis erosiva e inflamacién portal dentro del concepto de "actividad portal/periportal”, vy
fa necrosis e inflamacidn en el lobulillo como "actividad lobulillar" e incluye dentro de ésta
fa lesion de puentes de necrosis, parimetro morfolégico que era tenido en cuenta en ja
evaluacion de la necrosis erosiva dentro del IAH de Knodell et al ®*”. Un indice de
caracteristicas similares ya habia sido utilizado en la valoracion de la histologia de la hepatitis
delta ¥7, pero éste no cuantificaba la fibrosis, pardmetro que Scheuer si estudia, si bien
como categoria separada y valorada con independencia de las otras dos. De esta manera, en
el diagndstico definitivo se precisa, de una forma mas clara, la actividad necroinflamatoria
y los efectos de dicha actividad, es decir la fibrosis, Ia distorsién arquitectural y el desarrollo

de cirrosis %%,

Lau et al, en trabajos recientes realizados sobre la infeccion crénica por el virus de la
hepatitis delta, han usado para determinar la actividad histolégica un indice derivado de la
valoracion de tres pardmetros: inflamacién lobulillar, inflamacién de espacios porta, y
necrosis erosiva. El factor fibrosis, al igual que en el indice de Scheuer, es evaluado
independientemente, dado que lo consideran como la consecuencia de un dafio inflamatorio

previo méds que un indicador de lesidn activa hepatocelular actual #°*259,

B.2.- Grupos serolégicos con caracteristicas propias:
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B.21.- Portadores o no de HBeAg (seroconversion AntiHBe).

En las infecciones crénicas B, el sistema "e" es importante: el HBeAg al ser un marcador
de replicacion viral refleja una mayor infectividad sérica, una actividad inflamatoria a nivel
hepatocelular mas intensa, y a su vez unos valoreslde transaminasas altos (fase "replicativa").
Su desaparicién (seroconversion AntiHBe, fase "no replicativa”) se acompaiia de una pérdida
de infectividad sérica, de una disminucion de la bioquimica hepatica, y en general de una
evolucion quiescente; lo que no se ha podido apreciar es una implicacién prondstica en

relacion a la lesion hepatica ©@'-271220363),

Existen situaciones en las que a pesar de la presencia de AntiHBe en el suero sigue
persistiendo el dafio hepatico, y en éstas se ha evidenciado DNA viral sérico y/o HBcAg
tisular indicando la existencia de un nivel bajo de replicacion viral (fase de "replicacidn
minima") G&¥63WTH0D. aracias a los avances de la biologia molecular se han objetivado
variaciones genéticas en el genoma viral {mutaciones en la region pre core) implicadas en la
formacion y liberacién del HBAge, siendo este hecho una posible explicacion de los casos

que se encontrarian en fase de "replicacién minima"®4"-%

El "periodo ventana" entre la pérdida de HBeAg y la aparicion del AntiHBe suele exceder
en més de un mes, a veces afios y en general siempre es mas largo que el objetivado en una

hepatitis aguda “%%2%%,

La seroconversion va precedida de cambios histologicos y de un alza en los valores de

transaminasas {exacerbaciones) sobre todo cuando es un aclaramiento esponténeo (262264410433
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La tasa anual de aclaramiento del HBeAg en portadores crénicos se encuentra,

aproximadamente entre un 10 y un 25% (17.153:211263,271,435)

B.2II.- Portadores de virus de la hepatitis delta.

La hepatitis por virus de la hepatitis delta se caracteriza por presentar una clinica y una
expresion morfolégica variada como consecuencia de que siempre tiene que ir unida a la
infeccidn por el virus de la hepatitis B, v dependiendo de las condiciones en que se realice

dicha asociacion la patologia hepatica desarrollada serd diferente (¢7.9%%4.368.369)

De los distintos estudios de investigacién de nacionalidades diversas se ha objetivado que los
especimenes hepaticos de los enfermos con hepatitis por VHD no revelan ningln rasgo
microscopico caracteristico a diferencia de otras hepatitis virales ©%#%179180.231.240.398482) * G
suele defmnir por: a) ampliacién portal debido a la presencia de infiltrados inflamatorios
linfoplasmocitarios con macrofagos y ocasionales leucocitos polimorfonucleares neutréfilos;

b) grados variables de necrosis e inflamacién lobulillar; y ¢) fendmenos de emperipolesis

(linfocitos y hepatocitos con antigeno delta especialmente 2*°).

En algunas series de hepatitis delta se han descrito algunos hallazgos Gpticos peculiares pero
inespecificos: en las muestras bidpsicas de la hepatitis fulminante epidémica de Venezuela
se encontré esteatosis microvesicular con necrosis importante ©*; y Rizzetto et al
describieron un cambio degenerativo eosindfilo en los hepatocitos no relacionados con la

celularidad inflamatoria ©’”, Estas caracteristicas son comentadas en diversos trabajos

morfo]c‘)gicos (66,151,231 240,258,316,318,385,358,482)
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En los estudios revisados se aprecia que la infeccién delta suele ir asociada, con mas
frecuencia, a un deterioro hepdtico importante. Los casos aportados en que la hepatitis delta

cumple los requisitos de HCP o cambios minimos suelen ser escasos (©%:55186.570.377,385.430.480)

--- Tras estos comentarios generales, hablaremos a continuacién de la morfologfa de la

infeccidn por el virus delta en funcion de los dos patrones clinicos de la misma:

I} Coinfeccién B y D (Adquisicion simultinea de ambos virus).

Su evolucion habitual (alrededor del 90% de los casos) es el restablecimiento completo con

el aclaramiento de los dos virus, siendo su histologia la tipica de una hepatitis viral aguda

(83,94,167,202,278.421)

Tampoco es infrecuente el desarrollo de una hepatitis fulminante que, a veces, tlega a ser

mOI'tal {83,94,167,178,179,375,424)

El curso evolutivo mas raro, en estos individuos, es la progresion a una hepatitis crénica B
y delta. Se estima entre un 5 y un 10% los que quedan como portadores cronicos de ambos

virug, (75:167.300,398)

[T} Sobreinfeccion (Hepatitis delta aguda/crénica en portador crénico B).

En estos enfermos lo mas frecuente es que experimenten una infeccién hepdtica cronica B

y delta, de evolucion impredecible y no necesariamente uniforme o répida, y se convertirian,
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a su vez, en reservorios de los dos virus. Histolégicamente la mayoria de los pacientes

presentan HCA y/o cirrosis, y en menor grado, otros tipos de hepatitis crénica (HCP,

HCL)(30,31,62,76,94,148,]86.231 ,247,269,271,277,337,377,385,393)

A veces, la progresion del dafo hepético se desarrolla con rapidez, no es raro encontrar
estudios biopsicos que tras la infeccion con el agente delta se evidencia, en un tiempo no muy
largo, una evolucién hacia una HCA y/o cirrosis e incluse un desenlace mortal
(77.78,149,180,233,316,337.377,386.398) En ocasiones esto ocurre en pacientes con muestras hepaticas que,
previamente al contacto con el VHD, presentan una lesion morfologica del tipo HCP o
hepatitis cronica con actividad inflamatoria leve, y cuyo curso evolutivo se ha mantenido

estacionario durante periodos de tiempo, a veces relativamente prolongados %'

316,337,355,377,386)

En algunos casos, el virus delta origina un dafio tisular tan intenso que es dificil precisar si
previamente existia ya una patologia hepatica y su presencia sélo servirfa para acelerar la
evolucion de la misma #**%*® En otros, la lesion hepatocelular, con o sin desarrolio de
cirrosis, representaria la progresion a la cronicidad, en un plazo corto, de la infeccion delta

agUda (83,185,482)

Otro curso evelutivo de la hepatitis delta en la infeccidn crénica por el VHB es una hepatitis
fulminante (se aprecia entre un 7 y un 20% de los casos, segin las series) y su rasgo
microscopico serd una necrosis hepatica submasiva indistinguible histoldgicamente de una

hepatitis fulminante de etiologia B 0 de una no A no B ($39%178179:424.449)
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Otra situacién que puede originar, aunque muy ocasionalmente, la infeccidén asociada al virus
de la hepatitis delta es una exacerbacidn clinica transitoria en el curso de la enfermedad

hepitica de los portadores crénicos B (196:260:30,421.450)

Un hallazgo, poco frecuente, en la historia natural de la infeccion delta es encontrar al VHD
como agente causal de una infeccién sobreafiadida en pacientes con hepatocarcinoma de

etiologia B {90,95,103,184,354)

C.- INMUNOHISTOQUIMICA.

C.1.- Hepatitis B.

Como se ha sefialado anteriormente, los marcadores tisulares del virus B se identifican
mediante métodos histo e inmunohistogquimicos, y por microscopia electronica. Las
caracteristicas que presentan las biopsias de los pacientes con infeccion por el virus de la
hepatitis B, y que configuran la base para el diagnodstico etioldgico del dafio hepatocelular

existente son referidas a continuacion:

- HBsAg: [a expresiéon morfolégica del antigeno de superficie es a nivel del citoplasma

(predominantemente) y de la membrana de los hepatocitos.

En las primeras series, el patrén de tincién citoplasmica se ha definido de diferentes maneras:

0 (3,79,225,244 321,361,389,415,416) r (79,244,321,415,416)

difuso y homogéne , perinuclea , marginal o en la

(3,79,225,244,315,361 389,415,416) (3,361,462)

periferia citoplasmica o borde sinusoidal

, grumos y CUerpos
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de inClUSi(’)n {79,315,389,415,416)

En 1979, Borchard y Gussmann establecen una clasificacion de la morfologia citoplasmica
del HBsAg tisular, la cual incluye las conocidas hasta entonces: marginal (Tipo I}, difusa
(Tipo II), globular (Tipo III), focal o "spotty" (Tipo 1V). Comentan también un Tipo V

caracterizado por un patrén globular junto con la presencia de esteatosis hepatocitaria ©".

En los trabajos posteriores, hay autores que siguen describiendo las expresiones celulares

tipicas “’7V, mientras que otros prefieren la clasificacién de Borchard y Gussmann ©

219,431,432)

La expresion histoldgica de los hepatocitos con HBsAg muestra, ademds, variabilidad en el
grado de intensidad de la tincién positiva. En algunos estudios se menciona que puede

deberse a la cantidad de material antigénico intracitoplasmico #6471,

Alberti et al (en 1975) observaron, en suspensiones de hepatocitos procedentes de casos de
hepatitis aguda B, positividad en la membrana hepatocitaria; pero no la encontraron cuando
las células hepatocitarias eran obtenidas de casos de hepatitis cronica ®, La ausencia de
positividad de la membrana en algunas series puede; ser la consecuencia del método utilizado
para su deteccion: la identificacion del patron de membrana es mas facil con técnicas
inmunohistoquimicas  (inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa) que con

inmunohistoquimicas (3,108,189,219,223,307,325,360,471,501)

. Con respecto al material bidpsico (fijado e
incluido en parafina o en congelacidn), para obtener mejores resultados en la expresion de

membrana hepatocitaria del HBsAg, hay divergencia de opiniones segin las series.
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Otra caracteristica atil para el andlisis etiolégico es la distribucién de los hepatocitos
portadores de HBsAg en los especimenes hepéticos. En general, suele ser bastante irregular:
las células hepatocitarias positivas se evidencian, o bien en todos los lobulillos, o s6lo en
algunos; y dentro de éstos no revelan relacion con ninguna estructura (venas

centrolobulillares o espacios porta) 79:315:321.934.446)

Hay estudios que definen dos patrones de distribucién lobulillar: uno se trataria de
hepatocitos con HBsAg proximos entre si, a veces con tendencia a formar grupos; y otro,

en que Se localizarian de forma aiSlada (79,127,198,219,225,251,315,351 361,389.415,416,43].446).

- HBcAg: la expresion morfologica del antigeno core es objetivada tanto en el ndcleo como
en el citoplasma y la membrana celular de los hepatocitos; y, a veces, en ambas

localizaciones.

El patrén de tincidn nuclear, segln las series, se describe como homogéneo o difuso

(223,225,

0 como granular y de intensidad variable (95:19%222.321,360)

Al igual que ocurre con el antigeno de superficie, la positividad tisular del HBcAg puede ser
mds 0 menos intensa, y ello parece depender de la presencia mayor o menor de antigeno core

en los hepatocitos “*%,

También, la distribucion tisular del HBcAg es una caracteristica en el diagndstico etiologico,
y es referida en la literatura como positividad hepatocitaria (nuclear y/o citoplasmica) en gran

namero de células o Unicamente en algunas, y siempre sin relacion con ninguna estructura
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de la biopsia (similar a la distribucion del HBsAg tisular) 0 190:220.223,325.360,470)

C.2.- Hepatitis Delta.

Los marcadores virales del virus delta son identificados, como ya nos hemos referido
previamente, por métodos histo e inmunohistoquimicos, y por microscopia electronica. Al
igual que los del virus B, éstos también presentan unas caracteristicas que ayudan en la

realizacion del diagndstico, las cuales son:

- HDAg: la expresion morfoldgica del antigeno delta se ha visualizado, no sélo en el nicleo
(66.50.90.181.231,236,240 308.349,364,377,482.303)  gino también en el citoplasma (aunque de mant-::ra mas
ocasional)®®146:187.240.377.430.482.503) v 3 veces en ambas localizaciones. En cambio, no se ha
conseguido una positividad en relacién con la membrana plasmatica del hepatocito ™%
Stocklin et al identificaron algunos granulos fluorescentes cerca de la cara interna de la

membrana hepatocitaria “*,

El patrén de tincién nuclear puede ser de dos tipos: difuso ®°*%*% o finamente granular (a

) (80.90,370,430)

veces limitado a una drea pequeiia del nucleo . Otra observacion referida en

algunos trabajos es la falta de tincidn del nucléolo %0187 3704303

Como en los antigenos del virus de la hepatitis B, la positividad del antigeno delta en la
biopsia hepdtica puede ser evidenciada con una distribucién parecida: varios hepatocitos con

HDAg dentro de los lobulillos, o apreciarse sélo en alguna célula hepatocitaria #77-38.430)
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- RNA-VHD: la determinacion tisular de este marcador ha sido realizada mds recientemente,
por lo que no hay muchos datos sobre las caracteristicas de su presencia a nivel

hepatocitario.

Su expresion morfoldgica es, predominantemente, nuclear ¢'¥.

El RNA viral suele detectarse, casi siempre, en muestras hepaticas que, a su vez, expresan

positividad intranuclear para el HDAg 197319,
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OBJETIVOS

La hepatitis cronica muestra diversas etiologias, siendo la més frecuente como ya hemos
mencionado, la hepatitis asociada a virus que es, hoy en dia, una de las enfermedades que
mas afectan a Ja salud piblica y limitdndonos a la hepatitis B se ha objetivado que, aunque
se trata de una enfermedad autolimitada con aclaramiento de antigenos virales y desarrollo
de inmunidad para reinfecciones, entre un 5 y un 10% de individuos con hepatitis aguda
clinicamente reconocida evolucionan a la cronicidad ¥ y se estima que mds de 300 miliones

%% En Espafia el nimero

de personas en todo el mundo son portadores crénicos de VHB
de portadores se encuentra alrededor del 1% . La hepatitis cronica B revela una asociacion
con el hepatocarcinoma, hecho que se pudo comprobar por un estudio llevado a cabo en
Taiwan que evidencié que en portadores del VHB el riesgo de desarrollarlo a largo plazo es

de 223 veces mayor que en personas no portadoras ¢,

Dada la importancia de la hepatitis crénica viral, y especialmente de la hepatitis por virus

B se ha planteado realizar un estudio con los siguientes objetivos:

1) Analizar las caracteristicas epidemioldgicas y clinico-analiticas de [a muestra cuyos

estudios bidpsicos han sido seleccionados.

2) Conocer si la practica de tomar biopsias hepaticas aporta hallazgos importantes desde ¢l
punto de vista histoldgico (cualitativa y cuantitativamente), y a su vez, si éstos podrian servir

como parametros necesarios junto a los criterios diagnosticos clinico-bioquimicos y



39

seroldgicos en el seguimiento prolongado de estos enfermos.

3) Identificar a nivel tisular los marcadores séricos, antigeno de superficie (HBsAg) y
antigeno core (HBcAg), del virus de la hepatitis B (VHB) en material de parafina con la
utilizacion de técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas y determinar correlaciones con

parametros histologicos y seroldgicos.

4) Realizar un estudio morfométrico de los hepatocitos con positividad tisular para el HBsAg

con el fin de :

a) Valorar los rasgos que pueden diferenciarlos del resto de la poblacion hepatocitaria.

b) Observar si su presencia influye en la lesion histoldgica de las biopsias periddicas de un

mismo enfermo.

5) Determinar la incidencia del agente delta en nuestros pacientes y realizar su deteccion
tisular en las biopsias hepéticas, dado que la asociacion de este agente con el virus de la

hepatitis B suele conllevar una evolucién clinico-morfolégica peor.
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MATERIAL Y METODOS

Para realizar este estudio hemos distribuido la presentacion de material y métodos en cuatro

apartados:

1) Descripcion de la muestra.

2) Inmunohistoquimica: estudio tisular de marcadores virales (virus B y agente delta).

3} Morfometria.

4) Estadistica.

1.- DESCRIPCION DE LA MUESTRA.

1.A.- MATERIAL.

Tras una revision de los estudios bidpsicos con diagndstico de hepatitis cronica realizados en
el Departamento de Anatomia Patolégica del Hospital "12 de Octubre” desde Octubre de
1674 hasta finales de Diciembre de 1986 se seleccionaron 130 casos que cumplian Jos

requisitos siguientes:
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a) Pardmetros clinico-bioquimicos de hepatitis cronica.

b) Positividad sérica para algiin marcador del virus B.

¢) Un minimo de dos biopsias correspondientes a un mismo paciente.

Los 130 estudios bidpsicos (54 biopsias de diagnéstico inicial y 76 biopsias de control)
corresponden a 54 enfermos: 43 varones y 11 mujeres, con edades comprendidas entre los

2 y 66 afos (media 21.8 afios, DE 15.7 afios).

1.B.- METODOS.

a) Parametros clinico-bioquimicos.

- Para facilitar la recogida de datos se elabord una hoja de trabajo individual idéntica para
todos los pacientes. Este protocolo (Tabla 1) incluye ademds de los datos de filiacion
personal, rasgos epidemioldgicos y una relacién de sintomas y signos tanto generales como
especificamente hepdticos. En él también figuran [os pardmetros hematoldgicos vy
enzimaticos, electroforesis, marcadores del virus de la hepatitis B y del agente delta y los
anticuerpos no 6érgano-especificos. Por dltimo afade el tratamiento realizado y la evolucion

{juicio clinico).

Toda esta informaciéon se consiguié a partir de sus historias clinicas y corresponde
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cronolégicamente a los momentos de las tomas bidpsicas, independientemente de que en este
momento estuviera dentro del rango de la normalidad. También se recogié la de los

diferentes controles de seguimiento asi como la de la dltima revision realizada.

- Los pardmetros bioquimicos fueron procesados por métodos rutinarios autométicos de

laboratorio (Technicon 12/60 Autoanalyzer).

Los anticuerpos no érgano-especificos (antinucleares, antimitocondriales y antimisculo liso)

se detectaron con técnicas de inmunofluorescencia indirecta.

Las proteinas séricas se determinan mediante electroforesis en acetato de celulosa. Son

expresadas en gr/dl.

b) Marcadores seroldgicos del virus de la hepatitis B y del agente delta.

La técnica empleada en la deteccidn de antigenos y anticuerpos, en el suero o plasma de estos
pacientes fué un inmunoensayo enzimético (ELISA) comercial de Sorin Biomédica {Saluggia,
Italia) para antigeno e (HBeAg) y su anticuerpo (AntiHBe) ETI-EBK, para el anticuerpo
antiantigeno de superficie (AntiHBs) ETI-AB-AUK, para el antigeno delta (HDAg)
ETI-DELTAK vy sus anticuerpos especificos (Antidelta de tipo IgM, Antidelta de tipo IgG)
ETI-AB-DELTAK, ETI-DELTA-IgMK; y de Abbott Laboratories (North Chicago, 1l1) para
antigeno de superficie (HBsAg) con AUSZYME MONOCLONAL, y anticuerpos antiantigeno

core (AntiHBc de tipo IgM, AntiHBc de tipo [gG) CORZYME-M y CORZYME.
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l.a determinacion cuaiitativa para HBsAg, HBeAg vy HDAg fue una prueba direca y no
competitiva tipo "sandwich", como también lo era la del AntiHBs y AntiHBc de tipo IgM.
Para AntiHBe, AntiHBc de tipo IgG y AntiHD de tipo IgG fue un ELISA competitivo basado
en la captura previa a la fase solida de HBeAg, HBcAg y de HDAg respectivamente. La
deteccion cualitativa de IgM AntiHD fue un ensayo inmunométrico basado en la técnica de

ELISA de "captura” del anticuerpo.

