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ABREVIATURAS

ALT= Alaninoaminotransterasa

Anti—HBs= Anticuerpo anti—antígeno de superficie del virus

de la hepatitis B.

Anti—HBc= Anticuerpo anti—antigeno core del virus de la

hepatitis D.

Anti—HBe= Anticuerpo anti—antígeno “e” del virus de la

hepatitis E.

Anti—HD= Anticuerpo anti-antígeno delta.

Anti—VBC= Anticuerpo anti virus de la hepatitis O.

ATG= Globulina antitimocítica.

Bil= Dilirrubina total.

DAP= Diagnóstico anatomopatológico.

EIA= Enzimoinmunoanálisis.

FA= Fosfatasa alcalina.

HBsAg= Antígeno de superficie del virus de la hepatitis E.

HBcAg= Antígeno core del virus de la hepatitis B.

HBeAg= Antígeno “e” del virus de la hepatitis E.

HDAg= Antígeno delta.

RIA= Radioinmunoanálisis.

TxH= Trasplante hepático.

VHB= Virus de la hepatitis B.

VHD= Virus de la hepatitis Delta.

VHC= Virus de la hepatitis O.
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1. INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B <VHB).

La hepatitis B es una enfermedad de difusión mundial y

de gran repercusión sociosanitaria por ser la causa más

frecuente de enfermedad hepática del mundo (216). Actualmente

se calcula que existen en el mundo más de 300 millones de

personas portadoras del virus de la hepatitis E (VElB) y que

2 millones de ellas fallecen cada año a consecuencia de las

complicaciones de la enfermedad (216, 259>

Desde el descubrimiento del antígeno Australia por Blum—

berg y col, en 1965 (16) hasta nuestros días, la aplicación

clínica de los conocimientos adquiridos respecto a La estruc-

tura viral, la expresión sérica e inmunohistoquimica de sus

marcadores de infección y los cuadros histopatológicos que

produce han permitido perfilar la metodología diagnóstica de

la infección, conocer su evolución y patogenia y establecer

medidas terapéuticas y profilácticas contra la misma.

I.A. ESTRUCTURADEL VHD E INTERACCION CON EL HEPATOCITO

.

El VElE es un virus ADN hepatotropo o hepadnavirus (201).

La forma completa del virus o partícula DANE (44) tiene un

diámetro aproximado de 42 nm y está constituido por una cu-

bierta externa glicolipoproteica que contiene el ElDsAg <200)

y una envoltura interna o nucleocápside que expresa los otros

dos antígenos virales, el HBeAg (4) y el ElDcAg (233). En el

interior de la nucleocápside se encuentran el genoma viral

(199) (ADN circular de doble cadena incompleta) unido coya—

lentemente a un polipéptido (76), la ADN polimerasa (112) y
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la protein—quinasa (2>.

En el interior del hepatocito, el VHD puede encontrarse

de dos formas distintas, frecuentemente exclusivas (73, 215)

a) Forma libre replicativa o episomal o extracromosómica: Es

la forma infectiva, caracterizada por la libre replicación

del virus con completa transcripción del genoma viral y

producción de viriones infecciosos intactos, ADNpolimerasa,

HBeAg, HBcAg y ElDsAg; b> Forma integrada o cromosómica: En

esta forma de interacción de caracter no infectivo el ADN

viral se integra al propio genoma hepatocitario y existe

solamente síntesis de ElBsAg.

I.B. MARCADORESDEL VHB

.

I.B.l. MARCADORESSEROLOGICOS

Los principales marcadores séricos del VHB corresponden

a la mayoría de los antígenos virales y sus respectivos anti-

cuerpos (detectables por técnicas comerciales de radioinmu—

noanálisis [RíA] o enzimoinmunoanálisis [EIA]) y al ADN viral

(detectable por técnica de hibridación molecular [13, 247]

o por reacción en cadena de la polimerasa o PCR [113]).

El significado virológico de seropositividad de cada uno

de los distintos marcadores es el siguiente:

• HBsAg: Indica infección actual por el VElB. El HDsAg por si

mismo no es infectivo ni patógeno, correspondiendo únicamente

a la cubierta externa viral vacía del virus (200, 237>

• Anti-HBs: Indica curación e inmunidad contra el VElB y

aparece en suero cuando el HDsAg se negativiza, permaneciendo

positivo durante años <117).
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HBeAg: Marcador indicativo de replicación activa del VHB

(51, 63).

Anti-.HBe: La seroconversión a anti—HDe que sigue a la

pérdida de expresión serológica de HBeAg habitualmente indica

relativa baja infectividad (216). Este marcador persiste

positivo en el suero uno o varios años después de la curación

de la infección viral (118>.

Anti—HBc: Indica que ha existido contacto con el VED,

siendo positivo en todos los sujetos con infección actual o

pasada por el virus (63>

Anti-HBc IgM: Indicativo de infección activa por el VHB y

considerado un buen marcador de respuesta inmunológica a la

replicación viral (9, 219) y actividad de la lesión morfoló-

gica hepática (9, 31, 218). El anti-HBc IgM se negativiza con

la curación de la infección, pero puede persistir positivo

de forma residual durante dos o más años después de una

infección aguda autolimitada (31, 75).

• ADN polimerasa: marcador indicativo de replicación viral

activa (51).

• ADN viral: El aislamiento del ADN del VED en el suero es

indicativo de replicación activa del virus (18, 86, 155).

I.B.2. MARCADORESTISULARES.

Los tres antígenos estructurales (HDsAg, HBcAg y HBeAg)

y el ADN del virus constituyen los marcadores de infección

del VBD en el tejido hepático, siendo el ElDsAg y el HDcAg los

más frecuentemente utilizados en el estudio de la infección

viral.
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La demostración tisular de los antígenos del VElB puede

realizarse mediante estudio inmunoultraestructural (104, 256)

o inmunohistológico con técnica de inmunofluorescencia (84,

181) o inmunohistoquimica (84, 105, 256). La distribución

intrahepatocitaria y significado virológico de cada antígeno

es:

• HBsAg: Se expresa solamente en el citoplasma y/o membrana

celular del hepatocito (104, 180). Se describen 5 patrones

básicos de tinción (100): a) Homogéneo (tinción que abarca

difusamente todo el citoplasma_ de tipo fuerte o débil según

la intensidad de la tinción [102]), b) globular (tinción

focal de morfología esférica que suele desplazar al núcleo

hepatocitario) , c) moteado (tinción focal ovoidea o irregular

generalmente múltiple) , d) marginal o submembranoso (tinción

en forma de banda homogénea debajo de la membrana celular)

y e) membranoso (tinción limitada a la membrana del hepatoci—

to) . Aunque el HDsAg no constituye en sí mismo un marcador

indicativo del estado virológico, en los pacientes crónica-

mente infectados por el virus el patrón de tinción de tipo

submembranoso se describe asociado al estado no replicativo

del VElB (102) el homogéneo <84, 102, 103) y membranoso (35,

102, 104) a replicación viral activa.

HBcAg: Se puede expresar tanto en el núcleo como en el

citoplasma del hepatocito (104, 180, 256). La localización

nuclear es indicativa de actividad replicativa viral (71,

101, 102, 154, 179) y la citoplasmática se asocia a signos

histológicos de actividad necroinflamatoria <35, 71, 101,

103, 104) en la infección crónica por el VHB.
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En la expresión tisular de ElBsAg y HDcAg se han descrito

distintos tipos de combinación de patrones, siendo general-

mente un punto en común la relación inversamente proporcional

que existe entre ambos <extensa expresión de HBsAg cuando el

HBcAg es escaso y tinción focal del primero cuando el ElDcAg

es difuso) (14, 35, 154, 180, 234).

• HBeAg: La distribución topográfica de este antígeno es

similar a la del HDcAg, pudiendo localizarse tanto en el

núcleo como en el citoplasma del hepatocito (154).

La demostración tisular del ADN viral puede realizarse

mediante técnica de PCR (32, 122) o de hibridación molecular

“in situ” (81, 82), permitiendo esta última técnica estable-

cer si éste se encuentra de forma libre o integrado al genoma

celular cuando se realiza sobre material congelado (22)

En relación a su utilidad en el estudio y diagnóstico

de la infección viral, los distintos marcadores del VElE se

pueden clasificar en:

— Marcadores diagnósticos de infección: HDsAg <sérico y tisu—

lar) y Anti-ElBcIgM.

— Marcadores de replicación viral activa: HBeAg y ADN séricos

y HBcAg tisular, siendo los más sensibles para determinaría

el ADN sérico y el HBcAg en tejido (80, 86, 155>.

- Marcadores de inmunidad: Anti-HBs y Anti-HBc.
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I.C. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR EL VElD

.

El curso evolutivo que sigue a la primoinfección por el

VHD <caracterizada por instauración de actividad replicativa

viral seguida de cuadro clínico o subclínico de hepatitis

aguda [216] con nula o mínima expresión antigénica tisular

[73, 74, 168, 225]) puede ser (95):

Curacián, definida como normalidad clínica y morfológica,

pérdida de todos los marcadores de infección activa y apari-

ción sérica del anti—HDs antes de los 6 meses de seguimiento

(63) . Esta es la evolución más frecuente en la población

adulta inmunocompetente, aconteciendo aproximadamente en el

90% de los casos.

Instauración de hepatitis acuda fulminante B, cifrada en

torno al 1% de los casos clínicos. Las principales caracte-

rísticas del curso fulminante son a) la instauración de

necrosis hepática masiva del hígado (58, 108), b) precoz

clarificación de los marcadores de replicación viral <en los

casos en que ésta está presente, el ElBeAg es generalmente el

único marcador positivo [24]) y del ElBsAg sérico (24, 77,

239), c) temprana síntesis de Anti-HBs, Anti—HBe y, muy

especialmente, de altos títulos de Anti—HBcIgM (77, 239) y

d) frecuente ausencia de antígenos virales en el hígado (10,

73, 225).

• Desarrollo de infección crónica por el VBB, cifrada en

aproximadamente el 10% de los casos y determinada por la

persistencia serológica del HBsAg durante más de 6 meses,

casi siempre de forma permanente. Este estado de portador

crónico de ElBsAg cursa habitualmente (70—90% de los casos)
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con mínima o ausente lesión morfológica hepática (situación

denominada estado de portador crónico “sano” del virus) y

solamente en un 10—30%de los casos produce hepatitis crónica

activa con progresión a la cirrosis. En la historia natural

de la infección crónica por el VMDse han establecido 3 fases

evolutivas distintas (34, 101):

—Fase inicial con alta actividad replicativa y tolerancia

inmunológica, caracterizada por presencia en el suero de

altos títulos de ADN y de ElDeAg, generalizada expresión de

HDcAg nuclear en el tejido hepático y leve o nula lesión

morfológica hepática. Este período tiene una duración muy

prolongada, durando generalmente varios años, con un limite

de años habitualmente comprendido entre 1 y 10 (49).

—Fase intermedia con baja actividad replicativa y respuesta

inmune, caracterizada por bajos títulos de ADN sérico,

frecuente seroconversión a anti—HDe, expresión sólo focal de

ElDcAg nuclear y aparición de relevante actividad necroinfla—

matoria en el hígado (hepatitis crónica activa). Su duración

es más corta que el de la primera fase, abarcando desde

varias semanas a uno o dos años (49)

—Fase final no replicativa, en la que el ADN viral se suele

integrar al genoma del hepatocito, existiendo negatividad de

los 3 marcadores de replicación viral y ausencia de actividad

histológica (espectro bipolar de la infección por el ‘SIHB:

hígado normal o con leves alteraciones vs. cirrosis inactiva,

hepatocarcinoma>
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1 .D. INMUNOPATOGENIA

.

En el estudio de la hepatitis B del hígado no trasplan-

tado, a pesar de que los mecanismos responsables de la lesión

morfológica hepática todavía no están completamente estable-

cidos (259> , actualmente se acepta que ésta no depende de la

acción citotóxica directa del virus sobre la célula (73, 144,

145, 243) sino del ataque inmune de los linfocitos contra los

hepatocitos que albergan este virus (73, 144, 145, 242, 243)

Entre las principales razones que justifican este principio

están:

1~) La relación inversamente Droporcional existente entre

lesión hepatocelular y nivel de replicación viral o de antí-ET
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genos en tejido, observada tanto en a) la infección aguda

viral en donde, especialmente en su forma fulminante, la

severa necrosis hepatocelular acontece coincidiendo con la

disminución o cese de la replicación viral (23, 77, 239> y

ausencia o sólo escasa expresión antigénica tisular (10, 73,

225), como en b) la infección crónica del virus en donde el

grado de actividad necroinflamatoria es inversamente propor-

cional con la cantidad tisular de ElBsAa (los mayores acúmulos

de este antígeno se observan en portadores “sanos” del virus

[95, 159, 180, 234]> y con el nivel de renlicación viral <ya

que, aunque para el establecimiento y progresión de la lesión

hepatitica es necesario que exista persistencia de actividad

replicativa [34, 73, 86, 101] su agresividad histológica no

acontece paralelamente con altos niveles de replicación viral

—1~ fase— sino coincidiendo con el descenso a un bajo nivel

de infectividad —2~ fase— [34, 35, 71, 80, 101, 144, 154]).
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2~) La nula o mínima lesión degenerativa en los hepatocitos

infectados por el virus (73) al estudio óptico y ultraestruc—

tural.

39> La yuxtaposición morfológica existente entre necrosis

hepatocelular e infiltrado inflamatorio mononuclear a nivel

del lobulillo hepático (146>.

49) La relación directa entre recuperación de la competencia

ininunolópica y desarrollo de severa hepatitis: En pacientes

portadores crónicos del VMDsometidos a tratamiento inmunosu—

presor o quimioterápico se describe <15, 88, 93, 236) posible

instauración de hepatitis aguda fulminante cuando el paciente

recupera su competencia inmune por brusca interrupción del

tratamiento.

1. E. INMUNOPROFILAXIS

.

Existen dos tipos de inmunoprofilaxis contra la hepati-

tis D, que pueden administrarse de forma aislada o en combi-

nación:

— Inmunoprofilaxis activa: basada en la administración de

vacunas especificas contra el VMD (tanto derivadas del plasma

humano como de tipo recombinante [141]> que producen protec-

ción duradera contra la infección mediante la inducción de

síntesis de anticuerpos dirigidos contra el ElBsAg (anti—ElDs).

Aunque la respuesta individual a la vacuna es muy variable,

para la adecuada protección antiviral son necesarios niveles

séricos de anti—HBs superiores a 100 mUí/ml <207).

— Inmunoprofilaxis pasiva: basada en la administración de

inmunoglobulinas standar <IG Standar) o hiperinmunes especí-
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ficas anti—ElDs (IGED) que producen una protección transitoria

(de 20—30 días aproximadamente) contra la infección viral.

