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SINTESIS.
Introduccion: la biopsia hepatica es la prueba de oro para el diagnéstico de la hepatitis

cronica viral, se utilizan métodos cualicuantitativos para evaluar las alteraciones
histolégicas. El documento que se presenta es el resultado de varios proyectos de
investigacion y propone la modificacion de métodos usados en la evaluaciéon de
tratamientos, al introducir nuevas variables histol6gicas a evaluar y utilizar los resultados del
método propuesto de la primera biopsia como predictor de pronostico Material y Métodos:
se estudiaron 293 biopsias hepaticas de donantes asintomaticos con virus B o C positivos y
293 pares de biopsias de pacientes de hepatitis cronica B o C tratados; se realizé la
comparacion entre los resultados de los indices de Knodell, Ishak y el propuesto y con las
cifras finales de ALAT y marcadores virales. Resultados: el 45% de las biopsias de
donantes tenian alteraciones histolégicas y el 28% fueron de hepatitis crénica. El método de
Knodell no detect6 cambios histologicos entre las dos biopsias en el 15% de la muestra
estudiada, el de Ishak en el 11,6% y el propuesto en el 5%. La asociacion entre el resultado
histologico y la ALAT final fue de 58% en Knodell, en 72% en Ishak y de 84% en el
método propuesto. El indice de actividad necroinflamatoria total, la necrosis periportal y la
fibrosis de la primera biopsia, resultaron ttiles como predictores de prondstico en los
pacientes tratados con virus B o C positivos. Conclusiones: La biopsia hepatica es necesaria
en el estudio de los donantes de sangre para categorizarlos como enfermos o no. El método
propuesto tiene mas precision y certeza en la evaluacion de alteraciones histoldgicas, una
mayor asociacion con los resultados enzimaticos y virologicos y es util como predictor de

pronostico por la evaluacion de la primera biopsia.
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INTRODUCCION

La biopsia hepatica constituye un método diagndstico esencial en la practica
clinica. La interpretacion del tejido hepatico patolégico ocupa un lugar central en la
evaluacion de los pacientes con afecciones hepaticas, por lo que se considera
todavia, a pesar del avance de otras tecnologias diagnosticas, que es la prueba de
oro en algunas de las enfermedades del higado (1-4).

La variabilidad de las alteraciones histopatologicas presente en las enfermedades
difusas hepaticas es escasa, lo que permite, con este tipo de biopsia, llegar a un
diagnéstico adecuado; ya que generalmente las muestras obtenidas tienen 15 mm
de longitud o0 mas y de 4 a 6 espacios porta, lo que ha sido reportado en

numerosas publicaciones que reconocen su valor diagnostico (5-9).

El estudio de las alteraciones histopatologicas permite efectuar o confirmar un
diagnostico, evaluar un pronostico y seguir los efectos de una terapéutica
mediante biopsias repetidas; sin embargo, es necesario por el médico de
asistencia complementarla con una informaciéon clinica y bioquimica
pormenorizada, lograr que la muestra de tejido sea suficiente, esté bien
conservada y que se tengan los conocimientos necesarios para la interpretacion
del informe del pat6logo (10).

El patdlogo requiere calidad de la técnica anatomo-patologica, analisis y
sintesis de las lesiones histopatologicas para el diagnostico de la biopsia y

realizar la correlacion anatomo-clinica de las biopsias diagnosticadas. Es



esencial realizar el estudio histolégico sin conocer antes los datos clinicos y
bioquimicos del enfermo para tener una apreciacion histopatologica de cada

biopsia sin estar prejuiciado por estas informaciones.

Las enfermedades crénicas del higado o hepatopatias crénicas requieren la
realizacion de biopsia hepéatica para un correcto diagndstico; asi la misma constituye
el método diagnéstico esencial de la hepatitis cronicas, y a pesar del desarrollo de
técnicas de imagenologia y biologia molecular, no se puede diagnosticar una
hepatitis crénica sino es mediante la biopsia hepatica (11-13). No solamente su
utilidad es para establecer un diagndstico, sino también para la determinacion del
grado de actividad necroinflamatoria de la enfermedad o estadiamiento de la fibrosis,
para la evaluacion de un tratamiento y por ultimo para la deteccion o exclusion de
otras lesiones (14-18).

Las principales lesiones histologicas que se observan en la hepatitis crénica, estan
representadas por el proceso inflamatorio de los espacios porta y la necrosis de los
hepatocitos a su alrededor, denominada necrosis periportal o de la interfase como
la lesion fundamental. Ademas, las lesiones necroinflamatorias del lobulillo también
constituyen alteraciones que se presentan en mayor o menor grado en la hepatitis
cronica, asi como la fibrosis de espacios porta, su extension al lobulillo y la posible
evolucion a cirrosis, como mecanismo de reparacion, constituyen lesiones
histol6gicas de mal prondstico (19-29).

El uso extensivo de la biopsia hepatica en la practica médica y la necesidad de
mejorar los métodos de estadiamiento y graduacién en pacientes con hepatitis

cronicas virales, determiné la aparicion de métodos de evaluacion cualicuantitativa



de estas lesiones, para categorizar mas objetivamente variaciones en la magnitud
de las alteraciones histomorfolégicas (30-36). Estos métodos se han difundido
ampliamente en las dos ultimas décadas con el fin de seleccionar y evaluar
adecuadamente pacientes con hepatopatias crénicas. (37-43).

La biopsia hepatica tiene entre sus principales funciones, realizar el diagnéstico de
una determinada enfermedad hepatica, establecer la severidad de la enfermedad,
es necesario un analisis cualicuantitativo de las lesiones, que daran lugar a grados
0 categorias de mayor o menor gravedad, lo que puede reflejar, como progresa la
enfermedad hacia formas mas severas.

En la practica de la Medicina es comun categorizar mediante una observacion no
cuantificable, un determinado grado de severidad de una alteracion morfolégica o
no, como puede ser la intensidad de un soplo cardiaco, la severidad de una
encefalopatia hepatica, el aumento de la ecogenicidad hepatica por ultrasonido en
la esteatosis o el grado de varices esofagicas por endoscopia. Para el patologo es
habitual el uso de sistemas de graduacion en la categorizacion de las neoplasias
malignas. Es de sefalar que los numeros obtenidos, como resultados de la
magnitud de las lesiones, representan grados o categorias del incremento de la
severidad de esas lesiones y no evaluaciones numeéricas por si mismas que
pueden tener variaciones entre diferentes observadores.

En el estudio de las biopsias hepaticas se utiliza la metodologia de graduacion o
categorizacion de las lesiones en enfermedades como la colangitis esclerosante,
cirrosis biliar primaria, la esteatohepatitis no alcohdlica o en el rechazo al
transplante hepatico (44-48). Sin embargo, en la hepatitis cronica viral se han

utilizado varios métodos de cuantificacion de las alteraciones necroinflamatorias



como los constituye el método de Knodell-Ishak, descrito por primera vez en 1981,
siendo en la actualidad uno de los mas utilizados. En el mismo se categorizan tres
lesiones histoldgicas y se calcula un denominado indice de actividad histologica
(30). Otros autores utilizan el estudio de dos alteraciones histolégicas, combinando
los diferentes grados de lesiones, en un resultado final conjunto de mas o menos
actividad histolégica (36). Scheuer (31), utiliza en su método a evaluar tres lesiones
y una de la mas utilizada actualmente, conocida como la metodologia de
Ishak,evalla cuatro alteraciones necroinflamatorias (34).

Los métodos de evaluacion de las lesiones histolégicas se usan, no solo para
determinar las variaciones de estas lesiones después de una terapéutica, Sino
también en comparar sus resultados con las cifras de ALAT, antes y después del
tratamiento; y en menor grado con el resultado de los marcadores virales (49-53)
La introduccion del método propuesto, se inicia después de la utilizacion del
meétodo de Knodell, en biopsias de hepatitis cronica diagnosticadas en proyectos de
investigacion de donantes de sangre con virus B o C de la hepatitis y con la
utilizacion del método de Knodell o el de Ishak, en la evaluacion de las alteraciones
histolégicas en las biopsias hepaticas asistenciales o de ensayos clinicos de
pacientes con hepatitis crénica B o C, en los que no se lograba una buena
asociacion de los resultados de la ALAT con los resultados histologicos.

El método propuesto para la evaluacion de la actividad necroinflamatoria gradua la
magnitud de siete lesiones histologicas, en tres de ellas modificando la manera de
evaluar los diferentes grados de intensidad de las mismas, en una forma detallada,

sencilla y reproducible, constituyendo estas lesiones los patrones basicos para el
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diagnéstico de hepatitis cronica como son la inflamacion del espacio porta, la
necrosis periportal y los focos necroinflamatorios del lobulillo.

La introduccién de la cuantificacién del nimero de espacios porta con inflamacion y
con o sin necrosis periportal, denominandolos espacios porta lesionados, es una
variable que consideramos esencial determinar su numero en cada biopsia, pues
representa un indicador importante de la gravedad o extension del proceso
necroinflamatorio del higado; en los otros métodos sélo se menciona el nimero de
espacios porta, al graduar la magnitud de las lesiones que presentan estas
estructuras, pero no consignando cuantos estan lesionadas en total (30,31,42).

En el método propuesto, la necrosis en puente se categoriza como una lesion
independiente y no asociada en la misma evaluacion de la necrosis periportal,
como en otros métodos diagnosticos, por ser una lesion que representa un alto
grado de destruccion celular y posterior alteracion de la arquitectura hepatica, por
lo que se introduce como una nueva variable histoldgica a evaluar.

Se incluye la presencia de cuerpos acidofilos o células en apoptosis, en las zonas
de necrosis periportal o en el lobulillo, por representar una forma importante de
dafio o muerte celular en las hepatitis virales, que es mencionada en otros sistemas
en las alteraciones del lobulillo, pero no en forma cuantificada. Como ultima
variable histologica a evaluar es la de conductillos biliares lesionados en espacios
porta, que representan una lesion importante de dafio celular de causa
inmunologica.

La suma de los valores de los grados de cada alteracion histologica constituye el

denominado indice de actividad necroinflamatoria total (IANIT), con una escala de
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evaluacion de 0 a 26. Se considera que este indice refleje mas fielmente la

magnitud de las lesiones histoldgicas, que los métodos antes citados.

1. OBJETO DE LA INVESTIGACION. Los sistemas de evaluacion cualicuantitativa
de las alteraciones histoldgicas en las hepatitis crénica viral B o C.
2. PROBLEMA. ¢ Son poco precisos los sistemas de evaluacion cualicuantitativos
de las alteraciones histologicas en las hepatitis cronica B o C, e insuficientes en la
asociacion enzimatica-histolégica ?
3. HIPOTESIS. El indice de Actividad Necroinflamatoria Total (IANIT), que incluye
nuevas variables histolégicas a estudiar, permite una mejor evaluacion de las
biopsias hepaticas, obteniendo una mayor asociacion enzimatica-histologica, en el
diagnéstico y seguimiento de los pacientes con hepatitis cronica viral B o C.
4. OBJETIVO GENERAL
Determinar la utilidad del IANIT, en la evaluacion cualicuantitativa de las
alteraciones histolégicas, para el diagnostico, evaluacion y prondéstico de las
hepatitis crénica viral By C.
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Demostrar la utilidad de la biopsia hepatica en el estudio de donantes de
sangre asintomaticos de los virus B o C.
b) Perfeccionar la metodologia de la evaluacion cualicuantitativa de las
alteraciones histologicas de las hepatitis cronicas virales, al introducir
nuevas variables histologicas a cuantificar.

c) Precisar la utilidad del IANIT, en comparacion con los métodos anteriores.
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d) Demostrar la precision del IANIT en el estudio histologico de pacientes
sometidos a diferentes esquemas de tratamiento antiviral.
e) ldentificar la utilidad que tiene el IANIT, en el estudio de las lesiones

histoldgicas de la primera biopsia, en el pronostico de las hepatitis cronicas
ByC.

Para lograr los objetivos propuestos en esta investigacion, se han desarrollado las

siguientes tareas o etapas de investigacion:

1ra Etapa- Analizar los resultados histoldgicos en el estudio de 293 biopsias

hepaticas en donantes de sangre con virus B o C, en relacién a:

- determinar las alteraciones histologicas en esas biopsias y categorizar a estos

donantes como enfermos o0 no.

- determinar la magnitud de las lesiones de las biopsias de hepatitis crénica por

métodos cualicuantitativos en estos donantes.

2da Etapa- Analizar los resultados histolégicos del IANIT y compararlos con

los resultados del método de Knodell, en 200 pares de biopsias de hepatitis

crénica B o C y determinar su reproducibilidad en relacién a:

-comparar los indices de actividad histologica entre las primeras y segundas

biopsias de ambos métodos.

-comparar las variaciones del indice de actividad histolégica al final de una

terapéutica y asociarlos al valor de la ALAT, entre ambos métodos.

-comportamiento de los valores de la media de las lesiones histolégicas por el

meétodo propuesto, y los resultados finales de la ALAT.

-comparacion de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo y cociente de

probabilidad de ambos métodos, tomando como patrén la histologia.

13



-evaluar los valores del IANIT y sus variaciones, en un segundo estudio, para
determinar la reproduciblidad del método propuesto, por un mismo observador.

3ra Etapa- Comparar los resultados histolégicos del IANIT, con los del
método de Ishak, en 293 pares de biopsias de hepatitis cronica B o C, como
criterio de validacion del método propuesto, en relacion a:
-comparar los indices de actividad histologica entre las primeras y segundas
biopsias de ambos métodos.
-comparar las variaciones del indice de actividad histolégica al final de una
terapéutica y asociarlos al valor de la ALAT, entre ambos métodos
-comparacion de la sensibilidad, especificidad, valor predictivo y cociente de
probabilidad de ambos métodos, tomando como patrén la histologia.
4ta Etapa- Demostrar la utilidad del IANIT en el estudio de la primera biopsia,
como indicador de prondstico, en relacién a:
-comparar los valores del IANIT de la primera biopsia con la ALAT final y los
marcadores virales finales.
-comparar los grados de lesion de la necrosis periportal y de la fibrosis de la
primera biopsia, con la ALAT final y los marcadores virales finales.
El tema de investigacion propuesto, se considera que reune las condicionales
necesarias, para realizar un trabajo investigativo debido a:
La importancia del presenre tema se debe que en Cuba, la cirrosis hepatica,
representa anualmente entre la 8" y la 10™ causa de muerte, constituyendo los
virus B o C de la hepatitis, mas del 70% de estos fallecimientos; por lo tanto, la

categorizacion mediante biopsia hepatica de enfermos con hepatitis cronica viral y
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su evaluacion mediante biopsias repetidas, constituye un método esencial para
determinar una evolucion a la cirrosis.

Tiene actualidad, por cuanto en Cuba la politica de salud de control de las
enfermedades cronicas y el mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes
con hepatitis cronicas virales, bajo tratamiento antiviral, demanda del estudio
detallado de la biopsia hepatica mediante métodos cualicuantitativos, como se
realiza internacionalmente en centros hospitalarios de alta calidad.

Es necesario, pues brinda una mayor informacion al médico de asistencia, para
conocer de forma detallada las alteraciones estructurales del higado en estos
enfermos de hepatitis cronica viral, hace necesario el estudio de la biopsia hepatica
mediante un método cualicuantitativo, en especial en la evaluacion histolégica post-
tratamiento.

La novedad, del método propuesto en esta investigacion, pues incluye nuevas
alteraciones histoldgicas a evaluar y modifica el modo de graduar las empleadas en
otros métodos, ademas de permitir el estudio y categorizacion mas precisa de las
lesiones histoldgicas en las hepatitis crénicas B o C.

El aporte de la investigacion, permite la introduccion de una nueva metodologia
cualicuantitativa en el estudio de las biopsias de hepatitis crénicas por virus B o C,
mas precisa confiable, y de facil aplicacion por patdlogos generales o aquellos
dedicados en especial a enfermedades hepaticas. Permite incluir una nueva
herramienta para la graduacion y estadiamiento histolégico, en pacientes con
diferentes esquemas de tratamiento antiviral que se aplican no solo en la préactica
meédica diaria, sino en el contexto de los ensayos clinicos con nuevos productos

biotecnoldgicos.
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En los capitulos de este trabajo investigativo, se utilizaran las diferentes pruebas
estadisticas, que correspondan a cada uno de ellos, como seran: utilizacion de
estadisticas descriptivas, pruebas de concordancia, pruebas de calculo de
probabilidades y tests de comparacion de pruebas diagnosticas.

El estudio de las laminas histoldgicas se realiza a ciegas, sin conocer procedencia,
asignacion de tratamientos, tiempo de la biopsia e identidad del paciente,
evaluando en ese momento las alteraciones histoldgicas por los dos métodos, que
se comparan en cada tarea investigativa y sin conocer los resultados enzimaticos o
virolégicos de cada biopsia estudiada.

La confeccion del documento para aspirar al Grado de Doctor en Ciencias Médicas,
ha sido estructurado mediante la variante de utilizar los resultados de proyectos de
investigacion institucionales o Ramales del Minsap, desarrollados por espacios
varios afos, adaptando y respetando la metodologia utilizada y los resultados de
cada investigacion, al presentar un documento Unico. En estas investigaciones se
han evaluado la utilizacion de varios meétodos cualicuantitativos, para la
determinacion de la magnitud de las lesiones histopatologicas, en las biopsias
incluidas en estas investigaciones. Finalmente se ha propuesto, la utilizacion de un
nuevo meéetodo de estudio de cuantificacion de las lesiones histologicas, en las

hepatitis crénicas B o C.
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CAPITULO 1

UTILIDAD DE LA BIOPSIA HEPATICA Y SISTEMAS CUALICUANTITATIVOS,
EN LAS HEPATITIS CRONICAS VIRALES B o C.

PROPUESTA DE UN NUEVO SISTEMA CUALICUANTITATIVO (IANIT).

1.1 BIOPSIA HEPATICA Y HEPATITIS CRONICA

Durante la Segunda Guerra Mundial y en afios posteriores en muchos soldados
norteamericanos tanto en Europa como en Asia, que sufrieron la denominada
hepatitis epidémica, se observé que evolucionaron en ocasiones a la cronicidad
En la década de los afios 50 comienza a utilizarse en el estudio de estos casos la
biopsia hepatica y emerge el nombre de hepatitis cronica (1,18).

Desde el punto de vista clinico se define la hepatitis cronica como una enfermedad
hepatica que no presenta mejoria al menos durante 6 meses, después de haber
comenzado la sintomatologia o detectarse alteradas las transaminasas séricas. Los
sintomas de la hepatitis cronicas son generalmente leves, es comun el malestar
general, las nauseas, el dolor abdominal en hipocondrio derecho y dolores
musculares y articulares. Las transaminasas séricas estan aumentadas en casi
todos los pacientes de hepatitis cronica y se utiliza para monitorear y graduar la
severidad de la enfermedad, y tienen ademas un valor prondéstico (33,54)

La hepatitis crénica no es una enfermedad simple, y se considera mas bien como
un sindrome clinico-patologico que tiene varias causas y caracterizado por varios

grados de necrosis de hepatocitos e inflamacién crénica de espacios porta, siendo
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las causas mas frecuentes las hepatitis virales B y C, con menos frecuencia la
hepatitis autoinmune, la producida por farmacos y la criptogénica (23,55).

La clasificacion de las hepatitis crénicas fue propuesta por un grupo de expertos
orientados por la Organizacion Mundial de la Salud y publicada en 1968 (19). El
propésito de esta clasificacion fue distinguir subgrupos de acuerdo al grado de
actividad histolégica de la enfermedad, plantedandose dos categorias diagnosticas,
una denominada hepatitis cronica persistente con ligera actividad de la enfermedad
y la hepatitis cronica agresiva con mas severa actividad, en esta ultima, después
fue aceptada la denominacion de hepatitis cronica activa. También se planteaba
por Popper (11), la designacion de hepatitis cronica lobulillar, como una variante
histoldgica, con dafio preferentemente en el lobulillo y no en espacios porta.