El DNA viral fué testado en los sueros de los enfermos con anticuerpos Antidelta positivos

y se realizd utilizando el método de hibridacién molecular descrito por Scotto et al @,

-- Los marcadores viricos séricos fueron correlacionados con varios de los parametros

bioquimicos.

-- Los enfermos portadores o no de HBeAg (seroconversion AntiHBe) han sido estudiados
por separado con respecto a los otros pacientes en base a que el sistema antigénico
HBeAg/AntiHBe refleja replicacidn viral y presenta implicaciones prondsticas en la evolucién

clinicopatoldgica.

-- Los pacientes con virus de la hepatitis deita han sido analizados solos, con el fin de

apreciar mejor sus rasgos clinicos e histologicos y a su vez compararlos con el resto del

grupo seleccionado para este trabajo.

c) Estudio histolégico.
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El presente apartado se basa en el andlisis de las 130 biopsias hepdticas obtenidas de los 54

enfermos seleccionados:

{cl) Obtencién y procesamiento de las muestras.

Todos los pacientes fueron explorados laparoscOpicamente, utilizando para ello un

fotolaparascopio Richard Wolf, y obteniendo la biopsia hepética con aguja de Vim Silverman

y en algunos casos con aguja de Menghini. Los cilindros tisulares estudiados eran iguales o

superiores a 1.5 cm. de longitud.

Las muesiras se procesaron de forma rutinaria: fijacidn en formol tamponado al 4% e

incluidas en parafina y posteriormente cortadas a 4 micras.

Los cortes se tifieron con técnicas estindar de microscopia Optica en materiales histolégicos

“9: hematoxilina eosina, tricrémico de Masson, Wilder para reticulina, Pas previa digestion

con diastasa, Azul Prusia de Perls para demostracion de pigmentos férricos, y orceina de

Shikata para deteccidn tisular del antigeno de superficie del virus B (HBsAg).

(c2) Metodologia del diagndéstico histolégico.

Todos los casos seleccionados fueron revisados en funcién de la siguiente metodologia:

(c2I) Lesiones morfolégicas:
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Las lesiones elementales microscdpicas recogidas al "leer” las preparaciones y cuyo conjunto
componen el "complejo lesional" caracteristico, y concretamente en nuestro estudio el de la

hepatitis crénica, son las siguientes:

NECROSIS:
- focal/parcheada.
- confluente: - en puentes
- multilobulillar

- erosiva ("piecemeal necrosis”)

INFLAMACION:
- Portal - aguda - de estructuras
- Lobulillar - crénica

- granulomatosa

FIBROSIS:

- portal

- periportal

- en puentes/septos (completos-incompletos)

- en nodulos

DEGENERACIONES-DEPOSITOS-PIGMENTOS:

- esteatosis
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- siderosis
- colestasis

- Otros...

La valoracién de estos datos y mds en concreto de los tres primeros ha sido realizada
siguiendo el método desarrollado por Knodell et al, IAH “*”_ que consiste en la suma de una
puntuacion dada a la intensidad de cada uno de los pardmetros histologicos que acabamos de

citar (Tabla 2).

(c2I1) Diagnéstico histoldgico:

Fue establecido siguiendo los criterios histologicos convencionales:

Hepatitis cronica:

La existencia de una alteracion de la funcién hepdtica de mds de seis meses de duracion es
preceptiva en una definicién de hepatopatia crénica. Con este antecedente la alteracion
histologica debe poderse encuadrar en cualquiera de los tipos de hepatitis cronica admitidos

por la Clasificacién Internacional mds aceptada ©"1%:

- Hepatitis cronica persistente (HCP).
- Hepatitis cronica activa (HCA).

- Hepatitis cronica lobulillar (HCL).
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La diferencia morfoldgica viene marcada por la presencia de necrosis erosiva en la HCA,
ausencia en la HCP y con respecto a la HCL. si es observada se comportara evolutivamente
como una HCA, y si por el contrario la limitante es neta y sin erosidén o interrupcion su

tendencia serd a la no progresion.

Cirrosis:

Se realizé este diagnéstico cuando la hepatopatia crénica se manifiesta anatémicamente por
las tres caracteristicas que se incluyen en la definicién de ta OMS @*: lesion difusa, nodular
y fibrosante del higado. Es decir, existencia de parénquima hepético desestructurado con
formacién de nddulos regenerativos que sustituyen al lobulillo y se encuentran rodeados por

septos o tabiques de tejido conectivo.

{c3) Seguimiento histologico.

Nuestros pacientes tenian de 2 a 4 biopsias repetitivas sobre un periodo de 9 a 93 meses

(media 33.98 meses, DE: 17.22 meses).

(c4) Correlaciones con los datos de laboratorio.

{c4l) El estudio histologico ha sido estudiado en relacion a los pardmetros bioquimicos

{transaminasas séricas: GOT y GPT, fosfatasa alcalina (FA) y gammaglobulina) con dos

finalidades:

1} Observar si los pardmetros bioquimicos muestran o no diferencias en el grupo de hepatitis
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crénica de menor actividad inflamatoria (hepatitis cronica persistente, cambios minimos) con

respecto al de mayor actividad inflamatoria (hepatitis crénica activa, cirrosis).

2) Objetivar si los cambios en la bioquimica estin o no en correlacion con la evolucion

histoldgica.

Para el estudio estadistico de esta relacion no se han tenido en cuenta los diagndsticos
morfoldgicos que tras la valoracién de la actividad histolégica de la enfermedad de acuerdo
con el Indice desarrollado por Knodell et al **”, fueron dados de hepatitis crénica

"borderline”.

(c4Il) Una relacion similar a la construida con los valores enzimdaticos ha sido establecida

entre el estudio mortoldgico y los marcadores viricos séricos.

2.- INMUNOHISTOQUIMICA: ESTUDIO TISULAR DE MARCADORES VIRALES

(VIRUS B Y AGENTE DELTA).
2.A.- MATERIAL.

Del material en parafina se hicieron cortes histolégicos para el estudio tisular de dos de los

marcadores del virus B: HBsAg y HBcAg, y para el agente delta.

La identificacién del HBsAg se hizo en:
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- 39 biopsias de diagndstico inicial.

- 58 biopsias de control.

La presencia del HBcAg se determind en:

- 46 biopsias de diagndstico Inicial.

- 67 biopsias de control.

La deteccion del agente delta se realizd en:

- 44 biopsias de diagndstico inicial.

- 61 biopsias de control.

2.B.- METODOS.

Se utilizaron tres técnicas de inmunohistoquimica sobre biopsias hepdaticas fijadas en formol

tamponado al 4% e incluidas en parafina de la forma habitual (aparato procesador automatico

(Technicon)):

1.- Inmunoperoxidasa con avidina -biotina- complex.

Se realizd para la identificacion tisular del antigeno de superficie (HBsAg).

En todos los casos se usé la técnica de HSU @V, utilizando el anticuerpo policlonal AntiHBs

(producido en cabra) a una dilucion de 1/500, de la casa comercial DAKOPATTS. El suero
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anticabra biotinizado de conejo y el complejo ABC fueron adquiridos de la casa comercial
Vector Laboratories Incorporated (Burlingame) California (USA), usdndose después a una

dilucién de 1/200.

La metédica de la técnica fue la siguiente:

a) Desparafinizacion en xilol, 2 x 10 mn.

b) Hidratacién: alcohol etilico absoluto, 2 x 5 mn.
alcohol etilico de 96°, 2 X 5 mn.
alcohol etilico de 70°, 2 x 5 mn.

¢) Inhibicién de la peroxidasa enddgena con (0.5% de H202 en metanol absoluto, 10 mn. a
temperatura ambiente.

d) Lavado en agua destilada 10 mn.

e) Lavado en tamp6n (buffer) TRIS-salino (0.05M), pH 7.4, 3 x 5 mn.
f) Incubaciébn con suero normal de conejo a dilucién 1/20 - 20 mn.
g) Incubacién con antiHBsAg, 30 mn.

h) Lavado en TRIS-salino, 3 x 5 mn.

1) Incubacion con inmunoglobulina de conejo anticabra, 30 mn.

j) Lavado en TRIS-salino, 3 x 5 mn.

k) Incubacién con complejo ABC, 45 mn.

1} Lavado en TRIS-salino, 3 x 5 mn.

m) Reaccidon con diaminobencidina (D.A.B.)/H202, 10 mn.

n) Lavado con agua destilada.

o) Tincién de contraste con hematoxilina de Harris, 2 mn.

p} Lavado en H20 corriente.

q) Deshidratacion: alcohol etilico de 70°, 5 mn.



71

alcohoi etilico de 96°, 5 mn.
alcohol etilico absoluto, 5 mn.

r) Aclaramiento con xilol, 5 mn.

s) Montaje con bdlsamo sintético (DPX).

2.- Sistema peroxidasa-antiperoxidasa (PAP).

Esta técnica se realizd para determinar la presencia tisular del antigeno core.

Se utilizd el protocolo de Sternberger modificado por Taylor “**, usdndose el anticuerpo
policlonal AntiHBc (producido en conejo) de la casa comercial DAKOPATTS a una dilucion
de 1/200 realizada en tampon (buffer) TRIS-salino, a pH 7.4 (0.05 M) y con un tiempo de
incubacion de 30 mm. Las inmunoglobulinas de cerdo anticonejo y el complejo PAP de
conejo fueron adquiridos a la casa DAKOPATTS y se emplearon a una dilucion de 1/200,

durante 30 mn. de tiempo de incubacién.

El método PAP es similar al sistema avidina-biotina- complex hasta el paso f, en donde la

incubacion es con suero normal de cerdo, 20 mn., a 1/20 dilucién. Los pasos siguientes son:

¢) Incubacion con antiHBcAg, 30 mn.

h) Lavado en TRIS-salino, 3 x 5 mn,

1) Incubacion con inmunoglobulinas de cerdo anticonejo, 30 mn.
j) Lavado en TRIS-salino, 3 x 5 mn.

k) Incubacion con complejo PAP de conejo, 30 mn.

) Lavado en TRIS-salino, 3 x 5 mn.
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El resto, hasta el paso s, fueron similares a los de la metddica avidina-biotina-complex.

Con el fin de aumentar la capacidad de deteccion del HBcAg y tal como se ha aconsejado
en la literatura, previo al paso de la desparafinizacion se paso brevemente la seccion sobre

[lama de mechereo Bunssen *97,

-- En ambas técnicas (1 y 2) las reacciones se realizan a temperatura ambiente y en camara
himeda (evitando el desecado de las preparaciones) y se usd como cromdgeno

diaminobencidina cuya preparacion es:

- DAB (SIGMA) 10 mgr.
- *TRIS-CIH (0.05 M) pH 7.6 20 ml.

- H202 (1%) 0.2 ml

* Su composicion es:

Tris (0.2 M) a 24.22 grilitro 12 mi.
CIH (0.1 M) 19 mi.
H20 destilada 19 ml.

Controlar el pH. Ajustar a pH 7.6 final .

-- En toda la tanda de inmunohistoquimica se tuvieron como controles positivos casos con
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reconocida positividad tisular a ambos antigenos y como controles negativos se sustituyo la

incubacién del anticuerpo primario por un suero no inmune de conejo ¢ cabra.

3.- Inmunofluorescencia indirecta.

Esta técnica fue empleada para la identificacidn del agente delta.

Se trabajé segin el siguiente protocolo:

- Desparafinizacion en xilol, 2 x 10 mn.

- Lavado en PBS (pH 7.4), 3 x 5 mn.

- Incubar con 100 microlitros de solucion de pronasa, a 37* C durante 1 hora.

- Lavado con tres cambios de PBS, 20 mn. a temperatura ambiente.

- Anusuero Antidelta-FITC, reconstituido en 2 ml de agua destilada, no necesita ulterior
diluciéon (RAMON CORNET DIAGNOSTICS), 1 hora a temperatura ambiente.

- Montaje en glicerina-glicina.

-- Una vez realizadas las técnicas de inmunohistoquimica se siguid la siguiente metodologia:

*) Antigeno de superficie (HBsAg). Se determiné:

a) Patrén de expresion morfoldgica segin la clasificacion de Borchard y Gussman €V,

b} Tipo de distribucidn: - aislados/grupos (hepatocitos).

- algunos/todos (lobulillos).
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¢) Cuantificacién: 0, +, ++ 6 +/++, +++.

*) Antigeno core {HBcAg). Se valoro:

a) Patrén de expresion morfoldgica: nicleo/ citoplasma/ ambos.
b) Tipo de distribucién: algunos/iodos (lobulillos).

¢) Cuantificacién 0, +, ++ 0 +/++, +++

*} Antigeno delta (HDAg). Unicamente se hizd identificar su existencia:

a) Positivo

b) Negativo

-- La identificacion de los marcadores viricos se ha realizado en todas las biopsias
especificadas al hablar del material del estudio inmunohistoquimico pero la evaluacion de
éste, y como ya quedard comentado al tratar de la estadistica de este trabajo, solo se ha
hecho con los datos obtenidos en la biopsia de diagndstico inicial y con los correspondientes
a la ultima de control histoldgico (44 para el HBsAg, 49 para el core tisular, y 46 para el

antigeno delta).

-- También han sido estudiados en los especimenes correspondientes a los enfermos de los

grupos serologicos con caracteristicas propias: portadores o no de HBeAg (seroconversion
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AntiHBe) y portadores del virus de la hepatitis delta.

-- Los marcadores virales tisulares han sido correlacionados con los resultados del estudio

histolégico y con los marcadores virales séricos.

3.- MORFOMETRIA.

3.A.- MATERIAL.

Morfoméiricamente se estudiaron 34 biopsias diagndsticas iniciales y sus respectivas biopsias

de control. Se hicieron varios grupos:

- 1: Estudios bidpsicos que muestran positividad tisular para HBsAg tanto en la biopsia

diagnostica inicial como en la de control: 14 biopsias.

Todos estos estudios corresponden a enfermos con serologia positiva para HBsAg.

- 1I; Estudios biopsicos que no revelan positividad tisular para HBsAg: 13 biopsias.

Once de estas 13 pertenecen a enfermos con serologia negativa para el antigeno de superficie.

- III: Estudios bidpsicos con deteccion hepatocitaria del HBsAg en alguna de las biopsias:

T blopsias.
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De éstas, 6 son de enfermos con serologia positiva para HBsAg.

3.B.- METODOS.

La determinacion quantitativa de los cambios morfoldgicos asociados a hepatocitos infectados
con virus de la hepatitis B se establecié mediante morfometria de todos los hepatocitos con
tincién positiva para el HBsAg, siendo 20 células hepatocitarias el nimero maximo para la
mediccion. Como control se midieron 20 hepatocitos, no tefiidos, elegidos al azar dentro del

mismo cilindro.

En los casos sin positividad tisular se midieron 20 hepatocitos.

En las células hepatocitarias medidas se estudio la razén nicleo/citoplasma (N/C) basdndose

en la superficie (drea) del ndcleo y del citoplasma; y éstos datos se han correlacionado con

los marcadores virales séricos y con las alteraciones histologicas.

Esta metodologia fue aplicada a los tres grupos y se contd con la ayuda de un autoanalizador

de imagenes modelo MOP-VIDEOPLAN (KONTRON) en el que se aplicd el programa

STANDARD SOFTWARE VER 5.41 MLINE 82A.

4.- ESTADISTICA.

La evaluacion objetiva de la evolucion de la hepatopatia se ha determinado por un estudio

comparativo de los pardmetros antes citados (bioquimica, serologia viral, histologia v
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marcadores tisulares viricos) obtenidos en el momento del primer estudio bidpsico, en el

altimo control histoldgico y en la Gltima revision clinica realizada.

Los datos se han expresado en porcentajes 0 media + desviacion estdndar. Comparaciones
entre las medias se realizd aplicando el test de la T de Student mediante el procedimiento de
Swinscow “¥¥#9 a significacion de las relaciones entre variables cualitativas se calculé con
la aplicacion de la prueba de Chi2 (Tablas de contingencia 2 x 2) y en algunos casos se hizo

esta misma prueba pero con la correccion de Yates “Y.

Para el andlisis estadistico, se ha utilizado €] paquete de programas estadisticos "Biomedical
computer programs BMDP" usindose, dadas las caracteristicas de las wvariables,

fundamentalmente tablas cruzadas y test de diferencias de muestras.

El papel prondstico (riesgo de desarrollar cirrosis, mayor actividad inflamatoria y
seroconversion AntiHBe) de las variables clinicas (edad), histolégicas (IAH de Knodell et al,
como los parametros que lo forman) e inmunchistoquimicas (presencia en el tejido hepatico
del HBsAg o del antigeno core), ha sido evaluado por el modelo de regresidon multiple de
Cox. (Programa PRESTA - Fondo de Investigaciones Sanitarias de la Seguridad Social -

FISS).

Curvas de incidencia de desarrollo de cirrosis o de un mayor dafio morfolégico sin Ilegar al

estado de cirrosis, fueron realizadas mediante la prueba de Kaplan-Meier.
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TABLA 1

N.HISTORIA: N.BIOPSIA (FECHA):
NOMBRE: EDAD:
EPIDEMIOLOGIA.

- TRANSFUSIONES:

- FARMACOS HEPATOTOXICOS:

- OPERACIONES QUIRURGICAS:

- FAMILIARES:

- DESCONOCIDA.:

CLINICA.

SINTOMATOLOGIA-SIGNOS.

I.- GENERALES iI.- ESPECIFICOS

- Fatiga: - Ictericia: I.Hepat:
- Astenia: - HT portal: Encefalopatia:
- Anorexia: . Varices Alt.vasculares
- Fiebre: . Ascitis - spiders

. Esplen. - telangiec.

- rubeosis
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BIOQUIMICA.

Citolisis Colestasis

GOT: Br.total:

GPT: F.A.:

Fe: LAP:
LDH:
GammaGT:

Leucocitos

Anticuerpos no drgano-especificos {antimitoc. antims.liso):

ETIOLOGIA. Marcadores virales.

HBsAg AntiHBs

HBeAg AntiHBe

HBcAg AntiHBc
TRATAMIENTO

Medicamentos (Pautas y dosis)

JUICIO CLINICO

[.hepatica
P.totales:

Alb.:

Gamma-globulina:

Proth.:

Ag Delta

Anti-Delta
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TABLA 2

INDICE DE ACTIVIDAD HISTOLOGICA (IAH)

.- NECROSIS EROSIVA +/- CONFLUYENTE

A NINgUNA. .. 0

B. NeCcrosis erosiva leve. . ..o veeiiie i iiiiieeniannnnns 1

C. Necrosis erosiva moderada (afecta a menos del 50% de la

circunferencia de la mayoria de los espacios porta)....3

D. Necrosis erosiva intensa {afecta a mas del 50% de la

circunferencia de la mayoria de los espacios porta)....4

E. Necrosis erosiva moderada mds necrosis en puentes...... 5

F. Necrosis erosiva intensa mas necrosis en puentes

(dOS O MIAS) ... ettt it vaaeenns 6

(. Necrosis multilobulillar..........ooooeiinn... 10

II. NECROSIS FOCAL Y DEGENERATIVA INTRALOBULILLAR.

AL NINZUNA. ..o 0
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B. Leve (cuerpos acidofilos, degeneracion balonizante
y/o focos dispersos de necrosis hepatocelular en

< 1/3 de lobulillos o nddulos..........oovvviiiiinnn... 1

C. Moderada (cuerpos acidofilos, degeneracion balonizante
y/o focos dispersos de necrosis hepatocelular en <1/3 -

2/3 de lobulillos 0 ndédulos....oovevviveioiiiiinina. 3

D. Intensa (cuerpos acidéfilos, degeneracidn balonizante
y/o focos dispersos de necrosis hepatocelular en 2/3

de lobulillos o nodulos......coovveiiiii i 4

(1. INFLAMACION PORTAL.