I.F. TERAPEUTICA ANTIVIRAL

.

La administración de tratamiento antiviral se utiliza

en pacientes crónicamente infectados por el VHB que muestran

signos de actividad replicativa del virus, con el objetivo

de inhibir la replicación y, a ser posible, erradicar el VHB

del organismo (49).

Entre los fármacos antivirales utilizados destacan:

• Alfa—Interferon, proteína producida por los linfocitos B

y monocitos de doble acción: antiviral (inhibiendo la

replicación del virus) e inmunorreguladora (estimulando la

respuesta inmune del huésped) (49). En la actualidad, es el

fármaco que ha conseguido mejores resultados en el tratamien-

to de la hepatitis crónica B (57), habiéndose impuesto a las

anteriores terapias antivirales utilizadas (Arabinósido de

Adenina [94] y aciclovir [3]). Aunque su efectividad no ha

sido demostrada de forma definitiva y concluyente, su

administración prolongada <superior a un mes) consigue

negativización de los marcadores serológicos de replicación

viral con seroconversiones estables a anti—HDe y remisión

clínica e histológica de la enfermedad en un 30—50% de los

casos (47, 96) . El efecto del alfa—interferon sobre la

replicación viral en el tejido hepático es poco conocida,

habiéndosedescrito (126) persistencia de la infectividad en

tej ido post—tratamiento.



INTRODUCCION - 12

Foscarnet, conocido también como trisodium fosfonoformato,

es un nuevo agente antiviral que inhibe selectivamente un

número determinado de polimerasas virales (la ADN polimerasa

del VHD entre ellas [7]) y que es utilizado especialmente en

el tratamiento de la infección por citomegalovirus (8). Su

uso terapéutico en la infección crónica por el VED todavía

es escaso, si bien los resultados obtenidos hasta el momento

han sido poco alentadores por el efecto sólo parcial y

transitorio que el tratamiento ha producido en la inhibición

de la replicación del virus (7).

I.G. EFECTODE LA INMUNOSIJPRESION NO RELACIONADACON EL TxH

.

Cuando un paciente desarrolla una infección aguda por

el VHB o es portador crónico del virus, la evolución natural

de la infección viral sufre modificaciones si éste es

sometido a un prolongado estado de inmunosupresión como un

trasplante renal (50, 62, 89, 106, 163, 164), administración

continuada de quimioterapia (73) o de fármacos inmunosupreso—

res (205, 214) o instauración de infección por HIV (144). Los

efectos de la inmunosupresión sobre la infección por el VHB

son a nivel:

— virológico, produciendo un marcado incremento de la repli—

cación viral que se manifiesta tanto a nivel serológico con

aparición de altos títulos de ADN-VHD y HDeAg en suero (49,

62, 89, 106, 144, 205) como tisular con generalizado incre-

mento de HDcAg (73, 84, 144, 256, 257). Las consecuencias de

este aumento de infectividad son a) frecuente evolución a la

cronicidad con antigenemia mantenida si el cuadro desarrolla—
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do en estado de inmunosupresión es una primoinfección aguda

por el VHB (50, 62, 255) y b) reactivación y mantenimiento

de la replicación viral si el paciente es ya un portador

crónico del virus (50, 62, 89, 106, 205).

— Morfológico, efecto todavía poco definido en la actualidad,

existiendo amplia controversia en la literatura respecto a

si la inmunosupresión es beneficiosa o perjudicial para la

lesión hepatítica. Mientras varios estudios describen, bajo

este estado, frecuente ausencia o sólo leve actividad histo-

lógica hepática (18, 73, 84, 95, 144, 159, 204, 225>, otros

trabajos refieren, por el contrario, prevalente instauración

de severa y progresiva hepatopatía (49, 89, 106, 163, 164)

la cual, por otra parte, en pacientes con trasplante renal

se ha descrito que puede cursar con perfil bioquímico

prácticamente normal (89, 163, 164).
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II. INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS DELTA <VMD>.

La infección por el virus de la hepatitis Delta (VElD)

es menos frecuente que la del VHD. En la actualidad se estima

que existen en todo el mundo unos 15 millones de personas

crónicamente infectadas por este virus (197>

El VHD fué descubierto por Rizzetto en el año 1977

(188) . Desde su detección hasta el momento actual, todos los

estudios clínicos y epidemiológicos realizados en la pobla-

ción normal así como los trabajos experimentales efectuados

con animales han detectado infección por este virus solamente

en presencia de concomitante infección por el VHB <140, 173).

En consecuencia, el VHD es considerado un virus de caracter

“defectivo”, en el sentido de que necesita de la colaboración

del VElB para poder replicar y expresarse (110, 139, 140, 189,

190>

Sin embargo, hoy por hoy se desconoce con exactitud cual

es la naturaleza, extensión y grado de esta dependencia del

VHD para con el VHB (139).

II.A. ESTRUCTURAY REPLICACION

.

El VHD es un pequeño virus ARN hepatotropo cuyo único

reservorio conocido es el hígado, no habiéndose aislado hasta

el momento en ningún órgano extrahepático (19).

La partícula completa o virión tiene un diámetro aproxi-

mado de 38 nm y está constituida por una envoltura externa

que contiene el HDsAg del VElE, interiormente a la cual se

encuentran el genoma viral (una sola cadena circular de ARN)
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y el ElDAg, único antígeno estructural del virus (139).

A pesar de los progresivos avances realizados en el

conocimiento de la biología molecular del VElD, gran parte de

las características de su ciclo replicativo completo siguen

siendo una incógnita (19). El papel del ElDAg en dicho ciclo

está poco definido (139, 223) pero se acepta que el antígeno

está íntimamente relacionado con la replicación del genoma

viral (78, 119, 139). Respecto a la función que el VHB pueda

desempeñar en la replicación del VHD, aunque ésta está poco

establecida, parece que su papel podría limitarse al ensam-

blaje final del virión delta y a la entrada y salida del

virus del hepatocito (19, 139, 223).

II.B. MARCADORESDEL VElD

.

Los marcadores del VElD corresponden al ARN viral, al

HDAg (detectables ambos en suero y tejido) y a los anticuer-

pos séricos que la antigenicidad del ElDAg determina (56).

II.B.l. MARCADORESSEROLOGICOS.

La detección del ARN del VED en el suero se realiza

mediante técnica de hibridación molecular (222) y la del ElDAg

y sus anticuerpos mediante técnicas convencionales de EIA o

de RíA (56). El HDAg sérico también puede determinarse con

Western blot (inmunoblot) analisis (12)

El significado biológico de la seropositividad de dichos

marcadores virales es:

- RNA viral: su aislamiento en el suero indica replicación

activa del VHD <25, 26, 222).
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— HDAg: marcador indicativo también de replicación viral

activa <191). Su seropositividad se limita frecuentemente a

un breve período de la primoinfección viral cuando es detec-

tado con técnicas convencionales <56)

— Anti—HD: marcador indicativo de exposición al virus y posi-

tivo tanto en una infección actual como pasada (191, 240).

Su positividad después de la curación de la infección

solamente es transitoria <197)

— Anti—HD IgM: este marcador indica infección activa por el

VElD (110)

Elasta el momento actual no se ha detectado un anticuerpo

marcador de la existencia de inmunidad y proteccion contra

la infección por el VElD como existe en la del por el VHB

(anti—HBs) (197)

II.D.2. MARCADORESTISULARES.

La demostración intrahepática del ARN viral se realiza

mediante técnica de hibridación molecular “in situ” (156),

y la del ElDAg puede efectuarse mediante inmunofluorescencia

(188> o inmunohistoquimica (79, 232)

El HDAg tisular, marcador indicativo de replicación

viral activa (26, 41, 191, 156), puede localizarse tanto en

el núcleo como en el citoplasma del hepatocito, siendo la

localización más frecuente la nuclear <188, 191, 232>.

El ARN viral intrahepático es generalmente positivo a

nivel de los hepatocitos inmunoteñidos para HDAg (56).
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El diagnóstico de infección por el VMD se basa en la

detección directa del virus, estableciéndose cuando el HDAg

y/o el ARN viral son positivos en suero y/o en tejido (19).

Los marcadores más comunmente utilizados son el HDAg tisular

y el ARN sérico viral, existiendo generalmente buena correla-

ción entre ellos (26, 56). El aislamiento del ARN del VElD a

nivel del tejido hepático mediante técnica de hibridación

molecular “in situ” es complejo y de difícil realización y

no ha resultado ser más sensible que el estudio inmunohisto—

químico del HDAg tisular para la detección del virus (56).

Respecto a la determinación sérica de los dos anticuer-

pos (anti-HD y anti—ElD IgM>, si bien ambos son de gran utili-

dad en el diagnóstico de la infección viral (19), su informa-

ción sobre estado de la infección es solamente indirecta

(245) y ninguno resulta realmente válido para conocer el

curso de la misma (191).

II.C EISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR EL VElD Y SU RELA-ET
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CIaN CON EL VHD

.

El período de incubación del VElD en el hombre es poco

conocido y difícil de establecer (185). Los estudios experi-

mentales realizados con chimpancés refieren que en estos

animales oscila entre 4 y 20 semanas (185) , y que cuando se

efectúan inoculaciones seriadas del virus a los chimpancés

susceptibles el tiempo de incubación suele reducirse a 7—14

días (240)

En base a la referida dependencia del VHD para con el
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VHB, se conocen 2 tipos distintos de primoinfección (infec-

ción aguda) por el VHD <~7, 110, 191):

— Coinfección o infección simultánea de este virus y del VElB

en un paciente sano: A pesar de la simultaneidad de la doble

infección viral, la replicación del VHB precede a la del VElD

(158, 193, 240). La evolución natural es muy similar a la de

la infección aguda aislada por el VHD <191), siendo lo más

frecuente (90% de los casos) que, después del cuadro de hepa-

titis aguda, se instaure la curación y clarificación de ambos

virus (97).

— Superinfección por el VMD en un paciente crónicamente

infectado por el VHB: Es el tipo más frecuente de infección

(185) . Habitualmente, la nueva infección viral agrava las

lesiones histológicas debidas al VElB y precipita la evolución

a severa enfermedad hepática <174, 240) . En consecuencia, el

posterior curso evolutivo suele ser (97, 185) la instauración

de un cuadro de hepatitis fulminante o, más frecuentemente,

la cronificación de la infección por el VElD acompañada de

severa hepatitis crónica activa (con progresión a la cirrosis

en el 60-70% de los casos). La posibilidad de que la sobrein-

fección por el VElD produzca un cuadro autolimitado de reagu—

dización de la previa hepatopatía o de hepatitis aguda auto—

limitada seguido de la posterior clarificación de este virus

es excepcional (221).

Durante este compartido curso infectivo entre el VMD y

VElD, ambos virus establecen una particular relación de sim-

biosis e interacción molecular <19) que se traduce en una
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mútua y recíproca modulación virológica:

Efecto modulador del VHB sobre el VMD, expresadofundamen-

talmente en dos hechos: a) la duración de la infección del

VMDcondiciona la del VHD (110>, fenómeno que explica que el

curso habitual de la infección por el VMDen la “coinfección”

sea la clarificación del virus <la corta duración de la

infección por el VElB limita también la del VHD [191]), y en

la “superinfección” sea la cronicidad (el estado basal de

portador crónico del VElB permite y facilita el mantenimiento

del VElD en el hígado [19, 244]); b> la actividad replicativa

del VHD favorece y potencia la replicación y diseminación del

VHD en el tejido hepático (223, 240), circunstancia observada

en ambos tipos de infección aguda por el VMD (191) y muy

especialmente en el de la “superinfección viral”, en donde

tras la instauración de la primoinfección de este virus se

detecta una masiva explosión de la expresión tisular del HDAg

facilitada por la previa y prolongada actividad replicativa

del VElD (240).

Efecto modulador del VMDsobre el VIIB, basado en la amplia-

mente referida inhibición que el VElD ejerce sobre la activi-ET
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dad replicativa del VMD: el expansivo incremento de la repli—

cación del VElD durante la infección aguda de este virus

produce a su vez una inhibición de la replicación del VMD

(41, 87, 110, 191, 240, 255). En los casos en que la infec-

ción por el VMD cronifica, dicho efecto inhibidor puede

persistir prolongadamente o producirse posteriormente espon-

tánea reaparición de significativa actividad replicativa del

VMD coexistiendo con la del VElD (255).
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II.D. PATOGENIA DE LA LESION 1-LEPATITICA

.

En la infección sincrónica o metacrónica de un paciente

por el VMD y VElD, aunque los mecanismos responsables de la

lesión hepatítica todavía están poco definidos (19) clásica-

mente se ha considerado que ésta dependía fundamentalmente

del VElD (192, 195, 221).

Esta máxima responsabilidad del VHD en el establecimien-

to de la lesión morfológica hepática se ha basado en las dos

características ampliamente atribuidas a este virus:

— Elevada patogenicidad (140, 185, 190, 191, 195) : El carác-

ter altamente patógeno del VHD se ha fundamentado en que la

infección viral <sobretodo cuando se establece en pacientes

crónicamente infectados por el VHD) conlíeva casi invariable-

mente severa enfermedad hepática (97, 185, 240>.

— Directa citotoxicidad (110, 190, 191, 240) los principales

rasgos clinicopatológicos que han establecido el caracter

citopático del VMD (cualidad que indica producción de lisis

celular por toxicidad viral directa [130]) han sido:

a) el desarrollo casi constante de hepatitis clínica e

histológica tras la instauración de la infección viral (66,

191, 240)

b) la presencia de ElDAg tisular cursando invariablemente

con lesión hepatocelular <188, 190, 191, 232).

o> la directa relación existente entre máxima actividad

de la hepatopatía y máxima detección de HDAg en el tejido

hepático (173, 192) y de ARN viral en el suero (222>.

d) la falta de yuxtaposición morfológica entre degenera-

ción hepatocelular e infiltrado inflamatorio mononuclear
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(114, 128, 156, 191, 240).

e) la frecuente presencia de cambios “citopáticos”

(esteatosis microvacuolar) en la hepatitis histológica (19,

173)

II.E. TRATAMIENTOANTIVIRAL

.

El único agente antiviral que ha resultado parcialmente

eficaz en el tratamiento de la infección por el VMD ha sido

el alfa—interferón <194> . Su administración a pacientes

crónicamente infectados por e). VMDsuele producir inhibición

de la actividad replicativa del virus (expresada por una

marcada disminución o total negativización del ARN sérico y

HDAg tisular) y notable mejoría o completa resolución de la

lesión hepatítica (57, 67, 235>. Sin embargo, generalmente

este efecto sólo es transitorio, siendo frecuente que tanto

la replicación viral como la actividad de la hepatopatia

reaparezcan de nuevo una vez suprimido el tratamiento (57,

67, 97).
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III. TRASPLANTEHEPATICO <TsE>.