La hepatitis crénica presenta varias lesiones histologicas; la mas importante es la
necrosis periportal, también denominada necrosis de la interfase o piece meal
necrosis ,que consiste inicialmente en la necrosis o destruccion de los hepatocitos
gue rodean al espacio porta, formando una especie de cubierta, denominandose a
esta estructura lamina limitante (20,21). La necrosis de los hepatocitos, se extiende
posteriormente erosionando los cordones celulares vecinos de la lamina limitante.
Ademas de la pérdida celular, en los focos o areas de necrosis, se observan
degeneracion balonizante o acidofila de los hepatocitos, células en apoptosis y
cuerpos acidofilos; con linfocitos y algunos plasmocitos en la zona de necrosis y de
dafio celular, con grados variables de inflamacion croénica.

La lesidon de necrosis periportal, puede no afectar todos los espacios porta, ni estar
igualmente lesionados o se puede observar en todo el perimetro del tracto portal, o

en un solo segmento del mismo, por lo cual es importante calificar de forma
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separada la magnitud de las lesiones de cada espacio porta y después obtener un
criterio de conjunto de la lesion (56).

El infiltrado inflamatorio intraportal esta compuesto de linfocitos y algunos
plasmocitos, se puede observar desde pocas células, hasta formar paquetes
densos celulares, que pueden formar foliculos linfoides, a veces con centros
germinales y puede presentarse en todos los tractos portales o sélo en algunos de
ellos variando su magnitud entre unos y otros, en cada biopsia.(57)

La lesion lobulillar estd constituida por hepatocitos balonados con citoplasma
clarificado o hepatocitos disminuidos de volumen con citoplasma acidofilo, que se
presentan en grupos de tres a cuatro en los cordones celulares, de forma aislada y
escasos en numeros. La presencia de necrosis celular aislada no es frecuente,
presentandose focos de necrosis de tres a cinco hepatocitos, rodeados y
mezclados con linfocitos, variando la cantidad de estos focos y su situacion en el
lobulillo. La presencia de focos mayores o areas de necrosis, dando lugar a la
denominada necrosis confluente, mezclada con linfocitos es poco frecuente (58).

La denominada necrosis en puente es una forma de necrosis confluente, que se
extiende desde un espacio porta a otro espacio o de un espacio porta a una vena
centrolobulillar, se acompafada de infiltrado linfoide, presentandose en las formas
mas severas de lesiones necroinflamatorias.

La presencia de células en apoptosis y de cuerpos aciddéfilos, es una lesion de
dafio y muerte celular de los hepatocitos, que se observa con frecuencia en los
hepatitis cronicas virales B o C, en las zonas de necrosis periportal y en el
lobulillo, en este Ultimo a veces entre hepatocitos normales o en los sinusoides, es

mas frecuente en la hepatitis por virus C(59,60).
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La lesion de conductillos biliares de los espacios porta, es mas frecuente en la
hepatitis por virus C, presentandose las células del conductillo con hinchazon,
vacuolizacion del citoplasma, picnosis nuclear o pérdida del ndcleo, con linfocitos
infiltrando el epitelio o rodeando el conductillo, hasta la pérdida del mismo (61).

La fibrosis se presenta en la hepatitis cronica viral B o C, como consecuencia de
las lesiones necroinflamatorias antes descritas, tiene una extension variable, puede
ser intraportal y periportal sin modificaciones de la arquitectura o producir tabiques
fibrosos, que se extienden al lobulillo subdividiéndolo, pudiendo llegar a la cirrosis;
también se presenta extendiéndose finamente entre los sinusoides con aspecto de
capilarizacion o como cicatrices en areas de necrosis confluente.(62-66)

1.2 HEPATITIS CRONICA: SISTEMAS DE CUANTIFICACION

A partir de 1981, con una publicacion (30) donde se planteaba el modo de realizar
una evaluacion cuantitativa de las alteraciones histoldgicas de la hepatitis cronica,
se comenzo a usar este método conocido como el indice de actividad histolégica
de Knodell (por ser éste el apellido del primer autor del trabajo), como criterio de
graduacion de las lesiones en los trabajos de evaluacion de determinada
terapéutica. Este indice cuantifica la inflamacion portal, la necrosis y la actividad
periportal, la necrosis lobulillar y la fibrosis. Al identificar el virus C como causa de
hepatitis cronica, se describe una menor intensidad de lesiones necroinflamatorias
(31,67), lo que ha llevado al analisis de la necesidad de utilizar una clasificacion
mas racional de la hepatitis cronica (68-71). Actualmente se acepta la sustitucion
de la antigua clasificacion de persistente y activa por la que hace referencia a la

intensidad de las lesiones histologicas, clasificandose simplemente como hepatitis
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cronica leve, moderada y severa y en algunas publicaciones se utiliza hasta la
clasificacion de hepatitis crénica minima (72).

Al mismo tiempo, se han planteado criticas a la variacion de la cuantificacion de
las lesiones histoldgicas, tanto las referentes a la actividad necroinflamatoria como
a la fibrosis. Asi Scheuer et al (31), recomiendan la utilizacién de cinco grados para
la actividad lobulillar y la actividad de los espacios porta, uniendo el infiltrado
inflamatorio y la necrosis periportal. En relaciéon a la fibrosis, también utilizan cinco
grados. En 1990, Shoerman et al (73), plantearon variaciones en la cuantificacion
de las lesiones, con tres grados para la lesion lobulillar, cuatro para espacios porta
y cinco para la fibrosis.

En relacion a casos de hepatitis autoinmune, Schwarez (74) y Bach (22) también
proponen y utilizan modificaciones para la evaluacion de la fibrosis y de la actividad
necroinflamatoria y se han utilizado diferentes metodologias para la graduacion de
otras lesiones que se presentan como son: la formaciéon de ndédulos o foliculos
linfoides en los espacios porta (75), lesiones en conductillos biliares (76) y nimero
de hepatocitos con vacuolas de grasa.

En 1995, Ishak, (34) publica una variacion en la clasificacion de Knodell que se ha
utilizado en algunos trabajos de evaluacion de terapéutica (77). En 1999 se publica
una revision de los métodos de cuantificacion de las lesiones en la hepatitis crénica
(37), y mas recientemente, Scheuer, et al (78), sefialan sus principales dificultades
y virtudes, recomendando la utilizacion de algun sistema de medicion de lesiones
en la evaluacion de protocolos de tratamiento de las hepatitis cronicas B o C; o0 en
su relacion con el pronéstico clinico ( 79 ). Mas reciente en el afio 2007, por

Goodman (43) se realiza una detallada revision de los indices necroinflamatorios.
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Los métodos o sistemas de graduacion de las lesiones en las hepatitis cronicas, se
pueden agrupar en los que realizan sélo una descripcion de las lesiones, los que
evaluan dos o tres lesiones con un numero limitado de categorias o clasificaciones
numericas en cada lesion y los mas complejos, con un namero mayor de de
lesiones a evaluar y con mas categorias o clasificaciones de cada lesion. Para un
diagnéstico de rutina, se prefiere un sistema simple de pocas lesiones, como el
sistema de Batts-Ludwig (35), o el denominado sistema Metavir, propuesto por
Bedossa et al. (36); mientras que para una mejor interpretacion de las lesiones
histopatoldgicas y una mayor informacion para el médico de asistencia, se utilizan
los métodos de Knodell (30) o el Ishak (34).(ver Anexo 1).

El método de Knodell, evalia tres lesiones necroinflamatorias, como son la
inflamacion portal y las lesiones del lobulillo en cuatro categorias y la necrosis
periportal unida a la necrosis en puente en siete categorias o clasificaciones
numericas. Se sefiala como defecto importante, que no califica con una numeracion
continua las lesiones, de esa forma la lesion que ocupa siete categorias es
evaluada de 0-10 puntos. Otro defecto del método, se observa en el calculo final de
las lesiones necroinflamatorias, al que suma también el calculo de la fibrosis, que
es una lesién reparativa y no inflamatoria. Esta suma de lesiones da lugar al indice
de Actividad Histologica, con una evaluacion de 0-22; a pesar de estos
sefialamientos es uno de los indices mas usados en las publicaciones.

El método de Ishak, que es una modificacion del método de Knodell, evalla cuatro
lesiones necroinflamatorias en cinco categorias, que son la necrosis periportal, las
lesiones necroinflamatorias del lobulillo y la inflamacién portal y afiade la necrosis

confluente junto a la necrosis en puente a evaluar en siete categorias, con un
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indice de Actividad Histolégica de 0-18. La evaluacion de la necrosis confluente ,
gue es una lesion que se observa en la hepatitis viral aguda y que es muy poco
frecuente en la hepatitis créonica y ademas su unién a la necrosis en puente, se
sefiala como un defecto del método; al igual que la descripcion poco detallada de la
categorizacion de algunas de las lesiones histologicas. (43).

La interpretacion de las alteraciones histoldgicas en las hepatitis virales (80), y con
variaciones de estas lesiones en las biopsias de hepatitis cronicas C, han dado
lugar a la creacion de métodos de graduacion histologica de estas lesiones (80-82),
gue difieren muy poco de los ya comentados. La reproducibilidad de los sistemas
cualicuantitativos de las hepatitis cronicas y su validacion por un mismo observador
0 varios observadores, se analizan en varias publicaciones, tanto para las lesiones
necroinflamatorias (83-85) como para la fibrosis (86,87).

1.3 PROPUESTA DE UN NUEVO SISTEMA CUALICUANTITATIVO (IANIT).

La proposicion del método cualicuantitativo de este trabajo de investigacion
(IANIT), como una modificacion al método de Knodell y al de Ishak, se basa en
evaluar de una forma detallada y precisa, las alteraciones histolégicas, producidas
por los virus de la hepatitis B o C, y por la respuesta inmunoldgica del enfermo,
después de utilizar los métodos de Knodell y de Ishak, en varios proyectos de
investigacion, evaluando ventajas y desventajas, considerando que ambos
meétodos resultan insuficientes, para una buena diferenciacion de los cambios
histolégicos entre dos biopsias y poder realizar una adecuada asociacion de los
resultados enzimaticos-virologicos con los de la biopsia.

Las lesiones de dafo celular de degeneracion balonizante y necrosis de los

hepatocitos, se deben a acciones de linfocitos citotoxicos, contra los virus B o C,
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gue producen citoquinas y destruyen los hepatocitos, ademas activan mediadores
de la respuesta inflamatoria, con aumento de las células inflamatorias en los focos
de necrosis(88-90).La necrosis en puente, es una forma muy severa de actividad
necrotica del lobulillo (91,92), que representa una forma persistente de infeccion
viral, con un mal prondstico y seguida de fibrosis con distorsién de la arquitectura,
presentandose en la recrudescencia o reactivacion de ambos virus, por lo que en el
meétodo propuesto se evalla como una variable histoldgica independiente, por la
importancia de la misma. Su evaluacion de 0 a 4.

Las lesiones de dafio celular de degeneracion aciddfila, los mecanismos que llevan
a la apoptosis y a la formacion de cuerpos acidéfilos (93,94), estan también
constituidos por factores inmunologicos, a partir de la accion de linfocitos
citotoxicos y el factor de necrosis tumoral (95,96) y otras citoquinas, producen una
necrosis celular, que contribuye al aumento de la ALAT (97), debido a lo cual en el
método propuesto, se incluye su evaluacibn como una variable histologica
independiente, en las lesiones necroinflamatorias del lobulillo, no evaluada en otros
sistemas de esa forma. Su evaluacion de 0 a 3.

En cuanto a los tractos portales afectados, ya se ha sefialado que la magnitud del
infiltrado inflamatorio intraportal o periportal, puede variar entre ellos y observarse
espacios porta sin una respuesta inflamatoria; por lo que el método propuesto
plantea separar la calificacion de la magnitud del infiltrado inflamatorio del espacio
porta,(alteracion evaluada en la mayoria de los sistemas ya citados),e incluir como
una nueva variable a evaluar el numero de espacios porta lesionados presentes en
la biopsia, brindando una informacion de la extension o gravedad del proceso

necroinflamatorio de los espacios porta. Su evaluacion de 0 a 4.
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Las lesiones de dafio de los conductillos biliares en los espacios porta, también
estan producidas por mecanismos inmunoldgicos, dependientes de particulas
virales de los virus B o C, dentro de estas células que tiene el mismo desarrollo
embriologico de los hepatocitos y dan lugar a alteraciones morfologicas, que
lesionan las estructuras del espacio porta, lo que se ha planteado evaluar como
una lesion independiente (98,99). Su evaluacion de 0 a 3.

Las otras lesiones a evaluar en el método propuesto, son la necrosis periportal, las
lesiones necroinflamatorias del lobulillo y el infiltrado de espacios porta, que son las
alteraciones histologicas que se evaluan de forma independiente en la mayoria de
los métodos citados, se modifica su modo de evaluar , al hacer mas objetivas y
precisas las caracteristicas histologicas de cada categoria de las lesiones. Cada
alteracion histologica es evaluada de 0 a 4.

A cada biopsia se le realizé un estudio detallado de las alteraciones histologicas,
de esa forma en el estudio de cada espacio porta se evaluaron los siguientes datos
de cada alteracion histolégica:

Presencia, distribucion, magnitud y composicion del infiltrado inflamatorio.
Presencia, distribucion, magnitud y extension de la necrosis periportal.

Presencia, localizacion, magnitud y extension de la fibrosis.

Presencia, aspecto y numero de conductos biliares lesionados.

NuUmero de espacios porta lesionados.

En el estudio detallado de los lobulillos hepaticos se evaluaran los siguientes datos:
Presencia, distribucion, magnitud y extension de la necrosis lobulillar y el infiltrado
inflamatorio.

Presencia, magnitud y localizacién de cuerpos acidofilos.

25



Presencia, magnitud y extension de la necrosis en puente.

El indice de Actividad Necroinflamatoria Total (IANIT) esta constituido por:

1. Necrosis de la interfase o periportal (n. p) 0-4 (modificacién 75,76)

0- ausente

1- pequeiios focos de n .p. en menos del 20% del perimetro, en menos del 50% de
espacios porta.

2- pequeiias areas de n. p. en forma aislada, en mas del 50% de espacios porta.

3- area de n. p. hasta el 50% del perimetro, en mas del 50% de espacios porta.

4- areas de n.p. en mas del 50% del perimetro, en mas del 50% de espacios porta
2. Inflamacién portal 0-4 (modificacién 30, 31,70)

0- ausente

1- aisladas células inflamatorias de menos del 50% de espacios porta

2- grupos de células inflamatorias en menos del 50% de espacios porta.

3- grupos de células inflamatorias en mas del 50% del area de todos los espacios
porta.

4- grupos de células inflamatorias formando densos acumulos en toda el area de
todos los espacios porta.

3. Lesioén lobulillar ( necrosis e inflamacion focal) 0-4 (modificacion 31,100)
0 - ausente

1- hasta 2 pequefios focos puntuales de grupos de células inflamatorias en sitios de
necrosis focal en campos de 100x.

2- hasta 5 pequenios focos de iguales caracteristicas.

3- hasta 10 pequerios focos de iguales caracteristicas.

4- mas de 10 pequefios focos de iguales caracteristicas.
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4. Cuerpos acidoéfilos (apoptosis) 0-3 (modificacion 22 variable no utilizada)
0 - ausente

1- menos de 10 cuerpos aciddfilos por corte histologico

2 - hasta de 20 cuerpos acidofilos por corte histolégico

3 - mas de 20 cuerpos aciddfilos por corte histolégico

5. Necrosis en puente 0-4 (valoracién de nueva variable)

0- ausente

1- en menos del 25% de espacios porta

2- hasta el 50 % de espacios porta

3- hasta el 75 % de espacios porta

4- en mas del 75 % de espacios porta

6. Lesidon de conductillos biliares (degeneracién celular, pérdida o infiltrado
linfoide) 0-3 ( modificacion variable no utilizada.)

0- ausente

1- hasta el 25 % de espacios porta con lesion de conductillos

2- hasta el 50 % de espacios porta con lesion de conductillos

3- mas de 50 % de espacios porta con lesion de conductillos

7. Numero de espacios porta lesiones 0-4 (valoracién de nueva variable)
0- ausente

1- menos del 25 % de espacios porta lesionados

2- hasta el 50 % de espacios porta lesionados

3- hasta el 75 % de espacios porta lesionados

4- mas del 75 % de espacios porta lesionados
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El valor del indice varia entre 0 y 26., constituye la suma de todos las lesiones
necroinflamatorias, denominado indice de Actividad Necroinflamatoria Total (IANIT).
La fibrosis sera evaluada de 0-4 segun Scheuer (78)

0- ausente

1- expansion fibrosa de espacios porta

2- expansion fibrosa de espacios porta con pequefias extensiones al lobulillo
3-expansion fibrosa de espacios porta con tractos fibrosos, que se extienden al
lobulillo distorsionandolos

4- cirrosis

La utilizacion de términos como foco, area, grupos de células, que se utilizan en la
meétodo propuesto, son las mismas que se describen en métodos anteriores y son
conocidos y trabajados, por los patélogos en el diagnéstico de biopsias hepaticas.

En relacion al diagndstico histolégico de la hepatitis cronica, es de vital importancia
el tamafio del cilindro a estudiar. En su trabajo, Brunetti et al. (101) compara la
utilizacion de biopsias por aguja fina (0,8 mm) o agujas de diametro normal (1,2
mm) en 149 pacientes y demuestra que los resultados diagnésticos son mucho
mejores con la utilizacion de agujas de mayor diametro. Se sefiala que la longitud
del cilindro hepatico, es esencial para un diagnostico acertado. Bedossa et al. (102)
plantea la longitud al menos de 25mm del cilindro, es necesario para una acuciosa
valoracion de la fibrosis en los sistemas de evaluacion. Colloredo et al. (103),
usando un papel negro sobre la lamina histolégica realiza el diagndstico en
diferentes longitudes de hasta 5,10, 15, 20, 25 o mas de 25mm, concluyendo que si
es mayor el tamafo del cilindro, el grado de lesion necroinflamatoria o de fibrosis

es mayor, recomendando que es necesaria la longitud de 20mm o mas para un
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diagnéstico eficiente. La longitud de 20mm del cilindro es aceptada en otra
publicacion (48), otros reportan como satisfactoria la longitud de 15mm
(9,12,104,105).

No solo es importante la longitud del cilindro hepatico, sino el nUmero de espacios
porta completos que se observan, segun diferentes autores el nimero varia desde
11 referidos por Colloredo (103) hasta cuatro por Brunetti (101). Otros trabajos
plantean 5 espacios porta, 6 y 8 (106,107). Uno de los patdlogos mas reconocido
en el diagnéstico de la hepatitis cronica, Peter J. Scheuer, plantea que mientras
mas grande es el tamario del cilindro hepatico es mejor y que entre 6 y 8 espacios
porta es suficiente para un diagnostico de calidad (108).

La posibilidad de un error de muestreo en el cilindro obtenido se ha evaluado,
Soloway (6) plantea que las alteraciones histolégicas en la hepatitis cronica son
uniformes, y no en la cirrosis hepatica. Knodell et al. en 1977 (109) realiza dos
biopsias a la vez en cada paciente, refiere escasas variaciones en el grado de
algunas lesiones histolégicas, pero que no son suficientes para variar el
diagnéstico.