A. Ausencia de inflamacién portal......................... 0

B. Leve (algunas células inflamatorias en 1/3 de los

ESPACIOS POTLAY ..t evere it ireeiiereirervnneinaeens 1

C. Moderada (mayor infiltrado inflamatorio en 1/3 - 2/3

de 10s espacios porta)........coovvevieiiiiiiiiiinnn. 3

D. Intenso (denso infiltrado inflamatorio en 2/3 de los

ESPACIOS POTTA) ...\ e ereerivieeeneeneaneieeeeeenenn 4



IV. FIBROSIS.

A. Ausencia de fIbrosiS.....covveeeiiiiii i, 0

B. Ampliacion fibrosa portal..............cooeviinen. 1

C. Puentes de fibrosis (porto-portales o porto-centrales).3

| I O] 5 o -3 - 4

NOTA:
El indice de actividad histoldgica (IAH) es la suma de los 4 parimetros:
[AH < 7 HCP

TIAH 8-9 HC "borderline”

IAH > 9 HCA.
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RESULTADOS

1.- DESCRIPCION DE LA MUESTRA,

t.A.- Datos clinicos y epidemioldgicos.

Se han estudiado 54 enfermos. En todos se disponia de un minimo de 2 biopsias hepéticas.
Los pacientes tenian una edad de presentacién con un rango entre 2 afios y 66 aflos, siendo
la media de 21.8 afios (DE: 15.7 afios). Con respecto al sexo, se evidencia un predominio

de varones, siendo la relacion varon:mujer de 43:11 (4/1).

Una vez revisadas las historias clinicas de estos pacientes, se observo que no habia ningin
antecedente epidemiolégico significativo en 13. Dos enfermos presentaban reiraso
psicomotor: Sindrome de Down y Sindrome de Rubinstein-Taybi. Varios enfermos mostraban
alguno que permitia el poder incluirlos en los grupos de riesgo de hepatitis crénica tipo B:
drogadiccién intravenosa (9 pacientes) e historia de cirugia y/o transfusiones (12 pacientes).
En lo que se refiere a enfermedades asociadas se han encontrado un caso de talasemia beta
minor, dos casos de tuberculosis, un caso de diabetes, dos casos de glomerulonefritis
membranosa, un caso de acrodermatitis papulosa, y un caso de linfoma méas panarteritis

nodosa.

Un cuadro clinico previo de hepatitis aguda se registro en 30 casos, mientras que en los

restantes o bien no la habian tenido o no la recordaban o bien era un dato no incluido en la
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historia clinica.

De los 54 pacientes, 41 no han presentado ninguna sintomatologia durante todo el tiempo en
que han sido examinados; unicamente 13 enfermos manifestaron tener astenia, anorexia o
dolor en hipocondrio derecho, sintomatologia inespecifica que en el transcurso de revisiones
posteriores ha ido desapareciendo y quedando asintomaéticos como la mayoria. Sélo ha habido
una excepcion, un enfermo que presenté astenia y dolor en hipocondrio derecho, sintoma que

no habia remitido en las altimas revisiones.

La exploracién fisica fue normal en el 43% de los casos. En el resto el hallazgo mas
frecuente fue la hepatomegalia (57%), signo constante en todas las revisiones posteriores.
Otros cambios exploratorios que se encontraron, en menor proporcion, eran: esplenomegalia,
arafas vasculares y telangiectasias; éstos fueron observados en enfermos que presentaban un

mayor deterioro histolégico (hepatitis cronica activa y cirrosis).

1.B.- Laboratorio:

1.BlL.- Bioquimica: Resultados generales.

* La determinacion sérica de las transaminasas reveld los siguientes datos:

- La valoracién de la aspartato-aminotransferasa (GOT=ASAT) ha mostrado niveles

superiores con respecto al valor normal (media; 132.8 U/L, DE: 93.4 U/L) (el limite

superior de la normalidad, en nuestro laboratorio, es 40 U/L) en 47 pacientes de los 54 en
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que se determiné inicialmente y cifras normales en los 7 restantes. Niveles que oscilaron en
los andlisis realizados en revisiones posteriores; en concreto, coincidiendo con la dltima toma
bidpsica GOT ascendida fué encontrada en 39 casos (media: 94.13 U/L, DE:57.02 U/L) (en
35 enfermos estuvo elevada durante todas las revisiones y en los 4 restantes se hizo
patoldgica) y cifras normales en !5 (normalidad mantenida en 3 y en los 12 restantes se

alcanzé durante los controles posteriores).

- La alanin-aminotransferasa (GPT=ALAT) aparecié ascendida en 48 de los 52 enfermos en
que se determind (media: 234.02 U/L, DE: 163.11 U/L) y los niveles fueron normales en
4 casos (el limite superior de la normalidad, en nuestro laboratorio, es 37 U/L). En un
control posterior coincidente con la rebiopsia iiltima se objetivd con respecto a los 43
pacientes, elevaciones mantenidas en 42 pacientes y normalizacién en 6 casos. En los 4
enfermos cuya cifras se encontraban dentro de la normalidad, hubo elevacién en tres. Los
dos enfermos en los que no se hizd valoracion en el momento de la biopsia diagndstica
presentaban cifras elevadas en controles posteriores (47 individuos con GPT alta, media:

194.13 U/L, DE: 170.79 U/L)

* La fosfatasa alcalina (FA) en suero (los valores nofmales en nuestro laboratorio son 22-110
U/L para adultos y 140-420 U/L para nifios: 2 a 12 afios) se determiné en 53 pacientes y fue
patologica en 11 (media: 329.73 U/L, DE: 163.33 U/L). En la revisién que coincidia con
la ditima bilopsia practicada, la cifra de FA estaba elevada en 6 de los 53 determinados (en
5 las tasas se habian mantenido elevadas y en otro se elevaron) (media 213.17 U/L, DE:

122.20 U/L), y se habia normalizado en 5 de los 10 casos con valores alterados inicialmente.
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* Otras pruebas de funcion hepética realizadas han sido las tasas de leucin-aminopeptidasa
(LAP), gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) y gammaglobulina. Estas pruebas no se
encuentran determinadas en todos los pacientes por ello sélo haremos referencia a los
enfermos que las presentan en los dos momentos indicados (biopsia inicial- dltimo control

bidpsico):

- La LAP sérica (rango normal 0-54 U/L). Sus tasas fueron normales en 12 de los 14 en que
se hizo la determinacion. Posteriormente los valores fueron normales en 11 y patoldgicos en

3 (1 fue mantenido y otros dos se hicieron elevados).

- GGT sérica (rango normal hasta 50 U/L). Estaba elevada en 11 pacientes de los 39 en
quienes se determind (media: 100.18 U/L, DE: 55.93 U/L). Posteriormente se objetivaron
niveles superiores al valor normal en § (5 mostraban elevaciones mantenidas y en 3 se
hicieron patoldgicas) (media: 105.5 U/L, DE: 72.93 U/L) y en 31 casos las tasas se

encontraban dentro de la normalidad (en 25 fue mantenida y en 6 las cifras se normalizaron).

- Gammaglobulina sérica (rango normal: 0.8-1.6 gr/dl). Este parametro se estudié en 32
pacientes y se encontrd aumentado en 28 (media: 2.37, DE: 0.62 gr/dl). Posteriormente se
detectaron niveles superiores en 25 (media:2.17, DE: 0.53 gr/dl) (de ellos, en 24 eran
estables y en uno se elevaron) y dentro de la normalidad en 7 (en 4 se habia alcanzado y en

3 se mantenia).

1.BII.- Marcadores virales: Resultados generales.
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* Todos los pacientes presentaban algin marcador sérico del virus de la hepatitis B (VHB)
(Tabla 3). Inicialmente las determinaciones se hicieron en 52 pacientes, de los cuales 33 eran
portadores del HBsAg (Grupo A), y 19 sélo tenian positividad para anticuerpos frente al
VHB (Grupo B). En los dos pacientes en que en un primer momento no se realizé la
valoracion de los marcadores virales, se objetivé positividad para el HBsAg en revisiones

posteriores (formarian parte del Grupo A).

Los antecedentes epidemiolégicos y las manifestaciones clinicas de ambos grupos se

especifican en la Tabla 4.

* El HBeAg fue determinado en 31 pacientes, 19 fueron positivos y 12 negativos. De los 19
enfermos positivos, 18 eran a su vez HBsAg positive. En el grupo HBeAg negativo: el
AntiHBe fue positivo en 6 y negativo en los restantes; y el HBsAg era positivo en 2 de los
enfermos HBeAg negativo / AntiHBe positivo y en uno de los enfermos HBeAg negativo
/AntiHBe negativo. Los dos enfermos que en una revisidn posterior se determind su

positividad para HBsAg, mostraban HBeAg negativo y AntiHBe positivo.

En 2 pacientes existia positividad a la vez para HBeAg y AntiHBe en el momento de la
realizacion de la primera toma bidpsica: en uno de ellos la doble positividad no se ha podido
interpretar porque en controles posteriores la determinacion sérica del HBeAg no fue
realizada, aunque en un examen anterior al primer estudio biépsico la valoracion del HBeAg
fue negativa, por este motivo podria pensarse en un falso positivo. En el otro, un control
hecho a los dos meses siguientes y en los realizados con posterioridad, el HBeAg fue siempre

negativo, por tanto la doble positividad podria ser entendida como fase anterior a una



seroconversién va iniciada.

* El sistema antigénico delta/antidelta ha sido valorado en las muestras séricas
correspondientes a las revisiones posteriores de estos enfermos dado que el virus de la
hepatitis delta (VHD) ha sido conocido mads recientemente. Se estudidé en 25 de los 54
pacientes, siendo el anticuerpo Antidelta positivo en 6 {dos de ellos presentaban la positividad

sérica en el momento en que se realizé la biopsia de control de su patologia hepatica).

1.BIIL.- Marcadores virales séricos - Bioquimica (Gréaficos 1, 2, 3 y 4).

Los dos grupos seroldgicos en que hemos encuadrado a los enfermos de nuestro estudio han
revelado alteraciones en los valores bioguimicos (preferentemente a nivel de las
transaminasas) tanto en los andlisis cuya realizacidén coincidia aproximadamente con la
primera toma bidpsica (portadores de HBsAg: GOT media 111.31, DE: 101.58, GPT media
187.59, DE: 138.02; grupo con Antiantigenos de VHB+: GOT media 131.68, DE: 81.60,
GPT media: 276.22, DE: 200.61) como con los del dltimo control histolégico, aunque en
éstos los valores siguieron elevados pero en menor proporeién (portadores de HBsAg: GOT
media 78.53, DE: 66.70, GPT media 181.41, DE: 198.45; grupo con Antiantigenos de

VHB+: GOT media 69.75, DE: 37.48, GPT media 154.6, DE: 107.50).

En tres de los parametros bioquimicos estudiados, no se registraron diferencias significativas
entre los dos grupos de pacientes. Unicamente, se alcanzd la significacion estadistica en el
parametro FA (los enfermos HBsAg positivo, al ser mas jovenes, revelan cifras de FA altas

pero dentro de la normalidad).
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1.C.- Histologia:

1.CI.- Resultados generales (Grafico 5).

Las primeras biopsias hepdticas mostraban 16 casos de hepatitis crénica con actividad
inflamatoria minima o moderada ("borderline") IAH <9 (3: cambios minimos, 7:HCP, y 6:
hepatitis crénica “"borderline®™), y 38 casos de HCA con diferentes grados de actividad

inflamatoria IAH >9 . Inicialmente no hubo ningin diagndstico histolégico de cirrosis.

Con respecto a las caracteristicas epidemiol6gicas y clinicas (expresadas en la Tabla 5), se
evidencia que el grupo de pacientes con hepatitis crénica con actividad inflamatoria minima
o moderada presenta, en comparacion con el otro grupo, los siguientes rasgos diferenciales:
edad mas joven; menor nimero de pacientes que por sus datos estarfan dentro de los grupos
de riesgo; y entre los rasgos clinicos se observa, como diferencia mds llamativa, una
exploracidn fisica normal ya que la hepatomegalia como cambio exploratorio se objetivo en

casos aislados y de manera transitoria.

Todos los pacientes han tenido control bidpsico durante un intervalo de tiempo entre 9 y 93
meses (33.98 + 17.22), y éste ha revelado 17 casos de hepatitis cronica con actividad

inflamatoria minima o moderada, 30 casos de HCA, y 7 casos de cirrosis.

Existe una variacién en los tipos histoldgicos registrados inicialmente y en los de

seguimiento, los cambios que se evidencian son los siguientes:
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* En el grupo de hepatitis crénica con actividad inflamatoria minima o moderada no hay
cambios o tan s6lo una variacidn discreta en la lesidén histologica (Grafico 6) (Figs. 1, 2, 3
y 4). Unicamente hay 3 casos de HCA, los cuales se han desarrollado a partir de una

hepatitis cronica "borderline” (IAH 8 6 9) (Figs. 5y 6).

El tiempo de seguimiento entre la realizacién de las biopsias ha sido algo menor en aquellos

pacientes con hepatitis cronica "borderline”.

* En el grupo de los pacientes con HCA se observa una evolucién mas importante del dafio
hepético (Grafico 7). De 16 enfermos con HCA (necrosis erosiva), uno progresd a una HCA
con puentes de necrosis y 5 a una HCA con puentes de fibrosis; de 4 enfermos con HCA
(puentes de necrosis), 2 presentaron cirrosis; y de los 18 pacientes con HCA (puentes de
fibrosis), uno ha revelado una actividad inflamatoria mds intensa y 5 un cuadro histolégico
de cirrosis (Figs. 7y 8). En los enfermos que no hubo empeoramiento histolégico se aprecid

una estabilidad de sus lesiones en 14 y mejoria del dafio hepatocitario en 10 (Figs. 9y 10).

El intervalo de tiempo entre las dos tomas bidpsicas ha sido menor en los pacientes con HCA

(necrosis erosiva).

--- Con respecto a las lesiones morfoldgicas valoradas segln el Indice de actividad histoldgica

desarrollado por Knodell et al, se han objetivado los siguientes datos:

* Hay diferencia estadistica (p <0.0001 - C.Yates) entre el grupo de pacientes con biopsias

cuyo IAH es <9 (indicativo de un menor dafio hepatocitario) y el que sus estudios
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histolégicos revelan un IAH >9, en relacién a su evolucion morfoldgica: se ha observado
que IAH inicialmente altos tienden a presentar una mayor lesidén en controles biOpsicos
posteriores (Tabla 6). Hecho también observado al realizar pruebas de supervivencia (Kaplan-

Meier), p=0.03.

* Biopsias hepdticas con IAH >9 presentan una tendencia evolutiva mas rdpida a cirrosis

(pruebas de Kaplan-Meier) en relacion con aquellas que tienen IAH <9 (p=0.04).

* El andlisis individual de componentes del [AH ha mostrado que tanto la necrosis erosiva
como la necrosis lobulillar cuyos valores han sido de: <3 en la primera biopsia es indicativo
de una evolucién més favorable del dafio hepatocelular con respecto a la fibrosis (otra de las
lesiones valoradas), en comparacién a valores iniciales de: =3 (p<0.01 y p= 0.017

respectivamente) (Tabla 7).

[.CII.- Grupo de pacientes con 3 y 4 biopsias hepéticas.

Catorce enfermos presentan un seguimiento histolégico de 3 biopsias y 4 pacientes de 4. El

estudio morfoldgico de seguimiento al afio o a los dos afios se observa que es similar al

primero. Cambios evolutivos se empiezan a evidenciar a partir del tercer afo.

1.CIII.- Histologia - Bioquimica (Gréficos 8, 9, 10, 11, 12 y 13).

Los resultados que se objetivan en esta relacion, realizada tal como se ha comentado en la
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metodologfa, son los siguientes:

a) Las tasas medias, a excepciodn del pardmetro FA, han sido inferiores (dentro de que todas
estdn elevadas) en los cuadros histoldgicos de cambios minimos / HCP con respecto a las de
HCA y/o cirrosis (las diferencias observadas presentan significacion estadistica (p <0.05) y
,Jinicamente, no se alcanzd con el pardmetro GOT). En los cuadros de hepatitis cronica

"borderline” se obtuvieron valores intermedios.

b} Las tasas medias de todos los pardmetros muestran valores superiores en todos aquellos

casos que han evolucionado a un mayor deterioro hepéatico, tanto si inicialmente su histologia

era. cambios minimos o HCP como si presentaban una patologia mas avanzada (HCA).

1.CIV.- Histologia - Marcadores virales séricos (Grdficos 14, 15, 16 y 17).

En la relacién de estos pardmetros se han obtenido los resultados siguientes:

a) Desde el punto de vista morfoldgico se ha evidenciado un predominio de hepatitis crénica

activa en los dos grupos serologicos (dependiendo de la presencia o no de HBsAg) en que

hemos encuadrado a los enfermos.

En los estudios correspondientes a la biopsia de control , existe significacion estadistica entre

las alteraciones histoldgicas y los marcadores virales serolégicos (p=0.02 - C.Yates).

b) No se ha encontrado ninguna correlacién entre los valores seroldgicos v la evolucién de
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la lesion histologica: la positividad o negatividad de los marcadores serolégicos no influye

en la alteracidn hepdtica inicial para que ésta evolucione hacia una regresion o exista un

empeoramiento o quede estacionaria.

1.D.- Grupos seroldgicos con caracteristicas propias:

1.DI.- Portadores o no de HBeAg (seroconversion AntiHBe).

En los estudios analiticos realizados en el momento de la primera biopsia hepdtica, se

observa la determinacion del HBeAg sérico en 31 pacientes (19 positivos y 12 negativos),

y ¢l AntiHBe sérico en 34 (10 positivos y 24 negativos). Para definir con mas precisién los

rasgos de este grupo, se han escogido aquellos enfermos con determinaciones periddicas en

todos los parametros elegidos para este estudio, por tanto el total de los pacientes es de 30.

Inicialmente, desde el punto de vista serolégico, se clasifican en tres grupos:

Grupo 1: HBeAg positivo / AntiHBe negativo : 17 pacientes.

Grupo 2: HBeAg negativo / AntiHBe negativo : 6 pacientes.

Grupo 3: HBeAg negativo / AntiHBe positivo : 7 pacientes.

Dentro de las caracteristicas generales (Tabla 8 y Grifico 18) se observa un predominio de

los varones en los tres grupos; y una edad con una media inferior en el grupo 1 (7.94 anos)
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con respecto a los otros (31.5 afos y 25.86 afios respectivamente), existe una diferencia
significativa entre ellos p<0.001. El porcentaje de hepatitis aguda en los tres es similar
como también lo es la epidemiologia (predomina la fuente desconocida y hay una proporcién

ligeramente mayor del antecedente de drogadiccion en el tercer grupo).

Serolégicamente en cuanto a la bioquimica (GPT, prueba de funcidon hepética que se ha
elegido por ser una de las mas sensibles para el dafio hepatocelular) se aprecia una media
mayor en el grupo 3 y la mas baja en el grupo 2, existiendo una diferencia estadistica entre

el grupo 1 y los grupos 2 y 3 (p=0.05).

Respecto a otros marcadores virales se evidencia positividad del HBsAg en todos los
pacientes del grupo 1, en uno del grupo 2 y en 3 del grupo 3. En el grupo 2 en el momento
de la Gltima biopsia la valoracton sérica de uno de los pacientes muestra seroconversion
completa: HBsAg negativo /AntiHBs negativo --- > HBsAg negativo /AntiHBs positivo; lo
que también ocurre en un enfermo del grupo 3 y a su vez en este grupo, un paciente HBsAg
positivo presenta seroconversidon HBsAg negativo ---> AntiHBs positivo. El anticuerpo

Antidelta es positivo en tres enfermos (dos del grupo 1 y uno del tercero).

El diagnéstico histoldgico revela un predominio de los tipos de hepatitis crénica de actividad
inflamatoria minima o moderada en el grupo 1 (12 casos: 3 cambios minimos, 4 HCP, 5 HC
"borderline”), mientras que en 1os otros dos es mayor el nimero de HCA con diferentes
grados de actividad (4 casos: 2 necrosis erosiva, 2 puentes de fibrosis; y 7 casos: 5 necrosis
erosiva, uno puente de fibrosis y uno puente de necrosis, respectivamente). Existe una

diferencia significativa entre el grupo 1 y el grupo 2 y 3 (0.01 > p > 0.001 - C.Yates).
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Cronologia HBeAg / AntiHBe: como ya hemos indicado anteriormente los pacientes HBeAg
positivo son mas jévenes que los que son AntiHBe positivo, y también se evidencia un mayor
nimero de casos de HCA en el grupo AntiHBe positivo. Si correlacionamos los tres
parametros edad-serologia e histologia se observa que los casos HBeAg positivo con hepatitis
cronica de actividad inflamatoria minima o moderada (cambios minimos, HCP) se encuentran
dentro de la primera década (entre los 3 y los 9 afios), asi como la mayoria de los de mayor
actividad (HCA) (4, 5, 8, y 9 afios); (nicamente hay 4 casos en la 2? década, caracterizada
histologicamente por tener una HC "bordertine” (11, 11, y 12 afios) y HCA (19 afios). Lo
contrario ocurre con los casos AntiHBe positivo, éstos estin casi todos dentro de la 2?
década (16, 18, 19, 20, y 20 ailos) e incluso alguno la sobrepasa (22 y 66 afios); y todos
muestran HCA, siendo los mas jovenes los que presentan una HCA con una mayor actividad

(16 afios: HCA con puentes de necrosis, y 19 afios: HCA con puentes de fibrosis).