El trasplante hepático (TxH) último eslabón terapéutico

en el tratamiento de la enfermedad hepática terminal, consis-

te en implantar un hígado donante en un organismo con o sin

resección del hígado nativo. Se denomina trasplante hepático

auxiliar cuando el hígado enfermo es conservado y el injerto

hepático se implanta en una localización ectópica, y tras-

plante hepático ortotópico cuando el hígado nativo es reseca-

do y reeemplazado por el injerto mediante una reconstrucción

anatómica normal (241>

III.A. EVOLUCION HISTORICA Y ESTADOACTUAL

.

La fase experimental del TxEl en animales fué simultánea

e independientemente iniciada en 1958 por dos importantes

figuras del mundo de la cirugía, los Dres. Moore (de Boston>

y Starzl (de Denver) (252).

El primer trasplante ortotópico de hígado practicado a

un ser humano lo realizó el Dr.Thomas Starzl en el año 1963

(226) . Aunque él y su equipo fueron virtualmente los pioneros

del TxEl en el mundo, otros centros tambien pioneros en este

tipo de procedimiento terapéutico han sido el grupo de Cam-

bridge (Dr.Calne>, el de Elannover (Dr. Pichlmayr) y el de

Groningen (Dr.Krom).

Durante los primeros años (décadas de 1960 y 1970>, los

resultados obtenidos con la práctica del TxH fueron muy poco

alentadores. A pesar de las continuas mejoras en el perfec-

cionamiento de la técnica quirúrgica y preservación del
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órgano donante y a pesar de que el rechazo del injerto hepá-

tico se comprobó que era menos grave que el del injerto

renal, la mortalidad era muy elevada y la supervivencia al

año de seguimiento nunca superaba el 35% (228) . Estos malos

resultados iniciales se debían fundamentalmente a dos causas:

l~> la selección de los nacientes, ya que durante estos años

la técnica estaba fundamentalmente reservada para enfermos

terminales afectos generalmente de hepatocarcinoma y cirrosis

complicada, y 2~> y más importante el tipo de tratamiento

inmunosunresor utilizado: La inmunosupresión (una de las

áreas de máxima prioridad en la realización del trasplante

de órganos) para que sea efectiva debe conseguir un nivel de

tolerancia inmunológica lo suficientemente eficaz como para

prevenir y controlar el rechazo del injerto y lo suficiente-

mente selectiva como para evitar la instauración de complica-

ciones tales como infecciones agudas letales. Durante estos

primeros años el régimen inmunosupresor consistía únicamente

en azatioprina y prednisona. Con este tratamiento los pacien-

tes fallecían a consecuencia de fallo en la cicatrización de

las heridas y de las severas infecciones agudas producidas

por la intensa disfunción granulocitica que este tratamiento

provocaba en el sistema inmune (252)

El acontecimiento decisivo que revolucionó por completo

las expectativas de futuro del trasplante hepático fué la

incorporación de la ciclosporina en los ensayos clínicos en

1979 <27) . La ciclosporina, potente agente inmunosupresor,

no interfiere en la curación de las heridas ni tampoco en la

función granulocítica (252). Su aplicación al TxH fué inicia—
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da por el Dr.Calne (27) . Pero el enorme efecto beneficioso

de esta nueva droga en la supervivencia postrasplante la

demostraron en 1981 Starzl y su equipo (228) cuando combina-

ron el nuevo fármaco con los esteroides. A partir de enton-

ces, el establecimiento de la triple terapia (azatioprina,

prednisona y ciclosporina> permitió un mejor control en la

prevención y manejo del rechazo, y gracias a ello el nivel

de supervivencia al año de seguimiento incrementó de forma

espectacular, pasando del anterior 30% a más del 70% (252)

Aunque es indudable que la principal razón de este

impactante cambio en la evolución del TxH se ha debido esen-

cialmente a la ciclosporina, han existido también otros

avances paralelos que han contribuido notablemente a su

éxito. Entre estos acontecimientos cabe destacar: a) el

empleo del bypass vena—venoso durante el acto quirúrgico

<252), b) la introducción del retrasplante hepático como

nueva opción terapéutica al fracaso del injerto (241) y c)

la incorporación de la biopsia hepática en el control del

estado del injerto (252).

El conjunto de todos estos hechos ha condicionado que,

a partir de 1980, el trasplante hepático dejara de ser un

procedimiento curativo experimental sostenido por su valor

teórico y de investigación y se convirtiera ineludiblemente

en una real y eficaz opción terapéutica en el manejo del

fallo hepático terminal, practicado en numerosos hospitales

del mundo (252).

En España, el primer trasplante hepático fué realizado
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en el año 1984 por los Dres. Margarit y Jaurrieta del Hospi-

tal de Bellvitge de Barcelona. Desde entonces el número de

centros hospitalarios españoles con programas de trasplante

hepático ha ido en aumento.

En la actualidad, la serie del Hospital 12 de Octubre

de Madrid es la más amplia de las existentes en nuestro país.

Desde el inicio del programa de TxH en 1986 hasta el momento

actual, el Servicio de Cirugía Digestivo II (Prof.Dr. E.More—

no González) ha efectuado un total de 303 TxH a 247 pacien-

tes. Los resultados en cuanto a morbi—mortalidad han sido

hasta el momento excelentes, con una supervivencia actuarial

al año del 74,6% y a los 3 años del 62,2% ~

III.B. INDICACIONES Y SELECCION DE PACIENTES

.

Actualmente, ante casi cualquier paciente con evidencia

de hepatopatía terminal se considera la posibilidad de reali-

zar trasplante hepático como medida terapéutica (91).

La adecuada selección de pacientes es, sin embargo,

difícil e inexacta, a pesar de que los criterios de selección

de candidatos han ido aumentando en amplitud y uniformidad

a medida que incrementaban también los conocimientos y expe-

riencia de este procedimiento terapéutico. En la mayoría de

los centros, la selección y clasificación de los candidatos

a TxEl la realiza un comité. Dicho comité también estructura

la llamada “lista de espera”, en función de la prioridad y

urgencia de los potenciales candidatos. La urgencia del

trasplante está fundamentalmente determinada por el grado de

descompensación hepática y las expectativas de supervivencia
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a corto plazo (132).

Las indicaciones actuales de TxH se dividen en 4 grandes

grupos: a) Elepatopatias crónicas severas e irreversibles, que

incluyen las de origen colestásico, hepatocelular (especial-

mente cirrosis postnecrótica y etílica) y vascular, b) fallo

hepático fulminante, c) neoplasias hepáticas malignas irrese—

cables confinadas al hígado, y d) enfermedades metabólicas

(132>.

Hoy por hoy, el principal y más numeroso grupo de hepa—

topatías terminales tributarias a trasplante hepático son las

producidas por el VHD (cirrosis postnecrótica fundamentalmen-

te) (206, 229). El problema de someter a TxH a pacientes

infectados por el VElE es que con frecuencia se establece

recidiva de la infección y hepatitis en el injerto (121). El

elevado riesgo de recurrencia de la enfermedad hepática ha

provocado el que en muchos centros siga siendo actual motivo

de debate y controversia el si debe incluirse o no a los

pacientes HBsAg seropositivos en la lista de espera de candi-

datos a trasplante hepático (132, 198>.

Por otra parte, aproximadamente un 5% de los pacientes

infectados por el VElB con severa enfermedad hepática muestran

concomitante infección por el VElD <198>. Este relativo bajo

porcentaje de pacientes con hepatitis B y D justifica el que

la experiencia que hasta el momento existe respecto a su

curso evolutivo postrasplante sea todavía muy limitada <132)

y el número de series publicadas en la literatura que estu-

dian aspectos específicos del mismo escaso (1, 45, 46, 133,

136, 162, 187, 196).
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III.C. UTILIDAD DE LA HISTOPATOLOGIA EN EL TxH

.

El patólogo, al asumir su participación en un programa

de trasplante hepático, se ve implicado en las siguientes

actividades hospitalarias (38)

— Protocolización: Es precisa la sistematización prospectiva

de los datos morfológicos orientada a la obtención de expe-

riencia y al diseño de futuros trabajos de revisión e inves-

tigación. Un modelo de protocolización recomendable incluye

estudios histopatológicos sistematizados del a) hígado nativo

y b) injerto hepático, tras su revascularización (biopsia de

tiempo “0”) , a la
1~—2a semana postrasplante, en 105 episo-

dios de disfunción del injerto, y anualmente.

- Selección de pacientes: Es exigible que exista diagnóstico

biópsico de la hepatopatía crónica terminal del paciente

propuesto previamente al TxEl. En algunos hospitales se prac-

tica la biopsia de selección del paciente incluso en las

hepatitis fulminantes, obteniéndola por vía transyugular.

Respecto a la biopsia preoperatoria del órgano donante (rea-

lizada antes de su implantación, en el momento de su “reco—

lecta”> habitualmente no se incluye en los protocolos de los

equipos dedicadosa esta actividad debido a que la permanente

disponibilidad del patólogo no viene compensada por la

información obtenida en el estudio del tejido congelado. Por

tanto, la viabilidad del hígado donante depende generalmente

del juicio macroscópico que realiza el cirujano al resecarlo.

— Diagnóstico de la disfunción del injerto hepático: El sín-

drome de disfunción del injerto hepático viene definido como

la alteración clínica o bioquímica en la función hepática de
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grado moderado o severo mantenida durante más de 48 horas.

Las causas que producen disfunción del hígado trasplantado

son múltiples y las alteraciones clínicas que originan no

suelen ser de suficiente especificidad, por lo que se precisa

la colaboración de la histopatología para su diagnóstico. La

mayor, aunque no la única, aportación de la biopsia es el

diagnóstico del rechazo (28, 227>, cuya evidencia morfológica

exige reconsiderar la intensidad del tratamiento inmunosupre—

sor.

— Control de calidad del programa: Los indices de superviven-

cia postrasplante y el grado de calidad de vida son los méto-

dos adecuados para valorar el grado de éxito de un programa

de trasplante hepático. Al patólogo le corresponde tabular

las causas morfológicas del fallo del injerto para descubrir

desviaciones de los criterios de indicación, oportunidad de

variaciones en el tratamiento inmunosupresor e idoneidad de

las técnicas quirúrgicas. El estudio de las piezas hepáticas,

obtenidas tras autopsia o tras hepatectomía del injerto en

los retrasplantes debe ser reglado. Es recomendable un corte

seriado del hilio, donde las lesiones secundarias a complica-

ciones quirúrgicas y a rechazo crónico son más objetiva—

bles.

Junto a las actividades anteriormente mencionadas, la

participación del patólogo en un programa de TxH tiene otra

vertiente adicional: la de intentar identificar y definir

cuales son las causas y mecanismosresponsablesde los dis-

tintos tipos de hepatopatías establecidas en eJ. injerto

(241)
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Específicamente, los centros de trasplante hepático se

están convirtiendo, en un sentido amplio, en centros de la

enfermedad hepática por excelencia al agrupar los más varia-

dos tipos de hepatopatías terminales, varias de ellas pobre-

mente definidas.

Cuando el paciente es sometido a TxEl, la particular

situación que se establece entre el propio organismo, el

nuevo hígado, y la inmunosupresión, conlíeva el que el injer-

to pueda desarrollar hepatopatías totalmente nuevas (íntima-

mente relacionadas con el trasplante) o producir recidiva de

la enfermedad con posibles nuevas caras (241)

La obtención protocolizada de biopsias hepáticas sucesi-

vas y piezas de hepatectomía del injerto (obtenidas por re-

trasplante o estudio autópsico> proporciona un amplio y rico

material que permite estudiar de forma secuencial el curso

de las enfermedades en él desarrolladas. La posibilidad de

poder realizar sobre dicho material, en concomitancia con el

convencional estudio morfológico óptico, pruebas complementa-

rias como ultraestructura, inmunohistoquimica, hibridación

molecular y tecnica de reacción en cadena de la polimerasa,

ofrece la oportunidad de identificar determinadas estructuras

celulares y virales a las que la histopatología convencional

no tiene acceso. El ulterior análisis comparativo entre los

cambios morfológicos presentes en el injerto y los datos

obtenidos con las pruebas complementarias puede ayudar a

comprender y definir algunas de las características biológi-

cas de las hepatopatias establecidas.
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Por consiguiente, es también misión del patólogo el

intentar, en colaboración con los restantes servicios perte-

necientes al programa de TxH, establecer mejores definiciones

de algunas enfermedades hepáticas e identificar qué mecanis-

mos las producen (241).
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IV. SITUACION PECULIAR: INJERTO HEPATICO-INMUNOStJPRESION-

INFECCION POR EL VBD.

Desde que Starzl y su grupo realizaron en 1970 el primer

trasplante hepático a un paciente ElBsAg seropositivo (42) y

durante los primeros tiempos en la práctica de este procedi-

miento quirúrgico como tratamiento de la hepatitis terminal

producida por el VHB, se esperaba que con la extracción del

hígado nativo y depuración del virus circulante por el masivo

reemplazamiento sanguíneo realizado durante la cirugía la

infección viral podría ser erradicada (61, 121). Sin embargo,

la clarificación o marcada disminución sérica postoperatoria

de HBsAg sólo fué un hecho transitorio, siendo frecuente que

éste reapareciera o su nivel incrementara posteriormente de

nuevo (42, 176, 254) con la frecuente aparición posterior de

signos de replicación viral activa (53).

En la actualidad, el conocimiento de la existencia de

numerosos reservorios extrahepáticos del virus tales como

células sanguíneas mononucleadas, bazo, páncreas, gónadas,

tiroides, suprarrenales y riñones (23, 48, 172, 258) ha indu-

cido a considerar que la persistente síntesis extrahepática

de partículas virales representa la principal causa del

establecimiento de la infección recurrente en el injerto (60,

69, 121, 152, 186, 207, 208, 260). El conocimiento de este

hecho, sumado a que un número relativamente pequeño de partí-

culas víricas es ya suficiente para infectar el hígado puede

explicar la gran dificultad que existe en erradicar el virus
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del organismo y la elevada incidencia de infección recurrente

en el injerto (121).

En la mayoría de series publicadas de pacientes ElBsAg

seropositivos sometidos a trasplante hepático (17, 46, 53,

54, 72, 90, 98, 123, 142, 160, 161, 169, 230, 238) el riesgo

de recidiva de la infección viral ha sido de al menos un 50%,

con un porcentaje medio de recurrencias cifrado en el 80%.