En 1995 (110) se reporta usando el sistema de Knodell en 74 pacientes, con virus
C de la hepatitis algunas diferencias en la evaluacion cuantitativa de la necrosis
lobulillar y periportal y de la inflamacion del espacio porta. Mas reciente, en el 2003
se reporta (111) el 45% de diferencia en la actividad necroinflamatoria y en la
fibrosis con el sistema Knodell; en el 2002 se reporta (112) un 24% de diferencias
al menos de un grado en la inflamacion y del 33% en la fibrosis, usando el sistema

Metavir, en biopsias de ambos l6bulos.
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En un excelente estudio de 254 biopsias evaluadas por 15 patélogos (113), en
relacion a las diferentes alteraciones histopatoldgicas en las hepatitis créonica donde
evaluaron la influencia del patdlogo que diagnostica y las caracteristicas de la
biopsia, concluyen que el grado de experiencia en la interpretacion de la biopsia
hepatica dada por la especializacidon en la patologia hepatica, el tiempo en que esté
dedicado a esta actividad y el desarrollo cientifico de la institucion donde trabaja,
influyen positivamente para un diagndstico correcto en aquellas biopsias pequefias.
Como este trabajo investigativo se relaciona con los virus B y C de la hepatitis se
exponen se exponen algunas caracteristicas biologicas, de diagnostico y formas
de presentacion clinica, que se asocian con los resultados que se presentan en los
diferentes capitulos, pues ambos virus pueden evolucionar a hepatopatias
cronicas, como hepatitis cronica, cirrosis y carcinoma hepatico.

1.4 VIRUS DE LA HEPATITIS B

El virus de la hepatitis B es un virus de doble cadena DNA, que replica en parte
través de RNA intermediario, su genoma tiene aproximadamente 3,200 pares de
bases, con 8 tipos diferentes de genotipos, con una distribucion en numerosas
areas geograficas, que tienen poca influencia en la evolucion de la enfermedad
(114) Esta compuesto por 4 genes diferentes que codifican con numerosas
proteinas virales, el gen central o core codifica para la sintesis de proteinas de
cubierta viral, denominandose AgcHB y el denominado pre-core o AgeHB. El gen S
codifica las proteinas de envoltura denominadas Pre-S1 y Pre-S2 vy la proteina S
denominada AgsHB, antiguamente conocida como Antigeno Australia (115); estos

productos proteicos virales, son utilizados en diagnostico serologico e histolégico.
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El gen P codifica para la sintesis de la polimerasa viral de importancia en la
replicacion viral y el gen X, que es el menos estudiado, denominado Agx, como un
potente transactivador asociado a la carcinogénesis del virus B. La determinacion
de la presencia de los antigenos del virus B en tejido hepatico, ha permitido evaluar
los mecanismos de penetracion viral en los hepatocitos, la replicacion viral y la
respuesta del huésped, utilizando las técnicas de inmunoperoxidasa e
inmunofluorescencia en la demostracion del AgsHB, del AgeHB y del AgcHB en el
citoplasma y nucleos de los hepatocitos (116).

El virus B de la hepatitis esta considerado entre los agentes infecciosos mas
diseminados en nuestro planeta, considerandose que 350 millones de personas
estan catalogados como portadores cronicos de la infeccion (117), calculandose
unas 520,000 muertes anuales por este virus, estimandose que el 5 por ciento de
la poblacibn mundial esta afectada por este virus (118). En grupos de riesgo se
sefalan drogadictos, hemodializados, pacientes infectados por HIV, personas con
multiples parejas sexuales y hombres que tienen sexo con hombres (119). El
personal de salud es considerado como de riesgo principalmente por la violacion de
medidas de seguridad, en areas de laboratorios y de urgencias medicas (120).

El dafio de los hepatocitos en la hepatitis B es debido a la respuesta inmune del
huésped, dependiente de linfocitos citotoxicos clase | VHB demostrados en tejido
hepatico y en sangre periférica (121). Los linfocitos T4 identificados en el higado,
permite una respuesta coordinada humoral y celular contra el virus B (122),
desencadenan apoptosis en los hepatocitos infectados y permiten el reclutamiento

de células, que dan lugar a los focos necroinflamatorios. La extension y severidad
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de la hepatitis depende de la respuesta inmune del huésped, produciéndose cuatro
diferentes evoluciones a infectados por el virus B.

-- una respuesta inmune normal, produce la eliminacion del virus y clinicamente se
representa por una hepatitis aguda

--una respuesta inmune exagerada y poco especifica puede producir una necrosis
severa, que dara lugar a una hepatitis fulminante.

--una respuesta inmunolégica débil, insuficiente y continuada, con un dafio celular
de hepatocitos mantenido da lugar a una hepatitis cronica y posible cirrosis

--una respuesta inmunologica muy limitada o una tolerancia inmunoldgica al virus
B, no produce lesion hepatica o es infima y corresponde al estado de portador
asintomatico.

La infeccion cronica del virus B, es una dinamica interaccion entre el virus, los
hepatocitos y el sistema inmune del organismo y puede evolucionar entre brotes y
remisiones, en la biopsia cambios necroinflamatorios del lobulillo, pueden llegar a
necrosis en puente con linfocitos T8 citotoxicos y que segregan interferon vy factor
de necrosis tumoral, reflejando la ALAT la magnitud de la respuesta inmune. (123)
1.5 VIRUS DE LA HEPATITIS C

El virus de la hepatitis C es un virus de simple cadena RNA, su genoma de
alrededor de 9,600 nucleétidos, es trasladado dentro de una poli proteina de 3000
aminoacidos. Esta formado por tres proteinas estructurales denominadas core, E1
y E2 localizadas en su terminal amino, ocupando la cuarta parte de la poliproteina y
por las proteinas no estructurales NS2, NS3, NS4 y NS5, en la porcion remanente
de la poli proteina (124). Las proteinas E1 y E2 son de envoltura y el core o AgcHB

son los mayores componentes del virus C (125,126 ), dando lugar a 6 genotipos
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diferentes, con importante presencia en diferentes areas geograficas y con distintas
evolucion en las formas clinicas cronicas por virus C (127). El virus C de la hepatitis
esta reportado que 170 millones de personas , estan afectados cronicamente (128),
y que la evolucién a cirrosis o hepatocarcinoma representa alrededor de 280,000
muertes cada afo, estimandose que 2,7 millones de personas estan infectadas por
este virus en los Estados Unidos de Norteamérica (129) .

.La progresion de la hepatitis cronica C, se estima que a los 20 afos, el 22% de los
pacientes evolucionan a cirrosis y que los denominados donantes asintomaticos, a
los 20 afos el 4% también evolucionan a cirrosis (130). Se reporta que el 85 % de
los infectados por el virus de la hepatitis C, van a la infeccion cronica, generalmente
asintomatico en el 75%. Se reporta que hasta el 25%, con cifras de ALAT
normales y RNA-VHC positivo en sangre, pueden tener lesiones leves en el
estudio biopsico y que los pacientes con cifras elevadas de ALAT y con dafio
celular de moderado a severo, evolucionan a cirrosis en pocos afios y del 2 al 5%
de las cirrosis a hepatocarcinoma cada afio (131).

La demostracion de particulas virales como diagnostico corriente en biopsias, como
sucede con el virus de la hepatitis B, no esta disponible técnicamente en este
momento, aunque existen algunos trabajos que han reportado la deteccion de
proteinas virales en muestras de tejido, aunque no se ha generalizado esta
tecnologia (132,133). En Cuba, en pacientes del Instituto de Gastroenterologia y en
cooperacion otros centros de investigacion, mediante técnicas de microscopia de
transmision y de inmunomicroscopia electronica, se han demostrado la presencia
de particulas virales en el citoplasma y nucleos de hepatocitos infectados y en

células no parenquimatosas del higado (98,134-136).
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La presencia de proteinas virales en hepatocitos y en células mononucleares
periféricas, en enfermos con RNA del virus C ausente en suero (137), demuestra
gue formas replicativas del virus C, pueden persistir en hepatocitos y monocitos.

La via de transmision del virus C de la hepatitis mas frecuente es la hemaética,
constituyendo la primera causa de las hepatitis postransfusional (138).Otras
fuentes de contagio, incluyen inyecciones a repeticion, drogadictos, enfermos
dializados, no constituyendo la transmision sexual una via infeccion, el personal de
la salud constituye un grupo de riesgo. La respuesta inmune del huésped, en las
vias de eliminacion viral determina en primera instancia la evolucion de la
enfermedad, la existencia de linfocitos citotoxicos especificos contra el virus C
representan la via principal de la respuesta inmune, ademas de T4 especificos que
completan la respuesta del huésped, demostrandose que una respuesta débil de
ambas clases de linfocitos, permiten el paso a la cronicidad, mientras que una
respuesta efectiva, puede eliminar el virus.

Lo expuesto en este capitulo, demuestra la importancia del estudio detallado de las
alteraciones histologicas, en biopsias hepaticas, provenientes de enfermos o
portadores asintomaticos del virus B o C de la hepatitis, y su utilizacion en el
conocimiento de la magnitud y extension de estas lesiones, después de una

terapéutica determinada, como criterio de evaluacion del estado de la enfermedad.
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CAPITULO 2
UTILIDAD DE LA BIOPSIA HEPATICA EN EL DIAGNOSTICO Y
CATEGORIZACION DE DONANTES ASINTOMATICOS CON VIRUS B O C DE
LA HEPATITIS.
Este capitulo es el resultado de varias investigaciones institucionales realizadas en
el Instituto de Gastroenterologia, en los ultimas dos décadas del pasado siglo,
relacionadas con el estudio de donantes voluntarios de sangre, portadores de los
virus B o C de la hepatitis y la importancia de la biopsia hepatica, en el estudio
detallado de las alteraciones histologicas, en estos donantes. La respuesta inmune
de cada persona infectada por los virus B o C de la hepatitis, como se ha sefalado
en los parrafos anteriores, define la alteracion histologica que se pueda presentar
en tejido hepatico y las alteraciones en el orden clinico y bioquimico que se
presentan en estas personas, pudiendo catalogarse como enfermos o no.
2.1- PORTADORES DE LOS VIRUS B O C DE LA HEPATITIS.
En relacion al virus B de la hepatitis, la prevalencia de la infeccion varia de 0,1%
en algunos paises de Europa y América del Norte hasta el 15% en algunos paises
de Asia y Africa (139), se conoce que una de las formas de evolucion clinica, es el
denominado portador sano o asintomatico, considerando que tiene inicialmente

AgsHB positivo en suero, con cifras de ALAT normales y sin sintomas y signos de
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enfermedad hepatica. Desde 1970 se reportan numerosos estudios, con realizacion
de biopsias hepatica, que se pueden resumir de la siguiente forma:

Tabla 1 Resultados histolégicos en pacientes portadores sanos de VHB.

N Normal L?S.'On HCP HCA Esteatosis CH

Minima
ALAT normal g 67 108 33 i i 12
ALAT elevada 59 17 48 30 38 2 4

HCP Hepatitis cronica persistente HCA Hepatitis cronica activa CH Cirrosis
Bibliografia (140-148).

Estos resultados sefialan un mayor nimero de biopsias de hepatopatias cronicas,
con enzimas elevadas, aunque también se observan lesiones minimas y de
hepatitis crénicas persistentes con cifras normales de ALAT.

Similar al virus B de la hepatitis, se ha definido el criterio de portador sano del virus
C, como el sujeto con anticuerpos contra el virus C de la hepatitis, RNA-HVC en
suero positivo, aminotransferasas normales y sin lesién histolégica en el higado
(149-150). La presencia de lesiones histolégicas en algunos sujetos, han puesto en
duda la existencia del portador sano o asintomatico de este virus (151), sin
embargo, se acepta la existencia del denominado portador sano inactivo, igual que
por el virus B. En la siguiente tabla se resumen, algunos trabajos con resultados
histoldgicos de sujetos con anti-HVC y RNA-HVC positivos y enzimas normales .

Tabla 2 Resultados histolégicos en pacientes portadores de VHC.

N  Normal L€SON  Lep HCA CH  Esteatosis
Minima
ALATnormal o, gy 27 269 217 7 14

HCP Hepatitis cronica persistente HCA Hepatitis cronica activa CH Cirrosis
Bibliografia (151-157).
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Los resultados de estos estudios reflejan, siguiendo la misma metodologia y con un
namero apreciable de sujetos estudiados, la presencia del 13% de casos con
histologia normal, considerandose como portadores del virus C de la hepatitis. Igual
gue en el virus B, estos portadores sanos, con enzimas normales, son candidatos a
donantes de sangre voluntarios, que solo después del estudio de su sangre, para la
detecciéon de marcadores virales de los virus de la hepatitis y la medicion de las
aminotransferasas, se determina que son portadores del virus C y al estudiarlos
correctamente, mediante la biopsia hepatica se pueden categorizar como enfermos
o portadores.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar lesiones histologicas en biopsias hepaticas, de donantes de sangre
asintomaticos con AgsHB o anti-HVC positivos.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la presencia de alteraciones histopatoldgicas hepaticas, en donantes de
sangre asintomaticos virus B o C positivos y categorizarlos o0 no como enfermos.
2.4 MATERIAL Y METODOS.

En un proyecto de investigacion institucional, se estudiaron de forma prospectiva
las biopsias hepaticas procedentes de donantes voluntarios de sangre, enviados al
Instituto de Gastroenterologia por algunos bancos de sangre de Ciudad de La
Habana, al detectarse el anti-HVC o el AgsHB en la sangre donada. A cada
donante enviado se le repitié el estudio de los marcadores virales en el Laboratorio
de Inmunologia del IGE, mediante la técnica ultramicroenzimatica (SUMA) con los
reactivos del Centro de Inmunoensayo; aquellos pacientes que fueron positivos se

le realiz6 un examen fisico, una historia epidemiologica y un estudio de enzimas
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hepaticas, proponiéndoseles la realizacion de una biopsia hepatica bajo vision
laparoscopica. Se estudiaron 130 biopsias de donantes B positivo y 100 biopsias
de donantes anti HVC positivo en un periodo de dos afios, solamente fueron
utilizadas las biopsias que presentaron como minimo 6 espacios porta, fueron
procesados segun lo referido en el capitulo de introduccion y evaluados 20 cortes
histolégicos en cada biopsia y cuantificadas las alteraciones histologicas segun el
Sistema de Knodell, referido anteriormente.

Se clasificaron las biopsias segun sus alteraciones en normales, hepatitis cronica
minima, leve, moderada y severa. Se considero el diagnostico de cirrosis segun
los criterios histolégicos conocidos y el de esteatosis si presentaban vacuolas
grasas, mas del 15% de los hepatocitos y se clasificaron algunas biopsias como
lesion minima si presentaban las siguientes alteraciones:

En aumentos de 100x en el lobulillo, menos del 5% de hepatocitos balonados o con
degeneracion acidofila, menos del 5% de necrosis aislada de hepatocitos 0 menos
de 2 o 3 focos de necrosis de 3 a 4 hepatocitos con escasos linfocitos y en espacios
porta la presencia de escasas células inflamatorias en menos del 25% de tractos
portales. Se utilizo la denominacidn de lesion minima en este trabajo, como un simil
a lesiones histologicas en glomérulos, de facil compresion por los patolégos y
pretendiendo se comprendiera la magnitud de la lesion descrita.

Se estudio un segundo grupo de 63 biopsias de donantes voluntarios, agrupados
como donantes especiales por plasmaféresis provenientes del Banco de Sangre de
Provincial, que fueron clasificados como anti HVC positivo, se siguio el mismo

procedimiento del grupo anterior y en el estudio histologico y se introdujo la
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clasificacion de hepatitis aguda minima, si se observaban las siguientes
alteraciones histoldgicas:

Moderado balonamiento celular y hepatocitos disminuidos de volumen con
citoplasma eosindfilo de preferencia centrolobulillar, presencia de cuerpos,
acidofilos y necrosis celular aislada de hepatocitos, escasos pequefios focos
necroinflamatorios en el lobulillo, presencia de pigmento biliar en algunos
hepatocitos, que en total representan alrededor del 20% de hepatocitos lesionados
y ligero edema en algunos espacios porta con escaso infiltrado linfoplasmocitarios.
En ambos estudios la cifra de ALAT se consider6 normal hasta 40 Ul, no
presentandose alteraciones en el examen fisico de los donantes que fueran
atribuidos a la glandula hepatica, clasificandose como donantes asintomaticos.

Los resultados se presentan en tablas, utilizando estadisticas de tipo descriptivo.
2.5 RESULTADOS

Los resultados del estudio de las biopsias de los donantes AgsHB o anti HVC

positivos, son presentados en la Tabla 1 y Gréaficosly 2.

Tabla 1 Resultados histolégicos de biopsias hepaticas de donates asintomaticos.

Clasificacidén histolégica No. %
Higado normal 140 60,86%
Lesion minima 32 14,91%
Hepatitis cronica 53 23,04%
Cirrosis 2 0,86%
Esteatosis 3 1,30%
230 100%

Fuente. Resultados de la investigacion.
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GRAFICO 1
RESULTADOS DE BIOPSIAS DE DONANTES
ASINTOMATICOS B POSITIVOS N=130

Proporcidn de casos (%)
Normal ®Lesion minima -~ Hepatitis crénica mCirrosis - Esteatosis
1% 1%

18%

64% .

GRAFICO 2
RESULTADO DE BIOPSIAS DE DONANTES
ASINTOMATICOS C POSITIVOS N=100

Proporcidn de casos (%)

4 Normal ®Lesion minima LI Hepatitis cronica mCirrosis u Esteatosis
1% 2oy

\
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En la tabla 1 se observa, que el 39,14% de las biopsias estudiadas presentaban
alteraciones histolégicas, dependientes de los virus de la hepatitis y que el 23,04%
eran hepatitis cronicas. El grafico 1, muestra que el 36% de los donantes
asintomaticos o sanos con AgsHB+ presentaban alteraciones histolégicas en la
biopsia hepatica, mientras que en los donantes anti-HVC+, la biopsia presento
alteraciones en el 44%. Estas alteraciones, a excepcion de la esteatosis hepética,
pueden ser atribuidas a los virus B o C de las hepatitis, es de destacar que el 18%
de la biopsias de donantes con virus B, correspondieron a hepatitis crénica y el
30% en los donantes C positivo. (ver Gréfico 1y 2).

En la literatura revisada en las publicaciones con metodologia similar a la utilizada
en este trabajo, se informan resultados generalmente coincidentes, Afifi et al.
(158), en un estudio de 115 casos, obtienen que el 33% de las biopsias de virus B
presentaban alteraciones y el 75% de las de virus C. En relacidon a los donantes de
sangre virus B positivos, los resultados de diferentes publicaciones (159-164),
informan alteraciones histopatologicas del higado entre el 20% y 60%, siendo del
44% en las publicaciones en su conjunto. En relacion a los donantes de sangre con
virus C positivo, se han publicado en las ultimos 20 afios numerosos trabajos
(158,165-168), en los cuales se reportan alteraciones histologicas hepaticas en
alrededor del 90% de las biopsias; sin embargo es de sefialar que tanto para el
virus B como para el C, un porcentaje importante de estas alteraciones se clasifican
como lesiones minimas o inespecificas, dadas por alteraciones de dafio celular
como balonamiento o acidofilia del citoplasma del hepatocito, algun pequefio foco

necroinflamatorio o escasa respuesta inflamatoria del lobulillo.
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En este trabajo se obtuvo, que el 18% de las biopsias de virus B positivo, presentan
hepatitis crénica y en el 30% del virus C; en los mismas publicaciones citadas en el
parrafo anterior, se reportan que en las biopsias de donantes B se diagnostico,
hepatitis cronica en el 44% y en el 72% de las biopsias de donantes con virus C; en
publicaciones mas recientes referidas a donantes asintomaticos virus C positivos
se reportan resultados algo disimiles entre un trabajo y otro, con diagndstico
histolégico de hepatitis cronica, que van desde el 8% de las biopsias, hasta un
trabajo del 100% (169-172); mientras que otra publicacién en donantes jovenes se
reporta el 50% con hepatitis cronica (173). .Es de sefialar que en estos resultados,
se diagnosticaron dos casos como cirrosis, coincidiendo en lo revisado en la
literatura en que se reporta entre el 2 y 4% de cirréticos en estos donantes
asintomaticos.

En la tabla 2 se presentan los resultados de los donantes con lesion histologica y
cifras normales de ALAT.

Tabla 2 Relacion de lesiénes histoldgicas en donantes con ALAT normal.