Estos pacientes han sido todos seguidos durante un periodo de tiempo que oscila entre los 2

y 5 afios en el grupo 1 vy 3 y entre los 2 y 6 afios en el grupo 2:

*) Resultados del seguimiento del grupo 1 (Tablas 9A, 9B, 10A, 10B y 10C).

De los 17 pacientes inicialmente HBeAg positivo, nicamente quedan con HBeAg positivo

9 casos.

Los restantes presentan el siguiente perfil serologico: pérdida de 1a reactividad del HBeAg
en 2 y seroconversion en 6 (3 la alcanzaron en el periodo comprendido entre la realizacién

de las biopsias hepdticas, y los otros en el intervalo entre la Gltima biopsia y la dltima
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revision clinica).

Los resultados finales son similares a los que existian al principio del estudio entre el grupo

I yel grupo 3:

* Los 9 enfermos con HBeAg positivo persistente muestran los siguientes rasgos
diferenciales: unos valores medios de la GPT que oscilan entre los diferentes momentos en
que se determinan pero siempre son valores por encima de la normalidad (dnicamente hay
dos casos que los valores disminuyen de manera més significativa : 368-779-42 y 415-183-No
revision; ninguno de los dos fue tratado y el enfermo sin revisién posterior a la realizacién
de la ultima biopsia presenta seroldgicamente positividad para anticuerpos Antidelta ). Las
biopsias realizadas para caracterizar la lesidn hepatica no revelan predominio de ningtin tipo
histoldgico: hay 5 casos de hepatitis cronica de actividad inflamatoria minima o moderada
(2 cambios minimos, uno HCP, 2 HC "borderline"), y 4 de HCA con diferentes grados de
actividad (2 necrosis erosiva, y 2 con puentes de fibrosis); en las biopsias hechas para
observar la evolucion de la hepatopatia se observa un empeoramiento en 4 casos (cambios
minimos - HCP, HC "borderline” - HCA puentes de fibrosis, HCA — HCA puentes de
necrosis y HCA - HCA puentes de fibrosis), estabilidad en otros 4 (cambios minimos —
cambios minimos, HCP - HCP, y los dos casos con HCA puentes de fibrosis) y una mejoria

histologica en uno (HC “borderline” - HCP).

Solo 2 de los 9 pacientes fueron tratados con corticoides, uno en el tiempo existente entre
la realizacion de las biopsias (este enfermo presento estabilidad histologica: HCA puentes de

fibrosis, y disminucion de los valores de la GPT: 259-109); y el otro en el tiempo
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comprendido entre la ltima biopsia y la dltima revision (por ser minimo ,3 meses, no se

puede valorar si influye en alguno de los pardmetros).

* Los 2 enfermos con pérdida de la reactividad del HBeAg y en los cuales no ha habido,
todavia, seroconversion (fase de ventana e) presentan, con respecto al pardmetro bioquimico
GPT: uno de ellos normalizacién y el otro casi normalizacién; y en cuanto al patrén
histoldgico muestran estabilidad (cambios minimos - cambios minimos) y mejoria del dafio

hepatocelular (HCA - HCP), respectivamente.

Estos dos pacientes no han tenido ningun tipo de tratamiento.

Su periodo de seguimiento, durante el cual el HBeAg se ha negativizado, ha sido

respectivamente de 57 y 37 meses.

* Los 6 pacientes con seroconversion se encuentran enfre aquellos enfermos con periodo de

seguimiento largo.

Se caracterizan por tener unos valores medios de la GPT mas pequefios en comparacion con
los casos HBeAg positivo persistente y ademds hay una tendencia a la normalizacion
(Gnicamente hay un caso en que las cifras se mantienen altas sin practicamente sufrir
variaciones, 134-108-144; este enfermo no tiene tratamiento). Desde el punto de vista
histoldgico se evidencia que la seroconversion ha tenido lugar en los pacientes cuya hepatitis
cronica es de actividad inflamatoria minima o moderada (2 HCP y uno HC "borderline"),

y una histologia inicial similar presentan los que desarrollaran seroconversion AntiHBe entre
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la realizacién del dltimo estudio bidpsico y el dltimo control clinico (1 HCP y 2 HC
"borderline"); en el seguimiento 3 casos mantienen el mismo tipo de hepatitis crénica, uno
presenta mejoria (HC "borderline” - cambios minimos), y los dos restantes empeoran (HCP
- HC "borderline” y HC "borderline” - HCA con puentes de fibrosis), correspondiendo los
que revelan una histologfa similar y uno de los que empeoran (HC "borderline” — HCA con
puentes de fibrosis) a los que la positividad para AntiHBe serd posterior al control bidpsico
dltimo. No hay diferencias significativas en cuanto a la histologia entre los pacientes con

HBeAg positivo persistente y los que hicieron seroconversion.

Dos de los 6 pacientes fueron tratados con corticoides en el periodo existente entre la
realizacion de las biopsias; uno de ellos realizd la seroconversién en este tiempo (tanto su
bioquimica como su histologia presentan mejoria), v el otro posteriormente (el valor de la
GPT es inferior con respecto al que coincide con la Gltima biopsia y su histologia ha
evolucionado a peor HC "borderline” — HCA con puentes de fibrosis. Este enfermo tiene

anticuerpos Antidelta positivo).

--- Con respecto al estudio histoldgico de los 17 enfermos (habiendo sido excluidos los que
durante el seguimiento dieron positividad sérica para anticuerpos Antidelta) y en concreto a

las lesiones morfologicas valoradas de acuerdo al [AH de Knodell et al, se ha objetivado:

1) Las biopsias hepdticas realizadas en los 5 pacientes con pérdida del HBeAg y en periodo
de seroconversion o éste estd ya establecido (AntiHBe+) muestran unos datos de necrosis
erosiva e inflamacion portal mas bajos en relacidn a los que revelaban en sus biopsias

iniciales cuando todavia eran HBeAg (+) (valores, éstos dltimos, similares a los que han
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presentado los estudios histolégicos iniciales y de control de los 10 pacientes HBeAg

persistente}. Estos pardmetros muestran significacion estadistica (p=0.04).

Los valores de necrosis lobulillar y fibrosis han sido similares a los que se han encontrado

en los estudios bidpsicos cuando existia presencia sérica de HBeAg.

2) La cuantificacion global de las lesiones, es decir ¢l IAH, también es menor en las biopsias

de los enfermos con seroconversidn iniciada o ya hecha (p=0.045).

-- Los casos con tratamiento son pocos, tanto en el grupo que el HBeAg ha quedado positivo
como en él que ha habido seroconversidn, para poder decir si éste repercute o no en la
evolucién clinico-patologica; de todas maneras, en nuestra pequefia casuistica (4 casos) se

aprecia en general una respuesta favorable.

*) Resultados del seguimiento del grupo 2 (Tabilas 11A, 11B y 12).

De los 6 pacientes inicialmente HBeAg-/AntiHBe-, se observa posteriormente seroconversion
en tres (dos fueron AntiHBe positivo en el tiempo transcurrido entre la realizacion de las
biopsias hepaéticas y el otro en el transcurso de las revisiones clinicas posteriores a la del
momento de la dltima biopsia}. La seroconversion, al igual que ocurre en el grupo 1, tiene

lugar a medida que es mas largo el periodo de seguimiento.

En los que el perfil serolégico sigue siendo el mismo, los valores bioquimicos, con respecto

a la GPT, presentan oscilaciones pero siempre las cifras son por encima de la normalidad;
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en cambio en aquellos en que se ha realizado la seroconversion los valores de la GPT son
inferiores, pero también por encima de la normalidad. Hay una tendencia a la normalizacion
en el momento en que el AntiHBe se hace positivo, aunque en uno de ellos no ocurre asi ya
que el valor es més alto y tiende a aumentar en revisiones posteriores (28-72-141). Otro de
los pacientes muestra también un aumento en los siguientes controles (92-39-84). En el
seguimiento clinico Gltimo de los pacientes del grupo 2 no se evidencia diferencia estadistica
en el parametro bioguimico entre los que quedan HBeAg-/AntiHBe- y los que seroconvierten.
En cambio si la hay en el momento del seguimiento que coincide con la realizacion de la
altima toma bidpsica (HBeAg-/AntiHBe-: n=4, HBeAg-/AntiHBe+: n=2, 0.02 > p >

0.01).

El estudio histoldgico revela que la persistencia del rasgo seroldgico (HBeAg-/AntiHBe-) se
encuentra en relacion con una 12 biopsia hepatica de HCA (2 necrosis erosiva, y uno puentes
de fibrosis), mientras que en los casos en que el AntiHBe se ha hecho (+) el tipo histolégico
que se observa inicialmente es el de hepatitis cronica de actividad inflamatoria minima o
moderada (uno HCP, uno HC "borderline"), y sélo uno de los casos es una HCA
(corresponde al que realiza seroconversidn posterior al estudio bidpsico de control); en las
biopsias de seguimiento se aprecia, con respecto al grupo con igual serologia, empeoramiento
en un caso (HCA — HCA con puentes de fibrosis) y estabilidad en los otros dos; y en el
grupo con cambio serolégico (AntiHBe +), hay estabilidad en dos (uno de ellos es el que
seroconvierte después del estudio histologico de control) y empeoramiento en el otro (HC
"borderline” - HCA). En el seguimiento histolégico de los pacientes HBeAg-/AntiHBe- no
se obtiene significacién estadistica con respecto a los que dentro de este grupo muestran

AntiHBe+ en controles posteriores.
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Dos de los 6 enfermos de este grupo habfan sido tratados, ninguno de los dos presentd
AntiHBe+. El tratamiento consistia en inmunosupresores més corticoides. Uno de ellos sélo
los recibié hasta el momento en que se realizo Ia Gltima biopsia de control (tanto la histologia
como la bioquimica presentaban empeoramiento, la bioguimica mejord tras la retirada del
tratamiento), y el otro lo recibié durante todo el periodo de seguimiento (la bioquimica
oscilaba pero siempre con cifras altas 274-154-199, y la histologia permanecio sin cambios -

HCA con puentes de fibrosis).

-- En este grupo como en el anterior tampoco se pueden sacar conclusiones sobre si el
tratamiento puede o no influir en la conducta evolutiva de estos pacientes, aunque la

respuesta no parece tan favorable como en el grupo 1.

*) Resultados del seguimiento del grupo 3 (Tabla 13).

Los enfermos de este grupo se caracterizan por ser los de mayor edad.

Desde ¢l punto de vista bioguimico revelan unas cifras iniciales de la GPT por encima de la
normalidad pero con tendencia a disminuir e incluso a la normalizacién en las revisiones
posteriores. Entre los valores iniciales de la GPT y los de la dltima revision se observa una

diferencia estadisticamente significativa (p <0.001).

Histologicamente, todos inicialmente muestran un cuadro de HCA con predominio de la que
se diagnostica en base a la necrosis erosiva. En el seguimiento se evidencia mejoria en dos

(HCA — HC "borderline”, HCA con puentes de fibrosis - HCP), estabilidad en tres (HCA
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- HCA con puentes de fibrosis), y empeoramiento en dos (HCA - HCA con puentes de

fibrosis).

De los 7 pacientes de este grupo, 4 han tenido tratamiento (tres durante el periodo
comprendido entre la realizacién de las biopsias y uno durante todo el seguimiento). Dos
fueron tratados con inmunosupresores y corticoides (uno mejord su lesion hepatica HCA —
HC "borderline", y en el otro no hubo cambios HCA). En los otros dos el tratamiento
consistid en antivirales; y en antivirales hasta la realizacién de la Gltima biopsia y luego se
le cambié por inmunosupresores més corticoides (el enfermo con tratamiento antiviral mejord
su cuadro histologico hepatico: HCA con puentes de fibrosis — HCP; y el otro no lo

modificd: HCA con puentes de necrosis, este Gltimo era anticuerpo Antidelta +).

Los tres enfermos no tratados presentaban empeoramiento histologico en dos (HCA — HCA
con puentes de fibrosis) y estabilidad en el otro (HCA). Estableciendo una relacién entre
ambos podemos concluir que los efectos del tratamiento son en general favorables, ya que
ningun paciente de los tratados mostré empeoramiento ni desde el punto de vista bioquimico
ni histoldgico, mientras que a los que no se les administrd ninguna pauta terapeitica, en
general, revelan empeoramiento en su evolucion histolégica aunque no en su bioguimica (1as

cifras de GPT tienden a normalizarse).

1.DII.- Portadores de virus de la hepatitis deita.

Como ya se ha comentado en los resultados generales de la serologia de los 54 enfermos de

este estudio, Gnicamente en 6 de ellos hubo positividad para el anticuerpo Antidelta: dos en
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el momento de la determinacion sérica de marcadores virales coincidente o préxima a la
realizacion de la ditima biopsia hepatica de control, y en los restantes en las llevadas a cabo

durante las revisiones clinicas posteriores a dicho examen histolégico.

Las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de este grupo son las siguientes: predominio
de varones (SV/1M); edades comprendidas entre los 11 y 30 afios (con una media de
18.33+6.6); antecedente de hepatitis aguda previa en 4 enfermos; y 2 revelaban drogadiccion
intravenosa y uno de ellos tenia , ademds, serologia positiva para HIV. Clinicamente todos
eran asintomaticos (sélo 2 habian mostrado, en un primer momento, astenia y anorexia); y
en la exploracion fisica, a excepcion de un paciente, presentaban hepatomegalia y, en uno,

se acompafiaba también de esplenomegalia.

Bioquimicamente, se ha observado que todos los pacientes tenian cifras elevadas de la
transaminasa GPT (primera biopsia: media 331.33 U/L, DE: 190.60 U/L; uitimo control
histolégico: media 342 U/L, DE: 149,38 U/L); v sus rasgos serologicos quedan expresados

en la Tabla 14A y 14B.

El diagndstico histologico inicial mostraba un caso con hepatitis cronica "borderline” y los
otros 5 con HCA (una con puentes de necrosis (Figs. 11 y 12) y 3 con puentes de fibrosis).
En la biopsia altima de control, se ha observado: deterioro en 4 (HC "borderline” - HCA
con puentes de fibrosis, HCA con necrosis erosiva - HCA con puentes de necrosis, HCA
con puentes de fibrosis — Cirrosis, y HCA con puentes de fibrosis — HCA con puentes de
fibrosis y mayor actividad inflamatoria lobulillar y portal; los dos primeros eran los que

tenian anticuerpos Antidelta positivos en el momento de efectuar el estudio bidpsico) y
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lesiones similares en los 2 restantes (anque en el enfermo con HCA con puentes de fibrosis

se ha evidenciado un componente periportal con necrosis erosiva menor).

Cuatro de estos pacientes han recibido tratamiento médico previamente al desarrollo de la
infeccidn delta: inmunosupresores mas corticoides se les administro a 3 ( a uno después de
haberle dado agentes antivirales y a otro previo a la pauta terapeutica con antivirales), y

corticoides (solos) al otro.

--- La comparacion con el grupo de pacientes HBsAg positivo pero con negatividad para
anticuerpos Antidelta ha demostrado bastante similitud con respecto a los datos clinicos y
epidemioldgicos; Unicamente se aprecia una mayor frecuencia de hepatitis aguda y de
hepatomegalia en los pacientes que posteriormente desarrollaron positividad para el virus de

la hepatitis delta.

En el grupo anticuerpos Antidelta positivos, ¢l periodo de seguimiento ha sido algo menor
(una media de 2 afios y medio) que en €l otro (una media de 3 afios). Las diferencias entre
ambos grupos durante este tiempo han sido objetivadas a nivel analitico e histologico y éstas

s0n;

a) Las alteraciones bioquimicas, y referidas concretamente a la GPT, eran evidentes en
ambos grupos pero las elevaciones mayores se han observado en los enfermos con infeccion
delta (pacientes portadores de HBsAg: primera biopsia / media 172.04 U/L, DE: 100.44 U/L
/ Gltimo control histolégico: media 167.92 UL, DE: 200.69 U/L; individuos con VHD:

primera biopsia media 331.33 U/L, DE: 190.60 U/L / dltimo control histologico media 342
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U/L, DE: 149.38 U/L). Existe entre ambas significacion estadistica, p=0.003/p=0.02).

b) Los estudios bidpsicos han revelado un mayor deterioro hepéatico cuando los anticuerpos
Antidelta eran positivos (a excepcion de un enfermo con hepatitis cronica "borderline”, los
demas tenian HCA), y consecuentemente el Indice de actividad histologica global {Knodell
et al) y el de cada uno de sus componentes, mostraban valores superiores; se apreciaban
diferencias significativas a nivel de Indice global (pacientes portadores de HBsAg: media
8.97, DE: 3.7: individuos con VHD: media 11.7, DE: 2.9; p=0.05) y del parimetro
necrosis intralobulillar (pacientes portadores de HBsAg: media 2.24, DE: 1.1; individuos con
VHD: media 3.33, DE: 0.52; p=0.01). En el control histolégico se seguian evidenciando
resultados similares al del primer estudio morfoldgico, es decir, la lesion hepatica existente
era mas importante en los enfermos HBsAg positivos con infeccion delta que en aquellos que
no la tenian; también los valores de IAH, global o individualizados, eran algo mas elevados,
y la significacién estadistica no sélo se alcanzaba en los pardmetros citados al referirnos al
estudio bidpsico inicial sino, ademds, en el grado de necrosis erosiva (pacientes portadores
de HBsAg: media 1.79, DE: 1.32; individuos con VHD: media 3.7, DE: 1.97, p=0.003)
y en el de inflamacién portal (pacientes portadores de HBsAg: media 2.31, DE: 1.07,

individuos con VHD; media 3.33, DE: 0.52; p=0.02).

2.- INMUNOHISTOQUIMICA.

2.A.- Resultados generales.

- El HBsAg tisular: fué positivo en 18 biopsias hepaticas de diagnéstico inicial y mostraba
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una cuantificacion leve-moderada en 15 casos (++ en 7, y + en 9), e intensa en dos casos

(+++).

El patrén de expresion morfoldgica que predominaba ha sido el difuso (13 biopsias) (Fig.
13), siguiéndole en frecuencia un patron mixto (4 casos: 3 con imégenes de positividad difusa

mas globular y uno difuso mas focal) (Fig. 14) y un patrdn focal hepatocitario (un caso).

El tipo de distribucién mds observado ha sido el de hepatocitos con positividad tisular
aislados y en cualquiera de los lobulillos hepatocitarios (10 casos). En 3 biopsias el antigeno
viral se encontraba en hepatocitos aislados pero solo en algin lobulillo; en 4 casos aparecia
distribuido en hepatocitos aislados y en grupos localizados en cualquiera de los lobuliilos
hepaticos en tres de ellos, y solo en algin lobulillo en el otro caso; y en un estudio bidpsico

la positividad histica se apreciaba en hepatocitos agrupados y localizados en algin lobulillo.

--- Con respecto a la biopsia altima de control, los resultados eran muy similares:

Habia positividad en 22 estudios, y en la mayoria la cuantificacidn era leve-moderada (+ en

8 y ++ en 10}; solo fué intensa (+++) en 4.

El patrén de expresion morfoldgica, también, mostraba un predominio del patrén difuso (13
casos), seguido del patrén mixto (7 biopsias: en 5 era difuso mas globular, en uno difuso mas
focal y en otro se combinaban los tres), del patrén focal (un caso) y del patrdén globular (un

€aso),
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El tipo de distribucién ha sido muy similar al del primer estudio morfoldgico: en 11 casos
los hepatocitos con antigeno viral eran aislados y localizados en todos los lobulillos; en 5 se
encontraba tanto en hepatocitos aislados como en grupos y en cualquiera de los lobulillos
hepatocitarios; en 3 casos los hepatocitos positivos estaban agrupados y en alguno de los
lobulillos: en 2 biopsias los hepatocitos con HBsAg eran aislados y en algiin lobulillo; y en
un caso los hepatocitos tefiidos, tanto aislados como en grupos, eran hallados en algin

lobulillo de la biopsia hepética.