A pesar de este alto riesgo de recidiva, ésta no siempre

se establece, existiendo un porcentaje de pacientes que des-

pués de la cirugía consiguen clarificar de forma mantenida

todos los marcadores de infección activa del VElB (53, 170,

176)

En un intento de poder predecir, antes del trasplante,

el riesgo de recurrencia de la infección viral, varios auto-

res han estudiado si existe relación entre su desarrollo y

las siguientes características virológico—morfológicas pre—

trasplante:

— Replicación viral: La existencia de signos de replicación

activa del VHD pre-TxH se ha descrito (11, 54, 152, 169, 207,

208, 238> que representa un importante factor de riesgo de

recidiva de la infección viral.

— Tipo de hepatopatía terminal: La relación entre el tipo de

hepatopatía terminal indicativa del trasplante hepático

(hepatitis fulminante, cirrosis) y el desarrollo o no de

reinfección es un tema algo controvertido. La controversia

radica en si los pacientes trasplantados por hepatitis fulmi-

nante representan un grupo de menor riesgo con respecto al
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de los cirróticos. Mientras varios estudios demuestran este

hecho (11, 109, 166, 176, 207, 208> existen otros que, por

el contrario, refieren un similar porcentaje de recidivas

entre las formas agudas y crónicas de infección (121, 169,

238>

El elevado porcentaje de casos recurrentes ha conducido

a intentar prevenir la infección viral del injerto hepático

utilizando las siguientes medidas terapéuticas:

— Alfa interferon: La experiencia que existe con este tipo

de tratamiento antiviral en pacientes ElBsAg seropositivos

sometidos a TxH es relativamente escasa. Ello se debe a que

su aplicación se ha visto muy limitada por los problemas que

puede ocasionar cuando se administra a) en el período preope—

ratono, por ser frecuentemente mal tolerado en pacientes con

severa hepatopatía (121, 137) y b> después del trasplante

hepático, debido al referido riesgo de incremento de la inci-

dencia y severidad del rechazo (115, 116) por el aumento que

el alfa—interferon produce en la expresión de antígenos del

sistema ElLA en las células hepáticas <134, 171). Los escasos

trabajos publicados (98, 157, 178, 238, 248) coinciden, sin

embargo, en que su uso pre— y/o postoperatorio no ha resulta-

do eficaz en la prevención de la reinfección vinal. Respecto

a su utilidad como medida terapéutica de la recurrencia ya

establecida, los pocos estudios realizados <98, 157, 253>

refieren asimismo la frecuente ausencia de respuesta al

tratamiento, incapaz de prevenir o reducir el nivel de repli—

cación del VED (98, 157> y de suprimir la actividad de la
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hepatitis (253). Esta falta de respuesta al alfa-interfenon

postrasplante hepático se ha atribuido al efecto de la

inmunosupresión (98, 238).

— Inmunoprofilaxis activa: La activa inmunización del pacien-

te mediante pauta de vacunación del VHB tampoco ha consegui-

do, según los estudios publicados ~ 54, 90, 123, 196, 211,

238) evitar la reinfección viral, siendo escasa o nula la

respuesta inmunológica y síntesis de anticuerpos anti—llDs,

hecho que también se ha atribuido al estado de inmunosupre—

sión (30)

— Izununoprofilaxis pasiva: La administración prolongada de

inmunoglobulina específica hiperinmune anti—ElBs a dosis sufi-

cientes para mantener sus niveles séricos por encima de 100

UI/L ha sido, hasta el momento, el tratamiento que ha obteni-

do mejores resultados en la prevención de la reinfección pon

el VElD. En la mayoría de los trabajos realizados (40, 70,

124, 152, 157, 187, 207, 208) se ha conseguido, con su apli-

cación, reducir el porcentaje de recurrencias por debajo del

50%. El mecanismo pon el cual la inmunización pasiva prolon-

gada del paciente puede evitar la infección del injerto

hepático, aunque es poco conocido, se ha atribuido (207, 208)

a la posible capacidad de la inmunoglobulina de bloquear la

síntesis de partículas virales extrahepáticas. A pesar de los

alentadores resultados obtenidos, su eficacia está siendo

actualmente cuestionada (11, 121, 198) debido al referido

retraso que frecuentemente produce en el establecimiento de

la reinfección vinal (29, 124, 152, 207, 208) hecho que puede

acontecer incluso a los dos años de seguimiento (152, 207,
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208>. En base a ello, se questiona <121) si es posible que,

más que evitar de forma definitiva la recidiva, su efecto sea

solamente postergaría.

Cuando la pasiva inmunización del paciente no se ha

efectuado de forma prolongada, limitándose a un determinado

período de tiempo postoperatorio, ésta no ha conseguido

prevenir la infección del injerto en los estudios realizados

(53, 54, 98, 123, 147, 161, 207, 230, 238).

En relación al curso evolutivo que ha seguido la infec-

ción recurrente por el VHB, los estudios publicados refieren:

a) una casi constante evolución a la cronicidad <17, 40, 46,

53, 54, 72, 98, 124, 131, 142, 147, 152, 161, 169, 207, 208,

238) , b) la frecuente aparición de marcadores serológicos de

replicación viral activa acompañando a la seropositividad

para ElDsAg (46, 52, 54, 72, 98, 131, 142, 161, 169, 207, 208,

238), y c) la instauración de hepatitis recurrente en el

injerto en un elevado porcentaje de casos, cifrado entre un

65 y 100% según las series <16, 46, 53, 54, 98, 142, 152,

161, 169, 207, 208, 238).

Estas tres características representan, hoy por hoy, el

aspecto más conocido del curso evolutivo que muestra la rein—

fección viral postrasplante hepático. Los restantes aspectos

virológicos y morfológicos de la enfermedad recurrente están,

por el contrario, poco definidos.
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El implante de un hígado sano en forma de injerto en un

paciente previamente infectado por el VElE crea una situación

peculiar en la que el órgano diana del VElD es expuesto direc-

tamente al virión sin previa puerta de entrada externa for-

tuita en un paciente ya inmunodeprimido. La tolerancia

inmunológica yatrogénicamente provocada y la exposición

directa de hepatocitos sanos al VElB origina una situación

peculiar que teóricamente podría ser clínica, evolutiva y

morfológicamente distinta a la historia natural ya conocida

de la enfermedad provocada por este virus.
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12. Determinar la incidencia de infección del injerto por

el VElD y su relación con a) el estado infectivo viral

pretrasplante hepático, b) el tipo de hepatopatía

terminal indicativa del trasplante, y c) las medidas

terapéuticas preventivas utilizadas.

22. Describir el curso virológico y los cambios morfológi-

cos de la infección recurrente por el VElB.

32. Correlacionar los cambios histopatológicos con la

expresión y extensión tisular de los antígenos virales.

42. Establecer la incidencia de hepatitis E recurrente en

el injerto hepático y detallar sus tipos anatomoclíni-

cos.

52. En los pacientes HBsAg y anti-HD seropositivos, definir

la relación e interacción secuencial entre la recurren-

cia de la infección por el VElD y VElD postrasplante

hepático.

62. Confrontar las características virológico—patológicas

descritas en la infección por el VED y por el VED del

paciente no trasplantado con las objetivadas en el

curso postrasplante.
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1. PACIENTES.

Este trabajo incluye 26 pacientes sometidos a TxH por

hepatopatía terminal, todos ellos portadores del VElB (ElDsAg

positivo en suero) en el momento del trasplante. Todos los

casos cumplen los siguientes criterios de inclusión: 1> Haber

sobrevivido durante un periodo superior a 60 días post—TxEl,

2) Ser receptor de un injerto hepático sin patología previa

y, 3) Poseer seguimiento histológico (de un especimen hepáti-

co como mínimo, excluyendo la biopsia del tiempo “0”) post—

TxEl.

Diecinueve de estos pacientes proceden del Elospital “12

de Octubre” de Madrid, cuyo programa de TxEl se inició el 16

de Abril de 1986. Desde esta fecha hasta el 15 de Diciembre

de 1990 (abarcando un periodo de 5 años y E meses>, el Servi-

cio de Cirugía Digestivo II (Jefe de Servicio Prof.Dr. E.

Moreno González) ha realizado 169 TxH a 143 pacientes. Vein-

tiuno de estos enfermos (14,6%) mostraban, en el momento del

trasplante, positividad serológica para HBsAg, si bien dos

de ellos no han sido incluidos en este estudio <por carecer

de seguimiento histológico en un caso y por sobrevivir menos

de 60 días post-TxH en el otro).

Los 7 casos restantes proceden del Servicio de Cirugía

Digestivo (Jefe de Servicio Prof.Dr. C. Pera) del Elospital

“Reina Sofía” de Córdoba. En este Centro, el programa de TxH

se inició el 15 de Julio de 1989 y, desde esta fecha hasta

el 15 de Diciembre de 1990 (abarcando un período de 1 año y

6 meses) se han realizado 35 TxEl a 34 pacientes, 8 de los
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cuales (23.5%) fueron serológicamente positivos para el ElBsAg

en el momento del TxEl. El caso no incluido en este trabajo

correspondía a un receptor que recibió un hígado donante

portador de una hepatopatía crónica no filiada. El Servicio

de Medicina del Aparato Digestivo (Dr. M. de la Mata) nos ha

facilitado los datos bioquímicos y serológicos de los 7

pacientes, y el Servicio de Anatomía Patológica <Dra. T.

Marchal) nos ha suministrado material tisular representativo

de los 7 hígados nativos y de todos los especímenes post—TxH

de cada uno de los casos.

El estudio del seguimiento clínico, serológico e histo—

patológico de los pacientes vivos se ha detenido el 15 de

Junio de 1991. El seguimiento de los pacientes ha sido supe-

rior a 5 meses en todos los casos, excepto en dos pacientes

en que fué menor de 5 meses.

Al realizar este trabajo se ha valorado en cada pacien-

te, además de los datos de filiación (edad y sexo, detallados

en la tabla 1) , las siguientes características:

I.A. INDICACION DEL TRASPLANTE

.

La selección del receptor se efectuó, tras el estudio

de cada caso en particular, en sesión conjunta por las

comisiones de TxEl de los respectivos centros hospitalarios.

Todos los miembros firmaron su acuerdo con la indicación del

TxEl como la única o mejor terapeútica posible. La selección

del donante se realizó según las características del protoco-

lo existente en ambos centros.
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El tipo de hepatopatía terminal (detallada en tabla 1)

que determinó la indicación del TxEl fué:

• Elepatitis fulminante D en 7 pacientes.

- Cirrosis posthepatitis D en 15 pacientes.

• Cirrosis posthepatitis B-Delta en 4 pacientes.

I.B. TECNICA OUIRURGICA

.

Los 26 receptores fueron sometidos a homotrasplante

ortotópico total de hígado y la reconstrucción biliar se

efectuó mediante coledoco—coledocostomia termino—terminal o

mediante hepato—yeyunostomía (148—151).

En seis pacientes, el estudio de su seguimiento pos—

trasplante finalizó coincidiendo con la realización de un

retranspíante hepático (ReTxH) . La ausencia de un seguimiento

post—ReTxH se debió, en tres de ellos, a que habían sobrevi-

vido menos de 60 días al ReTxEl y, en los tres restantes, a

que éste se había efectuado escasos días antes del cese de

esta recogida de datos y de material de seguimiento.

I.C. PROTOCOLODE INMUNOSUPRESION

.

El tratamiento inmunosupresor se ha protocolizado como

se describe a continuación.

— Protocolo inicial de inmunosuvresión basal, que incluyó la

administración simultánea de

Ciclosporina A, hasta alcanzar niveles de 300-500 ngrs/

mí, administrada inicialmente por vía endovenosa y posterior-

mente por vía oral cada 12 horas, controlándose su dosifica-

ción mediante determinaciones diarias de sus niveles plasmá—
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ticos por R.I.A. o, alternativamente, Globulina antitimocíti-

ca (ATG) a dosis de 8—10 mgrs/kg/dia durante 8 días. La

elección de uno de los dos fármacos dependió del estado de

la función renal y del número de plaquetas o de leucocitos

circulantes.

Metilprednisolona, a dosis de 10 mgrs/kg/día por vía

endovenosa, continuando durante los dos primeros días posto-

peratorios con dosis de 2 mgrs/kg/día, disminuyendo poste-

riormente la dosis de forma progresiva hasta 0,2 mgrs/kg/día

por vía oral.

Azatioprina, a dosis de 2 mgrs/kg/día tanto en la admi-

nistración endovenosa (inicial) como en la oral.

— Protocolo de inmunosupresión en los episodios de rechazo

,

constituido por la administración de un máximo de tres bolos

de metilprednisolona por vía endovenosa a una dosis de 10

mgrs/Kg/día. Si el rechazo no respondía a los corticoides,

se procedía a la administración de ATG a dosis de 8 mgrs/Kg/

día durante 10—15 días. En caso de que el rechazo fuera

también resistente al tratamiento con ATG, o bien se susti-

tuía la terapia anterior por la administración de OKT3 a

dosis de 5 mgrs/Kg/día durante 10 días o bien se recurría al

ReTxH.

— Protocolo de inmunosupresión basal permanente, aplicada a

los pacientes una vez dados de alta del hospital, de forma

permanente y sin haberse suprimido ante ninguna circunstan-

cia. El tratamiento en este periodo consistió en la triple

terapia con Ciclosporina A, Metilprednisolona y Azatioprina

a dosis basales estandar.
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I.D. BIOOUIMICA ElEPATICA

Del estudio analítico periódico efectuado para el con-

trol del paciente <que incluía hemograma completo, analítica

básica sanguínea, estudios de coagulación y bioquímica hepá-

tica) , en el presente estudio se han valorado exclusivamente

los siguientes parámetros del perfil bioquímico hepático:

Alanina Aminotransferasa <ALT), Fosfatasa Alcalina (FA) y

Bilirrubina total.

El control de los mismos se efectuó a) intraoperato—

riamente, b) durante la estancia hospitalaria, al principio

2 veces al día y posteriormente cada 2—3 días, y c> una vez

dados de alta del hospital, a una frecuencia de 2 veces/

semana durante las 3 primeras semanas y, posteriormente, de

1 vez/semana hasta la normalización de la función hepática.

A partir de entonces los períodos de control se fueron

prolongando hasta llegar a controles trimestrales.

El perfil bioquímico hepático se efectuó mediante un

autoanalizador bioquímico modelo HITACElI 704, utilizando

reactivos Boehringer Mannheim.

1. E. INMUNOPROFILAXIS

Los 26 pacientes que constituyen este trabajo han queda-

do distribuidos en tres grupos distintos en relación con la

aplicación o no de inmunización contra el VHB y con el tipo

de profilaxis utilizada (datos detallados en tabla 1>.