Clasificacién histolégica total de lesiones total ALAT normal %

Lesion minima 32 20 62,5
Hepatitis cronica 53 30 56,6
Cirrosis 2 2 100
Esteatosis 3 2 66
Total 90 54 60

Fuente: Resultados de la investigacion

En esta tabla se observa que el 60% de los donantes con alteraciones
histoldgicas presentaban cifras normales de ALAT, de 53 con hepatitis crénica en
30 la ALAT fue normal, corresponden al 56,60% de las biopsias diagnosticadas

como hepatitis cronica, lo que se considera una cifra alta, para estos donantes.
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Tabla 3 Presencia de lesion histolégica en donantes con

segun virus B o C.

cifras normales de ALAT,

Clasificacién AgsHB anti HVC
histolégica n No. % n No. %
Lesion minima 21 12 57,14 11 8 72,72
Hepatitis cronica 23 7 30,43 30 23 76,66
Cirrosis 1 1 100 1 1 100
Esteatosis 1 1 100 2 2 100
Total 46 21 45,65 44 34 77.27.

Fuente: Resultados de la Investigacion

Esta Tabla 3 muestra los resultados de donantes, segun su tipo de virus con

alteraciones histolégicas y ALAT normal, representando el 45,65% en los donantes

con virus B y elevandose hasta 77,2% en las de virus C; las biopsias

diagnosticadas como hepatitis crénicas y ALAT normal, fueron el 30,43% en los

donantes By el 76,66 % en los donantes C, en estos ultimos 3 de 4 tenian enzimas

normales. En la tabla siguiente, se presentan los resultados de las biopsias

diagnosticadas como hepatitis cronicas, clasificadas segun la magnitud de sus

alteraciones, con cifras de ALAT normales.

Tabla 4 Resultados de biopsias de hepatitis cronica en donantes con ALAT normal

Clasificacion Ags HB+ anti HVC
histolégica n No. % n No. %
Minima 2 2 100 12 12 100
Leve 6 4 66,66 11 9 81,81
Moderada 11 1 9,09 7 2 28,57
Severa 4 - - 0 -

Total 23 7 30,43 30 23 76,66

Fuente: Resultados de la investigacion
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En ambos grupos de donantes, se observan un amplio predominio de cifras
normales de ALAT, en aquellas hepatitis cronica diagnosticadas con un menor
grado de lesion necroinflamatoria (minimas y leves). Es de sefalar que el 28,57%
de las biopsias de hepatitis cronica moderada cursan con ALAT normal, en el grupo
de donantes con virus C. La tabla muestra que en el grupo de donantes B,
predominan los grados mayores de lesion, con 15 de 23 biopsias, diagnosticadas
como hepatitis cronicas moderadas o0 severas; mientras que en el grupo de
donantes C, predominan los grados menores de lesion, con 23 de 30 biopsias
diagnosticadas como hepatitis cronicas minimas o leves.

El estudio de las biopsias y en su categorizaciéon en diferentes grados de la
hepatitis cronica, en las muestras de biopsias de donantes asintomaticos, permiten
clasificarlos segun la magnitud de las lesiones histopatoldgicas y tienen un criterio
cualitativo de su gravedad. Los resultados de esta clasificacion, demostraron que
las biopsias de hepatitis cronica del grupo de virus B, se categorizan la mayoria
como moderadas o severas; mientras los del grupo C hubo un franco predominio
de lesiones menos severas, catalogandose mas del 76,66% de la mismas como
minima o leve; esta forma de clasificar las hepatitis cronica reviste gran utilidad
para evaluar la respuesta a las diferentes terapéuticas y por el patdlogo es
fundamental su conocimiento.

En este capitulo que se analizan los resultados de las biopsias de estos dos grupos
de donantes, y cudles eran las cifras de ALAT en el tiempo que se tomé la muestra
biopsia, se observa en las tablas antes comentadas, el elevado numero de
donantes que presentando lesiones histologicas tenian cifras normales de la ALAT,

incluyendo biopsias de hepatitis cronicas de diferentes grados de lesion e incluso
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cirrosis. Esta situacion ha sido evaluada en la literatura revisada, con diferentes
enfoques y resultados, que se discuten a continuacion.

El estudio de los donantes de sangre positivos al AgsHB, se reporta en numerosos
trabajos, algunos de los cuales con realizacion de biopsias hepaticas, que se puede
resumir de la siguiente manera:

Resumen de resultados histolégicos en donantes con infeccion por VHB.

N Normal LI€SION  Leb HCA  CH

Minima
ALAT normal ) 78 15 15 13 i
ALAT elevada 49 5 30 15 1 1

HCPHepatitis crénica persistente HCAHepatitis crénica activa CHCirrosis
Bibliografia (159-164).

Estos resultados demuestran, que el 96% de los donantes, con ALAT elevada
presentaban algin grado de alteracién histolégica, aunque un nimero importante
de donantes con cifras normales enzimaticas 35,50%, también presentaban
alteraciones histoldgicas.

En el siguiente resumen se presentan, algunos resultados de trabajos, de donantes
de sangre anti-HVC positivos con estudios de biopsia hepatica

Resumen de resultados histolégicos donantes con infeccion por VHC.

N Normal 3" pop HcAa  cH

Minima
ALAT normal 184 39 57 56 32 0
ALAT elevada ., 0 73 130 17 0

HCP Hepatitis cronica persistente HCA Hepatitis cronica activa CH Cirrosis
Bibliografia (158,165-168,174).
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Los resultados de estos trabajos demuestran la presencia de lesiones histologicas
de hepatopatias cronicas, en el 100% de los donantes con ALAT elevada, pero
también en el 78,90% con cifras normales de ALAT.

Entre los temas mas debatidos en la literatura, relacionados con las personas con
virus B o C de la hepatitis, es lo relacionado con las cifras de la ALAT vy la
presencia o no de alteraciones histopatolégicas en la biopsia hepética (152-157) y
mas particularmente en relacion al virus C, en que las lesiones tienen menos
intensidad. Esta problematica, es una realidad en relacién a los donantes de sangre
asintomaticos, muchos de los cuales presentan cifras normales de ALAT.

La relacion de las cifras de la ALAT vy las alteraciones histopatoldgicas hepaticas,
observados en la biopsia hepatica, también es discutida en la literatura, se plantea
la utilidad de la realizacion de la biopsia hepatica o no en los donantes
asintomaticos. Curtiss et al. (154), plantean que si la infeccion de estos virus esta
bien documentada, hay que considerar la biopsia hepatica.

Si la ALAT es normal o cerca de lo normal, otro autor (174) refiere que la alta
frecuencia de hepatopatia cronica en donantes asintomaticos, con ALAT normal no
excluye la realizacion de la biopsia; Berenjeba (175), refiere que los portadores
cronicos asintomaticos pueden tener lesiones histolégicas del higado que pueden
llegar hasta la cirrosis. Afifi et al. (158) sefiala un paralelismo entre las laminas
histoldgicas (hepatitis cronicas) y los resultados biolégicos (citolisis) y viroldgicos,
existe entre la mitad de los sujetos estudiados y Loria (176) plantea que existe
correlacion entre las variables biolégicas e histoldgicas, a pesar de la distribucion

heterogénea de las lesiones hepaticas y la fluctuacion de las transaminasas.
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Sin embargo, otros autores (177-178), platean que no siempre la biopsia es

indispensable para llegar a un diagnostico de portador sano, la ausencia de
correlacion de la actividad sérica de las transaminasas con la severidad de las
lesiones histolégicas, en algunos casos, no justifica la realizacion de la biopsia
hepatica. El criterio de la realizacion o no de la biopsia hepatica, en los donantes
asintomaticos o inactivos de los virus B o C de la hepatitis, no corresponde al
patologo, y lo esencial para el patdlogo, es hacer con la mayor calidad el
diagnéstico de cada biopsia hepatica, lograr utilizar la clasificacion actual de las
hepatitis cronica (33) y realizar la evaluacion cuantitativa de las diferentes lesiones
histoldgicas observadas en el cilindro hepatico, que permite un estudio detallado
de cada alteracion y una valoracion numerica de la actividad necroinflamatoria por
una parte y de la reparacion mediante la fibrosis separadamente (37); con los
resultados expresados de la muestra estudiada el autor considera la necesidad de
realizar la biopsia hepatica en estos donantes.
El estudio detallado de las alteraciones histopatoldgicas hepéaticas, en los casos
con diagnostico hepatitis cronica por biopsia, permite la valoracion cuantitativa de
estas alteraciones y siguiendo el método de Knodell (30), en la siguiente tabla, se
presentan los resultados del estudio cualicuantitativo de estas biopsias, calculando
indice de actividad histoldgica sin incluir la fibrosis.

Tabla 5 Resultados del Método de Knodell, en las hepatitis cronica.

L. lobul. _Infl Portal Necros, Perip. indice Actividad Fibrosis
Virus B n=23 0,77 2,40 2,70 5,87 0,78
Virus C n=30 0,43 1,50 1.60 3,53 0,63

Fuente: Resultados de la investigacion
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En el indice de actividad necroinflamatoria, en las hepatitis cronica de ambos grupos
de donantes, la actividad necroinflamatoria 5,87, la necrosis periportal de 2,70 y el
infiltrado de espacios porta de 2,40 de las biopsias de los donantes B, fue mayor
gue los valores obtenidos en el grupo C. Estos resultados cuantitativos confirman
gue las lesiones histopatolédgicas del virus B son mayores que los del virus C. En un
estudio de 98 portadores asintomaticos (179), se reporta un indice de actividad
histoldgica por el método de Knodell de 7,0 con 1,8 de fibrosis, en un area como
Hong Kong donde existe una alta prevalencia de virus B. Otro trabajo (180) en 58
biopsias de portadores inactivos B, segun el método de Ishak (34), reporta un indice
de actividad histolégica de 2,0 y una fibrosis de 1.4, no existiendo ninguna biopsia
con una evaluacion mayor de 6 en su actividad necroinflamatoria.
En cuanto donantes asintomaticos virus C, la utilizacion de métodos cuantitativos
es usada en diferentes trabajos, con el método de Knodell (181), se reporta una
media en el indice de actividad necroinflamatorias de 2,8 con 9 pacientes
solamente con un indice mayor de 6; otra publicacion reporta valores de 3,5 +-0,8
para el indice de actividad necroinflamatoria y 1.5 +-0,4 para la fibrosis (182).
Obviad et al.(168) en su trabajo relaciona las cifras de ALAT, con la valoracion de
los diferentes alteraciones histolégicas de la hepatitis crénica y obtiene que en el
grupo con la ALAT doble de la cifra normal, tiene una valoracion mayor de las
lesiones necroinflamatorias y de la fibrosis.

Estos resultados confirman, lo util que es la evaluacion cuantitativa, de las
diferentes lesiones histopatoldgicas de la hepatitis cronica, que se pueden asociar
con los resultados de ALAT, que permiten tener un criterio de la evaluacion de las

lesiones y demuestran que en general las lesiones del virus C son menos severas.
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En el grupo de donantes especiales por plasmaféresis, se obtuvieron los siguientes

diagnésticos de las 63 biopsias estudiadas, que se presentan en el grafico 3..

GRAFICO 3
RESULTADO DE BIOPSIAS DE DONANTES POR
PLASMAFERESIS C POSITIVOS N=63

Proporcidn de casos (%)

Normal mAguda mfiinima Hepatitis cronica  mEsteatosis

3%

46%

Se observa que el 70% de las biopsias presentaban alteraciones histoldgicas
relacionadas con el virus de la hepatitis C, a excepcion de los dos casos de
esteatosis; que representan solo el 3% de la muestra estudiada; es de destacar
gue el 21% de las biopsias tenian lesiones de dafio celular y de necrosis de
caracter agudo, que se clasificaron como hepatitis aguda minima, como un
resultado a sefialar es que el 46% de las biopsias fueron de hepatitis crénica, lo
gue representa una elevada cifra de donantes de esta investigacion con lesiones
cronicas. (ver Grafico 3) En la tabla siguiente se presentan los resultados
histoldgicos y las cifras de ALAT, al momento de realizar la biopsia, en este grupo

de donantes por plasmaféresis, infectados por el virus C.
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Tabla 6 Resultados histolégicos y cifras de ALAT en donantes por plasmaféresis

Clasificacion ALAT normal ALAT elevada
histolégica n No. % No. %
Higado normal 19 17 89,47 2 10,52
H. aguda minima 13 - - 13 100

H. cronica 29 14 48,27 15 51,72
Esteatosis 2 - - 2 100
Total 63 31 49,20 32 50,80

Fuente: Resultados de la investigacion

En este grupo de donantes especiales por plasmaféresis, 31 donantes presentaban
cifras normales de ALAT para el 49,20 % de la muestra, .mientras que el 100% de
las diagnosticadas como hepatitis aguda minima presentaban la ALAT elevada. Se
destaca que el 48,27% del total de las 29 biopsias de hepatitis cronica en estos
donantes, tenian cifras de ALAT normales , lo que justifica la necesidad del estudio
de estos donantes mediante una biopsia hepéatica.

En la siguiente tabla se relaciona la clasificacion histolégica de las hepatitis
cronicas, con las cifras de ALAT normales y elevadas, en este grupo de donantes
por plasmaféresis.

Tabla 7 Relacion de biopsias de hepatitis cronica y cifras de ALAT en donantes por

plasmaféresis.

Clasificacién ALAT Normal ALAT Elevada
histolégica total n % n %
H.C. minima 12 8 66,66 4 33,33
H.C. leve 5 3 60 2 40

H.C. moderada 7 2 28,57 5 71,42
H.C. severa 5 1 20 4 80
Total 29 14 48,27 15 51,72 .

Fuente: Resultados de la investigacion
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Los resultados de la tabla muestran, que las hepatitis crénicas, clasificadas como
minimas Yy leves, en el 64,70% tenian cifras de ALAT normales y que al aumentar,
segun la clasificacion, las biopsias con mayor grado de lesion necroinflamatoria, se
observan mayor numero de donantes con cifras elevadas de ALAT; sin embargo el
25 % de las moderadas y severas presentaban cifras normales de ALAT.

El estudio de los donantes especiales por plasmaféresis portadores del virus C de
la hepatitis, demostrdé que presentaban alteraciones histologicas relacionados con
el virus en el 70% de la muestra, en especial con el 46% de las biopsias
catalogadas como hepatitis cronica y de ellos la mitad tenian cifras normales de
ALAT. Al ubicarse las hepatitis cronica en la clasificacion actual, se observa que los
grados menores de lesion (HC minima leve) tienen en general cifras normales de
ALAT, mientras que las hepatitis cronica moderada presentan cifras elevadas de
ALAT. Un resultado importante fue la presencia de lesiones histopatologicas con
dafio celular leve (balonamiento y acidofilia del citoplasma) y respuesta inflamatoria
escasa en el lobulillo, con cifras de ALAT ligeramente elevadas, en los cuales la
necrosis del hepatocito y la respuesta inflamatoria de los espacios porta fueron de
muy poca intensidad y de limitada extension, catalogadas por el aspecto histologico
como aguda minima. Estos resultados justifican el estudio de la biopsia hepatica en
estos donantes especiales, estando estos resultados en concordancia con lo
obtenido por Laskus et al (183) que encontraron que el 77% de sus casos
presentaban hepatitis cronica.

La realizacion de la biopsia hepatica en los donantes de sangre asintomaticos, con
virus de la hepatitis, para la caracterizacion de las alteraciones histopatologicas

hepaticas y la categorizacion de estos donantes, se considera de utilidad con los
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resultados presentados en este trabajo investigativo. Se afirma la necesidad de la
biopsia hepatica, y el estudio detallado de la misma y su asociaciéon con los
resultados enzimaticos; pues es bien conocido que solamente por el estudio clinico,
enzimatico o virologico de estos donantes asintomaticos, no es posible determinar
la presencia de alteraciones hepaticas o no. (166,184,185).

El bajo costo y la relativa seguridad de la biopsia hepatica, el alto costo y la
morbilidad de la terapia de Interferon, en combinacién o0 no con otras antivirales; y
los resultados de donantes con ALAT normales repetidas con alteraciones
histoldgicas, demandan la realizacion del estudio biopsico inicial. Los resultados
presentados en las diferentes tablas, en los dos grupos de donantes voluntarios de
sangre, demuestran la utilidad de la biopsia hepatica en la categorizacion de estos
donantes, en conocer si presentan o0 no enfermedad hepética, a pesar de no
presentar sintomatologia clinica o cifras anormales de la ALAT.

2.6 CONCLUSIONES

Se determind la presencia de diferentes lesiones histolégicas y que la biopsia
hepatica es necesaria, para el estudio de donantes de sangre asintomaticos,

para categorizarlos como enfermos, aun con cifras de ALAT normales.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA EMPLEADA PARA EL DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO
EN EL ESTUDIO DE LA HEPATITIS CRONICA VIRAL.

3.1 INTRODUCCION.

Los resultados que se presentan en este capitulo, forman parte de un Proyecto

Ramal de Investigacion, cuyo cédigo fue 98040079, terminado, discutido y enviado
al grupo de expertos del Programa Ramal de Enfermedades Cronicas en el afio
2005. En este capitulo, se propone la utilizacion de cuatro nuevas variables
histoldgicas a evaluar (necrosis en puente, cuerpos acidofilos, conductillos biliares
lesionados y numero de espacios porta lesionados), y la variacion del modo de
cuantificar otras tres lesiones (necrosis periportal, inflamacién portal y lesion
lobulillar), como medio de evaluar de una forma mas estricta y detallada, los
cambios histoldgicos que se observan en el higado, después de una terapéutica en
las hepatitis crénicas por virus B o C.

Los resultados presentados en este capitulo, tienen sus antecedentes en otros
proyectos de investigacion desarrollados en el Instituto de Gastroenterologia,
relacionados con diferentes tratamientos en pacientes con hepatitis cronica B o C,
en los que el estudio detallado de las alteraciones histolégicas hepaticas, ha sido
fundamental en la caracterizacion del enfermo y en la evaluacion de la terapéutica.

De esa forma en relacion a la eficacia de un tratamiento especifico, se han
realizado numerosas investigaciones (186-189), al asociar en la mayoria de ellas

las cifras de ALAT con las alteraciones histoldgicas, se utilizé fundamentalmente el
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indice de Knodell (30), también se han asociado las alteraciones histoldgicas
esenciales de la hepatitis cronica, con el posible prondstico de estos enfermos,
pero en general de forma poco precisa (75,76,100-190,191 ).

En la literatura revisada no se utiliza una variable histolégica de gran importancia,
gue seria no solo la intensidad de la respuesta necroinflamatoria de espacios porta,
sino el nimero de espacios porta lesionados, ya que estas lesiones estan
diseminadas en la glandula hepatica, pero no son homogéneas. La evaluacion de
cada espacio porta en varios cortes que se deben estudiar, en una biopsia con 6
espacios porta utiles, como minimo, permite tener un criterio histopatolégico mas
seguro, de la extension y magnitud de la afectacion de los espacios porta y por
tanto de la lesion del higado, pues no es igual la presencia del 100% de los
espacios porta lesionados en una biopsia, que la afectacion del 50%.

Otra variable histolégica, que cuantitativamente otros métodos le dan poco valor es
la presencia de la necrosis en puente, pues no se realiza una cuantificacion del
namero de espacios porta involucrada en la lesion y la magnitud de la extension de
la misma, ya que se incorpora en la medicion de la necrosis periportal al evaluarla en
conjunto. Por la importancia de esta lesion, en la calificacion de la actividad
necroinflamatoria de cada biopsia y la evolucion futura del area lesionada, debe
categorizarse como una lesion independiente.