- El antigeno core (HBcAg): fué observado en 28 de los estudios bidpsicos hepaticos de
diagnéstico inicial, siendo la cuantificacion leve-moderada en 21 (+5, ++ 6 +/++ 16) ¢

intensa en 7 {+ + +).

El patrén de expresién morfoldgica que predominaba era el nuclear (25 casos) (Fig. 15); y
Unicamente en 3 biopsias se encontrd el core tisular tanto en el nicleo como en el citoplasma

(Fig. 16).

El tipo de distribucion cuando existia positividad tisular era a nivel de todos los lobulillos

hepatocitarios en 21 casos, y s6lo se hallaba en alguno en 3 biopsias.

--- Con respecto a la biopsia Gltima de control, y al igual que ocurria con el HBsAg, los

datos obtenidos eran muy parecidos a los de la primera toma bibpsica:

[La positividad histica era encontrada en 29, con una cuantificacién leve-moderada en 26 (+5,

++ 0 +/++ 21) e intensa (+++) en 3 biopsias.
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El patrén de expresién morfoldgica ha sido mayoritariamente a nivel del nacleo (20 casos);
el antigeno viral fue hallado en el citoplasma en tres biopsias; y en ambas localizaciones en

6 casos.

El tipo de distribucién cuando existia positividad tisular era o en todos los lobulillos

hepatocitarios (19 biopsias) o en alguno de ellos (10 casos).

2.B.- Marcadores virales tisulares - Histologia.

* No se han observado diferencias estadisticas entr.e\la positividad o negatividad de HBsAg
tisular con respecto a cada tipo histoldgico, ni tampbco cuando se ha hecho una agrupacion
de los casos de hepatitis cronica en base a la actividad inflamatoria (primera biopsia: hepatitis
cronica con actividad inflamatoria minima o moderada 9 de 24 casos y HCA con diferentes
grados de actividad 9 de 15 casos, p=NS; y en el dltimo control histologico 10 de 14 y 12

de 30 casos respectivamente, p=NS) (Gréficas 19 y 20).

No se obtiene significacion estadistica entre la presencia o ausencia del HBcAg tisular y cada
uno de los tipos histologicos; pero si se alcanza al realizar la agrupacion de los casos de
hepatitis cronica segln la actividad inflamatoria, existe una mayor positividad tisular en el
grupo de hepatitis crénica de actividad inflamatoria minima o moderada (estudio inicial
bidpsico: 13 de 15 casos en comparacion con el grupo de HCA con diferentes grados de
actividad inflamatoria 15 de 31 casos, 0.05>p>0.02, p=S, y en el ultimo control
histologico:14 de 16 casos, en comparacion con el otro grupo 15 de 33 casos,

0.02<p<0.01, p=S) (Graficas 21 y 22).
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--- Se ha estudiado la relacién entre dos de los parametros histolégicos (Indice de Knodell
et al, necrosis erosiva y necrosis e inflamacion intralobulillar) y los antigenos virales en
tejido (HBsAg y HBcAg), y no se ha observado ninguna correlacién significativa; aunque la
presencia hepatocitaria de ambos marcadores, especialmente el HBcAg, se evidencia en la

mayor parte de las biopsias con necrosis e inflamacion intralobulillar.

-- Analisis multivariante, usando el méiodo de regresion de Cox, ha mostrado que las
variables histologicas, fibrosis y necrosis erosiva, en presencia del HBsAg tisular (p=0.02)
o del core histico (p=0.02) son indicadores de progresion a cirrosis, como también lo son
la fibrosis y necrosis e inflamacion lobulillar, en presencia del HBsAg tisular (p=0.01} o del

antigeno core (p=0.03).

* El patron de expresion morfoldgica muestra con respecto al HBsAg histico un predominio
del tipo difuso en cualquiera de las formas de hepatitis crénica; siguiéndole en orden de
preferencia un patron mixto, y en casos aislados formas de tipo globular o de manchas

pequefias ("spotty").

Los 6 casos en que se habia desarrollado una cirrosis el patrén que predominaba era el mixto
(difuso més globular, y un caso ademds presentaba algin hepatocito con positividad en forma
de pequenas manchas), y el tipo de distribucion ha sido en células hepatocitarias aisladas o

formando grupos y localizadas en todos 1os lobulilios.

En el caso del core tisular, el patron de expresién morfoldgica se ha caracterizado por una

positividad mayoritariamente nuclear en cualquiera de las formas de hepatitis crénica, vy
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linicamente en algun caso se ha objetivado tincion citoplasmatica (séla o junto con positividad
nuclear, por ejemplo en los tres estudios bidpsicos con un diagndstico morfolégico de

Cirrosis).
2.C.- Marcadores virales tisulares - Marcadores virales séricos.

La presencia de HBsAg en tejido muestra una correlacidn significativa con la existencia de
HBsAg en suero: el HBsAg sérico fue determinado en 37 de 39 pacientes en cuyas biopsias
de diagnostico se realizd la deteccion del HBsAg y se obtuvo positividad tisular en 14 casos
de 23 casos positivos en suero y ausencia del HBsAg en tejido en 12 de 14 casos con
negatividad sérica (0.01 <p<0.05). Un resultado similar existia en las pruebas de
seguimiento, la determinacion del HBsAg sérico se hizo en 41 de los 44 pacientes en que se
estudio el HBsAg tisular: en 26 casos HBsAg positivo en suero, hubo positividad tisular en
20; y en 15 casos HBsAg sérico negativo, la negatividad del HBsAg en tejido fue encontrada

en 13 casos (p<0.0001).

También el HBcAg tisular ha mostrado un porcentaje importante de positividad con respecto
a la presencia en suero del AntiHBc: en 32 casos AntiHBc sérico positivo se encontré el
antigeno core en tejido en 20 casos (estudio realizado en las muestras hepdticas para filiar
la hepatopatia). Datos similares se obtienen en el material bidpsico y sérico de seguimiento:
hay positividad tisular en 25 casos de los 38 en que se determind la presencia del AntiHBc

€1 SUEro.

* En relacion a los 19 pacientes HBsAg negativo/AntiAntigenos VHB positivos se han
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hallado los siguientes resultados:

a) Unicamente se encontrd positividad histica para el HBsAg en tres enfermos cuya serologia
era en dos de ellos AntiHBs, AntiHBc y AntiHBe positivos, y en el tercero AntiHBc positivo

y el AntiHBs se hizo negativo en los controles de revision.

b) El HBcAg tisular ha sido observado en las biopsias hepaticas de 9 pacientes (6 con
serologia positiva para los diferentes anticuerpos, 2 con positividad en suero para el

AntiHBc, y uno con AntiHBs positivo dnicamente).

La presencia del HBcAg tisular podria explicar el mantenimiento e incluso el aumento de la

actividad inflamatoria hepatocelular que presentan algunos de estos enfermos.

2.D.- Marcadores virales tisulares - Grupos seroldgicos con caracteristicas propias.

* Portadores o no de HBeAg (seroconversion AntiHBe).

Los pacientes seleccionados para valorar la correlacion entre los marcadores virales tisulares

y este grupo seroldogico han sido los mismos que fueron elegidos para determinar las

caracteristicas de dicho grupo (ver apartado 1.DI). No se ha apreciado ninguna relacién entre

la histologia y la expresién antigénica tisular ni tampoco entre ésta Gltima y los cambios del

sistema antigénico HBeAg/AntiHBe.

Andlisis multivariante, usando el método de regresién de Cox, ha mostrado que las variables
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edad, Indice de actividad histoldgica global (Knodell et al), y el core tisular (p=0.03) son
indicadores de seroconversién AntiHBe; como también lo son, el Indice de actividad
histoldgica global, la necrosis erosiva y el antigeno core histico (p=0.02), o simplemente la

necrosis erosiva y el core tisular (p=0.04).

* Portadores de virus de la hepatitis delta.

El estudio de los marcadores virales tisulares ha dado los siguientes resultados: presencia del
antigeno delta solo en los dos pacientes con serologia positiva para infeccion delta en el
momento en que se ha practicado la biopsia (concretamente la del tltimo control histolégico)
(Fig. 17). A su vez, uno ha presentado HBsAg en el tejido hepatico de la primera biopsia
pero no en la dltima, y antigeno core en las dos; y en el otro, la positividad de ambos

marcadores virales ha sido dnicamente en el control morfoldgico dltimo .

Con respecto a los antigenos del virus de la hepatitis B se ha objetivado HBsAg histico en
uno (en la biopsia de control), y ambos marcadores en 3 enfermos (en uno en ambas
biopsias, en otro en la dltima y en el tercero en la primera toma bidpsica y en la de control

solo se ha hallado el HBcAg).

2.E.- Estudio comparativo con el método histoquimico para la deteccion tisular del HBsAg.

En las biopsias hepaticas tefiidas con hematoxilina eosina y/o con el tricrémico de Masson

el hallazgo de hepatocitos esmerilados (Figs. 18 y 19) ha sido infrecuente; y cuando se han

evidenciado, la patologia hepética correspondia a HCA y ocasionalmente a HCP.
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En las muestras bidpsicas de 24 de los 54 enfermos incluidos en este estudio ademas de la
inmunohistoquimica, se ha realizado una de las técnicas de histoquimica especificas del
HBsAg histico: la tincion de Shikata (Fig. 20), y los resultados han sido idénticos en los
especimenes hepéticos de 18 pacientes (bien en todas las realizadas en cada uno de eilos o
en alguna). Unicamente existian diferencias en los estudios histologicos de 6 enfermos: los
hepatocitos con el antigeno de superficie eran solo detectados con el método de
inmunoperoxidasa, aunque en 2 pacientes en una de las tomas biopsicas hechas la deteccion

tisular se obtuvo con ambas técnicas.

3.- MORFOMETRIA.

3.A.- Resultados generales.

Los resultados morfométricos muestran en el grupo I, que la relacién niicleo/citoplasma de
los hepatocitos con presencia de HBsAg no difiere mucho de la obtenida en los hepatocitos

sin HBsAg.

En un grupo homogéneo de 80 hepatocitos con HBsAg y otros 80 sin dicho antigeno se
objetivo respectivamente que la relacién N/C presentada por su media y desviacion estandar
de la media era de 0.094+0.012 /0.1+0.0081, no existiendo diferencias significativas entre
ellas; significacion que tampoco se aprecia en las medias individuales de la medicién del
nicleo y del citoplasma, aunque éstas eran relativamente mayores en los hepatocitos con
HBsAg (media del parametro nuclear era 25.891+5.46 en comparacion a 23.814-2.06 de las

células hepatocitarias sin el antigeno viral; y la media del factor citoplasma era
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305.26+76.07 en relacidén a 248.9+19.62 de los hepatocitos sin el HBsAg).

3.B.- Morfometria - Marcadores virales séricos.

Los datos obtenidos entre el grupo I y el grupo II (serologia negativa para HBsAg) muestran
que la relacion N/C de los hepatocitos con tincidn positiva para el HBsAg en biopsias del
grupo 1 es mas pequeia que la que presentan los hepatocitos sin el antigeno viral en las
muestras bidpsicas del grupo I, existiendo significacion estadistica p=0.015; y también es
ligeramente més baja la relacion N/C de los hepatocitos no teiiidos de especimenes hepdticos
del grupo I que la de las células hepatocitarias de tomas bidpsicas del grupo II, con

significacion estadistica p=0.024.

Los hepatocitos del grupo I1I (serologia positiva para HBsAg) revelan una relacion N/C muy
similar a la de las células hepatocitarias con HBsAg de las biopsias correspondientes al grupo

L.

3.C.- Morfometria - Histologfa,

Las mediciones de los hepatocitos con o sin HBsAg en las muestras bidpsicas de los 3 grupos
no han demostrado ninguna relacién con la lesién hepatocelular. Todas eran muy similares
independientemente de si la histologia mostraba una actividad infiamatoria minima (HCP,
cambios minimos) 0 en cambio presentaba una actividad inflamatoria intensa (HCA en sus

diferentes grados, cirrosis).



TABLAS
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TABLA 3

MARCADORES DEL VHB EN LOS 54 CASOS DE HEPATITIS CRONICA B.

GRUPOS N.ENFERMOS
GRUPO A: HBsAg (+) 35 *(65%)
HBeAg (+) 18**

AntiHBe (+) 5 **
HBeAg/AntiHBe (-) 1
HBeAg/AntiHBe (ND) 2

GRUPO B: Anti Antigenos del VHB(+) 19 (35 %)
AntiHBs, AntiHBc con o sin AntiHBe 15
AntiHBs 1

AntiHBc 3

ND: No determinado

* 1 paciente en controles posteriores hizo seroconversion (HBsAg(-)/AntiHBs(+)).

** Inicialmente 1 enfermo era HBeAg(+)}/AntiHBe(+), a los 2 meses hizo seroconversion
HBeAg(-)/AntiHBe (+).
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TABLA 4

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS DFE LOS 34 PACIENTES,
SEGUN LA PRESENCIA O NO DEL HBsAg.

GRUPO A GRUPO B
HBsAg(+) Anti Antigenos
VHB (+)
(n=35) (n=19)
EPIDEMIOLOGIA

Edad” 17.91+15.66  28.84+13.29
Sexo (V/M) 28/7 15/4
Hepatitis aguda 15 (43%) 15 (79%)
Transfusiones/
Cirugia 7 (20%) 5(Q26%)
Drogadiccidn i.v., 2 (6%) 7 (37%)

Retraso psicomotor 2(6%) -

CLINICA
Asintomaticos 35 (100%) 18(95%)
Exploracion fisica
normal 20% (57 %) 5 ** (26%)
Hepatomegalia: 15 (43%) 14 (74 %)
Asociada con:
Esplenomegalia 2 (11%) 1 (5%)
Telangiectasias 4 (11%) 5(26%)
Arafias vasculares 2(6%) 2 (10%)
Eritrosis palmar 1 (3%) -

(+) El grupo A es significativamente mas joven (p<<0.02)

() 7 pacientes, sintomatologia en algin momento del seguimiento (3 Astenia; 1 Dolor en
hipocondrio derecho; 2 Astenia + anorexia; 1 Anorexia). Asintomadticos en la Gltima
revision.

{) 6 pacientes, sintomatologia en algin momento del seguimiento (2 Astenia; 1 Dolor en
hipocondrio derecho; 3 varios sintomas: Anorexia + dolor en hipocondrio derecho; Astenia
+ Anorexia + dolor en hipocondrio derecho; Astenia + dolor en hipocondrio derecho).
Asintomdticos en la Ultima revisidon, excepto uno (Astenta + dolor).

(*) 7 pacientes, ocasionalmente hepatomegalia. Exploracion normal en la Gltima revision.
(**) 3 pacientes, ocasionalmente hepatomegalia. Exploracién normal en la Gltima revision.
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TABLA 5

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS RELACIONADAS CON LA
HISTOLOGIA.

HEPATITIS HEPATITIS

CRONICA CRONICA
(IAH <9) (IAH>9)
Pacientes (n) 16 38
Edad 7.74+4 27.7+14.9
Sexo (V/M) 14/2 29/9
Hepatitis aguda 9 (56%) 21 (55%)
Grupos de riesgo:
Transfusiones/cirugia 1 (6%) 11 29%)
Drogadiccidn i.v. 1(6%) 8 (20%)
Sindrome de Down y
Otros 2 (12%) 4]
CLINICA
Sintomatologfa inicial 3 10
Asintomaticos ultima
revision 16 37

Exploracién fisica
normal inicial/

ultima revisién 10/16. 5/9
Hepatomegalia

inicial/ult.revision  6/0 33/29 (87%)/(76%)
Esplenomegalia 0 3(8%)
Telangiectasias 0 9 (24 %)

Arafias vasculares 0 4 (10%)

Eritrosis palmar 0 1 2%



TABLA 6

IAH DE KNODELL ET AL CORRELACIONADO CON

HISTOLOGICO.

IAH
BIOPSIA INICIAL

>9

p < 0.0001

IAH
BIOPSIA ULTIMA
<9 >9
13 3
4 34
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EL SEGUIMIENTO
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TABLA 7

NUMERO DE PACIENTES CON UN INDICE DE NECROSIS EROSIVADE >=3Y <3
EN LA BIOPSIA INICIAL CORRELACIONADO CON EL NUMERO DE PACIENTES
CON UN INDICE DE FIBROSIS DE =3 O <3 EN LAS BIOPSIAS DE
SEGUIMIENTO ENTRE UN TOTAL DE 54 PACIENTES CON HEPATITIS
CRONICA B.

NECROSIS EROSIVA FIBROSIS
BIOPSIA INICIAL BIOPSIA ULTIMA
<3 >3
<3 12 1
>3 16 25
p<0.01

NUMERO DE PACIENTES CON UN INDICE DE NECROSIS LOBULILLAR DE =3
Y <3 EN LA BIOPSIA INICIAL CORRELACIONADO CON EL NUMERO DE
PACIENTES CON UN INDICE DE FIBROSIS DE =3 O <3 EN LAS BIOPSIAS DE
SEGUIMIENTO ENTRE UN TOTAL DE 54 PACIENTES CON HEPATITIS
CRONICA B.

NECROSIS LOBULILLAR FIBROSIS
BIOPSIA INICIAL BIOPSIA ULTIMA
<3 =3
<3 11 2
>3 17 24

P<0.017
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TABLA 8

PORTADORES O NO DE HBeAg (SEROCONVERSION AntiHBe) N=30 PACIENTES

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
HBeAg +/AntiHBe- HBeAg-/AntiHBe- HBeAg-/AntiHBe+
N° DE PACIENTES 17 6 7
HBsAg POSITIVO 17 { 3

EDAD (afos) (X+DS) 7944396 31.5+21.14 25.86+17.80
(gr 1 pS grs 2+3)

SEXO (V/M) 13/4 4/2 6/1
HEPATITIS AGUDA 6 4 5
GPT 190.06+102.51 138.83+82.07 410.14+178.55

(gr 1 pS grs 2+3)
EPIDEMIOLOGIA [N° (%)]

Drogadiccion t.v. 2 (11.76%) 2 (33.33%) 4 (57.14%)

Transfusion 2(11.76%) 1 (16.67%) I (14.29%)
Desconocida 11 (64.71%) 3 (50%) 2 (28.57%)
Retraso psicomotor 2 (11.76%) - -
HISTOLOGIA

Cambios minimos 3 - 0

HCP * 4 1 0

HC "borderline” 5 1 0

HCA *

Necrosis erosiva 3 2 5

Puentes de necrosis - - 1

Puentes de fibrosis 2 2 1

SEGUIMIENTO (X+DS)

(meses) 1" biopsia/ 37.414+12.48 21.83+35.71 20.1447.45
ult. biopsia

TRATAMIENTO

Corticoides 3 - -

[+C - 2 2

Antivirales - - 2

HCP=Hepatitis cronica persistente; HC =Hepatitis cronica; HCA =Hepatitis crénica activa,
I+C=Inmunosupresores + corticoides.
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*=Diferencia estadisticamente significativa p<<0.01 entre las lesiones hepdticas del grupo
1 y las de los grupos 2 y 3.
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TABLA 9A

ESTUDIO EVOLUTIVO DEL GRUPO 1 (HBeAg +/AntiHBe -)
N=17 PACIENTES: PRIMERA BIOPSIA --- BIOPSIA DE CONTROL'

HBeAg POSITIVO HBeAg NEGATIVO HBeAg NEGATIVO
AntiHBe NEGATIVO AntiHBe POSITIVO

N® DE PACIENTES 12" 2 3
SEGUIMIENTO (X£DS) 33.081+11.61 47+14.14 48.33+4.51
{meses)

SEXO(V/M) 9/3 2/0 2/1

GPT (X+DS)

Primera biopsia 188.33+116.17 210.51£82.73  183.331£76.95
Biopsia control  [83.25+195.27 36+11.31 54.67+47.72
HEPATITIS AGUDA 5 1 -
EPIDEMIOLOGIA

Drogadiccion i.v. 1 1 -
Transfusién/cirugia 2 - -

Desconocida 7 1 3

Retraso psicomotor 2 - -

" El periodo medio de seguimiento desde la 1" hasta la biopsia de control de los 17 pacientes
ha sido de 37.41+12.48.