- Grupo de pacientes tratados con INMUNOPROFILAXIS PASIVA

de forma prolongada a lo largo de todo el seguimiento pos—

trasplante (sin administración de inmunoprofilaxis activa):
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Este tipo de profilaxis se efectuó en 7 pacientes. La dosis

de Ig anti—ElBs (Laboratorios Abbott, North Chicago, IL, USA)

fué de 5,000 UI y se aplicó según la siguiente pauta de

administración: a) durante el período intraoperatorio, dos

dosis endovenosas consecutivas <la primera en la fase anhepá—

tica y la segunda al finalizar la intervención>, b) a lo

largo de los dos primeros meses post—TxH, una dosis intramus-

cular diaria durante la primera semana y, posteriormente,

dosis intramusculares a los l4~, 2l~, 28~, 459 y 60~ días,

y c) a partir del tercer mes y de forma permanente, una dosis

intramuscular mensual, con objeto de mantener niveles séricos

de Ig anti—ElBs superiores a 100 UI/L.

- Grupo de pacientes tratados con INMUNOPROFILAXIS ACTIVA

<sin administración de inmunoprofilaxis pasiva prolongada)

La aplicación de la vacuna contra el VMD se realizó en 16

pacientes. Debido a modificaciones en el protocolo de vacuna-

ción a lo largo del período de programa de TxEl, su pauta no

fué homogénea. La inmunización se efectuó mediante vacuna

recombinante (Laboratorios Smith Kline & French, Madrid>. Los

16 pacientes recibieron la vacuna a lo largo del primer año

postranspíante, aplicada en un máximo de tres dosis intramus-

culares de 20 o 40 ggrs y a intervalos irregulares. En 5

pacientes se administró además inmunización activa durante

el período preoperatorio (un máximo de dos dosis intramuscu-

lares de 20 ggrs) y en otros 3 durante la fase anhepática del

periodo intraoperatorio (una dosis de 20 ,igrs)

Si bien ninguno de estos pacientes recibió inmunoprofi—

laxis pasiva de forma prolongada a lo largo del seguimiento
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post—TxH, en 3 casos (nQl, 12 y 16) se administró inmunoglo-

bulina específica pero su aplicación quedó limitada al perío-

do intraoperatorio (2 pacientes, que recibieron 40.000 UI en

este periodo) o al del postoperatorio inmediato (1 paciente,

que recibió 10.000 UI durante la fase anhepática y 15.000 UI

a lo largo de las dos primeras semanas postranspíante)

- Grupo de pacientes en los que no se realizó NINGUN TIPO

DE INMUNOPROFILAXIS: En los restantes 3 pacientes no se

empleó ningún tipo de inmunoprofilaxis antiviral (activa o

pasiva).

I.F. TRATAMIENTOANTIVIRAL

.

Se realizó tratamiento antiviral en los pacientes con

marcadores serológicos de replicación activa del VHB y/o VElD

(HDeAg y/o DNA del VED y/o RNA del VElD positivos en suero>,

aplicándose en el período pretranspíante con el propósito de

inhibir la replicación viral para evitar la reinfección del

injerto o en el período postranspíante como tratamiento de

la recidiva de la infección. Se utilizó:

— Alfa-interferón: El tratamiento con alfa—interferón se

efectuó durante el período a) pre—TxEl, a todos los pacientes

con infección crónica por el VElD (cirrosis posthepatitis E

o cirrosis posthepatitis D—Delta) y marcadores serológicos

de replicación viral activa (datos detallados en tabla 1) y

b) post—TxH, a 2 de entre los pacientes reinfectados por VHB

y VElD con marcadores serológicos de replicación viral

positivos en suero (casos n~l y 2) . El producto utilizado fué

alfa Interferón 2a (Roféron—A, F.Hoffmann-La Roche, Dasilea,
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Suiza) o alfa Interferón 2b (Intrón A, Schering Corporation,

Renilworth, NJ, USA), según la disponibilidad del medicamen-

to. Se administraron dosis de 3x106 UI o de 18x106 UI (la

dosis fué variable según cada caso) 3 veces/semana, desde el

inicio de la detección de la replicación viral hasta su total

negativización.

— Foscarnet: El tratamiento con Foscarnet (Foscabil, Astra,

Suecia) se efectuó solamente en el período post—TxEl en 1

paciente <caso n94) con signos de replicación viral activa

del VElB a lo largo del seguimiento. La pauta administrada

consistió en tres ciclos de 21 días <separados por intervalos

de 1 mes> con dosis endovenosas de 200 mgrs/Kg/día y bajo

control periódico del metabolismo del calcio.
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II. MATERIAL

II.A. MATERIAL SEROLOGICO

.

El protocolo virológico ha incluido determinaciones de

marcadores virales efectuadas en los períodos a) pre—TxEl,

habiéndose realizado un mínimo de dos controles <el primero

antes de la selección del paciente como candidato a TxEl, y

el último en el preoperatorio inmediato), y b) post-TXH,

efectuándose los controles cada 1—3 meses. Los marcadores

virales explorados han correspondido a:

II.A.1. SEROLOGIADEL VElB

Antígenos y anticuerpos: El perfil virológico ha incluido

la determinación en suero de HBsAg, Anti—ElDs, HBeAg, Anti—

ElBe, Anti-HDc y Anti—HDc IgM. El estudio de estos marcadores

se ha efectuado en todos los pacientes.

ADN viral: La determinación del ADN del VElD en suero se

ha realizado en 23 pacientes durante el período pre—TxH

(detallados en tabla 1) y en 24 a lo largo del seguimiento

postrasplante (los únicos dos pacientes en los que no se

determinó fueron los casos n22 y nQl2).

II.A.2. SEROLOGíADEL VHD.

• Anticuerpos: Se ha determinado Anti-HD en todos los

pacientes.

• ARN viral: El estudio del ARN del VElD en suero solamente

se ha realizado a los 4 pacientes trasplantados por cirrosis

posthepatitis B—Delta, no habiéndose efectuado a los 22 res—
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tantes por ser anti—ElD seronegativos. La determinación del

ARN viral se ha practicado, en todos ellos, tanto en el

periodo pre—TxH como a lo largo del seguimiento postrasplan—

te.

II.A.3. SEROLOGíA DEL VEO.

El anticuerpo especifico del VEC (Anti—VHC) ha podido

estudiarse en 22 pacientes. En 14 de ellos se ha efectuado

la pauta de control establecida (determinaciones en los

períodos pre-TxEl y post—TxEl> debido a que todos ellos fueron

trasplantados cuando se dispuso de las recientes técnicas de

estudio del Anti—VHC <Julio de 1989> entre los marcadores

serológicos de virus hepatotropos. Los controles, en los 8

restantes pacientes, se limitaron exclusivamente al período

post-TxEl (abarcando todo el tiempo de seguimiento o bien la

última etapa del mismo). La positividad del anti—VHC ha sido

el único marcador viral utilizado para determinar la infec-

ción por el VElC <120>.

II.D. MATERIAL TISULAR

.

El material tisular de este estudio lo constituyen todos

los especimenes obtenidos de cada acto quirúrgico de TxEl

(hígados nativos y piezas de ReTxEl) y todos los especímenes

obtenidos para el estudio histológico de seguimiento postras—

plante (biopsias hepáticas e hígados de autopsia>.

Las biopsias hepáticas post—TxH se han realizado de

forma protocolizada, obteniéndose:
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— en el “tiempo 0”, con el propósito de valorar el grado de

lesión histológica sufrida durante la fase de isquemia fría

así como de evidenciar la existencia de previas hepatopatías

no conocidas en el hígado donante.

— En el período entre el octavo y decimoquinto día del tras-

plante, practicadas fundamentalmentecomo control del estado

inmunológico del injerto y del grado de respuesta al trata-

miento inmunosupresor.

— En todos los episodios de disfunción del injerto en los que

se sospechaba rechazo o cualquiera de las otras complicacio-

nes post—TxEl, para diagnosticar o sugerir la patología hepá-

tica responsable del mismo.

— Anuales, como control evolutivo del injerto.

La obtención de la biopsia del “tiempo 0” se ha efectua-

do durante el acto quirúrgico, despues de la revasculariza—

ción del injerto, mediante cuña hepática y/o aguja de Menghi-

ni. El resto de las biopsias post—TxH se han realizado de

forma percutánea con aguja de Menghini.

La totalidad del material hepático de este trabajo está

constituido por 161 especímeneshepáticos, distribuidos en:

a) 26 hígados nativos resecadosprocedentes de los 26 pacien-

tes trasplantados, b) 11 piezas de hepatectomíade injertos

hepáticos procedentes de los 6 pacientes retrasplantados y

de 5 pacientes fallecidos a los que se les practicó autopsia

y c) 124 biopsias post—TxEl, distribuidas en 20 cilindros y

6 cuñas hepáticas de “tiempo O” y en 98 biopsias percutáneas
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de seguimiento.

Por lo tanto, el número total de especimenes obtenidos

para el estudio de los 26 injertos realizados (excluyendo las

biopsias de “tiempo 0”) es de 109. La tabla 2 muestra el

número de muestras por paciente y el tiempo postrasplante en

que éstas fueron tomadas.

TABLA 2 • DISTRIBUCION CRONOLOGICA DE LOS ESPECIMENES

NQ de
especímenes

NQ de
pacientes

Días postrasplante
Intervalo <media±DS>

9
9
9
9
9
9
9
9

1
1
1
1
1
1
1
1

363—400 (382±19)
7—551 (212±190)
7—768 (174±208)
5—827 (177±242)
6—584 (136±145)
7—539 (186±183)
8—729 (330±250)
8—834

El muestreo de los tejidos hepáticos se ha efectuado

a) incluyendo todo el tejido remitido, si eran biopsias

hepáticas, y b) realizando 4 cortes representativos de 1 x

1 x 0,1 cms <dos en el lóbulo hepático derecho y dos en el

izquierdo), si los tejidos a estudio eran piezas de hepatec—

tomia, efectuándose ademásseriación completa del hilio en

el caso de que se tratara de un injerto hepático resecado.

Todos los especímenesfueron fijados en formol tamponado al

10% durante 12 o 24 horas según el grosor de la pieza e

incluidos posteriormente en parafina por el procesamiento

habitual.
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En cada una de las muestras se efectuaron un mínimo de

16 cortes histológicos de 4—5 micras de grosor (excepto en

las procedentes del hílio hepático en las que se limitó a 7>,

destinándose 7 de ellos para realizar el ESTUDIO HISTOPATOLO-

GICO y las 9 restantes para la determinación tisular de

HBsAg, HBcAg y ElDAg mediante ESTUDIO INMIINOHISTOQUIMICO.
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III. METODOS.

III.A. ESTUDIO SEROLOGICO

.

III.A.1. ANTíGENOS Y/O ANTICUERPOS DEL VElB, VHD Y VHC.

La detección, en suero o plasma, de los respectivos

antígenos y/o anticuerpos específicos del VElB, VHD y VElC se

ha efectuado mediante método de enzimoinmunoanálisis (EIA)

con anticuerpos monoclonales, habiéndose utilizado reactivos

de Laboratorios Abbott (Chicago, IL, USA) para la determina-

ción de Anti-ElDs, HDeAg y Anti-ElBe, reactivos de los labora-

torios Sorin Diomedica (Saluggia, VC, Italia) para la deter-

minación de HBsAg, anti-HBc IgG, anti-ElBc IgM y anti—HD, y

reactivos de los laboratorios Ortho Diagnostics (Raritan, NJ,

USA) para la determinación del anti—VHC.

El tipo de método enzimático empleado respectivamente

para cada uno de los marcadores ha sido:

a) directo no competitivo, para la determinación de ElDsAg y

ElBeAg.

b) indirecto competitivo, para Anti—ElBs, Anti—HDe, Anti—ElDc,

Anti-ElD y Anti-VEC.

c) indirecto de captura para Anti—HBc IgM.

En el estudio del anti-VHC, los resultados positivos

fueron confirmados por un nuevo ensayo con inmunoblot utili-

zando antígeno recombinante (4—RIBA), habiéndose empleado un

total de 4 antígenos (5—1—1, clOO—3, c33c, c22—3, SOD).
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III.A.2. ADN DEL VElD Y ARN DEL VED.

La detección del ADNdel VElB en suero se efectuó median-

te técnica de hibridación molecular de test simplificado tipo

“Dot-blot hybridization” <13), utilizando una sonda de ADN

específico (obtenida del plásmido pBEl 20-ElBV) marcada radiac—

DNA-VHB)

tivamente con <P32 por el método nick—translation. El
revelado posterior se realizó por autorradiografía, a —70~C

y durante un período mínimo de 24 horas.

La determinación en suero del ARN del VED se efectuó

mediante técnica de hibridación molecular tipo “Slot—blot

hybridization” (222). La sonda de ARN especifico se obtuvo

del plásmido recombinante pGBD3 y ésta estaba marcada por la

actividad de la ARN polimerasa T7 (Promega, Biotec, Madison,

WI) . El revelado posterior se efectuó mediante autorradiogra—

fía, a —70Wy durante un período de 4—7 días.

Ambas técnicas se efectuaron con controles de calidad

positivo y negativo. La interpretación de los resultados fué:

positivo=impresión de la placa; negativo=no impresi6n de la

placa.

III.B. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

.

III.D.l. TECNICAS REALIZADAS.

Los 7 cortes de cada especímen destinados al diagnóstico

histopatológico se tiñeron respectivamente con hematoxilina—

eosina, tricrómico de Masson, tinción de Wilder para fibras

de reticulina, ácido periódico de Schiff (FAS) previa diges-

tión con diastasa y azul de prusia de Perís.
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III.B.2. INTERPRETACION DIAGNOSTICA EN HíGADOS NATIVOS.

El estudio histopatológico de la hepatopatia terminal

del hígado nativo (Necrosis hepática submasiva o masiva

Hepatitis Fulminante o Cirrosis), determinante de la indi-

cación al TxEl, se efectuó en base a los signos morfológicos

clásicos, especificados más adelante.

III.B.3. INTERPRETACION DIAGNOSTICA EN INJERTOS HEPATICOS.

Los criterios morfológicos utilizados en el diagnóstico

anatomopatológico <DA?) de las distintas causas de disfunción

del injerto hepático en cada muestra histológica estudiada

fueron (36):

Rechazo acudo o celular: Infiltrado portal mixto (frecuen-

temente con eosinófilos) acompañado de lesión ductal y/o

endotelitis (52) graduado según la metodología de Snover y

col. (224, 249>.

Rechazo crónico o vascular: Endarteriopatía fibrooblitera—

tiva con o sin macrófagos espumosos, lesiones de ductos

(ductopenia del 50% y cambios epiteliales), colestasis y

atrofia centrolobulillar (83, 175, 249, 250).

Patología por alteración de la Derfusión sanguínea: Objeti-

vación de áreas infárticas focales, de necrosis isquémica

centrolobulillar (zonal) o de estasis venoso (21, 213).