También es importante la evaluacion en grados de las lesiones de dafio celular,
como la presencia de cuerpos acidofilos o células que han sufrido apoptosis y las
lesiones que se presentan en los conductillos biliares, que constituyen importantes

lesiones necroinflamatorias, producidas por los virus B o C de la hepatitis.
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Es necesario valorar, de forma mas uniforme, el proceso inflamatorio de espacios

porta y de la necrosis periportal, utilizando una graduacion hasta 5 diferentes

categorias de evaluacion, En el estudio de los cambios histologicos de los espacios

porta, se realiza una evaluacion integral de cada uno de ellos, observada en varios

cortes, evaluando uno a cada vez y categorizar de esa forma el grado de lesion

entre los diferentes niveles del corte histoldgico y se evalia como un solo espacio

porta, aunque se hayan estudiado 10 o mas cortes del mismo espacio, y permite

un mayor criterio de extension de las lesiones. Las alteraciones necroinflamatorias

del lobulillo, se evalian en cinco categorias igualmente, para su mejor estudio.

Estas nuevas variables de medicion y la modificacion de la evaluaciéon de otras

utilizadas en otros métodos, permitirdan comparar los resultados obtenidos con los

obtenidos por el método de Knodell, asociarlos a la evoluciéon de la ALAT post-

tratamiento y evaluar la eficacia del método propuesto.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la precision del IANIT y compararlo con el de Knodell.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Presentar una modificacion del método de Knodell, con introduccién de
nuevas variables histolégicas a evaluar y comparar los resultados entre
ambos métodos, después de una terapéutica. .
b) Determinar la reproducibilidad del método propuesto, en un segundo estudio

por un mismo observador.

3.4 MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 200 pares de biopsias de adultos procedentes de casos de hepatitis

cronicas sometidos a tratamiento antiviral sin tener en cuenta el tipo de
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medicamentos y la dosis utilizada. La primera biopsia fue utilizada para hacer el
diagnéstico de la enfermedad y la segunda, realizada a los seis meses 0 un afio
después de terminado el tratamiento, para evaluar los cambios histolégicos que se
presentaban. Cada biopsia, debia tener seis espacios porta como minimo Yy
realizarse 20 cortes de la misma, de esa forma se garantiza un material suficiente
para el estudio detallado de las alteraciones histoldgicas. A las muestras de biopsia,
se les realizaron las coloraciones de hematoxilina-eosina y tricromica de Roque para
el estudio de las lesiones.

De cada caso se obtuvieron los datos del tipo de virus y el resultado de las cifras de
ALAT, en el estudio realizado coincidente con la primera biopsia. Se clasifico cada
paciente en su forma de evolucion de la siguiente forma: si se normalizaron las cifras
de ALAT en el momento de la segunda biopsia (respuesta completa o sostenida R.C.)
si disminuyeron las cifras a la mitad del inicio (respuesta incompleta R.l.) o si
permanecié o aumento el valor de la ALAT (no respuesta N. R.) Es necesario sefialar
gue solo se incluyo en este estudio los casos que al inicio presenten cifras de ALAT
dos veces y media por encima de su valor normal, la segunda cifra de ALAT se tomo
de 7 a 10 dias antes o después de la segunda biopsia, el valor normal de ALAT fue
hasta 40 UJ/L.

A cada biopsia se le realiz6 un estudio detallado de las alteraciones histologicas
sin conocer, al momento del estudio, a qué paciente corresponde y si es una
primera o segunda biopsia. En una hoja de trabajo, después de evaluada cada
biopsia se anotaba la cifra de ALAT, para después realizar la comparacion, entre

los resultados histolégicos de cada biopsia y sus cifras de ALAT.
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En el método de Knodell, en su forma original (30), a la suma de las lesiones se
denomind indice de actividad histoldgica (IAH), incluyendo en esta evaluacion
también la fibrosis. En la evaluacion del sistema que se propone en la investigacion
se utilizo el denominado indice necroinflamatorio total, (IANIT). En el sistema de
Knodell se utilizaron solo las tres lesiones necroinflamatorias y para el IANIT, las siete
lesiones necroinflamatorias sefialadas. Al comparar los resultados de la primera y la
segunda biopsia de cada caso de estos indices, se clasificO su resultado en mejor
(M), igual (I) o peor (P) segun disminuyo en dos puntos, era igual o se elevo en dos
puntos la cifra obtenida entre las dos biopsias.

Los resultados de los indices para los dos sistemas (M | P) se compararon con la
respuesta final de la ALAT (RC, RI, NR) de cada caso, para evaluar la asociacion
entre ambos resultados. Se compararon los resultados de la necrosis periportal,
inflamacion portal y lesion lobulillar del método propuesto en este trabajo, con la
respuesta final ALAT, se agruparon los casos de respuestas incompleta con los no
respondedores, considerandolos como no respuesta (NR), al estudiarlos en cada
grupo de estudio.

Se utilizé el test de Chi cuadrado para la evaluacion de la asociacion entre la
histologia y la ALAT vy el test de Student para la comparacién de los resultados del
valor de las medias del IANIT, entre ambas biopsias. La significacion estadistica fue
alcanzada cuando se obtuvo un valor de a=0.05. Todos los valores de P fueron de
dos colas. Se realizdé la comparacion de ambos métodos de evaluacion de las
alteraciones histologicas, mediante el test de pruebas diagndsticas, que calcula la
sensibilidad, especificidad, indice de precision, valor predictivo positivo y negativo,

razon de verosimilitud positiva y negativa y el indice de Youden, relacionados con las
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cifras finales de ALAT; tomado como criterio de la verdad o prueba de oro, los

resultados histolégicos de ambos métodos segun el siguiente planteamiento:

HISTOLOGIA
NORMAL ANORMAL
MEJOR A=VP B=FP
ALAT
PEOR O IGUAL C=FN D=VN
Donde A = verdadero positivo(VP) B = falso positivo(FP)
C = falso negativo(FN) D = verdadero negativo(VN)

La sensibilidad seria_ A
A+C

La especificidad seria __ B~
B+D

También se calculo el valor predictivo positivo y negativo segun las formulas:

Valor Predictivo Positivo: VP 0 A
VP+FP A+B

Valor Predictivo Negativo: VN o] D
VN+FN D+C

Se calculé la razon de verosimilitud positiva y negativa y la concordancia entre los
resultados histologicos de ambos métodos, mediante la prueba del acuerdo
observado o indice de concordancia de Kappa. Todos estos resultados calculados
para un intervalo de confianza del 95 %.

Los grupos de estudio estuvieron constituidos de la siguiente forma:

Grupo N Virus Terapéutica
I 24 C Interferén mas Ribavirina
Il 26 C Interferén

1] 25 B Interferén mas Ribavirina
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v 45 B Ribavirina

Vv 30 B Interferon

VI 50 B No tratado

El motivo de la investigacion no fue evaluar la efectividad de cada terapéutica, por
lo que no se sefalan mas detalles de cada tipo de terapéutica empleadas en los
grupos sefalados.
3.5 RESULTADOS

El indice de actividad necroinflamatoria (IANIT), propuesto en este trabajo
representa la suma de todas las lesiones necroinflamatorias y consideramos que
brinda una informacion real del dafio celular y la respuesta inflamatoria, de esa
forma en el sistema de Knodell se evaltan 3 lesiones y en el propuesto 7 lesiones,
sin contemplar la fibrosis Los resultados de la media del indice de actividad
histoldgica de Knodell (IAH), y del indice da actividad histologica total del método
propuesto (IANIT); de las 200 primeras biopsias y las 200 segundas, de ambos
sistemas presentaron los siguientes resultados:

Tabla 1 Resultados del indice de Actividad Histoldgica de ambos métodos

1ra biopsia 2da biopsia
Sist. Knodell (IAH) 5,02 ns 4,14
Sist. Propuesto (IANIT) 10, 00 Pmenor 0,05 8,58

En estos resultados se observa que las cifras obtenidas por el sistema de Knodell,
son inferiores a las obtenidas por el sistema propuesto, lo cual es esperado al
evaluar un numero diferente de lesiones, sin embargo, al comparar los resultados

entre ambas biopsias, se observa que por el sistema propuesto se obtuvo una
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diferencia significativa entre la media de las 200 primeras y segundas biopsias,
mientras que para el sistema de Knodell, no se obtuvo una diferencia significativa.
En la tabla siguiente, se presentan de forma diferenciada los resultados del indice
de actividad histolégica , entre ambas biopsias, por los dos métodos:

Tabla 2 Resultados del indice de actividad histoldgica por grupos de tratamiento.

Grupos n Knodell Propuesto
1ra biopsia 2da biopsia 1ra biopsia 2da biopsia

I 24 4,66 ns 3,04 9,78 * 6,17

I 26 4,54 ns 3,34 10,23 * 7,00

11l 25 5,92 ns 4,16 11,28 * 9,28

A\ 45 6,09 ns 5,00 11,33 ns 10,33

Vv 30 4,23 ns 2,99 9,83 * 7,33

VI 50 4,52 ns 5,02 9,00 ns 9,06

* p menor de 0,05 ns no significativo

Fuente: Resultados de la investigacion

En la tabla 2, se observa que en ninguno de los grupos, mediante el método de
Knodell, se obtuvo una diferencia significativa de los valores de la media. Por el
método propuesto se obtiene una diferencia significativa en cuatro grupos de
tratamiento, en los grupos IV y VI no se obtiene una diferencia significativa. Este
resultado es valido pues el grupo VI con una evolucion natural de la enfermedad,
por lo que no se esperan cambios histolégicos importantes entre las dos biopsias y
en el grupo IV, la terapéutica utilizada en general no fue suficientemente efectiva,
para observarse cambios histolégicos, entre las dos biopsias.

La utilizacion de los cambios que se producen en el indice de actividad histoldgica,
después de una terapéutica determinada, sea cual fuere el método de cuantificar
las lesiones, se emplea como indicador de la eficacia de un tratamiento, mediante

la comparacion de los resultados de la media aritmética del indice entre la primera
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y la segunda biopsia, observandose en los resultados anteriores que el método

propuesto tiene una mejor precision en la deteccion de estos cambios.

La biopsia hepatica es de un valor incuestionable en pacientes con hepatopatia
cronica y en el caso de las infecciones virales, tiene un importante rol en establecer
el estado de lesion hepatica (192) y también constituye una herramienta importante
en el pronéstico de la enfermedad (193). El sistema de Knodell (30) fue el primer
meétodo usado en la evaluacion semicuantitativa de las lesiones histopatoldgicas de
las hepatitis cronica. Este sistema es el mas reportado en la literatura, mas de 900
veces antes del afio 2000 (37), a pesar de los defectos que se le sefalan, (no usar
en su evaluacion una numeracion continua, pues no tiene valores de 2) y mezclar
en su indice de actividad histolégica las lesiones necroinflamatorias con la fibrosis
en la suma total de valores, aunque los primeros representan la actividad de las

lesiones y la segunda el estadio de reparacion.

Los resultados obtenidos en el sistema propuesto, expresados en las tablas
anteriores, muestran ser un método mas eficiente, para la evaluacion mas exacta
de las alteraciones histopatolégicas en la hepatitis cronica viral. La introduccion del
estudio de otras lesiones histologicas, no utilizados en la evaluaciéon de otros
sistemas como el numero de espacios porta lesionados, la presencia de cuerpos
acidofilos y de lesiones en conductillos biliares, ademas de la evaluacion de la
necrosis en puente como una lesion separada de la necrosis periportal, se

considera que es clave en estos resultados.

Ademas la utilizacién de una numeracion continua y la determinacién de diferencias

histoldgicas mas exactas en la necrosis periportal, la inflamacion portal y la lesion
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del lobulillo, contribuye a una mayor precision de este sistema. La separacion de la
fibrosis y la suma del valor de todas las lesiones necroinflamatorias, conducen a la
introduccion del término indice de actividad necroinflamatorias total (IANIT), que

permite una evaluacion mas exacta de la actividad de alteraciones histopatoldgicas.

Los resultados del indice de actividad necroinflamatoria total entre la primera y
segunda biopsia permite conocer si ha existido o no, un cambio en los valores de la
intensidad de las lesiones necroinflamatorias y se pueden clasificar como una
mejoria histolégica (M),empeoramiento(P) al aumentar esta suma o sin cambio (1),
al permanecer igual la cifra obtenida. En la siguiente tabla se presentan estos
resultados en los dos sistemas estudiados.

Tabla 3 Resultados del indice de actividad histologica segun grupos de tratamiento

y métodos de cuantificacion.

Knodell Propuesto Coincidencia
Grupo Tto. No. M I P M I P Si No
lyl C 50 31 8 11 37 2 11 38 12
l,LIVyVB 100 64 10 26 63 3 34 84 16
VI B 50 13 12 25 20 2 28 30 20
Todos 200 108 30 62 120 7 73 154 46

M Mejor P Peor | Igual

Fuente. Resultados de esta investigacion

Se observo en ambos sistemas un mayor nimero de casos con mejoria histologica,
en los grupos del 1 al 5, que fueron los grupos tratados, y un empeoramiento del
grupo VI que no recibié tratamiento. Sin embargo se observa con el sistema
propuesto, que se obtiene una mejor diferenciacion entre los casos con mejoria 0

empeoramiento histolégico, al disminuir el nimero de biopsias con igual puntuacion
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en cada grupo estudiado. En la tabla se observa que no hay coincidencia en la
deteccion de cambios histologicos mediante la cuantificacion de la actividad
necroinflamatorias, con un total de 46 casos, estando la mayor diferencia en
aguellos en que no se detectan cambios, siendo de 30 en Knodell por 7 en el
meétodo propuesto. En el grafico 4, se presentan los resultados de la actividad
necroinflamatoria entre la primera y segunda biopsia, segun el por ciento de casos

en que se pudo detectar 0 no cambios histologicos en ambos sistemas.

GRAFICO 4
RESULTADOS DE CAMBIOS HISTOLOGICOS (%)
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En el grafico 4 se observa, que el sistema propuesto permiti6 una mayor
diferenciacion entre los valores del IANIT entre la primera y la segunda biopsia al
tener solo el 6,5% de biopsias sin cambios histolégicos, contra el 15% con el
sistema Knodell; este menor por ciento de biopsias con valores iguales del método

propuesto permite, una mejor precision o certeza en la determinacion de los
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cambios histolégicos. El IANIT es un estudio mas detallado de las alteraciones
histoldgicas, con la inclusion de nuevas lesiones histolégicas a evaluar, lo cual

permite se clasifiguen un mayor niamero de biopsias con cambios histolégicos.

Las pruebas de concordancia, permiten medir cuanto un procedimiento es preciso
en su aplicaciéon, el acuerdo observado o indice de concordancia, expresa el
porcentaje de acuerdo de los resultados, mientras que el indice de Kappa es mas
preciso, al eliminar el error que se pueda introducirse por los observadores, al
medir mediante datos la similitud o agrupamiento de los resultados obtenidos; se
presentan los resultados obtenidos al evaluar los cambios histolégicos entre ambos
meétodos, del indice de actividad necroinflamatoria, entre la primera y segunda

biopsia:
Acuerdo observado 0,8182, Acuerdo esperado 0,7645
Kappa de Cohen 0,2281, Kappa minimo -0,1000, Kappa Maximo 0,6480.

De esa forma el resultado expresado, con un indice de Kappa tan bajo demuestran
la pobre concordancia de los resultados de ambos métodos, al tener el Knodell 30

casos con iguales resultados en ambas biopsias.

Otra forma de evaluar la precision o certeza de los resultados de un método
diagnéstico, es compararlo con los resultados de un método similar ya conocido,
gue es usado como prueba de oro. En esta investigacion, mediante la comparacion
de los resultados de la denominada acividad histolégica del método de Knodell con

los resultados del IANIT del método propuesto, hemos calculado la sensibilidad, la
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especificidad, valores predictivos y demas componentes del test estadistico, con un

indice de confianza del 95%, con los siguientes resultados:

Variable estadistica Resultado 1.C.95%
Sensibilidad 98,12% 93,53%-99,52%
Especificidad 61, 82% 70,57%-81,04%
Valor predicitivo positivo 84,17% 76,82%-79,56%
Valor predictivo negativo 96,22% 87,25%-99,06%
indice de Validez (Precision) 87,76% 82,18%-91,73%
indice de Youden 0,74

Razon de Verosimilitud Positiva 3,48 2,40-5,06

Razon de Verosimilitud Negativa 0.03 0,01-0,10 n=200

Los resultados de esta comparaciéon demuestran la certeza del método propuesto,
para la correcta evaluacion en los cambios de las alteraciones histoldgicas, al
obtener altas cifras en la sensibilidad, valores predictivos, precision, indice de
Youden y razén de verosimilitud positiva. También el célculo de falsos positivos fue
adecuado para este tipo de prueba diagnostica con un 28,24% vy el de falsos
negativos fue excelente con 1,96%. Los resultados presentados demuestran la

utilidad del método propuesto, en la muestra de biopsias hepaticas estudiadas y su

mayor precision en la determinacion de los cambios histoldgicos, que el método de
Knodell, lo que se considera por una mejor metodologia de evaluacién de la

lesiones histoldgicas y la introduccién de nuevas lesiones a evaluar.
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Por otra parte, la evaluacion de la ALAT es la sefial esencial de la necrosis de los
hepatocitos en la hepatitis cronica viral y su utilizacion en el diagnéstico y evolucion
de la enfermedad, se asocia en diferentes trabajos con las alteraciones
histoldgicas, por lo que el estudio detallado de la biopsia hepatica es imprescindible
principalmente para la valoracion de la biopsia diagndéstica inicial y en la evaluacion

de un ensayo clinico, como lo demuestran varias publicaciones (4,49,185,194).

En la siguiente tabla, se presentan los resultados del por ciento de la asociacion de
los resultados de los indices de actividad necroinflamatoria y la ALAT final.

Tabla 4, Asociacion de los resultados de indices (M | P) y ALAT final (RC.y RI-NR)

Grupo de Tto. N S. Knodell S. Propuesto .
lyl C= 50 33-66 % P -0,05 41-82 %
l,Iv,v B = 100 61-61 % P -0,05 84-84 %

VI B= 50 23-46 % P -0,05 38-76 %
Todos = 200 117-58,5 % P -0,05 163-81,5 %

IANIT indice de actividad necroinflamatoria total M Mejor | Igual P Peor

Fuente: resultados de esta investigacion

Estos resultados demuestran, que el sistema propuesto tiene una mayor asociacion
tanto en los casos tratados, como no tratados, entre la respuesta enzimatica con la
respuesta histolégica, se observa que en el método propuesto el 81,5% de los casos
se presenta una asociacion enzimatica-histolégica, y solo en el 58;5% en el sistema
de Knodell en la muestra total; lo que es igual por grupos de tratamiento, de modo
gue el sistema propuesto permite una mejor categorizacion de los cambios
histoldgicos, al realizar con una mayor precision la determinacion de estos cambios,

entre la primera y segunda biopsia de cada paciente (ver Grafico 5).
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GRAFICO 5
CONCORDANCIA DEL IANIT Y LA ALAT
FINAL(%)
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De lo observado en la Tabla 4 y en el Gréfico 5, en el sistema de Knodell hubo 83
casos de no asociacion enzimatica-histologica contra 37 del método propuesto, es de
sefalar que 31 del método de la investigacién coincidieron con Knodell en la no
asociaciéon y solo en 6 casos por si mismo; mientras que en Knodell fueron 52 en los
gue no se observé la asociacién por este método de cuantificacion.

Los resultados obtenidos por el propuesto, mostré una buena asociacién con las
cifras de ALAT de los casos estudiados, siendo superior a los obtenidos al
compararlo con el sistema de Knodell. El comportamiento similar de la evolucion
del indice de actividad necroinflamatorias y la respuesta ALAT final en los
diferentes grupos de tratamiento, con un por ciento mayor del método propuesto, si
existia un mejoramiento histolégico con una respuesta completa enzimatica y un
empeoramiento histolégico con una respuesta incompleta o0 no respuesta,

demuestra la utilidad de este método, lo cual también se observé en los resultados
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numéricos del indice de actividad necroinflamatoria total .Se ha demostrado la
utilidad de estos resultados, en la evaluacion de ensayos clinicos de hepatitis
cronica B y C, en el Instituto de Gastroenterologia en publicaciones (195-196), al

igual lo que ha sido reportado en numerosas publicaciones (197-202).