™ Estudio evolutivo de los pacientes HBeAg POSITIVO=TABLA 9B
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TABLA 9B
ESTUDIO EVOLUTIVO DE LOS PACIENTES HBeAg POSITIVO
N=12 PACIENTES: BIOPSIA DE CONTROL --- ULTIMA REVISION CLINICA’

HBeAg POSITIVO HBeAg NEGATIVO
AntiHBe POSITIVO

N® DE PACIENTES 9™ 3

SEGUIMIENTOQ (X+£DS) 6.63£3.02 22.3342.31
{meses)

SEXO(V/M) 6/2 2/1

GPT(X+DS)

Biopsia de control 182.89+226.79 184.34+63.06
Ultima revision 120.63+69.57 33.671+30.08
clinica

HEPATITIS AGUDA 3 2

EPIDEMIOLOGIA
Drogadiccién i.v. 0
Transfusidn/cirugia 2 -
Desconocida 4
Retraso psicomotor 2 -

" El periodo medio de seguimiento desde la biopsia de control hasta la tltima revision clinica

de los 12 pacientes fue de 10.91+7.82

" La ultima revisién clinica de un paciente coincidi6é con la de la realizacién de la biopsia

de control.
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TABLA 10A
GRUPO 1. HBeAg (+) / AntiHBe (-) (N = 17 PACIENTES)
FINAL DE ESTUDIO HBeAg (+) PERSISTENTE (N=9)

PRIMERA BIOPSIA  ULTIMA REVISION

N° CASO 1 3 7 12 14 17% 20 52 53
EDAD INICIAL/

SEXO TN 9V S/V 1LYV TV 19V 4/M 9/M SV
BIOQUIMICA

GPT 1" biopsia 159 87 80 368 60 415 89 259 122
GPT ult.biopsia 110 93 58 779 67 183 99 109 143
GPTult.revision 132 84 81 42 62 NR 148 157 259

HISTOLOGIA
1" biopsia CM CM HCP HCBL HCBL HCA HCA HCApf HCApf
ult.biopsia HCP CM HCP HCApf HCP HCApn HCApf HCApfHCApf

SEGUIMIENTO {meses)
t" biopsia/
ult.biopsia 45 34 50 28 53 17 25 19 36

ult.biopsia/
ultrevision 12 5 10 7 3 NR 4 6 6

1" biopsia/
ult.revision 57 39 60 35 56 29 25 42
(rango 2a - 6a)

TRATAMIENTO
1" biopsia/
ult.biopsia  NO NO NO NO NO NO NO SKC) NO

ult.biopsia/
ult.revision NO NO NO NO SI(C) - NO NO NO

CM=cambios minimos; HCP=Hepatitis cronica persistente; HCBL =Hepatitis cronica
"borderline”; HCA =Hepatitis cronica activa; HCApf=HCA con puentes de fibrosis;
HCApn=HCA con puentes de necrosis; NR=No revisién; a=afios; C=corticoides.

* Paciente con anticuerpos Antidelta positivos en la dltima biopsia.
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TABLA 10B
GRUPO 1. HBeAg (+) / AntilHBe (-) (N = 17 PACIENTES)

FINAL DE ESTUDIO FASE "VENTANA e" (N=2)

N® CASO 2 23
EDAD INICIAL/SEXO  &/V 8/V
BIOQUIMICA

GPT 1" biopsia 152 269
GPT ult.biopsia 44 28
GPT ult.revision - -
HISTOLOGIA

1" biopsia CM HCA
uft.biopsia CM HCP
SEGUIMIENTO {(meses)

1" biopsia/

ult.biopsia 57 37
ult.biopsia/

ult.revision NR NR
1" biopsia/

ult.revision

(rango 2a - 6a)

TRATAMIENTO

1" biopsia/

ult.biopsia NO NO

ult.biopsia/
ult.revision - -

CM=cambios minimos; HCP=Hepatitis crénica persistente; HCA =Hepatitis crénica activa;
NR =No revisién; a=afios.
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TABLA 10C
GRUPO 1. HBeAg (+) / AntiHBe (-) (N = 17 PACIENTES)
FINAL DE ESTUDIO SEROCONVERSION HBeAg-/AntiHBe+ (N=6)

ULTIMA BIOPSIA (N=3) ULTIMA REVISION (N==3)

N° CASO 6 10 15 9 3* 16
EDAD INICIAL/

SEXO g/Vv 3IM 12/V 4N M 4V
BIOQUIMICA

GPT 1" biopsia 144 134 272 185 265 171
GPT ult.biopsia 40 108 16 257 152 144
GPT ult.revision NR 144 NR 20 95 46
HISTOLOGIA

1" biopsia HCP HCP HCBL HCP HCBL HCBL
ult.biopsia HCP HCBL CM HCP  HCApf HCBL

SEGUIMIENTO (meses)
1" biopsia/
ult.biopsia 53 44 48 24 30 36

ult.biopsia/
ult.revision NR 9 NR 21 25 21
1" biopsia/
ult.revision - 53 - 45 55 57

TRATAMIENTO

12 biopsia/
ult.biopsia NO NO SI(C) NO SI(C) NO

ult.blopsia/
ult.revision - NO - NO NO NO

CM=cambios minimos; HCP=Hepatitis cronica persistente; HCBL =Hepatitis cronica
"borderline”;HCApf=HCA con puentes de fibrosis; NR=No revision; C=Corticoides
* Paciente con anticuerpos Antidelta positivos en la ditima biopsia.



TABLA 11A

ESTUDIO EVOLUTIVO DEL GRUPO 2 (HBeAg -/AntiHBe -)
N=6 PACIENTES: PRIMERA BIOPSIA --- BIOPSIA DE CONTROL*

HBeAg NEGATIVO  HBeAg NEGATIVO
AntiHBe NEGATIVO  AntiHBe POSITIVO

N¢ DE PACIENTES 4wk 2
SEGUIMIENTO(X +DS) 20.5+6.56 24 5+4+3.54
{meses)

SEXO(V/M) 272 2/0

GPT(X +DS)

Primera biopsia 178.25+635.79 60+45.25
Biopsia de control®* 194.5+45.03 65.51£9.19
HEPATITIS AGUDA 2 2
EPIDEMIOLOGIA

Drogadiccién i.v. 1 1
Transfusién/cirugia [ 0

Desconocida 2 1

Retraso psicomotor 0 0

130

* El periodo medio de seguimiento desde la 1 hasta ia biopsia de control de los 6 pacientes

ha sido de 21.831+5.71
** Hay significacion estadistica entre los dos grupos (p <(.02)

*** Estudio evolutivo de los pacientes HBeAg NEGATIVO/AntiHBe NEGATIVO=TABLA

11B
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TABLA 11B

ESTUDIO EVOLUTIVO DE LOS PACIENTES HBeAg NEGATIVO/AntiHBe
NEGATIVO

N=4 PACIENTES: BIOPSIA DE CONTROL --- ULTIMA REVISION CLINICA*

HBeAg NEGATIVO  HBeAg NEGATIVO
AntiHBe NEGATIVO AntiHBe POSITIVO

N° DE PACIENTES 3 1

SEGUIMIENTO(X 1+ DS) 24416.09 -
(meses)

SEXG(V/M) 1/2 1/0

GPT(X+DS)

Biopsia de control 205.33+48.35 162
Ultima revision 135.67+65.06 57
clinica

HEPATITIS AGUDA 1 1

EPIDEMIOLOGIA
Drogadiccién i.v. 0 1
Transfusién/cirugia 1 -
Desconocida 2 -
Retraso psicomotor 0 -

* El periodo medio de seguimiento desde la biopsia de control hasta la Gitima revision clinica
de los 4 pacientes fue de 204 15.38
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TABLA 12
GRUPO 2. HBeAg (-) / AntiHBe (-) (N=6 PACIENTES)

FINAL DE ESTUDIO HBeAg-/AntiHBe- (N=3) SEROCONVERSION:
HBeAg-/AntiHBe+ (N=3)

PRIMERA ULTIMA ULTIMA ULTIMA
BIOPSIA REVISION  REVISION BIOPSIA
N® CASO 18 27 5l 49 8 11
HBsAg Neg Neg Neg Neg Post  Neg
EDAD INICIAL/
SEXO 49/M  59/V 40/M 200V 4/v 17V
BIOQUIMICA

GPT 1%biopsia 124 155 274 160 92 28
GPT ult.biopsia*212 250 154 162 59 72
GPTult.revisiéon- 69 139 199 57 84 141

HISTOLOGIA
1* biopsia HCA  HCA HCApf HCApf HCP HCBL
ult.biopsia ~ HCApf HCA HCApf HCApf HCP HCA

SEGUIMIENTO (meses)

1*biopsia/

ult.biopsia 28 12 21 21 27 22
ult.biopsia/

ult.revision 37 29 6 8 10 15
1*biopsia/

ult. reviston 65 41 27 29 37 37
(rango 2a - 6a)

TRATAMIENTO
1%biopsia/
ult.biopsia  SI(I+C) NO SKI+C) NO NG NO

ult.biopsia/
ult.revision NO  NO SKI+C) NO NO NO

HCApf=Hepatitis crénica activa con puentes de fibrosis; HCBL=Hepatitis crdnica
"borderline"; HCP=Hepatitis crénica persistente; a=aifios; [+C=Inmunosupresores +
corticoides.
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* Hay significacion estadistica de los valores de GPT de la ultima biopsia de los pacientes
sin seroconversion (18, 27, 51, 49) con los que ya han seroconvertido (8, 11).
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TABLA 13

GRUPO 3. HBeAg (-} / AntiHBe (+) (N=7 PACIENTES)

N CASO 19+ 22 24 25++ 28+++ 44 36++++

EDAD INICIAL 22 20 20 66 18 19 16

SEXO vV M V V ¥V M V
HBsAg Neg Neg Neg Post Neg Post Post
BIOQUIMICA

GPT 1%biopsia* 381 230 580 150 585 365 3580
GPT ult.biopsia 171 157 25 17 168 30 476
GPTult.revision* 92 36 NR NR 175 29 103

HISTOLOGIA
12 biopsia ~HCA HCA HCA HCA HCA HCApf HCApn
ult.biopsia ~ HCApf HCApf HCBL HCA HCA HCP HCApn

SEGUIMIENTO (meses)
12biopsia/
ult.biopsia 28 17 25 25 25 12 9

ult.biopsia/
ult.revision 5 11 NR NR(+) 8 47 49

1*biopsia/
ult. revision 33 28 - - 33 59 358
(rango 2a - 5a)

TRATAMIENTO
12bjopsia/
ult.biopsia  NO  NO SKI+C) NO SI(I+C) SI(AV) SI(AV)

ult.biopsia/
ult.revision NO  NO NO NO NO NO SHAV+I+C)

HCA=hepatitis cronica activa; HCApf=HCA con puentes de fibrosis; HCApn=HCA con
puentes de necrosis; HCBL=hepatitis crénica "borderline”; HCP=hepatitis croénica
persistente; NR=No revisién, a=afios [+C=Inmunosupresores -+ corticoides,
AV =antivirales.

* Hay significacion estadistica entre sus medias (p <0.001).

+ AntiHBe(-): ult. biopsia y ult.revision; +-+ HBsAg
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(-)/AntiHBs(+) : ult.biopsia.
+++ AntiHBs(+): ult.biopsia; ++-++ AntiDelta (+): revisiones posteriores a la

ult.biopsia.
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TABLA 14A

RASGOS SEROLOGICOS DEL GRUPO DE PORTADORES DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS DELTA: MARCADORES DEL VIRUS B

N°CASO HBsAg AntiHBs AntiHBc AntiHBcIgM HBeAg AntiHBe PreS1

13 + - + - -+ +
17 + - + ND + - ND
36 + - + - - + -
38 + - + - + - +
47 4 - + - - + +
54 + - + - - + +

ND=No realizacién de su determinacién a nivel sérico.

TABLA 14B

RASGOS SEROLOGICOS DEL GRUPO DE PORTADORES DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS DELTA: MARCADORES DEL VIRUS DELTA Y DNA-VHB

N°CASO  AntiD AntiD-M HDAg DNA-VHB
13 + + - -
17 + ND ND ND
36 + . - -
38 + + . -
47 + + - -
54 + . - -

ND=No realizacién de su determinacién a nivel sérico.



GRAFICOS



250

50-

"mU/mi sangre (cg / dl para la GAMGL)

Grafico 1

Grupo A
Portadores de HBsAg

BIOQUIMICA

138

W W
o) o
o o

L L I Il 1 I 1 I

AN

o
|

_

GPT FFAA

L

GAMGL

M 12 Biopsia

Ultima biopsia




— N 1)) o W P
N o N o (%) -
O (on) ) o o (o
I 1 1 aaf [ |

503

mU/ml sangre (cg / dl para la GRMGL)

- Qratico 2
Grupo B
Anti Antigenos de VHB +
BIOQUIMICA

I

139

o
-_Illl

GPT FFAA GAMGL

B 12 Biopsia

Ultima biopsia




140

Grafico 3
Marcadores virales séricos /
Bioquimica
12 BIOPSIA

(%)
o
b
i
N\

L 481

N

9]

()
L L 1

N

Q

(o]
J

mU / mil {cg / dl para la GAMGL)

|

GOT GPT FFAA GAMGL

B A: HBSAG +
B: ANTI-VHB +




141

Graftico 4

Marcadores virales séricos /
Bioquimica
ULTIMA BIOPSIA

N
o
o
'l i t
AN

N

o

o
1

-

i

o
{

100 -

9)
o
P | Ld L

mU / ml (cq / dl para 13 GAMGL)

GOT GPT FEAA  GAMGL

B A: HBSAG +
B: ANTI-VHB +




142

Grafico b

HISTOLOGIA:
Distribucion de los
tipos morfolégicos

5

12 Biopsia Ultima Biopsia

B Cambios minimos + HCP + HC "Borderline"
HCA (12 Biopsia) / HCA + Cirrosis (Ultima Biopsia)




N2 PACIENTES

143

(arafico 6

Evolucién histologica del
grupo de Hepatitis Cronica

IAH £ 9

IAH MENOR  IAHIGUAL  IAH MAYOR

B Cambios minimos

HCP

HC "Borderline"




N2 PACIENTES

Gréfico 7

Evolucion histologica del
grupo de Hepatitis Crénica

IAH > 9

144

i

IAH MENOR

|AH IGUAL IAH MAYOR

B HCA (Necrosis erosiva)

HCA (Puentes de necrosis)

HCA (Puentes de fibrosis)




mU GOT/ ml sangre

140«

120

—

(-

o
1

¢ 0]
o
{

Grafico 8

Histologia / Bioquimica GOT

145

1% Biopsia Ultima Biopsia

Bl HC IAH29 (Cambios minimos + HCP)

Ultima Biopsia-)

HC IAH > 9 (HCA-12Biopsia-/HCA+Cirrosis-




mU GPT / ml sangre

250 -

200 -

150 4

100+

9504

Grafico 9

Histologia / Bioquimica GPT

146

12 Biopsia Ultima Biopsia

B HC IAH=z9 (Cambios minimos + HCP)

HC IAH > 9 (HCA-12Biopsia-/HCA+Cirrosis-
Ultima Biopsia-)




mU F.F.A.A./ mi sangre

250 -

200~

150

100~

504

Grafico 10

Histologia / Bioquimica
F.F.A.A.

147

12 Biopsia Ultima Biopsia

B HC |IAHZ29 (Cambios minimos + HCP)

HC IAH > 9 (HCA-12Biopsia-/HCA+
Cirrosis-Ultima Biopsia-)




2.5+

—
— w N
1 1 1

g gammaglobulina / dl sangre

o
wn
I

Grafico 11

Histologia / Bioquimica
Gammaglobulina

148

12 Biopsia | Ultima Biopsia

W HC IAHz9 (Cambios minimos + HCP)
HC IAH > 9 (HCA-12Biopsia-/HCA+

Cirrosis-Ultima Biopsia-)




—L N [\
n - 0))
o o o
I Ll A [ I

—_

o

o
I

(6]
QO
|

mU / mi (cq / dl para GAMGL)

Grafico 12 o

Histologia / Bioquimica
12 BIOPSIA

o
|

GOT GPT FFAA | GAMGL

B HCIAH<z9 HC I1AH > 9




150 -

—

o

O
1

mU / ml {cq / dl para GAMGL)

19
o
P B

(arafico 13

150

Histologia / Bioquimica
ULTIMA BIOPSIA

GOT GPT FEAA | GAMGL

B HCIAH=9
HC IAH > 9




251

204

—_
wn
1

Ne PACIENTES
o
1

151

Grafico 14

Histologia Grupo A
Portadores de HBsAg

12 Biopsia Ultima Biopsia

B Cambios minimos + HCP

HCA (12 Biopsia) / HCA + Cirrosis
(Ultima Biopsia)




152

Gréfico 15

Histologia Grupo B
Anti Antigenos de VHB +

—

12 Biopsia Ultima Biopsia

B Cambios minimos + HCP

HCA (12 Biopsia) / HCA + Cirrosis
(Ultima Biopsia)




N2 PACIENTES

25+

201

154

10-

Grafico 16

Histologia / Marcadores
virales séricos

12 BIOPSIA

153

—

04

Grupo A: HBsAg + ‘ Grupo B: Anti-VHB +

B Cambios minimos + HCP

HCA (Necrosis erosiva, puentes de
necrosis, puentes de fibrosis)




N2 PACIENTES
1 1 L1 i ] 1 1 1 1 {

Grafico 1/

Histologia / Marcadores
virales séricos

ULTIMA BIOPSIA

154

— i—

Grupo A: HBsAg + Grupo B: Anti-VHB +

B Cambios minimos + HCP
HCA + Cirrosis




- 50

Edad media * DS (afios

600
500
400

100

Gratico 18
Seroconversion AntiHBe

Edad media

*

:AvsByC (p<o.001) *

EDAD

Bioquimica GPT

*:AvsBy C (p<0.05)

GPT

B A: HBeAg +/AntiHBe ©
B: HBeAg O/ AntiHBe ©
C: HBeAg @ / AntiHBe +

135



Graficos 19y 20

Marcadores virales tisulares /

Histologia
12 BIOPSIA
16
14-
w 12
w
5 104
o 81
= 6-
g 4
2
0+ .

HBsAgT+ = HBsAgT®

156

B Cambios minimos + HCP + HC "Borderline”

HCA (Necrosis erosiva, puentes de
necrosis, puentes de fibrosis)

ULTIMA BIOPSIA

e e A ® |
OMN PR~ O
] | i | | |

N2 PACIENTES

HBsAgT + HBsAGT @

Bl Cambios minimos + HCP + HC "Borderline"
HCA + Cirrosis




Graticos 21y 22

. . 157
Marcadores virales tisulares /

Histologia

12 BIOPSIA

X,

* . p<0.05

—

'HBcAgT+ | HBCAgT @

Il Cambios minimos + HCP + HC "Borderline"

HCA (Necrosis erosiva, puentes de
necrosis, puentes de fibrosis)

ULTIMA BIOPSIA

— N
0o
] 1

—
no
1

N2 PACIENTES
=)
i

?
RN

'HBcAgT + | HBcAgT @
B Cambios minimos + HCP + HC "Borderline”
HCA + Cirrosis




158

DISCUSION

La hepatitis crénica presenta una morfologia y un curso evolutive variado, que se debe a
diversos factores como son: el agente etiolégico, el huésped, o causas sobreafiadidas a la

etiOIOg ia principal (40,122,227,257,280,405,414,423)

En la hepatitis asociada a virus y concretamente en la infeccién por el virus de la hepatitis
B se conoce que entre un 5 y un 10% de casos con hepatitis aguda revelan una progresion

a la cronicidad %24,

Hay rasgos que predisponen a la evolucion cronica con persistencia del virus, y entre elios
se encuentran la edad en el momento de la infeccidn inicial y el sexo. Los portadores de

HBsAg suelen ser individuos jévenes y varones en su gran mayorfa (18140:209:412:413

En nuestra serie estos factores, también, han sido los més frecuentes: 43 de los 54 pacientes
son varones y 1a edad media es de 21.8 afios (DE: 15.7 afios). La edad era més avanzada en

el grupo de portadores de anticuerpos antiantigenos del virus B, este dato ha sido constatado

288,478

en otros estudios % y se piensa que podria deberse a la pérdida gradual del HBsAg a

lo largo del tiempo.

En la infeccidn persistente por el VHB se conocen dos categorias: el portador sano o

{18,214}

asintomdtico, y el portador con enfermedad hepatica crdénica . Nuestro trabajo se ha

centrado en pacientes con infeccion crénica y marcadores del virus B, y mas de ia mitad
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pertenecen a la categoria de portadores de HBsAg con enfermedad hepatica cronica. Los

resultados obtenidos se discutirdn siguiendo un orden similar al utilizado en su presentacion.