Patología biliar: signos parenquimatosos morfológicos

característicos de obstrucción biliar extrahepática y/o

colangitis (55, 127, 175).

Colestasis funcional. inespecífica o inexplicada: pigmento

biliar lobulillar con o sin cambio hidrópico hepatocitario
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centrolobulillar, sin infiltrado inflamatorio asociado <182,

251)

• virasis oportunistas: presencia de inclusiones nucleares

y/o citoplasmáticas (diagnósticas> o de acúmulos inflamato-

nos mixtos focales o diseminados sin preferencia por una

zona lobulillar determinada “sugestivos” de virasis oportu-

nista <203)

• Recurrencia de la infección por virus henatotropos: Se ha

definido reinfección por el VHB a la presencia, además del

ElBsAg sérico, de algún antígeno del VI-IB (ElBsAg y/o HBcAg) en

el injerto hepático y/o a la existencia de signos de replica-

ción vinal en el curso postrasplante (53, 162). Se ha consi—

derado que existía replicación del VElB cuando

séricos y/o HBcAg tisular eran positivos (18,

ha definido recurrencia de la infección por el

ARN sérico y/o el HDAg tisular hepático eran

algún momento del curso postrasplante (162)

expresión morfológica hepática de la infección

especímen estudiado han sido: a) Estado de

hepatitis: demostración de algún antígeno del

en el injerto hepático sin que existiera lesi

ElBeAg y/o DNA

86, 102). Se

VElD cuando el

positivos en

Los tipos de

viral en cada

portador sin

VHD o del VElD

ón necroinflama—

toria o fibrosante atribuible a la infección viral (168); b)

Hepatitis lobulillar: lesión preferente del lobulillo (trabé—

culas irregulares, frecuentes cuerpos acidófilos e inflama-

ción lobulillar>, sin o con necrosis confluente submasiva o

masiva (Necrosis hepática submasiva o masiva> (108); c>

Hepatitis crónica: lesión portal con infiltrado inflamatorio

de linfocitos y células plasmáticas acompañada de escasa



PACIENTES, MATERIAL Y METOI)OS - 58

(Hepatitis crónica persistente> o relevante (Hepatitis cróni-

ca activa> necrosis erosiva (107). Se denominó Hepatitis

Subaguda cuando se añadía necrosis confluente evolucionando

a la fibrosis (20). Se denominó Hepatitis colestásica

fibrosante (46) cuando existía fibrosis penisinusoidal con

pérdida de hepatocitos, trabéculas irregulares de epitelio

ductal y abundante pigmento biliar; d) Cirrosis: nódulos

regenerativos de hepatocitos hiperplásicos rodeados pon

septos fibrosos. En los casos en que el especímen a estudio

correspondía a una pieza de hepatectomia se ha especificado

el tipo morfológico desarrollado (macronodular, macromicrono—

dulan o micronodular (6). Estos DAPs se han aplicado a cada

especímen independientemente de que el injerto haya evolucio-

nado de uno a otro.

Cambios mínimos o ausencia de lesiones

.

• Reaccionesa fármacos y tóxicos: Presenciade los inespecí—

ficos cambios morfológicos que se han descrito asociados a

hepatotoxícidad por ciclosporina A (colestasis) <111) o por

Azatioprina (hemorragia centrolobulillar y micropeliosis)

(143).

• Cuadros plurietiológicos: Presencia de uno o más de los

patrones histológicos anteriores (182>.

III. C. ESTUDIO INMUNOHISTOOUIMICO

.

La determinación tisular de ElBsAg, HDcAg y HDAg se efec-

tuó en todos los especímenes, utilizándose (de los 9 cortes

histológicos/muestra que se destinaron para este fin) , 2
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cortes para la detección de cada uno de los tres antígenos

y los tres cortes restantes para sus respectivos controles

negativos.

III.C.l. TECNICAS REALIZADAS.

El estudio inmunohistoquimico de los tres antígenos se

ha efectuado mediante técnica de inmunoperoxidasa.

El método empleado para la detección de HDsAg y ElBcAg

ha sido el de Avidina—Biotina peroxidasa complex (ABC) de Hsu

(99) . Los anticuerpos específicos primarios utilizados fueron

de tipo policlonal, empleándose ac. prediluido de cabra como

Anti—HBs (Biogenex, San Ramón, CA, USA>, y ac. prediluido de

conejo como Anti—ElBc (Diagnostics Products Corporation, Los

Angeles, CA, USA).

Para la determinación de ElDAg se utilizó un método de

inmunoperoxidasa indirecto (209> utilizando como ac. especí-

fico primario IgG humana purificada del suero de un paciente

con elevado título de Anti—ElD (gentilmente cedido por el Dr.

Bruguera, Unidad de Elepatología del Elospital Clínico de

Barcelona)

• Procesamientoprevio del material

.

Todos los portaobjetos destinados a sujetar material

para estudio inmunohistoquimico fueron pretratados con un

baño de 5 minutos de gelatina crómica para facilitar la

adherencia tisular a los mismos. Tras el montaje de las

secciones, para incrementar la adherencia se dejaron secar

en una estuf a durante toda la noche a 37~C o bien durante 2
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horas a 55W si se iba a realizar la inmunotinción el mismo

día.

Antes de iniciar la reacción de inmunoperoxidasa para

cada uno de los tres antígenos, los cortes histológicos

fueron sometidos a un proceso de desparafinización mediante

un baño de 30 minutos de Xileno puro, seguido de posterior

rehidratación con alcoholes etílicos consecutivos de 100~,

96~ y 70~ y de ulterior inhibición de la peroxidasa endóge-

na mediante un baño de 10 minutos de El202 al 0.3% en metanol

absoluto. Posteriormente se efectuaron lavados consecutivos

con buffer fosfato salino (PDS: 0.OlM a ph 7.4), sin permitir

ya que las secciones se secaran durante el resto del proceso.

Para la detección de ElDAg se realizó a continuación

proteolisis enzimática del tejido mediante un baño de 5 minu-

tos con solución de proteasa VII (Sigma, St.Louis, MO, USA)

al 0.5% en PBS, seguido de otros 10 minutos de lavados conse-

cutivos con PBS, no efectuándose dicho tratamiento enzimático

en la determinación de los otros dos antígenos.

Detección de HBsAg

Los especímenesse preincubaron durante 20 minutos con

suero normal de conejo <Vector, Burlingame, CA, USA> diluido

a 1/100 en PDS. Inmediatamente después, tras decantamiento

de los portaobjetos, se procedió a la incubación con el ac.

específico primario Anti—HBs prediluido de cabra, adminis-

trando 100 microL sobre cada especímen durante un período de

tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente. Finalizada esta
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fase y tras 10 minutos de lavados consecutivos con PBS, se

procedió a incubar el material durante 30 minutos con el ac.

secundario biotinado, constituido por una solución de ac.

purificado de conejo anti IgG de cabra (Vector, Burlingame,

CA, USA> diluido 1/200 en una solución de suero normal de

conejo al 1% en PDS. Posteriormente, tras 10—15 minutos de

lavados con PDS, para la reacción histoquimica final de la

peroxidasa los tejidos fueron incubados 30 minutos con solu-

ción Avidina—Diotina—Peroxidasa—Complex (Vector, Burlingame,

CA, USA), estando diluidos a 1/100 en PES cada uno de sus dos

componentes (A: Avidina; B:Biotina conjugada con peroxidasa)

y habiendose preparado la solución 30 minutos antes de reali-

zar la incubación. La detección de dicha reacción se efectuó,

previo nuevo lavado con PDS, con el sustrato cromógeno de

Diaminobenzidina (solución de 10 mgrs. de diaminobenzidina

en 20 ml de TrisClEl 0.05 M a ph 7.6, al que se añaden0.2 ml

de El202 al 1%)

Una vez finalizada la reacción, el material se lavó

abundantemente con agua y se contratiñó 1—2 minutos con Elema—

toxilina, siendo a continuación sometido inmediatamente a un

proceso de deshidratación con alcoholes crecientes <70~, 96~,

l00~/ Xilol) y ulterior montaje.

• Detección de HBcAg

La preincubación se efectuó con suero normal de cabra

(Vector, Burlingame, CA, USA) diluido a 1/100 en PDS durante

20 minutos. Tras decantación y eliminación del exceso de

líquido, se procedió a la incubación con el ac. especifico
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anti—ElDc prediluido de conejo aplicándose una cantidad de 100

microL sobre cada especímen, durante 30 minutos a temperatura

ambiente. La incubación de los tejidos con el ac. secundario

biotinado (previo lavado con PDS) se realizó mediante una

solución purificada de ac. de cabra anti Igo de conejo <Vec-

tor, Durlingame, CA, USA) diluido 1/200 en solución de suero

normal de cabra al 1%. Los pasos siguientes corresponden a

los mismos que los descritos ya anteriormente para la reac-

ción de detección de ElDsAg (aplicación del complejo Avidina—

Biotina—peroxidasa—complex, detección de la reacción con el

sustrato cromógeno diaminobenzidina, contratinción con hema—

toxilina, deshidratación y montaje).

• Detección de HDAQ

Tras el proceso de proteolisis enzimática y posterior

lavado en PBS, se efectuó preincubación del material mediante

un baño de 30 minutos con suero fetal de ternera diluido a

1/5 en PDS, a temperatura ambiente. Posteriormente, previa

eliminación del exceso de líquido, los especímenes fueron

incubados con el ac. específico primario anti—ElD mediante la

aplicación de 100/200 microL/especímen de IgG humana purifi-

cada diluida a 1/5000 en PBS. Finalizada la incubación con

el ac. primario y tras nuevos lavados con PBS, se procedió

a la aplicación del ac. secundario (de conejo) anti IgG

humana conjugado con peroxidasa (Laboratorios Dako, Glostrup,

Dinamarca) diluido a 1/100 en una solución de suero fetal de

ternera al 10% en PBS. Los siguientes pasos son los mismos

que los utilizados en la detección de los otros dos antígenos
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aplicación de diaminobenzidina, contratinción, deshidrata-

ción y montaje).

— Control de calidad

.

La técnica de inmunoperoxidasa para la determinación

tisular de cualquiera de los tres antígenos se ha efectuado

siempre con controles biológicos positivo y negativo, es

decir, con un corte histológico de un caso en el que existía

seguridad absoluta de presencia tisular del antígeno a estu-

dio (control biológico positivo) y de otro caso con certeza

absoluta de ausencia del mismo (control biológico negativo).

El sentido de efectuar la reacción con ambos controles ha

sido en base a confirmar la funcionalidad y especificidad de

los anticuerpos específicos empleados y/o la corrección de

la técnica realizada.

Además de los controles biológicos generales (positivo

y negativo) , la reacción de inmunoperoxidasa para cada uno

de los tres antígenos se ha realizado con los respectivos

controles negativos de calidad particulares de cada especímen

hepático a estudio. Estos controles negativos para cada uno

de los casos problema se han efectuado sustituyendo la apli-

cación del ac. especifico por PBS. El sentido de realizar un

control negativo para cada caso concreto se ha hecho en base

a descartar la existencia de posibles uniones inespecíficas

entre los distintos componentes tisulares y los anticuerpos

“no específicos” utilizados.
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III.C.2. VALORACION E INTERPRETACION DIAGNOSTICA.

— Porcentual

:

En base al número de hepatocitos con inmunotinción posi-

tiva para ElDsAg, HBcAg o ElDAg, se han establecido distintos

grados porcentuales de afectación:

ausente, cuando no hay ningún hepatocito teñido.

ocasional, cuando el número de hepatocitos positivos es

inferior al 5%.

• leve, cuando el número de hepatocitos positivos oscila

entre un 5% - 30%.

• moderado, cuando el número de hepatocitos positivos

oscila entre un 30% -70%.

• elevado, cuando el número de hepatocitos positivos es

superior al 70%.

— De distribución intrahepatocitaria

:

De HBsAg: La valoración de los patrones de tinción celular

del ElDsAg ha sido realizada según la establecida por Hsu y

col. (102), con algunas modificaciones. En base al tipo de

distribución intracitoplasmática y a su grado de intensidad,

los tipos de patrones valorados han sido cuatro:

Homogeneo intenso, cuando la tinción abarcaba la totali-

dad del citoplasma de forma difusa e intensa.

Homogeneo debil, cuando abarcaba la totalidad del cito-

plasma de forma difusa pero débil.

Focal, cuando abarcaba sólo parte del citoplasma del

hepatocito, existiendo zonas del mismo respetadas (están

incluidos en este tipo los clásicos patrones de tinción

globular, moteada y marginal).
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• Membranoso, cuando la tinción estaba limitada a la mem-

brana celular.

De HBcAg y HDAg: La localización intracelular de ambos

antígenos se valoró como a) nuclear <tinción a nivel del

núcleo) y/o b) citoplasmática (tinción a nivel del citoplasma

del hepatocito).

III.D. ESTUDIO ESTADíSTICO

.

Todos los resultados se han presentado con media ±des-

viación estándar (m±ds>. Para valorar la dependenciade las

variables cualitativas se ha utilizado la prueba exacta de

Fisher. El análisis actuarial del periodo de tiempo entre

infección del injerto por el VHD y desarrollo de hepatitis

ha sido calculado utilizando el método de Kaplan—Meier.
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El análisis de los múltiples datos obtenidos ha produci-

do la estructuración jerárgica de los resultados en dos

grandes grupos:

1. Estado clinicopatológico en el momento del TxH.

II. Evolución postrasplante hepático.

A.— Resultados generales: seguimiento se-

cuencial global (clínico, virológico y

morfológico) de los pacientes.

B.— Distribución de los especímenes según

diagnósticos anatomopatológicos: segui-

miento secuencial de los tejidos hepáti-

cos ordenados según progresiva altera-

ción morfológica.

En cada grupo, los resultados obtenidos se han reportado

con el conveniente encabezamiento:

— Datos morfológicos

— Datos serológicos

— Datos inmunohistoquimicos
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1. ESTADO CLINICOPATOLOGICO EN EL MOMENTO DEL TsR.

Los 26 pacientes trasplantados corresponden a 20 varones

y 6 mujeres, con una edad (media ±desviación estandar> de

35±12 años <intervalo: 14—60 años).

Los principales marcadores serologicos y tisulares de

infección del VHB, VED y VHC pre-TxH están detallados en la

tabla 1.

EA. ESTUDIO ElISTOPATOLOGICO DE LOS HíGADOS NATIVOS

.

El estudio histopatológico de los hígados nativos proce-

dentes de los 7 pacientes trasplantados por hepatitis fulmi-

nante mostraba un cuadro morfológico de necrosis hepatica

masiva en 6 casos y de necrosis hepática submasiva en el

otro. El DA? de los restantes 19 casos fué de cirrosis post—

necrótica, de tipo macronodular en 11 casos y de tipo macro—

micronodular en los 8 restantes.