Los resultados de ambos métodos de evaluacion de las lesiones histoldgicas, con
los resultados finales de la ALAT, se analizan mediante tests de comparacion de

pruebas diagndsticas, utilizando los resultados histolégicas o como prueba de oro.

Sistema Propuesto Sistema de Knodell
Sensibilidad 78,00% 71,88%
Especificidad 88,00% 72,22%
indice de validez (Precision) 81,33% 72,00%
Valor predictivo positivo 92,86% 82,14%
Valor predictivo negativo 66,67% 59,09%
indice de Youden 0,66 0,44
Razdn de verosimilitud positiva 6,50 2,59
Razon de verosimilitud negativa 0.25 0.39 n =150

En los resultados presentados de la comparacion de la ALAT final, con los
resultados histolégicos de ambos sistemas en los 150 pacientes que recibieron
tratamiento, se observa que en todos los indicadores evaluados el sistema
propuesto mostré6 mejor resultados que el sistema de Knodell, al obtener en todos
la ALAT mayores por cientos de asociacion con los resultados histoldgicos; en el
estudio realizado afiadiendo los 50 pacientes que no recibieron tratamiento, los

resultados también fueron superiores en el método propuesto. Estas pruebas de
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comparacion de métodos diagnosticos permite conocer la precision o certeza de
una prueba con relaciéon a otra, demostrando estos resultados que el método

propuesto es mas efectivo que el Knodell.

Con el método propuesto, se pueden utilizar los valores de los principales lesiones
histopatoldgicas comparando ambas biopsias y analizando la respuesta enzimatica

en respondedores y no respondedores segun los resultados de la ALAT final.

Tabla 5 Resultados de la media de los valores de lesiones histoldgicas y del IANIT

segun respuesta al tratamiento en los grupos de estudio. X Media SDesv.Standard

*P menor 0,05 Grupo | n=24 C Inf.+Rib

Lesion Histol6gica Respondedores n=19 no Respondedores n=5

X X S X S X S X S
Necrosis periportal *1.52(1.17) 0.84(0.83) 2.60(1.51) 2.60(1.67)
Inflamacion portal *2.78(1.63) 1.47(1.38) 2.60(1.41) 2.60(0.89)
Lesion Lobulillar 0.68(0.82) 0.31(0.67) 0.80(1.30) 0.60(0.89)
IANIT *9.78(3.05) 5.00(3.92) 9.80(5.00) 10.60(2.50)
Fibrosis 0.84(0.83) 0.84(0.83) 1.60(1.34) 1.20(1.09)

*P menor 0.05 Grupo Il n=26 C _Inf.
Lesion Histoldgica Respondedores n=19 no Respondedores n=7

X S X S X S X S

Necrosis periportal *2.00 (1.41) 093 (1.09) 1.72 (1.19) 1.90 (1.04)

Inflamacion portal *2.40 (1.05) 1.46 (1.18) 2.63 (0.80) 2.45 (1.21)

Lesion Lobulillar 0.93(1.03) 0.33 (.072) 1.00 (1.09) 0.45 (0.52)
IANIT *10.40(2.84)  5.20 (3.91) 10.00 (407) 9.45 (4.65)
Fibrosis 1.00(1.00)  0.93 (0.79) 1.27 (1.48) 1.63 (1.50)
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*P Menor 0,05 Grupo llI n=25 B Inf. + Rib
Lesion Histoldgica Respondedores n=17 no Respondedores n=8
X S X S X S X S
Necrosis periportal *2.88 (1.82) 1.82 (1.51) 2.75 (1.25) 3.12(1.03)
Inflamacion portal 2.58 (1.03) 2.17 (0.92) 2.12 (1.03) 2.75(0.80)
Lesion Lobulillar *1.53 (1.21) 0.58 (0.94) 1.25 (1.16) 0.87 (0.93)
IANIT *12.05 (3.93) 8.23 (4.31) 9.75 (2.72) 10.87 (1.96)
Fibrosis 1.76 (1.32) 1.41 (1.47) 1.50 (1.83) 1.75 (1.47)
* P Menor 0,05 Grupo IV n=45 B Rib.
Lesion Histoldgica Respondedores n=20 no Respondedores n=25
X S X S X S S
Necrosis periportal ~ *3.15 (1.75) 1.70 (1.98) 2.68 (1.17) 3.08 (1.24)
Inflamacion portal *2.80 (0.65) 1.60 (0.86) 2.36 (1.19) 2.88(0.36)
Lesion Lobulillar *1.15 (1.01) 0.45(0.40) 1.24(0.92) 1.84 (0.72)
IANIT *12.00 (3.71) 3.35(4.17) 10.84 (3.55) 12.76(3.17)
Fibrosis 1.95(1.21) 1.80(1.33) 1.08(1.00) 1.56 (1.21)
*P Menor 0.05 Grupo V n=30 B Inf.
Lesion Histologica Respondedores=17 no Respondedores n=13
X S X S X S S
Necrosis periportal *288 (0.99) 1.00 (0.79) 2.07 (1.03) 2.30 (1.18)
Inflamacion portal  *2.41 (0.79) 1.64 (0.99) 2.00 (0.70) 2.23 (0.59)
Lesion Lobulillar ~ *0.52 (0.42) 0.05 (0.24) 1.00 (0.91) 1.07 (1.75)
IANIT *10,23 (2.53) 5.58 (2.85) 9.30 (2.52) 9.61 (2.90)
Fibrosis 2.01 (1.32) 1,83 (1.39) 1.87 (1.28) 2.13 (1.41)
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* P Menor 0,05 Grupo VI n=50 B No Tto.
Lesion Histolégica Respondedores n=13 no Respondedores n=37

X S X S X S X S
Necrosis periportal  1.84 (1.40) 1.76 (1.30) 2.29 (1.22) 2.67 (1.15)

Inflamacion portal ~ 2.38 (1.04) 2.23 (1.01) 2.08 (0098) 2.43 (0.86)
Lesion Lobulillar 1.00 (1.00) 0.38 (0.50) 0.86 (0.84) 0.91 (0.86)
IANIT 9.84 (3.93) 7.84 (3.41) *8.97(3.45) 10.31 (3.52)

Fibrosis 146 (1.37) 1.69 (1.37) 1.24(1.18) 1.75 (1.23)

Los resultados que se observan en los grupos de tratamiento, confirman la utilidad
del calculo del indice necroinflamatorio total propuesto en la metodologia de esta
investigacion, pues existe una diferencia significativa entre el IANIT de la primera y
segunda biopsia de todos los grupos en los pacientes respondedores, mientras que
en el grupo no tratado, esta diferencia se observa en pacientes sin respuesta
enzimatica. La necrosis periportal con la modificacién propuesta en su evaluacion,
también muestra una diferencia significativa, en los pacientes respondedores en
todos los grupos tratados; mientras que la inflamacién portal y la lesion lobulillar se

observa con iguales resultados en cuatro grupos de tratamiento.

La reproducibilidad de un sistema de cuantificacion de lesiones histoldgicas es
esencial para el trabajo diario del patélogo; en cuanto a las hepatitis cronicas
virales, los resultados obtenidos al comparar diferentes métodos, demuestran que
no se produce diferencias significativas en los resultados, Goldin (203), compara en

un estudio el sistema de Knodell y el de Scheuer, encuentra una buena
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concordancia en los resultados, tanto en relaciéon a la fibrosis como en la actividad

necroinflamatoria, sin variaciones para un mismo observador o para varios.

La propuesta del método de cuantificacion de las alteraciones histopatoldgicas de
la hepatitis cronica, fue evaluado en el estudio primero de su comparacion con el
meétodo de Knodell en los 200 pares de biopsias y posteriormente al comparar las
mismas 400 laminas con el método de Ishak, permitié6 evaluar nuevamente todas
las laminas histologicas mediante el método de cuantificacion propuesto, en la
comparacion del valor de la media de la actividad necroinflamatoria total o indice de
actividad histologica (IANIT). Esto posibilité evaluar la variabilidad de cuantificacion
de los diferentes alteraciones por el mismo observador en dos estudios diferentes,

separados meses entre uno y el otro.

Los resultados del indice de actividad necroinflamatoria del primer estudio, fueron
de 10.05 para la primera biopsia y de 8,58 para la segunda, en el segundo estudio
fue de 10,24 y 8,77 respectivamente. Estos resultados fueron practicamente
iguales, con valores de 0,09 y 0,19 de diferencias, para las medias entre las dos
mediciones de la primera y los dos de la segunda biopsia, o que demuestra que no
hubo variaciones en la cuantificacion de las lesiones en ambos estudios al utilizar el
método propuesto en este trabajo. Otra forma de comparacion de si hubo
variabilidad de los resultados, por el mismo observador en los dos estudios, es el
analisis de si hubo mejoria, empeoramiento o permanecio igual, el indice
necroinflamatorio, al comparar el resultado en los 200 pares de biopsias lo cual se

presenta en las siguientes tablas.
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Tabla 6 Resultados del IANIT en dos estudios por un mismo observador(nimero)

ler Estudio 2do Estudio
Grupos N M I P M P
lyll C 50 37 2 11 37 2 11
l, VyvnpB 100 63 3 34 63 4 33
VI B 50 20 2 28 20 4 26
200 120 7 73 120 10 70

N Numero M Mejor P Peor | Igual Fuente: Resultados de esta investigacion

Los resultados presentados, demuestran que para cada grupo de estudio y en el
total de biopsias comparadas, no existieron variaciones en los resultados en los
dos estudios, tanto en los que presentaron mejoria o empeoramiento; en el
segundo estudio 10 casos permanecieron igual, contra 7 en el primero. Estos
resultados demuestran, que el método propuesto, utilizado por el mismo
observador, no mostro variabilidad en la cuantificacién de las lesiones histologicas,
pues solo el 1,5% de las 200 biopsias presentaron diferente clasificacion.

La utilizacion de las pruebas de concordancia, también evaltan la variabilidad de
un observador, al repetir un estudio con el mismo método de cuantificacion. Al
evaluar estas pruebas estadisticas obtuvimos los siguientes resultados:

Acuerdo observado:0,9709, Acuerdo esperado:0,8818

Kappa de Cohen: 0,7537, Kappa Minimo: -0,0148, Kappa Maximo 0,9418.

Estos resultados, con las altas cifras obtenidas en el Acuerdo observado y el Kappa
validan la reproducibilidad del método propuesto, la buena precision o certeza en
sus resultados y la no variacion intraobservador al utilizar este método.

El problema de la variacién por el observador, en la cuantificacién de las lesiones

de la hepatitis crénica, es bien conocido, desde hace tiempo (204), sin embargo
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con varias precauciones, se puede llegar a un aceptable nivel de seguridad y
concordancia entre diferentes observadores o un solo observador Un punto
importante es la buena definicion de los criterios, de la evaluacion de cada lesion,
gue tiene que estar bien explicita en el sistema de medicidn que se utiliza, ademas
de la reproducibilidad del mismo y su simplicidad. Otro punto importante, para los
protocolos terapéuticos con diferentes medicamentos, es el estudio de la biopsia
sin datos clinicos y el diagnostico de las diferentes muestras de cada paciente en
un mismo momento, sin conocer su orden y realizar este estudio en conjunto con
varios casos (78), lo cual reduce el error del observador, haciendo mas
realizablemente segura la cuantificacion de las lesiones.(205) .

El estudio en sesiones de trabajo de 15 a 20 pares de biopsias por sesion y no
separada de muchos dias entre ellos, permiten una similar evaluacion de cada
biopsia y una reduccion del posible margen de error en la interpretacion de las
lesiones, que es la forma que se realiz6 este trabajo.

Los resultados de la media del indice de actividad histolégica total, en las dos
evaluaciones de la primera y segunda biopsia, no mostraron diferencia en sus
puntuaciones, lo que demuestra la reproducibilidad del método utilizado. Los
resultados similares de la media del indice de actividad histolégica y la no
variabilidad en la cuantificacion de las lesiones histopatoldgicas, obtenidos en las
dos evaluaciones de las 400 biopsias, demuestran la validez y reproducibilidad de
la metodologia empleada, utilizada por un mismo observador y con experiencia en
la cuantificacion de lesiones histopatologicas hepaticas.

Se debe sefialar que por las caracteristicas de este trabajo investigativo, para la

obtencion del Grado de Doctor en Ciencias Médicas, el estudio ha sido realizado
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como trabajo propio o individual, no planificandose la participacion o evaluacion de
la metodologia propuesta por varios observadores. Como se sefala en la literatura
revisada los conocimientos, preparacion y experiencia del observador, minimiza la
posibilidad de variaciones en la cuantificacion de las lesiones histopatoldgicas entre
diferentes observadores (70,78,113), En Cuba la variabilidad interobservadores ha
sido minima, en la practica diagnodstica y de evaluacion de lesiones, utilizando el
sistema de Knodell en protocolos terapéuticos por parte de patélogos dedicados al
estudio del higado de los departamentos varios hospitales.

La utilizaciéon de los sistemas de graduacion de las lesiones necroinflamatorias y de
estadiamiento de la fibrosis en la hepatitis cronica, constituye una necesidad, para
su asociacion con el comportamiento clinico y enzimatico de estos enfermos. Uno
de los trabajos mas recientes (206) al comparar dos sistemas diferentes de
medicidon en hepatitis cronica B y C, encuentra una adecuada correlacion entre la
medicion de la actividad necroinflamatoria y de la fibrosis de los dos sistemas con
las cifras de transaminasas séricas. Se han sefalado inconvenientes en estos
sistemas de medicion, como serian que los numeros obtenidos al evaluar cada
alteracion histopatologicas, constituyen mediciones subjetivas y que pueden tener

variaciones entre el mismo observador o en diferentes observadores (36,78,).

En el IANIT, se considera que este margen de error, sefialado por la posible
subjetividad de la evaluacién, se supera o disminuye, al definir de una forma clara,
precisa, sencilla y reproducible las diferentes alteraciones histopatoldgicas que, de
forma separada reciben diferentes calificacion numérica en las siete lesiones

necroinflamatorias evaluadas. También favorece este resultado la evaluacion
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numerica de las lesiones necroinflamatorias de 0 a 4 y de 0 a 3, segun el tipo de

lesion, lo que permite una facil clasificacion de las mismas.

Se considera que el sistema propuesto es util, reproducible para un patdlogo
general con poca experiencia en estas mediciones y que al observar en varios
cortes histolégicos las diferentes lesiones, permite una mejor evaluacion de las
mismas y ser utilizado en el diagnoéstico de estas biopsias, en la evaluacion de
diferentes tratamientos sujetos 0 no a ensayos clinicos y ademas pueden ser

usados como pronéstico de las hepatitis cronicaB y C.
3.6 CONCLUSIONES _

La introducciéon de nuevas variables histolégicas ( necrosis en puente,
numero de espacios porta lesionados, cuerpos acidéfilos y conductillos
biliares lesionados), permiti6 una mejor valoracién del dafio celular y la

respuesta inflamatoria.

La asociacion entre el resultado de la actividad necroinflamatoria y la
respuesta ALAT final, fue mas precisa en el IANIT que en el método de

Knodell.

Se determiné la reproducibilidad del método propuesto por un mismo

observador, al obtener resultados similares en la evaluacién del IANIT.
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CAPITULO 4

VALIDACION DEL NUEVO SISTEMA EMPLEADO (IANIT)

4.1 INTRODUCCION

La utilizacion de los sistemas o métodos de cuantificacion, de las alteraciones
histoldgicas, en las hepatitis cronicas virales, es de suma importancia en la
evaluacion de la efectividad de una terapéutica determinada y la confirmacion de su
reproducibilidad en diferentes métodos ha sido probada. EI método de Ishak, ha
demostrado su reproducibilidad en varias publicaciones (206-209), es uno de los
mas utilizados actualmente. La modificacion propuesta por Ishak (34) del indice de
actividad histolégica de Knodell (30), se ha estado utilizando en numerosas
publicaciones en los ultimos 10 afios, en la evaluacion de alteraciones histologicas
de enfermos con diferentes tratamientos.

Este indice modificado con una puntuacién maxima de 18, evalla cuatro grupos
diferentes de lesiones necroinflamatorias; mientras que la propuesta de
modificacion presentada en el capitulo anterior, evalGa siete grupos de lesiones
necroinflamatorias, separando y evaluando algunas alteraciones de forma
individual; la comparacion de los resultados de la actividad necroinflamatoria del
indice propuesto en esta investigacion, con los resultados del propuesto por Ishak;

aceptado y utilizado por diferentes grupos de trabajo; permitiria determinar si los
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valores obtenidos en el IANIT, se corresponden con el de Ishak y de esa forma,
considerar como valida y util la metodologia de cuantificacion de esta investigacion.
El motivo de este capitulo es el estudio de la validacion del método propuesto, en la
comparacion con el método de Ishak, en la valoracion de las lesiones del tejido
hepatico en las hepatitis cronicas B o C, después de una terapéutica.

4.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar la validez del método propuesto, en comparacion del método de Ishak.
4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar los resultados de los indices de actividad histologica entre las primeras y
segundas biopsias de ambos métodos.

Comparar las variaciones del indice de actividad histolégica al final de una
terapéutica y asociarlos al valor de la ALAT, entre ambos métodos

Comparar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo y razén de verosimilitud de
ambos métodos, tomando como patrén de comparacion la histologia.

4.4 MATERIAL Y METODOS

Ademas, de los 200 pares de biopsias, se evaluaron 93 pares de biopsias mas,
provenientes de otros dos protocolos terapéuticos, catalogados como:

Grupo VIl B: n = 43 Interferon mas Lamivudina

Grupo VIII C: n = 50 Interferon méas Ribavirina

Se determind el indice de actividad histoldgica total por cada par de biopsias, se
reunieron en cada grupo, para ambos sistemas de medicidn utilizados y se

agruparon por tipo de virus, por grupos de casos con ALAT normal al final del 6

78



meses de terminado el tratamiento, en los cuales se calcul6 la media del indice y
se compararon los resultados de ambos sistemas, y se aplicé el test de Student
para muestras pareadas, para determinar diferencias estadisticas entre ambas
biopsias por grupo, para cada sistema con una significacion de menos de 0,05. En
ambos sistemas, se determind los resultados del indice de actividad histolégica y
se clasifico en mejor (M), igual () y peor (P) segun disminuyera entre la primera y
segunda biopsia, permaneciera con igual valor o aumentara en la segunda biopsias
y se compararon los resultados obtenidos en ambos sistemas. También, se
comparo la asociacion entre el resultado del indice de actividad histologica y los
valores de ALAT final, entre ambos sistemas en los grupos de tratamiento, el no
tratamiento y todos los pares de biopsias.

Se utilizo el test de Chi cuadrado para la evaluacion del resultado de la asociacion
en por ciento y el test de Student para la comparacion de los resultados del valor
de las medias del IANIT, entre ambas biopsias, en cada test estadistico con una
significacion menor de 0,05. Se realiz6 la comparacion de ambos métodos de
evaluacion de las alteraciones histolégicas, mediante el test de pruebas
diagnésticas, que calcula la sensibilidad, especificidad, indice de validez, valor
predictivo positivo y negativo, razdn de verosimilitud positiva y negativa y el indice
de Youden, relacionados con las cifras finales de ALAT; tomado como criterio de la
verdad o prueba de oro, los resultados histolégicos de ambos métodos

Se calculo la razon de verosimilitud positiva y negativa y la concordancia entre los
resultados histologicos de ambos métodos, mediante la prueba del acuerdo
observado o indice de concordancia. Todos estos resultados calculados para un

intervalo de confianza del 95 %.
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4.5 RESULTADOS

En la siguiente tabla, se presenta el resultado de los dos métodos del indice de

actividad necroinflamatoria.

Tabla 1 Relacion entre el IANITy el IAH de Ishak segiun ALAT en grupos de

tratamiento.