La hepatitis crénica B, como ya nos hemos referido previamente, se caracteriza por presentar
una clinica poco expresiva, tanto desde el punto de vista de sintomatologia como de la
exploracion fisica, y unas pruebas analiticas alteradas siendo la hipertransaminasemia

a (140,209,418,494)

persistente la mas representativ . Rasgos clinico-bioquimicos similares son los

gue hemos hallado en nuestros enfermos.

La hepatitis crénica, ya comentabamos al principio de este trabajo, tiene una expresion
morfolégica y una evolucién variada. La diversidad de aspectos clinicos e histologicos motivd
la subdivisién en dos tipos: HCP y HCA "**#7_ El rasgo Optico que los diferencia es la
conservacion o no de la limitante del espacio porta; aunque en la Clasificacion Internacional
el grupo de investigadores admitio entre las caracteristicas microscopicas de la HCP un grado

" (122}

de "necrosis erosiva leve , actualmente estos casos sen considerados como hepatitis

cronica con actividad inflamatoria leve (HCP/HCA "borderline") dado que su curso evolutivo

es mas incierto que el de una hepatitis crénica persistente sin rotura de la limitante “**,

Estos dos tipos histologicos se han usado para describir los casos de hepatitis cronica
independientemente de su etiologia; aunque hay agentes causales que pueden originar,
ademds, alguna caracteristica morfoldgica especifica que orienta para su identificacion “*.
Este rasgo en la infeccion por virus de la hepatitis B seria la presencia de hepatocitos
esmerilados que las técnicas especiales confirman que son portadores del antigeno de

superficie del virus B %419,
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La hepatitis cronica persistente es una entidad histologica inespecifica y para su diagndstico
es necesario descartar clinicamente otras patologias que comparten rasgos microscopicos

similares asi como la existencia de un tratamiento previo con inmunosupresores 2403429,

En nuestra casuistica, una vez descartadas estas posibilidades diagnosticas, 7 casos fueron
considerados como HCP (4 de ellos con necrosis erosiva leve) y en ninguno se objetivo un
cambio significativo en los controles histologicos; pero si se observd un deterioro de las
lesiones oOpticas hepdaticas en varios de los casos de hepatitis cronica "borderline”
(HCP/HCA), los cuales ademds de presentar una necrosis erosiva leve revelaban un infiltrado
inflamatorio lobulillar més intenso que el evidenciado en los especimenes informados de

HCP.

De nuestro estudio, con respecto a los casos con patologia de HCP, se obtiene la conclusion,
que es, a su vez, concordante con la de otras series ©%122:134201.322.396.488493 ' de que es una
entidad que mantiene una histologia relativamente estable y consecuentemente un buen
pronostico. Los casos informados como hepatitis cronica "borderline”, en funcién de la
presencia de necrosis erosiva leve junto con un infiltrado inflamatorio portal y lobulillar
moderado /intenso, son los que requieren una vigilancia més estricta dado que la posibilidad

evolutiva hacia una hepatopatia més grave es, en ellos, mas frecuente “0 34322411425

En la correlacion de la histologia tipo HCP con los marcadores virales séricos, se ha
observado que 6 de los 7 casos de HCP correspondian al grupo de portadores de HBsAg, y
4 de ellos eran a su vez HBeAg (+). La mayor frecuencia de esta lesiéon hepdtica en los

pacientes con HBsAg sérico podria ser explicada en base a la edad en que se habia adquirido
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la infeccion viral: estos enfermos son de los mas jovenes de nuestra serie. Un dato similar
es referido en la serie de Diaz Sanz et al “*®. En el control histoldgico existfa una relativa
estabilidad que se podrfa atribuir a que en todos, excepto en uno, la seroconversidn del
sistema antigénico "e" fué completa: AntiHBe sérico positivo, que como ya hemos reflejado
al hablar de dicho sistema en la historia natural de la hepatitis asociada al virus de la hepatitis

B implica, casi siempre, una evolucion quiescente 2-150:211.362.396)

En cuanto a los casos de hepatitis cronica "borderline”, éstos mostraban HBsAg y HBeAg
positivos a nivel sérico y uno de ellos era de los que habian evolucionado a HCA. La edad
de estos pacientes era algo mayor que los individuos con HCP pero menor que la mayoria

del grupo con lesion morfoldgica del tipo HCA.

La hepatitis crénica activa implica, en general, un prondstico peor que cualquier otro tipo
de hepatitis cronica, por este motivo es importante realizar su diagndstico con una gran
rigurosidad y dado que la presencia de necrosis erosiva es el rasgo bdsico que sirve para

diferenciarla es preciso no confundirlo con las otras formas de lesién periportal ©%.

En este estudio, se ha objetivado un predominio del diagnéstico morfologico de HCA: 38
casos en comparacion con los 16 correspondientes al grupo de cambios minimos, HCP y

hepatitis cronica "borderline”.

En nuestros casos de HCA se ha producido un empeoramiento en 14, con desarrollo de
cirrosis en 7 de ellos. El intervalo de tiempo entre las sucesivas biopsias ha sido tanto mas

largo cuanto mas deterioro existia. Asi, en los casos de cirrosis la media ha sido de 41
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meses, mientras que en aquellos que habian sufrido una progresion de las alteraciones
histolégicas, pero sin llegar a cirrosis, la media era de 35 meses; y en los que el diagndstico
no habifa variado sustancialmente, el tiempo transcurrido era de 28 meses como promedio.
Se trata, asi, de una enfermedad lentamente progresiva en cuya evolucion puede llegar hasta
la instauracion de una cirrosis. Todo ello corrobora el concepto evolutivo de la HCA ya

referido en CStUdiOS p['CViOS- (123,135,140,151,209,266,301,323,412,477.487,493)

En fas 7 biopsias cuya histologia ha revelado cirrosis, se observaba que ésta se habia
desarrollado tanto a través de HCA con puentes de necrosis (2 de los 4 casos evidenciados
en este trabajo) como de HCA con puentes de fibrosis con necrosis erosiva moderada/intensa
(5 de las 18 biopsias hepaticas informadas como tal) por lo que nuestra casuistica apoya las
tesis actuales sobre la importancia, no sélo de la necrosis erosiva, sino también de la necrosis
lobulillar (especialmente en su forma de puentes de necrosis) en la evolucidn de la hepatitis
crénica a cirrosis 214132296402 Otrg factor referido en la literatura como determinante en
la progresion a cirrosis a partir de HCA ha sido la edad "**%®. Nuestros resultados coinciden
con ello. Asi, 5 de los pacientes eran de los de mayor edad de la serie (el rango variaba entre

33 y 48 afios).

Todos los enfermos con HCA presentaban alieraciones de las pruebas de funcién hepatica,
en especial de las transaminasas séricas (predominantemente de la GPT) dato que se refleja
también en la mayoria de los trabajos sobre la HCA y su curso evolutivo. Los 31 estudios
bidpsicos sin progresidn a cirrosis muestran un cociente GOT/GPT inferior a 1, excepto en
4 casos, siendo el valor medio de 0,55 + 0,30; mientras que en los 7 casos con desarrollo

final de cirrosis era, también, inferior a 1, si bien la tasa media era mayor, de 0,99 + 0,80.
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Este hallazgo es concordante con los resultados del trabajo de Williams y Hoofnagle sobre
el uso de este cociente en la hepatitis cronica y su posible valor prondstico en la progresion

a cirrosis 4.

En la correlacion de la histologia tipo HCA con los marcadores virales séricos, los resultados
de este estudio han mostrado que la HCA es frecuente en individuos con marcadores séricos
del virus de la hepatitis B, independientemente de que sean o no portadores de HBsAg. El
hallazgo de HCA en pacientes con marcadores del virus B pero sin HBsAg sérico ya ha sido

comentado en diversos trabajos ($%268.392:427.483)

, algunos de los cuales han mostrado que
enfermos con HCA tienen una frecuencia mayor de anticuerpos antiantigenos del VHB que
la poblacién general. Esto es atribuido a que en algin momento de su vida hayan estado en
contacto con el virus B y desarrollado marcadores virales. La responsabilidad etiolégica de
la persistencia de la actividad inflamatoria en la enfermedad hepdtica de estos pacientes se
ha atribuido a factores causales diversos, y entre ellos hay que seguir considerando al virus
de la hepatitis B basdndose en la demostracion de los marcadores serologicos y tisulares de
infeccién por dicho virus tanto con los métodos utilizados habitualmente ©2164592:42745) comg
con las técnicas de hibridacidn molecular desarrolladas en estos {ltimos afios “*°217%%,

329 no ha habido

En general, y coincidiendo con los trabajos de otros investigadores
influencia en 1a evolucién de la histologia de las biopsias de estos enfermos por parte de la
serologia virica que cada uno tuviera; aunque si se ha apreciado un predominio de los
portadores de HBsAg en el grupo de pacientes cuya HCA ha progresado a cirrosis; 5 eran

HBsAg positivos en el suero y, de ellos, 3 eran, ademis HBeAg positivos. Esto apoya la

relacion causal del virus B y de la presencia de marcadores de replicacion viral con el
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desarrollo de cirrosis, ya sugerida en otras series (**%%,

Entre los objetivos de este estudio se encontraba el conocer la eficacia de realizar un
diagndstico cuantitativo mediante Indices histoldgicos. Al final del trabajo se ha llegado a la
conclusién de su utilidad para precisar de una manera mas detallada las Ilesiones

hepatocelulares.

Con el Indice de Knodell et al, el més popular y usado hasta ahora, se ha demostrado que
existe una buena correlacion entre los valores altos del indice total y la presencia de

alteraciones histoldgicas intensas @2, Nuestros resultados coinciden con esta apreciacion.

La valoracion individual de las lesiones morfol6gicas que constituyen el indice de acttvidad
histolégica global, también se ha viste que aporta datos con implicaciones prondsticas, en
especial la necrosis erosiva en relacidn con la fibrosis desarrollada en biopsias realizadas

@7 Nuestros resultados son similares a los de estos

como control del dafio hepatocelular
investigadores, y también se ha objetivado este hecho con la necrosis lobulillar. La
conclusion que se obtiene sirve de apoyo para las hipotesis actuales, que ya hemos
comentado, de que tanto la necrosis erosiva como la necrosis lobulillar son igual de

importantes en la progresiéon de la hepatitis crénica a un mayor deterioro morfologico, e

incluso a veces con desarrollo de cirrosis 92104346402

Nuestra casuistica, al igual que el trabajo de Lindh et al ™ demuestra que la valoraci6n
conjunta de fibrosis con los otros pardmetros (necrosis € inflamacidn) no es, en ocasiones,

orientativa sobre el verdadero estado del dafio hepatico: en esta serie hay biopsias con [AH
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= 0 que, segln la clasificacién histolégica convencional, su diagndstico era tanto una
hepatitis cronica "borderline” (HCP/HCA) como una cirrosis inactiva; mientras que otras
mostraban un IAH = 11 y reflejaban una HCA con puentes de fibrosis o bien una HCA con

ampliacién fibrosa portal Gnicamente.

Este tipo de ejemplos es lo que nos lleva a considerar como mds iddnea la utilizacion de otro
Indice més actual, el desarrollado por Scheuer hace pocos afios y del cual ya hemos hablado

previamente “%%,

Scheuer, en su indice y en base a la importancia, que ya estd practicamente admitida, de la
necrosis tanto erosiva como lobulillar en la evolucidn de [a enfermedad hepdtica cronica, y
con lo que nuestros resultados coinciden, también ha valorado los puentes de necrosis {como
consecuencia de la necrosis confluente lobulillar) en la categoria de actividad lobulillar de
grado intenso ¥ separandola de la categoria de necrosis erosiva (necrosis periportal) en que
habfa sido incluida por Knodell et al en su indice **”. Este es otro motivo para aconsejar el

uso actual del Indice de Scheuer.

El diagnostico histologico cualitativo y cuantitativo de la hepatitis crénica es imprescindible
para precisar el dafio hepatocelular que presuponen las alteraciones bioquimicas. La biopsia
hepaética no solo sirve para realizar el diagnéstico morfoldgico sino que también ayuda en el
reconocimiento de algunas etiologias, siendo el ejemplo mds representativo la hepatitis

asociada a virus.

En Ia hepatitis B permite la identificacion de varios marcadores virales, entre ellos el
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antigeno de superficie y el del core. La expresidn tisular de los mismos ha sido objeto de
numerosos trabajos para determinar tanto sus patrones de tincidn y distribucion en el
hepatocito como para observar su relacién con la lesién hepatica y por lo tanto, su posible

consideracidn como factores prondsticos en la evolucion de la hepatitis asociada al VHB.

No siempre se ha encontrado una correlacién entre la presencia de hepatocitos con antigenos

virales y las lesiones microscopicas de los especimenes 720229307329

. En cambio, en algunas
de estas series se objetiva una implicacién més estrecha con la duracion de la antigenemia
hasta el momento de la toma bidpsica 7 asi como con las variaciones de los antigenos del
virus B en el suero “"**”. Globalmente los datos de nuestro estudio estin mas de acuerdo con

los trabajos en los que no se detecta ninguna implicacidén entre el hallazgo tisular de los

marcadores viricos y las alteraciones histoldgicas que puedan existir en dichas biopsias.

Esta ausencia de correlacion no es un hecho generalizado. Algunos patrones de expresion
morfolégica se demuestran méas frecuentemente en situaciones concretas: el HBsAg confiere
un aspecto Optico caracteristico al citoplasma del hepatocito en donde se halla (homogéneo
y eosinofilo, "esmerilado”), y puede ponerse en evidencia por histo e inmunohistoquimica;
estas células hepatocitarias reflejan la existencia de una cantidad excesiva de antigeno de
superficie, y estdn asociadas preferentemente a biopsias hepdticas con una actividad
inflamatoria nula o minima (®%%198:200.36L " Fn nuestros enfermos esta hallazgo ha sido

infrecuente.

La expresion tisular de la membrana hepatocelular, tanto del antigeno de superficie como del

HBcAg, se suele vincular a tipos histologicos con actividad inflamatoria intensa (HCA,
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cirrosis, hepatitis aguda en transicion a cronicidad) ®#*>%322613%) qunque hay estudios que

ponen de manifiesto, sobre todo con la tincién de la membrana celular para el HBsAg, una
correlacion més estrecha con la fase de replicacion viral activa y consecuentemente con una
patologia hepatica de actividad inflamatoria minima “°*?'”. En nuestra serie no se ha
evidenciado este tipo de patrén tisular; este hecho podria apoyar la sugerencia aportada por
algunos equipos de investigacion de que el material fijado en formol es peor para mantener

la antigenicidad tisular ¢#+7%,

La demostracion de nicleos de hepatocitos positivos para el HBcAg suele indicar una fase
P p p £
de tolerancia inmune, y por tanto se objetiva en biopsias con una actividad inflamatoria nula
y
0 minima (9198208, agta asociacion no ha sido encontrada siempre, hay estudios donde
la proporcion mayor de positividad nuclear para el antigeno core se ha observado en la HCA

y en cirrosis activa %%

y la divergencia entre dichos resultados se piensa que estaria en
funcién del estado inmune de los pacientes *. En cambio, la expresién citopldsmica del
HBcAg se correlaciona casi constantemente con hepatitis crénica de actividad inflamatoria
intensa (HCA) o en cirrosis ©%67:108:111.189 218,220, 360432438470 " Nsotros hemos hallado antigeno
core nuclear en la mayoria de las hepatitis crdénicas con actividad inflamatoria minima o
moderada, pero también ha sido visualizado en casi la mitad de los casos de HCA y en dos
de los enfermos cirrdticos. Con respecto al patrén citoplasmico, se ha observado junto a la
expresion tisular nuclear en 6 de las 9 muestras hepaticas en que ha sido objetivado,
independientemente del diagnostico histologico que éstas revelaban; siendo lo mas peculiar

su presencia en tres de los pacientes cuyas biopsias mostraban ya un deterioro de cirrosis

(en dos casos se asociaba al patrén nuclear).
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No sélo el patron morfolégico manifiesta, a veces, una implicacion con la lesién
hepatocelular; algunas series han obtenido una correlacion entre el tipo de distribucién de los
hepatocitos con antigenos virales y el dafio tisular: el patrén difuso o en grupos se relaciona
con hepatitis cronica de actividad inflamatoria minima o moderada, con replicacion viral

inactiva o con ausencia de viremia, mientras que un patrén focal va mas unido a HCA

(51,150,200,217,351,438 ,448)

Ademds de estos hallazgos hay otros que también han sido constatados. La existencia de una
relacidn inversa entre valoracién cuantitativa de los antigenos virales histicos y la actividad
inflamatoria (sobre todo en relacidn al HBsAg), es decir las células con marcadores viricos
son mas numerosas cuando la actividad inflamatoria es menor (#27:193.244.251,321 361.446.470471) ] 5
correlacién entre la lesion microscopica y los antigenos virales es mas significativa cuando
el estudio comprende un mayor namero de biopsias y sobre todo si se trata de cufias o

resecciones en vez de cilindros #1%-223:434:462471)

La histo e inmunohistoquimica no s6lo confirman una etiologia viral demostrada con el
analisis serologico de los marcadores del virus B, sino que puede ayudar a no confundir un
cuadro clinico de hepatitis aguda con una exacerbacion aguda de una hepatitis cronica ya que
en la primera los antigenos virales raramente son detectados a nivel histico
(67.79,107,169,244.251,351.360.83D y consecuentemente su positividad favorece mas que se trate de un
brote agudo en la evolucion de la hepatitis crénica “*'*0. Estos métodos ademas contribuyen
a tipificar hepatitis crénica cuando los marcadores séficos del virus B son negativos o
Unicamente hay positividlad para algin anticuerpo antiantigeno del VHB

(2,60,98,325,362,389.427. 481489 Dygg de nuestros 19 enfermos con serologia positiva sélo para
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anticuerpos han mostrado a nivel tisular antigeno de superficie, ocho antigeno del core y uno
ambos marcadores, por 1o que, en estos casos, se podia afirmar que su patologia era debida

al virus de la hepatitis B.

En la mayoria de los casos que desde el punto de vista seroldgico se encuentran en fase de
replicacion viral activa, se puede detectar HBcAg en los hepatocitos; incluso en situaciones
de ausencia de HBeAg sérico puede encontrarse antigeno core en el tejido hepético, por lo
que se piensa que es un marcador mas sensible y espectfico que el HBeAg y mas similar al
DNA-VHB ©18228314329) También el HBcAg tisular se ha hallado en enfermos con serologia
positiva para AntiHBe y en éstos podria ser la causa de un nivel bajo de replicacién virica
{fase de "replicacién minima") con persistencia del dafio hepatocelular @%°%%** Nuyestros

datos apoyan esta correlacién: el HBcAg tisular se ha detectado en las biopsias de 15 de los
17 de enfermos HBeAg sérico positivo, asi como en las de 3 casos seroldgicamente negativos
para el sistema antigénico "e¢" y en los especimenes hepdticos de 2 pacientes con serologia

positiva para el anticuerpo AntiHBe desde el inicio del estudio.

Nuestros resultados, por tanto, apoyan la idea general de que la biopsia hepatica es un
método diagnostico 1til en la hepatitis cronica, y en este estudio concretamente en la hepatitis
asociada al VHB, no sélo para precisar cuali y cuantitativamente el dafio morfoldgico
existente y sus implicaciones pronoésticas en la evolucidn de la misma tanto en los casos con
alteraciones bioguimicas como en aqueilos que ni la clinica ni las pruebas de funcion hepética
presuponen un deterioro hepatocelular ©2123:175.403.406,412.425.476.487.493) ' ¢ino también para definir
la etiologia y y el estado de replicacion viral,en especial en los casos en que el examen

serologico de los marcadores viricos no ayuda en su clarificacién @7, La biopsia es
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imprescindible para un diagndstico exacto que a su vez es ineludible para seleccionar los

pacientes que se beneficiardn de un tratamiento “*.