I.B. ESTADOVIROLOGICO DEL VEB

.

— Estudio serológico: En el momento del TxH, todos los

pacientes eran HBsAg y anti—HBc seropositivos. El anti-ElDc

IgM fué positivo en los 7 pacientes trasplantados por

hepatitis fulminante, y negativo en los restantes 19 casos

trasplantados por cirrosis. Los marcadores serológicos de

replicación del VHB fueron negativos en 23 pacientes (todos

mostraban positividad para anti—ElBe y el DNA sérico fué nega-

tivo en los 21 casos testados) . Están incluidos en este grupo

los 4 pacientes (casos n~4, n99, n~16 y n917> que fueron
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tratados con alfa—interteron en el período pretrasplante.

Todos ellos eran HDeAg y DNA seropositivos antes de iniciar

el tratamiento y los cuatro desarrollaron, tras la terapia

antiviral, seroconversión a anti—HDe y aclaramiento del DNA

viral. En el momento del TxH, solamente 3 pacientes <tras-

plantados por hepatitis fulminante) mostraban signos seroló-

gicos de replicación, siendo el ElBeAg el único marcador

positivo.

—Estudio ininunohistoquimico: El estudio inmunohistoqul—

mico mostró presencia de algún antígeno del VED en 18 hígados

nativos (69,2%), correspondientes a 16 casos con cirrosis y

2 con necrosis hepática (submasiva y masiva respectivamente>

El HBSAg estaba presente en todos ellos excepto en el que

mostraba un cuadro morfológico de necrosis hepática masiva.

El porcentaje de hepatocitos positivos fué variable, predomi-

nando un gradiente de afectación ocasional o leve <15 casos)

sobre uno moderado o elevado (2 casos) . En todos los casos

se observaron dos o más patrones de tinción asociados,

existiendo generalmente predominio de un patrón sobre otro.

Los tipos de inmunotinción dominantes fueron el citoplasmá—

tico difuso débil y el focal <especialmente en sus formas

marginal y globular [figura 1]), adoptando ambos patrones

frecuente disposición en grupos. No se observó, en ningún

caso, expresión de tipo membranoso. El HBcAg se detectó en

8 de los hígados nativos inmunopositivos para algún antígeno,

pertenecientes a los 2 casos con cuadro morfológico de

necrosis hepática (submasiva y masiva) y a 6 de los hígados

con cirrosis. Excepto un caso que mostró un elevado gradiente
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de inmunotinción hepatocitaria, el resto presentaban un

porcentaje ocasional o leve de hepatocitos positivos. La

expresión antigénica fué de constante localización nuclear

y en el 50% de ellos existía además un componente cito—

plasmático asociado.

—Estudio global: El estudio global <serológico e inmu—

nohistoquimico> de los marcadores de infección viral ha

demostrado que 10 pacientes (38,5%) fueron trasplantados en

estado replicativo del VElE. Pertenecían a este grupo 6 de los

15 casos trasplantados por cirrosis posthepatitis E y 4 de

los 7 trasplantados por hepatitis fulminante. En los 6 pa-

cientes con cirrosis posthepatitis D el HBcAg tisular fué el

único marcador positivo de replicación viral. La existencia

de replicación pre-TxH en los 4 pacientes con hepatitis ful-

minante vino determinada por HDeAg sérico positivo aislado

(2 casos) , HDcAg tisular aislado (1 caso> o por la presencia

de ambos marcadores (1 caso) . Los restantes 16 pacientes

fueron sometidos a TxH sin signos de actividad replicativa

del VElE, perteneciendo a este grupo los 4 casos trasplantados

por cirrosis posthepatitis B—Delta (datos representados en

el gráfico 1).

I.C. ESTADO VIROLOGICO DEL VMD

.

-Estudio serológico: Los 4 pacientes trasplantados por

cirrosis posthepatitis E—Delta eran anti—HD positivos en el

momento del trasplante y el ARN sérico era negativo en todos

ellos. El anti—ElD era negativo en todos los casos restantes.
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—Estudio inmunohistoquímico: El ElDAg se detectó en 3 de

los 4 hígados nativos procedentes de los pacientes anti—ElD

positivos. Todos ellos mostraron un gradiente ocasional o

leve de hepatocitos ElDAg—positivos y el patrón de tinción fué

exclusivamente nuclear en los 3 casos. Ningún paciente anti—

HD negativo mostró HDAg tisular.

I.D. ESTADOVIROLOGICO DEL VHC

.

En el momento del TxH, el anti—VHC fué positivo exclusi-

vamente en un paciente cirrótico (caso n~23) , siendo éste

negativo en los restantes 13 casos testados.

CPAF~CO Y PFPLICAIiON DEL VHS PRETRASPLANTE HERMIDa EN LOS

26 RADIEN LES.
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II. EvOLUCION POST-TxH: A. RESULTADOS GENERALES.

El HBsAg sérico permaneció positivo postrasplante en 13

(50%) de los 26 pacientes trasplantados y el estudio inmu—

nohistoquimico demostró en todos ellos la infección recurren-

te en el injerto. Los restantes 13 pacientes negativizaron

todos los marcadores de infección viral activa en el curso

postrasplante y en ningún caso se demostró infección del

injerto por el VHB.

El tiempo medio de seguimiento postrasplante ha sido de

532±296 días (68—1215), y tanto en el grupo de pacientes

reinfectados por el VElD como en el de los no reinfectados

ha superado el año de seguimiento, habiendo sido incluso más

prolongado en los pacientes sin recurrencia de la infección

viral (620±257 días> que en los que desarrollaron la infec-

ción del injerto <443±306 días)

De las asociaciones establecidas entre recurrencia de

la infección por el VElB y 1~) indicación del trasplante, 2Q)

replicación viral pre—TxEl y 3Q) tipo de inmunoprofilaxis

utilizada, se han obtenido los siguientes resultados:

—Asociación entre indicación del TsR y recurrencia de la

infección viral: La infección del injerto por el VHD no se

ha asociado de forma significativa con un tipo determinado

de hepatopatía terminal indicativa del TxEl. Se observó

recurrencia de la infección en 3 de los 7 pacientes trasplan-

tados por hepatitis fulminante así como en 10 de los 19

trasplantados por cirrosis (p=0,5>. <Datos expresados en
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gráfico 2).

—Asociación entre replicación del 31MB pre—TxH y recurrencia

de la infección viraD Se ha demostrado que existe una aso-

ciación estadísticamente significativa entre la presencia de

replicación del VHD pre—TXH y la recurrencia de la infección

viral. La infección del injerto ocurrió en 8 de los 10 pa-

cientes con algún marcador de replicación viral positivo pre—

TxH y sólo en 5 de los 16 que fueron trasplantados con los

marcadores de replicación negativos (p=O,02) (datos expresa-

dos en el gráfico 3). En relación al estudio individual de

los marcadores de replicación viral activa utilizados, el

ElEcAg ha sido el más sensible para detectar la presencia de

un estado replicativo del VElE pre-TxI-I (estaba presente en 8

de los 10 casos replicantes mientras solo 3 pacientes

mostraron HEeAg sérico positivo y ninguno seropositividad

para el ADN viral). Los 6 pacientes trasplantados por

cirrosis posthepatitis B tenían HBcAg tisular como único

marcador positivo de replicación viral antes del TxH y todos

ellos infectaron el injerto.

—Asociación entre tipo de inmunoprofilaxis utilizada y recu-

rrencia de la infección viraD La recurrencia de la infección

por el VElE fué significativamente (p=O,03) menos frecuente

en los pacientes tratados con inmunoprofilaxis pasiva

prolongada <reinfectó 1 de 7> que en los que no recibieron

este tratamiento, estando incluidos en este último grupo

tanto los pacientes tratados con inmunoprofilaxis activa como

los que no recibieron ningún tipo de tratamiento (reinfec—

taron 12 de 19) (datos expresados en gráfico ~>
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Los 4 pacientes anti—HD positivos pre—TxEl desarrollaron

recurrencia de la infección por el VElD. Ningún paciente anti—

ElD negativo pretrasplante mostró infección del injerto por

el VHD.

En el curso postrasplante se demostró infección por el

5/MC en 10 (45,5%) de los 22 pacientes de esta serie en los

que el anti—HC pudo ser determinado. Uno de ellos (caso n~23)

correspondía al paciente que era ya anti—VHC positivo antes

del trasplante, el cual permaneció seropositivo para este

marcador a lo largo de todo el seguimiento. En los otros 9

casos el anti—VEC fué negativo durante un periodo del segui-

miento, detectándose la seroconversión a anti—VHC en la etapa

más tardía del mismo (a los 607±330 días) . Los restantes 11

pacientes fueron anti—VElC negativos durante todo el curso

postrasplante.
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A.l. PACIENTES CON RECURRENCIADE LA INFECCION POR EL VElB

.

El diagnóstico de la recurrencia de la infección por el

VHD vino determinada: a) en los 13 casos <100%), por la

demostración inmunohistoquimica de la infección en el injer-

to, y b> en 11 pacientes <84,6%) por presentar además signos

de replicación viral activa post-TXH.

En este grupo de pacientes con infección recurrente por

el VED están incluidos: a) tres de los 4 pacientes anti-HD

positivos reinfectados también por el VHD, y b) cuatro de los

10 pacientes que mostraron infección por el VElC en el curso

postrasplante.

Los marcadores de infección del VElB, VED y VEC post-TxH

así como los DAPs al final del seguimiento vienen detallados

en la tabla 3.

A.l.a. EVOLUCIONMORFOLOGICADE LOS INJERTOS EEPATICOS

El desarrollo de hepatopatia en el injerto se observó

en 10 (76,9%) de los 13 pacientes reinfectados, con un tiempo

de seguimiento histológico <media ±desviación estándar> de

389±252 días (intervalo: l7Q—827~ día). El primer DAP de

hepatitis se realizó a los 200±169 días post-TxEl (intervalo:

40~—67lQ día>. Este primer DA? fué de hepatitis lobulillar

en 5 injertos y de hepatitis crónica (portal) en los otros

5. El seguimiento de los 5 injertos con hepatitis lobulillar

mostró: en un caso, la resolución espontánea del primer

cuadro de hepatitis; en otro, el desarrollo de una necrosis

hepática masiva; y en los 3 restantes el establecimiento de
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una hepatitis crónica. Los 8 injertos con hepatitis crónica

expresaron distintos tipos de lesión morfológica hepática.

En 6 de ellos el cuadro histológico fué el de una hepatitis

crónica activa, en otro el de una hepatitis subaguda <con

puentes de necrosis) y en el restante el de una hepatitis

colestásica fibrosante. El seguimiento biópsico posterior de

estas hepatitis crónicas documentó una progresión hacia la

cirrosis en 3 casos y la completa resolución de la previa

lesión hepatítica en otro.

Los 3 injertos infectados por el VED que no desarrolla-

ron hepatitis en el curso postrasplante permanecieron en

estado de portador no agresivo durante todo el período de

seguimiento.

Así pues, el estudio histopatológico de los 13 injertos

al final del seguimiento documentó 8 (61,5%) hepatopatias

(una necrosis hepática masiva, 4 hepatitis crónicas y 3

cirrosis) y 5 injertos portadores del VED sin hepatitis <2

de ellos con previa hepatitis morfológicamente resuelta)

El estudio estadístico de análisis actuarial ha demos-

trado que la probabilidad de que un injerto infectado por el

VMD desarrolle hepatopatía durante los 12 primeros meses

postrasplante es del 75%.

A.l.b. EVOLUCION VIROLOGICA DE LA REINFECCION POR EL VMD

El estudio serológico e inmunohistoquimico realizado a

lo largo de todo el período de seguimiento ha permitido

conocer la evolución de los marcadores de infección del VED

en los 13 pacientes reinfectados.
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— Estudio serologico

.

En este grupo de pacientes el tiempo de seguimiento

serológico (media ±desviación standar) fué de 443±306 días

(intervalo:68—1157)

El curso evolutivo postrasplante de los distintos marca-

dores serológicos de infección por el VMDha sido el siguien-

te:

HBsAg: Los 13 pacientes desarrollaron positividad para el

HBsAg sérico. La seropositividad se detectó ya desde el

primer mes post—TxEl en todos los casos excepto en un paciente

(caso n925) que la mostró tardíamente, el día 260~ postras—

plante. Una vez detectado, el ElDsAg permaneciópositivo hasta

el final del seguimiento en todos los casos salvo en el n94

(tratado con Foscarnet) que lo clarificó al
200Q día del TxEl,

permaneciendo desde entonces HBsAg seronegativo.

Anti—HBs: Los 13 pacientes mostraron negatividad para el

anti—ElBs post—TxEl. La seronegatividad se detectó también

desde el primer mes post—TxEl en todos ellos excepto en el

mismo paciente que positivizó tardíamente el HBsAg sérico

(caso nQ2S> que coincidiendo con ello negativizó el marcador

de inmunidad. El anti—HDs se mantuvo negativo desde su detec-

ción hasta el final del seguimiento en todos los casos.

Anti—HBc: Este marcador fué permanentementepositivo post—

TxH en los 13 pacientes.

• Anti—HBc IgM: Desdeel inicio al final del seguimiento el

anti—HDc IgM se mantuvo negativo en los 10 pacientes que ya

eran anti—HBc IgM negativos en el momento del trasplante

(casos trasplantados por cirrosis) y positivo en 2 de los 3
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pacientes que eran positivos pre—TxEl para este marcador

(casos trasplantados por hepatitis fulminante). El otro

paciente trasplantado por hepatitis fulminante y anti-EBc IgM

positivo pre-TxH (caso n~25) fué el único que positivizó el

marcador post—TxH coincidiendo con el establecimiento de la

infección del injerto por el VHD y reaparición sérica de

ElDsAg.

Marcadores serologicos de replicación viral activa <HBeAg

y DNA—’VHB séricos>: En todos los pacientes se demostró,

después del TxEl, al menos un período de negatividad serológi-

ca para ambos marcadores de replicación viral. Durante este

período, solamente el paciente de menor seguimiento serológi—

co (68 días) fué también negativo para el anti—HBe, siendo

todos los demás anti-EBe positivos. A los 157±108 días del

trasplante hepático, 8 pacientes mostraron signos serológicos

de replicación viral activa, determinada en los 8 por seropo—

sitividad del DNA viral y en 4 de ellos por mostrar además

el HBeAg sérico positivo (en los otros 4 se mantuvo el estado

anti—ElBe) . Una vez detectados, tanto uno como otro perma-

necieron positivos a lo largo del restante curso postrasplan—

te en todos los casoscon evolución espontáneade la reinfeo—

ción viral <ausencia de tratamiento antiviral).