M. Propuesto M. Ishak
Grupos n__1lra Biopsia 2da Biopsia 1ra Biopsia 2da Biopsia
Todos (I-VIII) 293 8,91 - 7,24ns 517 - 4,21ns
Tratados (noVI) 243 *9,06 - 6,75 *5,15 - 3,92
Tratados ALAT normal 154 *9,30 - 5,00 *5,10 - 2,70
Tratados B ALAT normal 86 *9,73 - 5,83 *5,75 - 3,24
Tratados C ALAT normal 68 *8,32 - 3,94 *4,28 - 2,03

ns no significativo * P menor 0.05

Fuente: Resultados de esta investigacion

Los resultados presentados en la tabla 1, demuestran la similitud de los resultados
del indice de actividad histoloégica de ambos métodos, su utilidad en la evaluacion
cuantitativa de las lesiones histologicas entre la primera y segunda biopsia en los
enfermos tratados con diferentes terapéuticas y que normalizan las cifras de ALAT,
en que disminuyen sensiblemente los valores del indice en ambos métodos entre
las dos biopsias y permiten con esta similitud de resultados, plantear que el método
propuesto se puede considerar igualmente valido, como el de Ishak.

Los resultados del indice de actividad histologica total entre la primera y segunda
biopsia, permite conocer si existen cambios en los valores del mismo, si hay
mejoria histologica (M), si hay empeoramiento histolégico (P), o si no hay cambios
en su valor (I); en la tabla 2 y en el grafico 6 se presentan los resultados

comparativos de ambos métodos de estudio en por ciento y en nimeros totales
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TABLA 2 Resultados del IANIT y del IAH de Ishak entre ambas biopsias (%)

M. Propuesto M. Ishak
Grupos n M | P M | P
Tto Grupos C (I-II-vIll) 100 79 4 17 71 14 15
Tto Grupos B (lll-IV- VII) 143 64,3 49 31,8 60,8 9,8 294
No Tto Grupo (VI) 50 40 8 52 36 12 52
Total 293 63,2 5,1 29,7 60,1 11,6 29,3_

N numero M Mejor P Peor | lgual Fuente: Resultados de esta investigacion.

GRAFICO 6
RESULTADOS DE CAMBIOS HISTOLOGICOS
NUMEROS N= 293
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Resultados de cambios histolégicos

En el analisis comparativo de los dos métodos en la tabla 2 y en el gréfico 6, se
observa una similitud en el nimero de casos en que mejora o empeora el indice de
actividad histoldgica. En relacién, a las biopsias en que los valores del indice son
iguales en la primera y segunda biopsia, el método de Ishak tuvo un resultado de
34 casos para 11,6% de la muestra total, en que no hubo cambios en el indice,
mientras que en el método propuesto fue solo del 5,1% o 15 pares de biopsias, con

igual valor del indice de actividad histologica.
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Al utilizar las pruebas de concordancia, al comparar los cambios del indice de
actividad necroinflamatoria en ambos métodos, entre las dos biopsias, se obtiene:
Acuerdo observado: 0,9006 Acuerdo esperado: 0,8033

Kappa de Cohen:0,4949 Kappa minimo:-0,0523 Kappa maximo: 0,8032

Estos resultados de calificar con un alto resultado el Acuerdo Observado o indice
de Concordancia y un resultado aceptable (mayor de 0,40) del Kappa de Cohen,
justifican la validacion del método propuesto con el método de Ishak, segun los
resultados de la muestra de 293 pares de biopsias, de esta investigacion.

La utilizacion de tests estadisticos en la comparacion de pruebas diagnosticas,
permite conocer cuan fiable es una de ellas al compararla, con una prueba ya
reconocida. De esa forma se puede comparar los resultados del indice de Actividad
Histologica de Ishak, con los resultados el IANIT y determinar la confiabilidad del
meétodo propuesto en la categorizacion de los cambios histolégicos, al calcular la

sensibilidad, especificidad ,valores predictivos y precision del método propuesto.

Variables Estadisticas Resultados [.C. 95%
Sensibilidad 97,64% 94,10-99,17%
Especificidad 78,91% 69,73-85,56%
indice de Validez (Precision) 90,97% 86,86-93,81%
Valor Predictivo Positivo 89,21% 83,73-92,51%
Valor Predictivo Negativo 94,98% 87,74-98,00%
indice de Youden 0,83

Razon de Verosimilitud Positiva 4,64 3,14-6,85

Razon de Verosimilitud Negativa 0.03 0.01-0.08 n=293
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Los resultados obtenidos con las altas cifras de la sensibilidad, valores predictivos,
indice de Youden, en la razon de verosimilitud positiva y el indice de confianza y en
las cifras del calculo de falsos positivos de 21,11% y 2,43% de falsos negativos ,
permiten plantear la buena precisibn o certeza del método propuesto, en la
categorizacion de los cambios histolégicos, al compararlo con el método de Ishak.
Los resultados presentados confirman, que el método propuesto es similar en su
utilidad al de Ishak, al tener resultados muy similares en la evaluacion del indice de
actividad histolégica, aunque el método propuesto tiene un menor numero de
casos, con igual valor de ambas biopsias, considerandose que puede ser resultado
de la evaluacion de siete alteraciones histolégicas y no solamente de cuatro del
método de comparacion.

En relacion al sistema de Ishak, se publica por Westin un estudio con 3
observadores, demostrando que no hay diferencias numéricas en los diferentes
alteraciones histolégicas que evaluan el sistema, plantea que es reproducible y que
al compararlo con el sistema de Knodell da una informacién mas detallada (207).
Otro trabajo (209) menciona la buena correlacion entre el sistema de Metavir y de
Ishak, con una mejor concordancia entre la fibrosis, que en la actividad
necroinflamatoria. Rosario y Ramakrisna (206) en su trabajo realizado en la India,
concluyen al comparar el sistema de Ishak con el de Metavir, que ambos sistemas
son apropiados para la evaluacion de biopsias de hepatitis cronica B o C. En un
extenso estudio publicado en el 2005 (113), usando el sistema de Metavir, se
compara la concordancia de la evaluacion de las diferentes lesiones de la hepatitis
cronicas, por mas de 10 observadores, con diferencias, en si son patologos

generales, con diferentes tiempos de trabajo o si eran expertos en la interpretacion
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de biopsias hepaticas, concluyendo que el nivel de experiencia, relacionado a la
especificacion, duracion en el trabajo y categoria del departamento en que trabaja,
era lo que determinaba una mejor concordancia en la evaluacion de las lesiones.
Usando el sistema de Metavir (70) se estudia por 10 patélogos expertos en
enfermedades hepaticas, las variaciones de graduacion de las lesiones de hepatitis
cronica, con un buen grado de concordancia entre los diez, y con una mejor
concordancia para cada observador al repetir el estudio de forma individual. El
promedio de concordancia de un mismo observador, fue significativamente mejor,
gue la concordancia interobservadores, segun reporta Gronbaerk (205) y en un
estudio con dos observadores, se reporta en una segunda observacion la diferencia
de los grados de inflamacion, con el sistema de Scheuer, fue del 0% y el 4% vy el de
la fibrosis del 6% y el 10% (112)
.Estudio previos a lo citados, antes de conocer el virus C de la hepatitis, indicaban
gue era bajo el grado de error atribuible a la muestra de tejido hepatico, en la
graduacion de la inflamacién por un patologo experimentado (5) y que el grado de
variacion en el andlisis de las biopsias hepaticas era pequefio y bien determinado
en cada alteracion histopatologica (210), inclusive en comparaciones entre hepatitis
cronica B o C o de tipo autoinmune (211).
Seguidamente se presentan, los resultados de la asociacion del indice de actividad
histoldgica y la respuesta ALAT final, en ambos métodos utilizados, lo cual permite
tener la evaluacion de la utilidad de cada método y comparar entre ambos la

asociacion entre el comportamiento enzimatico y el histolégico.
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TABLA 3 Asociacion IANIT v IAH de Ishak(M.I.P.) y respuesta ALAT (RC-RI o0 NR).

Grupo N M. Ishak M. Propuesto
Tto Grupo C= 100 73 -73% 85 -85%
Tto Grupo B= 143 106- 74% 123-86%
No. Tto Grupo B= 50 33 - 66% 37 -74%
Todos = 293 212 -72% 245 - 84%

Fuente: Resultados de esta investigacion

GRAFICO 7
CONCORDANCIA DEL IANIT Y LA ALAT FINAL (%)

OISHAK B PROPUESTO E DIFERENCIA
100 -

80 -
60 -
40 -
20 -

Concordancia IANIT-ALAT (%)

C-100 B-143 BNO TTO TODOS

50 293
Numero de pares de biopsias

Los resultados de la tabla 3 y el grafico 7, demuestran que el método propuesto,
en cada grupo de virus tratados, como en la suma de todos los casos, tuvo una
mejor asociacion que el grupo de Ishak, en un 12%; aunque esta diferencia no fue
significativa, lo que iguala los resultados obtenidos en ambos métodos. EIl analisis
de la mejoria, igualdad o empeoramiento del indice necroinflamatorio y la respuesta
ALAT se presenta en la siguiente tabla.

TABLA 4 Comportamiento del IANIT v IAH (M.I.P) v ALAT final (RC-RI 0 NR).
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Método Ishak Método Propuesto

IAH RC NR IANIT RC _NR
CN=1 M=71 56(79%) 15 (21%) M=79 66(84%) 13(16%)
(-11-V11T) IP=29 12(42%) 17 (58%) IP=21 2(10%) 19(90%)
B N= 143 M=87 68(78%) 19(22%)  M=92 79(86%) 13(14%
(-IV-V-VI))  IP=56 18(32%) 38(68%)  IP=51 7(14%) 44(86%)
No Tto Grupo B M=18  7(39%) 11(61%) M=20 10(50%) 10(50%)
(V1) IP=32  6(19%) 26(81%)  IP=30 3(10%) 27(90%)

Todos N =293 M=176 131(75%) 45(25%) M=191  155(82%) 36(18%)
IP=117 36(31%) 81(69%)  IP=102  12(12%) 90(88%)

IAH o IANIT indice de actividad histolégica total M Mejor | igual P Peor.
Fuente: Resultados de esta investigacion

La Tabla 4 muestra como el método propuesto tiene una mejor, asociacion entre la
mejoria del indice de actividad necroinflamatoria y la normalizacion de ALAT y
entre el empeoramiento histolégico y la no respuesta enzimatica, que el método de
Ishak, tanto en los grupos separados, como en el andlisis global de todos los
grupos; en que mejor indice y respuesta completa fue del 82% de los casos, versus
75% en Ishak y empeoramiento histolégico y no respuesta del 88% y solo 69% en
el método de Ishak. Estos resultados, aunque con una mayor certeza en detectar
los cambios histolégicos en el método propuesto, validan la precisiéon del mismo, al
no observarse grandes diferencias al compararlo con el método de Ishak.

Mientras se acepta que la biopsia hepatica es la mas segura o exacta prueba, para
medir la severidad de una enfermedad hepatica (9), la ALAT es la mejor prueba
enzimética, para detectar enfermedad hepatica. Las cifras elevadas de ALAT, se
asocian con la presencia de alteraciones histopatolégicas hepaticas en el curso de

las hepatitis cronica B y C (212,213), al ser la elevacion de la ALAT la mejor
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indicacion de necrosis del hepatocito (214). Esta asociacion es utilizada como un
elemento esencial en la actualidad en la evaluacion de las terapéuticas en hepatitis
cronica B o C (215,216). Los resultados de esta investigacion referidas a las
alteraciones histologicas, y su comparacion de la ALAT antes y después de una
terapéutica, demuestran de la utilidad del método en la precision de los cambios
histoldgicos.

. La comparacion de ambos métodos con los resultados histolégicos obtenidos en
los mismos, se pueden medir mediante la comparacion de tests de pruebas
diagnésticas, tomando como patrén los resultados histolégicos y evaluar como se

comportaron las cifras e ALAT.

Tabla5 Resultados de Pruebas Diagndsticas entre los sistemas de cuantificacion

Indice Sistema de Ishak Sistema propuesto
Sensibilidad 78,48% 80,48%
Especificidad 64,71% 87,50%

indice de Validez 73,66% 85,60%

Valor Predictivo Positivo 80,52% 94,16%

Valor Predictivo Negativo 61,80% 70,79%

indice de Youden 0,43 0,72

Razdn de verosimilitud positiva 2,22 6,78

Razon de verosimilitud negativa 0,17 0,33

Los resultados de los diferentes tests de pruebas diagnésticas, presentados en la
tabla anterior, demuestran que la ALAT al compararla con ambos métodos

histoldgicos, presenta mejores resultados en todos los indicadores evaluados con
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el método propuesto, tanto en esta muestra de 243 biopsias, como cuando se
compara con el total de los 293 pares de biopsias evaluados, lo que demuestra que
el método utilizado en esta investigacion muestra una mayor precision que el de
Ishak, para la deteccion de los cambios histolégicos en la muestra evaluada; sin
presentar una diferencia significativa en estos resultados.

Los resultados presentados en este capitulo, demuestran que el método propuesto
tiene resultados similares al de Ishak, tomado como método de comparacion ,lo
gue lo valida como un método util, inclusive con algunos resultados donde es mas

preciso, en la determinacion de los cambios histoldgicos.

4.6 CONCLUSIONES

Se determiné la validez del método propuesto y su mayor precision al:
Obtener resultados similares en el indice de actividad histolégica y su
variacion despues de una terapéutica, en ambos métodos.

El IANIT muestra una mayor precisiéon, al obtener menor numero de casos
con igual valor entre ambas biopsias y mejores resultados en los tests de

pruebas diagndésticas.

CAPITULO 5
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UTILIDAD DEL IANIT EN EL ESTUDIO DE LA PRIMERA BIOPSIA, COMO
INDICADOR O PREDICTOR DE PRONOSTICO.

5.1 INTRODUCCION.

La biopsia hepatica continua siendo, el examen de referencia para efectuar el
balance lesional de una hepatitis crénica viral segun Cadranel (217); la necesidad
de la realizacién de la biopsia hepatica en las hepatitis cronicas se considera que
es indispensable en la mayoria de los casos, para establecer una decision
terapéutica (218), La muestra de biopsia hepatica no solo es de valor diagnostico y
prondstico, pues permite detectar otras enfermedades y contribuye al conocimiento
de los mecanismos de dafio celular (58), y estudios con biopsias secuenciales,
evidencian que el grado de las lesiones necroinflamatorias y la extension de la
fibrosis, en la biopsia inicial pueden predecir la progresion a la cirrosis.

La utilizacion de las comparaciones de las cifras de ALAT, al inicio y seis meses
después de terminado un tratamiento, es esencial en la evaluacion de la respuesta
a la terapéutica en la hepatitis cronica B o C y permite sea utilizada como
comparacion, para evaluar las alteraciones histoldgicas al calcular la sensibilidad,
especificidad o el valor predictivo de un sistema de cuantificacion histologica(219-
223). lgualmente los resultados finales de la deteccion del DNA del virus B, o el
RNA del virus C en suero, al final de una terapéutica, es un indicador de la
efectividad de la misma(50,224-228).

Los resultados de esta investigacion, en los capitulos anteriores, justifica utilizar
como un posible indicador de pronéstico, la cuantificacion en la primera biopsia del
IANIT y algunas de las alteraciones histologicas

5.2 OBJETIVO GENERAL
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Demostrar la utilidad del método propuesto en el estudio de la primera biopsia,
como indicador o predictor de prondstico.
5.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Comparar los valores del IANIT de la primera biopsia y los grados de la necrosis
periportal y la fibrosis, con la ALAT final y los marcadores virales finales, como
indicador o predictor de prondstico.
5.4 MATERIAL Y METODOS
Se estudiaron 243 pares de biopsias, de los diferentes grupos de tratamiento. Se
utilizé el método propuesto; los resultados del IANIT, se clasificaron en mejor (M) e
igual o peor en conjunto (IP), segun los resultados de los cambios histoldgicos y se
compararon con la ALAT y los marcadores virales finales. Se realizd la misma
comparacion con la media del IANIT, entre la primera y segunda biopsia. Se dividio
el resultado del IANIT de la primera biopsia, en mas o menos de 10, segun el
resultado obtenido y se compard con la ALAT y marcadores virales finales. Los
resultados de la necrosis periportal y de la fibrosis de la primera biopsia, se
dividieron en lesiones de bajo grado (1) y de alto grado (II), de la siguiente forma:

I Il
Necrosis periportal 0,1,2 3,4
Fibrosis 0,1 2,3

Estos resultados se compararon con la ALAT y marcadores virales finales. Se
comparo los resultados del IANIT en M o IP, con la presencia o no del virus al final
del tratamiento, de la siguiente forma:

(IANIT My VIRUS -) + (IANIT Py VIRUS +) = % de asociacion

VIRUS B (M y DNA-) + (P y DNA+) = %
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VIRUS C (M y RNA-) + (P y RNA+) = %
5.5 RESULTADOS.
En los capitulos anteriores se demostré la asociacion del IANIT, al dividirlo en M o
IP, segun el resultado de los cambios histolégicos con la cifras finales de ALAT,
segun se resume en la tabla siguiente de los pacientes tratados:

Tabla 1 Resultados del IANIT (M-IP) y ALAT final (RC-RI o NR)

IANIT RC RI-NR
Grupos de Tto. M=171 145-84,8% 26-15,2%
n =243 IP=72 9-12,5% 63-87,5%
243 154 89

Fuente: resultados de la investigacion

Esta tabla muestra la coincidencia de los resultados del IANIT, con la cifras finales
de la ALAT, tanto en los pacientes de respuesta completa, como de no respuesta.
En la tabla siguiente se presentan los resultados de las cifras de la media del
IANIT, de las dos biopsias, con la ALAT final.

Tabla 2 Relacion entre los valores del IANIT y respuesta ALAT en ambas biopsias

ALAT 1RA BIOPSIA 2DA BIOPSIA
RC n=154 *9,30 5,00
NR n= 89 9,21 ns 7,12
243 *9.06 6,75
ns no significativo * p menor 0,05

Fuente: Resultados de la investigacion
Estos resultados demuestran, como en los pacientes con respuesta completa de la

ALAT, es significativa la diferencia del célculo del IANIT entre las dos biopsias, no
resultando lo mismo en los pacientes de no respuesta enziméatica, lo que sefiala la

precision del método propuesto. Los resultados de las tablas anteriores, justifican la
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evaluacion del céalculo del IANIT de la primera biopsia y su asociacién con la
respuesta ALAT final, al dividirlo en mas o menos de 10.

Tabla 3 Resultados del IANIT de la 1ra biopsia y RC ALAT final

Grupo de Tto. IANIT RC (%)
Virus C: (L,11,VIII) menor de 10 75%
Virus B: (1l1,1V,V,VII) mayor de 10 68%
Virus B: (VII) mayor de 10 75%

Fuente: resultados de la investigacion

Este resultado de la asociacion del calculo del IANIT de la primera biopsia, al,
dividirlo en mas o menos de 10, mostré que del 68 al 75% de los pacientes con
virus B y el 75% de virus C, tuvieron ALAT final normal, lo que justifica que puede
ser utilizado el IANIT de la primera biopsia, como un indicador del posible
prondéstico de un paciente, a una terapéutica en las hepatitis crénicas B o C.

Los resultados del IANIT, se asocian a los resultados finales de los marcadores
virales, que se presentan en las siguientes tablas:

Tabla 4 Resultados del IANIT y marcadores virales

VIRUS n 1ra Biopsia 2da. Biopsia
DNA-y RNA- 104 *9,41 5,36
DNA+y RNA+ 103 9,28 ns 6,97

207 *9,34 6.16

ns no significativo * p menor de 0,05 Fuente: resultados de la investigacion

En la tabla, se observa la diferencia significativa entre los valores de la media, de la
primera y segunda biopsia en los pacientes con negativizacion viral y aunque
también se observa disminucion del IANIT, de la segunda biopsia en los pacientes
gue mantienen la positividad viral, esta diferencia no es significativa.