La biopsia es ademds de gran utilidad en los estudios morfométricos que demuestran que [os
hepatocitos y sus nicleos tienen variaciones de tamafio, no solo debido a causas extrinsecas
{(drogas, desequilibrios nutricionales, diabetes ...) sino que también ocurren de forma

fisiolégica en relacién con la edad 338403423450

Los trabajos llevados a cabo para valorar la influencia del VHB en los hepatocitos portadores
del mismo, asi como en los cambios hepatocitarios relacionados con el desarrollo de lesiones
neoplasicas, han demostrado resuitados coincidentes en la consideracidn del virus B como
uno de los factores responsables de las alteraciones consideradas preneoplasicas (hipertrofia,
hiperplasia y displasia) ya que se objetiva una relacion nicleo/citoplasma mayor en estos
hepatocitos que en aquellos sin marcadores virales; se estima que se deberia a la presencia
en el micleo de DNA viral en forma integrada “°?. En cambio no hay uniformidad con
respecto a si el hepatocito y su nicleo muestran modificacion de su tamafio por el simple

hecho de ser portador de virus B @138,

Nuestros hallazgos son més similares a los de las series que no objetivan cambios relevantes

entre los hepatocitos con o sin virus de la hepatitis B.

La historia natural de la infeccién asociada al virus B puede ser modificada, entre otros
factores, por el estado de replicacion viral del VHB; es decir, la evolucién de la enfermedad

parece encontrarse en relacién con el sistemna antigénico "e" e incluso, a veces tambien, con
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la coexistencia en el suero y/o en el tejido hepdtico del DNA del virus B asi como del
antigeno core a nivel hepatocitario "#1%3°1:413: en general, la presencia del HBeAg sérico se
suele asociar a una situacion de replicacidn viral activa con actividad inflamatoria hepatica
(tanto HCP como HCA y cirrosis) e hipertransaminasemia persistente; mientras que la
determinacion en suero de su anticuerpo estd mas implicada en un estado no replicativo del
VHB vy en la mejoria analitica e histolégica, o por lo menos en la no progresién, de la

enfermedad hepatica.

A pesar de esta idea general expresada en los diferentes estudios, existen divergencias sobre
la influencia de este sistema antigénico viral en el curso evolutivo del dafio hepatocelular de
la infecciéon B, ya que el prondstico cuando se detecta el anticuerpo AntiHBe sérico

dependera del grado de lesion hepética existente antes de la seroconversion.

Algunos trabajos que tratan sobre el sistema antigénico "e" sugieren que el desarrollo de la
seroconversion se iniciaria antes si se encontrasen uno o varios de los siguientes factores:
desde el punto de vista clinico-analitico serian la edad (los jovenes aclaran el HBeAg mas
tardfamente) 7' hepatitis aguda previa ©¥| las exacerbaciones agudas durante la fase en
que el HBeAg sérico es positivo **”, valores de transaminasas altos ©**% negativizacion o
niveles bajos de DNA viral 17#*% y titulos altos de AntiHBc tipo [gM ®**® _ Con respecto
a las lesiones histoldgicas se ha considerado el dafio necroinflamario lobulillar o periportal
de actividad intensa ©*1112623823%4.435 v cyantitativamente indices de actividad histologica
elevados y un grado alto de fibrosis ®*¥. También el anilisis etioldgico definido por la
inmunohistoquimica da aportaciones como la distribucién focal del antigeno core expresado

en los citoplasmas de los hepatocitos (10%757383.394.:432)
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En el periodo en el que se va a desarrollar [a seroconversion puede observarse, en ocasiones,
una exacerbacion aguda de la enfermedad con elevacion de las transaminasas y una lesion
hepdtica activa similar a una hepatitis aguda, asi como disminucion de la presencia del

HBcAg en los hepatocitos (#3262:264410.438)

En nuestro estudio los enfermos con HBeAg sérico han presentado valores bioquimicos
(GPT) altos, y con respecto al diagndstico histolégico cualitativo se han observado lesiones
de HCP, hepatitis crénica "borderiine” y HCA con diferentes grados de actividad
inflamatoria. Las alteraciones analiticas ¢ histologicas se han mantenido en todos aquellos
casos que al final del seguimiento han permanecido con HBeAg sérico positivo, incluso en
4 pacientes la biopsia de control puso de manifiesto un deterioro morfolégico. Estos

hallazgos coinciden con lo comentado en la literatura ¢43133.20%.211.271,320.363,391)

Los casos con seroconversion completa (AntiHBe sérico positivo) 0 en vias de alcanzarla
(negatividad para ambos marcadores virales) han mostrado disminucién de los valores
analiticos con tendencia a la normalizacidn bioquimica. La transicién hacia la positividad
AntiHBe se ha realizado, excepto en dos casos, en enfermos con hepatitis crénica con
actividad inflamatoria minima o moderada, y s6lo 5 casos han mostrado cambios
morfolégicos tras ella, siendo de mejoria en dos de ellos; y en la valoracién semicuantitativa
de sus biopsias también se ha observado disminucién de los indices totales de actividad
histologica asi como de los de necrosis erosiva e inflamacién portal. La evolucién clinico-
bioquimica e histoldgica ha sido similar a lo expresado en otras series ©3:15%:209.211,271,520),
aunque en algunas la seroconversion era mas frecuente en los casos con estudios bidpsicos

de HCA y/o cirrosis 2336,
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La seroconversion completa o el inicio de ella (49% de los pacientes) ha tenido lugar entre
los 2 v los 5 afios de seguimiento, siendo mas corto en aquellos en que al inicio del estudio
se encontraban ya en la transicién de la misma. Este periodo de tiempo es concordante con
el demostrado en otros trabajos y en el cual es comin objetivar la seroconversion de HBeAg

a AntiHBe 22220263,

La presencia de HBeAg sérico puede persistir durante un tiempo largo e incluso, a veces,
toda la vida ®*. Por esta razdn, no es infrecuente observar enfermos HBeAg positivos con
un dafio hepatico tipo HCA (con diferentes grados de actividad inflamatoria) asi como una
progresion a cirrosis **3%%487 En nuestra serie 5 casos ya presentaban HCA desde el inicio
del estudio y uno la habia desarrollado cuando éste finalizo.

Esta persistencia del antigeno "e” motiva que, en ocasiones, la seroconversién sea tardia y
consecuentemente, estos pacientes con una lesién hepatocelular activa del tipo morfolégico
antes referido podrén revelar una asociaciéon con AntiHBe sérico positivo, a pesar de que,
generalmente y como hemos comentado este anticuerpo suele estar relacionado con hepatitis
crénica de actividad inflamatoria minima o moderada. Esto queda, también, reflejado en
nuestro trabajo en donde dos pacientes seroconvirtieron siendo su dafio hepatocelular previo
una HCA con puentes de fibrosis; y lo mismo podria ocurrir en tres enfermos que se
encuentran en la fase de transicion hacia la seroconversion AntiHBe, como en los 5 que

siguen HBeAg positivo en suero tras el seguimiento realizado.

Ademas, ésta seria una de las posibles explicaciones en nuestros 7 casos con positividad

sérica para el AntiHBe desde el inicio del estudio, ya que sus biopsias han puesto de
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manifiesto HCA y al no conocerse el momento de la seroconversién no se ha podido saber
cuando se produjo dicho dafio hepético. Lo que si se ha objetivado en la mayoria de ellos,
y como ya hemos comentado en los enfermos que han seroconvertido, es una tendencia a la

normalizacién de la actividad bioquimica y a la no progresion de la lesion histoldgica.

La observacion de pacientes que, a pesar de la seroconversion con aparicion de AntiHBe en
suero o con éste ya inicialmente existente a nivel sérico, mantenian todavia una actividad de
su enfermedad hepética crdnica hizo que se conociera que no siempre la presencia de este
anticuerpo implica cese de la replicacion del virus B; estos enfermos seguian teniendo otros
marcadores virales de replicacion como el DNA-VHB o el HBcAg tisular. Dicha actividad
de la infeccion B, no siempre se debe a una continuidad de la replicacion virica del VHB,
también pudiera ser motivada por otras causas como la sobreinfeccion viral y, entre ellas,

la de mayor frecuencia es la infeccidn delta como comentaremos a continuacién

(10,36,50,63,107,151,153,200,273,291)

En nuestro estudio, esta situacion fué observada en cinco casos y en uno de ellos el factor
causal habia sido una sobreinfeccion delta y en otros dos se demostréd la presencia de
antigeno core en los especimenes hepaticos. También, tres enfermos se han mantenido con
una actividad bioquimica alta, en dos de ellos se ha detectado el HBcAg en la biopsia

hepatica y en el otro habia positividad sérica para anticuerpos Antidelta.

Concluyendo, hemos observado que la presencia del HBeAg en suero implica una
enfermedad hepatica activa mientras que la deteccion del anticuerpo AntiHBe supone una

tendencia a la normalizacién bioquimica de la infeccién viral y con respecto al dafio hepatico,
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también se ha objetivado una disminucién o estabilizacién de la actividad inflamatoria que,
a su vez, depende de la lesién hepatocelular previa al desarrollo de la seroconversion, y
siempre teniendo en cuenta las causas que impiden considerar completamente la presencia
del anticuerpo AntiHBe como un marcador prondstico favorable en el curso de la infeccidn

asociada al VHEB.

Otro factor que modula la historia natural de la hepatitis cronica B es la sobreinfeccion viral.
Entre los virus que pueden originarla se encuentra el agente delta 6 VHD “*®, En Espana,
la infeccion delta ha sido demostrada desde 1976 ”; aunque en una serie sueca un enfermo
presentaba el antecedente de transfusion de sangre realizada en 1973 en Espaiia, lo cual hace

pensar que en nuestro pais dicha infeccion pudiera estar algunos afios antes ©*%,

En diversos trabajos de investigadores espafioles, la prevalencia de infeccion delta se estima
en menos del 10%, y entre un 30 a un 50%, si se tiene en cuenta 1a poblacion drogadicta,
ya que ésta representa uno de los grupos de riesgo altamente susceptible de contraer dicha
infeccion ®471°2%3 Nuyestros datos son muy similares: seis de los 54 pacientes examinados
han presentado marcadores delta, por tanto la prevalencia es del 11% vy, si excluimos dos

pacientes toxicomanos, seria de un 7,4%.

l.a hepatitis delta muestra una clinica similar a la de cualquier hepatitis asociada a virus,
como puede ser la infeccién por el virus de la hepatitis B %) En cambio, analiticamente
se caracteriza por unas alteraciones bioquimicas de cifras mds elevadas que las observadas

B (30,31,149,269,277,337,385,393).

en la hepatitis ; aunque hay alguna serie en la que no se han

encontrado diferencias entre los valores séricos de transaminasas de pacientes con infeccién
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delta y los que no tienen marcadores de virus delta ®°*'®. Los rasgos clinico-bioquimicos de
los 6 pacientes de nuestra casuistica concuerdan con Jo descrito, mayoritariamente, en la

literatura,

El antecedente de hepatitis aguda ha sido objetivado en una proporcidén mayor que en el resto
de los enfermos, pero es desconocido el momento en que ha sido desarrollada. Este hallazgo

también se ha constatado en estudios clinicos sobre infeccion delta ©°-14%:180.277.316.377.393)

Con respecto a la influencia del virus de la hepatitis delta en los marcadores del virus B y
sobre lo que ya hemos comentado previamente, no existe una opinién uniforme: hay trabajos
cuyos resultados apoyan una disminucidn de la replicacidn virica B, e incluso, a veces, con
aclaramiento de los antigenos del virus de la hepatitis B 0 una probable asociacion entre el

virus delta y la infeccion B inactiva ©8%100,149.188.:201,247,.271.300.212,377, 383420 eny cambio, en otros

GO62EL459 Bl examen

se aprecia una coexistencia de los marcadores de ambos virus
serologico de nuestros enfermos se encuentra mas en consonancia con los de los estudios que
sugieren una cierta accion supresora del virus delta sobre la replicacion viral B como con los
que indican que la infeccién delta podria haberse desarrollado sobre casos de hepatitis
asociada al virus B en fase no replicativa, ya que en ninguno de los pacientes se detectd
DNA-VHB y en cuatro de ellos habia positividad para el AntiHBe sérico (en tres la
seroconversion HBeAg-AntiHBe fué anterior a la determinacion sérica positiva de los Ac
antidelta). En este perfil serolégico, el cual es indicativo de una infeccién B sin replicacion
viral, también hemos hallado la presencia de las proteinas pre S, Un hallazgo que apoya lo

ya expuesto en otras series de la literatura, las cuales comentan la no supresion de los

polipéptidos codificados por la regidn pre S (relacionados con la envoltura externa del virus
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B) por parte del virus de la hepatitis delta @45,

En la hepatitis crénica B, la deteccidn del virus delta se relaciona con un peor prondstico:
en nuestros 6 casos, 5 revelaban histolégicamente una HCA, y el otro una hepatitis crénica
"borderline”. En el control bidpsico, se aprecié un deterioro en 4 de ellos, y un curso

estacionario en el resto. Estos datos son parecidos a los obtenidos en diversos estudios

(30,31,62,90,149, 186,277,337 377,385,393)

Lesiones microscopicas como puentes de necrosis y puentes de fibrosis {expresion de un daiio
hepdtico importante) son evidenciadas mds frecuentemente en biopsias de portadores crénicos
con infeccién delta que sin ella ©269:231.233.260.377.395.482) Tyjchas lesiones también existian en los

especimenes hepaticos de la mayoria de nuestros pacientes.

El diagndstico histoldgico cuantitativo confirmo lo ya demostrado cualitativamente: tanto el
IAH global como los valores correspondientes a cada pardmetro evaluado (especialmente el
de la necrosis y degeneracion lobulillar) eran superiores a los apreciados en las muestras
hepaticas de los portadores B sin infeccidn delta. Resultados que coinciden con los
expresados en otros trabajos donde se realizan valoraciones semicuantitativas de las lesiones

hepéticas 90,231,253,277,385)

Ademds, y al igual que se observd en las biopsias de los enfermos sélo con infeccidén por
VHB, en las de estos pacientes ocurria algo similar al hacer el diagndstico cuantitativo con
el Indice de Knodell 7 es decir, al valorar conjuntamente la fibrosis con los otros dos

parametros, no ha resultado como el indicador mas idéneo del deterioro hepatico: asi, en la



178

toma bidpsica que mostraba una cirrosis como evolucidon de una HCA con puentes de
fibrosis, su IAH global era inferior al de las otras biopsias de control, las cuales todavia no
habian progresado a dicha distorsién arquitectural nodular. Por tanto, reiteramos el aconsejar
el uso del Indice de Scheuer también en la hepatitis B cuando es sobreinfectada por el virus

de la hepatitis delta “*¥; o bien, se puede utilizar el Indice que Lau et al efectdan en sus

k

estudios sobre la infeccion delta 33259,

En conclusion, el analisis histologico (cuali y cuantitativo) de estos 6 pacientes, y cuyos
resultados son muy similares a los trabajos citados, apoya que la infeccion por virus de la
hepatitis B, en la mayoria de los casos, suele conllevar un deterioro hepatocelular peor y, a

veces, mas rapido cuando es sobreinfectada por el virus delta,
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CONCLUSIONES

1. La hepatitis crénica B es una enfermedad de personas jovenes, predominantemente varones

y clinicamente asintomiticos o con una sintomatologia banal e inespecifica.

2. Los estudios bioquimicos de funcién hepatica muestran alteraciones, siendo la
hipertransaminasemia mantenida la mds caracteristica de los pacientes con lesion hepatica,
estando en relacion directa los niveles de transaminasas con el grado histolégico de lesion.
El cociente GOT/GPT tiende a ser mdés elevado cuanto mayor es el deterioro hepatocelular,

en especial en estadios cirroticos.

3. La biopsia hepatica se confirma como el método mas eficaz para el diagnéstico de la
hepatitis crénica: permite realizar un estudio morfolégico cualitativo y cuantitativo asi como
un analisis etioloégico. Los cambios evolutivos histoldgicos empiezan a observarse a partir de
los 3 afios de seguimiento. Por lo tanto el control bidpsico dentro de estos tres afos solo

estard indicado si se presentan modificaciones clinicobioquimicas relevantes.

4, Los indices de mayor importancia pronostica son los que valoran la actividad
necroticointflamatoria. La fibrosis debe estudiarse como un parametro independiente ya que
es secundaria a la inflamacién e indica el grado de deterioro arquitectural al que ha llegado

el tejido hepdtico y no el nivel de actividad de la enfermedad en el momento de la biopsia.

5. Los marcadores virales B séricos no influyen en el dafio morfoldgico hepdtico aunque es
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importante la deteccion de los relacionados con replicacidn viral ya que éstos podrian

explicar cambios gue ocurren en la historia natural de la hepatitis cronica B.

6. La histo e inmunohistoquimica confirman la presencia del virus de la hepatitis B en el
tejido hepdtico y ademds permiten atribuir esta etiologfa a hepatitis crénicas en enfermos que,
en suero, o no tienen marcadores virales o so6lo tienen anticuerpos. También son
fundamentales en el diagndstico diferencial entre hepatitis agudas y exacerbaciones agudas

de una hepatits crénica.

7. La deteccidn tisular de HBcAg explica el deterioro hepdtico en pacientes con serologia

positiva para AntiHBe.

8. No se han detectado diferencias clinicas, bioquimicas ni histoldgicas entre los enfermos

con HBsAg sérico y los que iinicamente presentan anticuerpos antiantigenos del VHB.

9. La sobreinfeccién por virus de la hepatitis delta empeora ¢l pronostico y por ello es
necesario el estudio seroldgico pertinente sobre todo en pacientes de alto riesgo, como son

en nuestro medio, los adictos a drogas por via intravenosa.

10. La deteccion de HBsAg en suero y en tejido da lugar a modificaciones morfométricas,
disminuyendo la razén nicleo/citopldsmica, en relacidn con pacientes con negatividad sérica
y tisular. Sin embargo dentro de una misma biopsia no se han detectado diferencias
signtficativas entre hepatocitos HBsAg positivos y negativos. Las alteractones morfométricas

no se han demostrado relacionadas con el tipo morfolégico de hepatitis crénica.
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FIGURAS



Figura 1.
Cambios minimos. Espacio porta con infiltrado inflamatorio leve. H.E. x

400.

Figura 2.

Biopsia de control a los 34 meses. Histologia similar. H.E. x 100.
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Figura 3.
Hepatitis cronica persistente. Espacio porta con infiltrado inflamatorio

moderado. Lobulillo hepatocitario con algin foco linfocitico. H.E. x 100.

Figura 4.

Biopsia de control a los 27 meses. Histologia similar. H.E. x 100.






Figura 5.
Hepatitis crénica "borderline™. Espacio porta con infiltrado inflamatorio
moderado y necrosis erosiva leve. Lobulillo hepatico con lesion

necroinflamatoria. H.E. x 100.

Figura 6.
Biopsia de control a los 22 meses. Hepatitis cronica activa. Espacio porta
con infiltrado inflamatorio mas intenso y necrosis erosiva intensa. Lobulillo

hepdtico con focos linfociticos y necrosis hepatocelular. H.E, x 100.



- Ta TR YU
o f. h . .
. ) &
%, ..w.

[ ]




Figura 7.

Hepatitis cronica activa con puentes fibrosos portoportales con rotura de la

limitante. H.E. x 400.

Figura 8.

Biopsia de control a los 22 meses. Cirrosis activa. H.E. x 100.
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Figura 9.
Hepatitis crénica activa con puentes de reticulina portoportales. Wilder

Reticulina x 100.

Figura 10.
Biopsia de control a los 12 meses, tras tratamiento con antivirales. Hepatitis

crdnica persistente con necrosis erosiva leve. Wilder Reticulina x 400.






Figura 11.

Hepatitis cronica activa con puente de necrosis. Lobulillo hepatocitario con

lesidon necroinflamatoria. H.E. x 100.

Figura 12.

Biopsia de control a los 9 meses. Histologia similar. Detalle de la lesion

iobulillar. H.E. x 400.
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Figura 13.

HBsAg tisular. Tincidn de tipo difuso y distribucién en forma aislada.

Inmunoperoxidasa x 400.

Figura 14.

HBsAg tisular. Tincién de tipo difuso y de tipo globular. Distribucién en

grupo. Inmunoperoxidasa x 400.






Figura 185,

HBcAg tisular. Tincién nuclear. Inmunoperoxidasa x 400.

Figura 16.

HBcAg tisular. Tincién nuclear y citopldsmica. Inmunoperoxidasa x 400.






Figura 17.

HDAg tisular. Positividad nuclear. Inmunofluorescencia x 400,






Figura 18.

Hepatocitos esmerilados (expresion Optica de la presencia de HBsAg). H.E.

x400.

Figura 19.

HBsAg tisular. Tincién difusa. Técnica de Masson x 400.






Figura 20.

HBsAg tisular. Tincién difusa y marginal. Técnica de Shikata x 400.
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