La evolución de los marcadoresserológicos de replica—

ción del 5/HE en los pacientes sometidos a tratamiento

antiviral durante el curso postrasplante viene detallada más

adelante.
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- Estudio inmunohistoguímico

.

Los 13 injertos infectados expresaron uno o ambos antí-

genos del VHD. Se detectó ElDsAg y ElDcAg en 10 casos, ElBsAg

aislado en 2 casos y ElBcAg aislado en uno. La infección del

injerto (detección inicial de ElDsAg y/o HDcAg> se observó a

los 179±199 días del seguimiento postrasplante (intervalo:

172—827Q día>

El curso evolutivo de los antígenos virales en los 13

injertos infectados ha sido el siguiente:

HBcAg: El HBcAg estaba presente en 11 injertos. Este fué

el antígeno del VEB que apareció más precozmente, habiendo

sido detectado ya durante el primer mes postrasplante. Su

demostración en el injerto siempre precedió o coincidió con

la del HBsAg y en ningún caso se detectó posteriormente a

éste. Respecto a su propio curso evolutivo, el porcentaje de

hepatocitos ElBcAg—positivos varió en función de la etapa del

seguimiento. En las biopsias más tempranas (realizadas duran-

te los 3 primeros meses post—TxH) el HDcAg fué siempre esca-

so, siendo el porcentaje de núcleos hepatocitarios inmunote—

ñidos inferior al 5%. El estudio inmunohistoquimico posterior

en los injertos con evolución espontánea de la reinfección

viral mostró un progresivo incremento del número de núcleos

positivos, incremento que no dependió de la presencia o

ausencia de hepatopatía en el injerto. El porcentaje de

hepatocitos HBcAg—positivos que expresaron todos ellos al

final del seguimiento fué superior al 65%, siendo el gradien-

te de inmunotinción moderado (inferior al 70%) o, más fre-

cuentemente, elevado (superior al 70%> (figura 2)
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• HBsAg: El EBsAg se detectó en 12 injertos. Excepto uno que

mostró expresión tisular temprana (día 68 post—TXH), en los

restantes injertos la primera detección del antígeno se

observó pasados ya los 3 primeros mesesdel trasplante hepá-

tico. El curso evolutivo que se describe a continuación ha

sido común a todos los casos. En el momento de la detección

inicial de ElDsAg el porcentaje de hepatocitos positivos fué

variable. Asimismo, en esta primera demostración antigénica,

el patrón básico de tinción era de tipo citoplasmático homo-

géneo débil. En las biopsias posteriores de los pacientes con

evolución espontánea de la reinfección viral se observó un

progresivo incremento del número de hepatocitos positivos,

incremento que adoptó un patrón de tinción distinto en fun-

ción del desarrollo o no de hepatopatía en el injerto. Al

final del seguimiento el gradiente de inmunotinción abarcó

al menos el 65% de los hepatocitos en todos los casos excepto

en el que desarrolló una necrosis hepática masiva. En éste,

la hepatopatía terminal (establecida pocos días después de

la detección tisular inicial de ElBsAg) cursó con pérdida de

dicha expresión antigénica.

La evolución del ElBsAg y del HBcAg en los injertos de

los pacientes que fueron sometidos a tratamiento antiviral

en el curso postrasplante viene detallada más adelante.

— Estudio global

.

El estudio global <serológico e inmunohistoquimico> de

los marcadores de infección del VHD ha demostrado que:
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lQ) La detección del ElBsAg sérico precedió a la infec-

ción del injerto en todos los casos excepto en el que positi—

vizó tardíamente el ElDsAg sérico <caso n~23> el cual mostró

simultáneamente la positividad antígénica en suero y en

tejido.

2Q) Once pacientes <84,6%> desarrollaron signos de

replicación viral activa en el curso postrasplante. El ElDcAg

tisular fué positivo en todos ellos y 8 casos expresaron

además signos serológicos de replicación viral. En ausencia

de tratamiento antiviral, el ADN sérico fué positivo siempre

y solamente cuando existía en el injerto hepático un gradien-

te de positividad para HBcAg nuclear superior al 5% de los

hepatocitos.

A.l.c. LA REINFECCION POR EL VElD EN PACIENTES CON INFECCION

RECURRENTEPOR EL VMD.

Tres de los 4 pacientes trasplantados por cirrosis post—

hepatitis B—Delta (casos n~1, n~2 y n94) desarrollaron, en

el curso postrasplante, recurrencia de la infección por ambos

virus hepatotropos <VElB y VMD). La secuencia evolutiva con

respecto a la doble reinfección viral ha sido la misma en los

tres casos y ha presentado dos períodos infectivos:

• Primer período: fleinfección aislada por el VMD

En esta etapa inicial de al menos 3 meses de duración

los tres pacientes desarrollaron exclusivamente reinfección

por el VMD, no evidenciándose en ningún momento signos de

infección recurrente por el VED. En todos los casos este
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hecho vino demostrado por: a) permanente negatividad de los

marcadores serológicos de actividad replicativa del VED, b>

ausencia de expresión tisular de HBsAg y ElBcAg y c> presencia

constante de HDAg en el injerto. El otro común denominador

durante todo este período infectivo fué la ausencia de hepa-

titis en el injerto.

Respecto a la evolución de los marcadores de infección

del VED, el ElDAg se demostró muy precozmente en los tres

injertos (a los 17±7 días post-TxH) y en esta primera detec-

ción antigénica tisular el porcentaje de hepatocitos ElDAg

positivos fué siempre ocasional <inferior al 5%> y de locali-

zación exclusivamente nuclear (figura 3>. En biopsias poste-

riores de este período, dicho porcentaje no se modificó (2

casos) o sólo se incrementó levemente (1 caso, cuyo indice

final de tinción hepatocitaria fué inferior al 30%). Durante

toda esta etapa no se detectó ARN sérico del VMD en los dos

pacientes que mantuvieron un gradiente ocasional de HDAg

tisular. En el otro caso se detectó seropositividad para el

ARN viral coincidiendo con el incremento de EDAg en el injer-

to. Se demostró, por tanto, una mayor sensibilidad del método

inmunohistoquimico frente al método de hibridación molecular

del ARN viral sérico para detectar replicación del VED.

• Segundo Deriodo: Infección recurrente por el URB

Después de la etapa inicial de reinfección aislada por

el VED los 3 pacientes entraron en el segundoperíodo infec—

tivo: el de la reinfección por el VElB. Dicha sobreinfección

viral se detectó a los 12 5±10 días post—TxH y en los 3 casos
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vino expresada por la aparición de HBcAg tisular (en este

momento sólo 2 de ellos mostraron ElDsAg en el tejido hepáti-

co). La expresión inmunohistoquimica de los antígenos del VHB

en esta primera demostración fué la común a todos los casos

de recurrencia de la infección por el VHB en su etapa ini-

cial,

En este segundo período infectivo y coincidiendo con la

aparición de HBcAg en el tejido hepático se observaron los

2 siguientes cambios: a) un marcado incremento en la expre-

sión tisular de I-IDAg en los 3 injertos (de localización

nuclear con ocasional positividad citoplasmática) , alcanzando

los tres un porcentaje de hepatocitos HDAg—positivos superior

al 70%, y b) la presencia de signos histológicos de hepatitis

en 2 de ellos (casos n~2 y 4, cuya lesión morfológica fué una

hepatitis aguda lobulillar y una hepatitis crónica activa

respectivamente) (figura 4).

Los marcadores tisulares de replicación activa del VMD

y VElD (HBcAg y HDAg> se acompañaron de los respectivos signos

serológicos de replicación viral en 2 pacientes (nQl y 2>.

Ambos casos mostraron el ADN—VHBy ARN—VHDpositivos en

suero

Una vez establecida la doble infección en el injerto los

3 pacientes fueron sometidos a tratamiento antiviral, siendo

ellos los únicos de esta serie que lo recibieron en el curso

postrasplante. Se administró alfa—interferón a los 2 casos

seropositivos para el ADN—VHBy ARN—VElD, y foscarnet al pa-

ciente con ambos marcadores serológicos de replicación nega-

tivos.
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La evolución virológica y morfológica que mostraron con

el tratamiento fué:

— Pacientes tratados con alfa-interferón (n21 y 2>: Los dos

pacientes: a) negativizaron el ADN y ARN séricos antes de

finalizar el periodo de seguimiento, permaneciendo desde

entonces seronegativos para los dos marcadores; b> mantuvie-

ron positivos los antígenos virales en tejido pero, a dife-

rencia de los pacientes con una evolución espontánea, no

mostraron el progresivo incremento antigénico tisular; por

el contrario, el gradiente inicial se mantuvo estable

respecto a los antígenos del VElD y disminuyó hasta un grado

de tinción ocasional en el HDAg; c> el estado histológico

final de sus injertos fué un rechazo crónico, tanto en el que

nunca mostró signos de hepatitis (n~l) como en el que había

desarrollado una hepatitis aguda lobulillar pretratamiento,

cuadro que después de progresar a hepatitis crónica activa

se acabó finalmente resolviendo (n22)

- Paciente tratado con foscarnet (n94>: Este paciente: a)

permanecióseronegativo para el ADN del VElB y el ARN del VED

hasta el final del seguimiento y el día 200 post—TxH clarifi-

có además el ElBsAg sérico, marcador que mantuvo desde enton-

ces negativo; b) negativizó los 3 antígenosvirales en tejido

el 455Q día de seguimiento y los mantuvo negativos el restan-

te curso postrasplante; c) el cuadro de hepatitis crónica

activa que desarrolló antes de iniciar el tratamiento evolu—

cionó a la cirrosis.
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A.1.d. LA INFECCION POR EL VHC EN PACIENTES CON INFECCION

RECURRENTEPOR EL VElB.

Cuatro de los pacientes que mostraron infección por el

VHC post-TxEl al final del seguimiento eran casos con infec-

ción recurrente por el VElB <aislada en 3 pacientes y asociada

a reinfección por el VHD en uno> . En todos ellos el estudio

histológico documentó desarrollo de hepatopatia en el injerto

(hepatitis crónica en dos casos y cirrosis en los otros dos)

Se demostró un período postrasplante en el que los 4

pacientes fueron anti—VEC negativos. La positividad para el

anti—HC se detectó pasados un mínimo de 9 meses de seguimien-

to, cuando todos ellos habían expresado ya la reinfección por

el VHB y la hepatopatía en el injerto.

A.2. PACIENTES SIN RECURRENCIADE LA INFECCION POR EL VHB

.

Los 13 pacientes que no desarrollaron infección recu-

rrente por el VHB fueron seguidos serológicamente durante

(media±desviación estándar) 620±257días post—TxH (intervalo:

1559—12152 día) , e histológicamente durante 454±174 días

(intervalo: 155~—834~ día)

Los marcadores de infección del VElD, VElD y VHC post—TxH

y los DAPs finales de estos pacientes vienen detallados en

la tabla 4.

El estudio histológico de los 13 injertos no infectados

por el VElB documentó desarrollo de hepatitis en 4 pacientes

con infección por el VElC. El primer DAP de hepatitis se
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realizó a los 321±210 días post—TxH (intervalo: l05~—624~

día), y fué de hepatitis aguda lobulillar en un injerto y de

hepatitis crónica en los otros tres. El injerto con hepatitis

aguda lobulillar desarrolló también, en el seguimiento poste-

rior, una hepatitis crónica. Las hepatitis crónicas instau-

radas correspondían a 1 hepatitis crónica persistente que se

mantuvo histológicamente estable y a 3 hepatitis crónicas

activas, dos de las cuales evolucionaron a la cirrosis.

Los restantes 9 injertos no mostraron signos morfológi-

cos de hepatitis en ningún momento del curso postrasplante.

El cuadro morfológico al final del seguimiento fué de cambios

mínimos en 7 casos, patología biliar en uno, y rechazo cróni—

co en otro injerto.

Los 13 pacientes negativizaron post—TxEl todos los marca-

dores serológicos de infección activa del 31MB: HBsAg, HBeAg,

DNA viral y anti—ElBcIgM. La evolución serológica de cada uno

de ellos fué la siguiente: El HBsAg fué negativo desde el

primer mes post—TxH en todos los casos excepto en el paciente

anti—HD positivo (n~3) que lo clarificó a los 2,5 años de

seguimiento; el HBCAg y el DNA viral fueron permanentemente

negativos en todos los pacientes; el anti—HBcIgM fué también

negativo desde el primer mes post—TxH en todos los pacientes

salvo en un caso anti-HDcIgM positivo pre-TxH (n~l3) el cual

mantuvo positivo el marcador durante todo el primer año de

seguimiento, clarificándolo posteriormente.

Los otros 2 marcadores serológicos del VElB mostraron el

siguiente curso evolutivo: El anti-HBc permaneció positivo
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durante todo el seguimiento en los 13 pacientes; el anti—HBs

solamente lo expresaron espontáneamente 3 pacientes, uno de

ellos desde el primer mes post—TxEl (caso nQ9) y los otros dos

pasado el primer año de seguimiento (casos n~3 y n~l3) . En

los restantes casos la positividad para el marcador de inmu-

nidad sólo se objetivó si éste había sido administrado pre-

viamente <aplicación de inmunoprofilaxis pasiva)

Los marcadores tisulares de infección del 31MB (HBsAg y

HBcAg) fueron permanentemente negativos en los 13 injertos

hepáticos.

El paciente anti-HD positivo pre-TxH que no desarrolló

reinfección por el VElB en el curso postrasplante (caso nQ3>

sí mostró recurrencia de la infección por el VI-ID. Igual que

los otros 3 pacientes anti—ElD positivos, en este caso se

observó también una fase inicial de al menos 3 meses de

duración de aislada infección del injerto por el VHD. Durante

todo este período el gradiente de hepatocitos HDAg—positivos

fué solamente ocasional (inferior al 5%) y el ARN sérico

negativo. En el seguimiento posterior el paciente negativizó

la expresión tisular de ElDAg y no se detectó en ningún

momento positividad para el ARN viral.

Los 6 pacientes no reinfectados por el VED que mostraron

infección por el VMC post—TsR correspondieron: a) uno de

ellos al que ya era positivo pre—TxH y que permaneció anti—

VHC positivo durante todo el seguimiento postrasplante, y b)

los 5 restantes a los que positivizaron el marcador de infec—
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ción viral durante el curso post—TxEl, cuya detección se

objetivó en los 5 despuésdel primer año de seguimiento.

El desarrollo de hepatitis en 4 de estos casos se obje—

tivó en el paciente previamente seropositivo y en 3 de los

que seroconvirtieron post—TxH, los cuales expresaronsiempre

antes la hepatopatia en el injerto que la seroconversión a

anti—VHC.
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