Tabla 5 Resultados del IANIT (M-IP) y los marcadores virales finales segun virus
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VIRUS n (Virus-y M Histolégica) + (Virus+y P Histoldgica) %

B 113 45 + 29 =74 de 113, 65,5% asociacion
C 94 43 + 22=65de 94, 69,1% asociacion
207 88 + 51 =139 de 207, 67.2% asociacion

Fuente: resultados de la investigacion

En la tabla 5, se asocian los resultados de los marcadores virales positivos y
negativos, con la mejoria o el empeoramiento del IANIT, con una asociacion entre
el 65 y 69% de la muestra estudiada. En cuanto a la asociacién de la mejoria
histoldgica y la negativizacion viral , fue del 76,3% en el virus B y del 95,5% en para
el virus C.
Los resultados de las tablas anteriores, permiten evaluar el IANIT de la primera
biopsia, con el resultado final de los marcadores virales, buscando una asociacion
gue se utilice como un indicador de prondstico, con los siguientes resultados:

IANIT menor de 10: 65% DNA+y 63% RNA-

IANIT mayor de 10: 58% DNA -y 81% RNA+
Estos resultados de la muestra estudiada, pueden se utiles como indicadores de
pronéstico, en la evaluacién de la primera biopsia, en especial con el IANIT mayor
de 10 en pacientes de virus C, con el 81% de positividad al final del tratamiento,
mientras que con un IANIT menor de 10 es positivo el DNA del virus B en el 65%.
Los resultados presentados en este capitulo, demuestran la utilidad del IANIT en la
muestra estudiada y su asociacion con las cifras finales de ALAT y los marcadores
virales, que justifican su utilizacién en la primera biopsia como indicador de un

posible prondstico.
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La utilizacion de las comparaciones de las cifras de ALAT, al inicio y seis meses
después de terminado un tratamiento, es esencial en la evaluacion de la respuesta
a la terapéutica en la hepatitis crénica B o C y permite que al utilizarla como un
patréon de respuesta, determinar como las alteraciones histologicas valoradas en su
conjunto como un indice de actividad necroinflamatoria, tiene concordancia o0 no
con la evolucion enzimatica (213-215).

En el capitulo 2 se hace referencia, al comportamiento de esta enzima en
portadores asintomaticos de los virus B o C, o en los donantes voluntarios B o C+y
en los enfermos diagnosticados por biopsia como hepatitis crénica, en los que se
pueden encontrar fluctuaciones en las cifras de esta enzima, que pueden tener
cifras normales, en mayor proporcién en la hepatitis C. Estas variaciones en las
cifras de ALAT, segun algunos autores (229-233), han planteado la necesidad de
reevaluar el valor de la cifras normales de esta enzima, basado en la presencia de
lesiones histopatoldgicas de hepatitis cronica, en portadores asintomaticos. Sin
embargo en relacion a la hepatitis crénica B o C, las cifras de ALAT, contindan
como un indicador fundamental de una terapéutica.(234,235)

La utilidad de la biopsia hepatica en el diagnostico de la hepatitis cronica, aun con
los avances en las tecnologias bioquimicas, inmunoldgicas e imagenoldgicas, es
aceptada en la actualidad (236-243), tanto en pacientes con cifras elevadas de
ALAT, como con cifras normales (244-238) y en pacientes con hepatitis cronica C e
insuficiencia renal crénica, antes del trasplante renal (249).

La evaluacidon de una terapéutica, basada en los cambios de las cifras de ALAT y
de las alteraciones histologicas, es utilizada en numerosas publicaciones, teniendo

los resultados de las biopsias un valor fundamental (25,27,220,250), lo que se
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continta utilizando en las publicaciones mas recientes (251-258).De esa manera
los resultados de esta investigacion, relacionados con los cambios de la histologia
y de la ALAT, son validos al mejorar la histologia en el 85% de los pacientes con la
respuesta ALAT sostenida en la muestra estudiada y permiten la utilizacion del
resultado del IANIT de la biopsia inicial, como un posible indicador de prondstico o
efectividad de una terapéutica, y su divisibn en menos o mas de 10, como se
observa que el 75% de los pacientes con virus C con menos de 10 en el IANIT
inicial su ALAT final fue normal y en los pacientes con virus B y IANIT mayor de 10
fue del 68%.

La importancia de la evaluacion de las lesiones necroinflamatorias, es sefalada
como un criterio necesario en el estudio de las biopsias de hepatitis cronica (259),
asi en la hepatitis cronica B se publica que en los grados de actividad
necroinflamatoria 3-4, se observa una mejor respuesta ALAT final y el 56% de los
pacientes con negativizacion del AgeHB (251) y en la hepatitis cronica C, se
reporta que es mayor el indice de actividad necroinflamatoria, usando el método de
Ishak, en los pacientes con cifras de ALAT elevadas, que en los pacientes con
cifras normales (260), concordando los resultados de esta investigacion con lo
revisado en la literatura.

La necrosis periportal se considera como la lesion histolégica de mas importancia
en la hepatitis cronica, se utiliza en la evaluacion de determinada terapéutica y
como posible pronéstico. En la siguiente tabla se presentan los resultados en los
dos grupos de casos tratados, la magnitud o intensidad de la necrosis periportal en
la primaria biopsia, segun el método propuesto, divididos en dos grupos de menor y

mayor lesion necroinflamatorias, asociados con la respuesta enzimatica final.
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Tabla 6 Asociacion de la necrosis periportal de la 1ra biopsia y ALAT final segun

grupos de tratamiento.

Grupo de Tto. n Grados de necrosis R.C. R.I N.R
LIy VI C 100 Necrosis 0,1,2 74% 26%
Necrosis 3,4 53% 47%
I, IV, Vy Vil B 143 Necrosis 0,1,2 40% 60%
Necrosis 3,4 60% 40%
VIli 43 Necrosis 3,4 80% 20%

Nec0,1,2 C vs Nec 0,1,2 B (R.C))
74% vs 40% p menor de 0,05
Fuente: Resultados de esta investigacion

En el grupo de pacientes de hepatitis cronica C, se observa la asociacion entre los
bajos grados de necrosis periportal y la normalizacién de la ALAT, en la muestra
estudiada de enfermos con virus C, pues el 74% de los que en la primera biopsia
tenian necrosis periportal de 0,1,2 normalizaron a ALAT. Mientras que el grupo de
enfermos tratados por virus B, que tuvieron un mayor grado de lesion de necrosis
periportal, presentaban un 60% de respuesta enzimatica. Al analizar por separado
los grupos de tratamiento, el grupo VIII, se observa que en el grado de necrosis
periportal 3,4 obtuvo un 80% de normalizacion enzimatica. Estos resultados
demuestran, que mediante el método de estudio detallado de la necrosis periportal,
de la primera biopsia, de esta investigacion, se puede inferir un posible prondstico

de los casos a tratar en la hepatitis cronica By C.

La utilizaciéon de los sistemas de graduacion de las lesiones necroinflamatorias y de
estadiamiento de la fibrosis en la hepatitis cronica, constituye una necesidad, para
Su asociacion con el comportamiento clinico y enzimético de estos enfermos. Se ha

valorado, la evaluacion de alteraciones histolégicas individuales, la necrosis
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periportal es una de las mas utilizadas, diferentes trabajos reportan, que a mas alto
grado de necrosis periportal en la primera biopsia una mayor probabilidad de
evolucionar a una cirrosis hepatica (195, 206), considerandose la evaluacion
cuantitativa de la necrosis periportal un aceptable indicador de prondstico en las

hepatitis crénicas virales.

La evaluacion de la necrosis periportal de la primera biopsia, en bajo o alto grado
de lesién necroinflamatoria, concuerda con los mecanismos de muerte celular y
respuesta inflamatoria en las hepatitis cronica B o C (261-263) y su evolucion
posterior a fibrosis. La evaluacion de lesiones histologicas como posible indicador
de prediccion ha sido utilizada en diferentes trabajos, en el estudio de la primera
biopsia referente a la necrosis periportal (236,238,264,265), con resultados
similares a esta investigacion, pero sin realizar un estudio planificado, buscando un
criterio de prediccion o prondstico para el paciente, al estudio de esta lesion en la
primera biopsia. Los resultados de esta investigacion, justifica la evaluacion
detallada de la necrosis periportal de la primera biopsia, como un indicador de

pronéstico de la enfermedad, en la muestra estudiada.

La fibrosis es otra de las alteraciones histologicas que se han utilizado como criterio
de prondstico en la hepatitis cronica, al representar la misma cambio en la
arquitectura hepatica que comprometen el curso de esta enfermedad. En la
préoxima tabla analizamos la fibrosis presente en la primera biopsia, dividiéndola en
fibrosis de bajo grado (0,1) vy fibrosis de alto grado (2,3) y su asociacion con la

ALAT final.
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Tabla 7 Asociacion de la fibrosis de la 1ra biopsia y la respuesta ALAT final segun

grupos de tratamiento.

Grupo de Tto. n Grados de fibrosis R.C. R.LN.R
[, Iy VI C 100 Fibrosis 0,1 76% 24%
Fibrosis 2,3 45%  55%
", 1v, v Vil B 143 Fibrosis 0,1 49% 51%
Fibrosis 2,3 74%  26%
Fibrosis 0,1 C VS Fibrosis 0,1 B (R.C)
73% VS 33% pmenor de 0,05

Fuente: Resultados de esta investigacion

La fibrosis ha sido utilizada al evaluarla en la biopsia inicial como un posible criterio
de pronéstico, en esta investigacion. Los pacientes de hepatitis créonica C que
tenian un menor grado de fibrosis en la biopsia inicial, presentaban un mayor grado
de respuesta completa enzimatica para el 76%, lo que apoya lo reportado en
numerosos trabajos que evaltan la disminucion de la fibrosis en diferentes
tratamientos (266-269), como sefial de eficacia de la terapéutica utilizada. En la
hepatitis crénica B, a un mayor grado de fibrosis, presentaban un mayor por ciento
de respuesta completa nuestros casos (fibrosis2,3,74%); la fibrosis inicial no se ha
reportado como un elemento de prondstico en la B, aunque trabajos revisados le
dan importancia (251,270).

La cuantificacién aislada de la fibrosis en la hepatitis crénicas, permiten comparar
la repuesta histoldgica a determinado tratamiento (220,222,224), incluso en casos
gue presentan co-infeccién con VIH ( 271,272) lo cual es en la actualidad un
elemento esencial en la evolucién de una terapéutica, al margen de los resultados

enzimaticos o virologicos. La fibrosis presente en la primera biopsia es considerada
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la lesion mas importante a evaluar, pues la evolucién a cirrosis constituye la
complicacion morfolégica mas grave en las hepatitis cronicas virales. La
progresion de la fibrosis en las hepatitis cronicas B o C y la constitucion posterior
de una cirrosis, ha sido reportada en diferentes publicaciones (273), al igual que la
medicion de la misma en diferentes sistemas de estudios de las biopsias hepaticas
(60,86,87),0 en diferentes técnicas bioquimicas o imagenologicas.(274-277).

Los mecanismos del inicio de la fibrosis y su progresion en las hepatopatias
cronicas, ha sido muy estudiado (278,279), al igual que la utilizacion de técnicas
bioquimicas, enzimaticas e inmunolégicas (280-282), en especial en la hepatitis
cronica C (283), sin embargo la biopsia hepéatica en el estudio de la fibrosis y su
medicion, se considera todavia como la prueba de oro (239,285,286), siempre que
la misma tenga un tamaiio suficiente (287)

Los estudios en la progresion de la fibrosis en ambos tipos de hepatitis, han sido
reportados de forma constante en numerosas publicaciones (266-270,288),
referentes a la utilizacion de diferentes terapéuticas, por lo ya conocido, de que
algunos medicamentos logran la reversibilidad de la fibrosis, segun el estadio en
gue la misma se encuentre (289-291). Se reporta igualmente la variacion de la
fibrosis a diferentes estadios y el estudio de diferentes factores, que actuan de
manera favorable o no, en su evolucion (292-293), entre ellos la presencia
esteatosis, principalmente en pacientes con hepatitis cronica C (294-299).

La necesidad de la evaluacion de la fibrosis, desde la pasada década, ha justificado
la utilizacion de diferentes métodos morfométricos, acoplados o no a programas de
computacion (290,300-302), hasta los mas utilizados en la actualidad(303-306),

gue permiten una mejor evaluacion de la fibrosis, pero siempre como una
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complementacion de los métodos cualicuantitativos de microscopia Optica ya
reportados.

El sistema utilizado en la valoracion de las diferentes alteraciones microscopicas en
las hepatitis crénica, nos permite analizar en forma combinada los mismos; de esa
forma se puede comparar en cada biopsia la necrosis periportal y la fibrosis con los
resultados enzimaticos finales. Al unir los resultados de bajo grado de lesion y los
de alto grado de lesion de ambas lesiones histolégicas en los dos tipos de virus, en

la primera biopsia observamos lo siguiente:

Tabla 8 Asociacion de la necrosis periportal y de la fibrosis con la ALAT final

Nec 0,1,2 + Fib 0,1 C VS Nec 0,1,2 + Fib 0,1 B(R.C)
78% Vs 33% P menor 0,05

Nec 34 + Flb 23 B s Nec 34 + Flb 23 C (RC)
69% vs 43% P menor 0,05

Fuente: Resultado de la investigacion
La utilizacion de esta combinacion de lesiones histoldgicas y su cuantificacion en la

biopsia inicial, consideramos que puede ser de utilidad como un posible criterio
predictivo en los casos tratados, segun lo obtenido en este estudio. Los resultados
de esta investigacion, referente a la cuantificacion de la necrosis periportal y de la
fibrosis, concuerdan con lo expresado en la literatura revisada, con mejor evolucion
a mayor lesion necroinflamatoria y de fibrosis en la hepatitis crénica B (251), y con
menores lesiones histoldgicas en la hepatitis cronicas C, mejor evolucion clinica
(260,307). Las alteraciones histologicas como lesiones necroinflamatorias, la

esteatosis y la fibrosis han sido sefialadas como factores predicitvos (299,308-311)
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y avalan como indicador de prondstico, el estudio de la primera biopsia, en los

pacientes con hepatitis cronica B o C.

La asociacion de los resultados de los diferentes grados de necrosis periportal y de
fibrosis, con el resultado final de los marcadores virales, se presenta en el
siguiente grafico.

ASOCIACION DE GRADOS DE NECROSIS

PERIPORTAL Y FIBROSIS DE LA 1ra. BIOPSIA
CON MARCADORES VIRALES EN VIRUS C %

90

851
80 17] LINEC 0,1,2
B NEC 3,4
751 EFIB 0,1
O FIB 2,3
707]
65 - . :

RNA- RNA+ RNA- RNA+

Se observa en el grafico, que las biopsias iniciales con necrosis periportal vy
fibrosis de bajo grado, de los pacientes con hepatitis conica C, negativizaron el
RNA viral en 90 y 88% de los mismos , a seis meses de terminado el tratamiento,
mientras los que tenian alto grado de necrosis periportal o fibrosis inicial, el RNA
permanecié positivo en el 80 y 75% de los mismos. En relacion al virus B, los
pacientes con fibrosis de alto grado en la primera biopsia, negativizaron del DNA en

el 61%, no existiendo ninguna asociacion con los resultados de la necrosis
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periportal de ambos grados o con la fibrosis de bajo grado, y la negativizacion del
DNA viral. En la literatura revisada ,no encontramos publicaciones referidas a este
aspecto especifico.

Los resultados presentados en este capitulo, referentes a la utilizacion del calculo
del IANIT, su division en mas o menos de 10 y a la cuantificacién de la necrosis
periportal y de la fibrosis, en bajo y alto grado, en las primeras biopsias de la
muestra estudiada , en pacientes tratados de hepatitis créonica B o C, y comparar
estos resultados, con las cifras finales de la ALAT y de los marcadores virales,
demuestran que pueden ser utilizados como posibles indicadores o predictores de
una respuesta terapéutica.

5.6 CONCLUSIONES

Se demostré la utilidad del calculo del IANIT de la primera biopsia, como
indicador o predictor de prondéstico.

Se demostro la utilidad del calculo de la necrosis periportal y de la fibrosis de

la primera biopsia, como indicador o predictor de prondstico.

CONCLUSIONES FINALES
1- La biopsia hepatica en el estudio de donantes asintomaticos virus B o C
de la hepatitis, demuestra alteraciones histoldgicas, discrimina enfermos y no
enfermos, debiendo extenderse al trabajo medico diario este tipo de estudio.
2- La evaluacion cualicuantitativa de las alteraciones histolégicas de las

hepatitis crénicas virales, al introducir nuevas variables histolégicas a
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cuantificar (numero de espacios porta lesionados, necrosis periportal,
cuerpos acidéfilos y conductillos biliares lesionados), muestra resultados
mas efectivos.

3- El IANIT propuesto en la evaluaciéon de la hepatitis cronica, al compararlo
con los métodos de Knodell e Ishak, mostré mejor utilidad.

4- El estudio cualicuantitativo de las alteraciones histoldgicas, determina la
eficacia de terapéuticas en las hepatitis créonica B o C, en particular del
método propuesto , sobre los métodos de Knodell o Ishak.

5- El calculo del IANIT, la necrosis periportal y la fibrosis, de la primera
biopsia, mediante el método propuesto, es util en el pronédstico de las
hepatitis crénicas B o C.

6- El IANIT brinda mayor precision y certeza en la evaluacion de las
alteraciones histologicas en las hepatitis crénica B o C, que permite una
mejor asociacion de los resultados enzimaticos y virolégicos con la

histopatologia.

RECOMENDACIONES
Las recomendaciones que se proponen, estan en relaciéon con los resultados
obtenidos en los diferentes capitulos, siendo las siguientes:
1- Continuar la difusion de los resultados obtenidos, en el estudio de las biopsias

de los donantes de sangre asintomaticos y de los resultados obtenidos, en el
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meétodo propuesto de cuantificacion de lesiones de las hepatitis cronicas por virus B
y C, en eventos cientificos*,publicaciones*,cursos de postgrado* o talleres.

2- Generalizacion y utilizacion del IANIT, en la cuantificacion de lesiones
histoldgicas en la hepatitis cronicas por virus B y C, en el trabajo asistencial diario
en los departamentos de Anatomia Patoldgica de Cuba.

3- Introducir la utilizaciéon del método propuesto, en la evaluacion de protocolos
terapéuticos en la hepatitis B y C, en investigaciones institucionales o en
cooperacion con los diferentes Polos Cientificos del pais, en los departamentos de
Anatomia Patologica.

4- Realizar las gestiones en la Oficina de Propiedad Industrial de Cuba (OCPI),
para la proteccion del método propuesto, en relacion a la categoria de Propiedad
Intelectual, como fue sefialado por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia y Medio
Ambiente en la aprobacion de la propuesta de este trabajo, para optar por el Grado
Cientifico de Doctor en Ciencias Médicas.

* Presentados en eventos cientificos , realizadas publicaciones y cursos de

postgrado.

METODO DE KNODELL (30).

Necrosis periportal + necrosis en puente 0-10.

Ninguna 0
Leve necrosis periportal 1
Moderada necrosis periportal (envuelve menos del 50% de la circunferencia
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de la mayoria de los tractos portales ) 3
Severa necrosis periportal (envuelve mas del 50% de la circunferencia de la

mayoria de los tractos portales) 4
Moderada necrosis periportal leve mas necrosis en puente 5
Marcada necrosis periportal moderada mas necrosis en puente 6
Necrosis multilobular 10

Inflamacidén Portal 0-4

Ninguna 0
Leve (escasas células inflamatorias en menos de 1/3 de tractos portales) 1
Moderada (incremento de células inflamatorias en1/3 a 2/3 de tractos

portales) 3
Marcada (densos paquetes de células inflamatorias en 2/3 de tractos
portales) 4

Degeneracion intralobular y necrosis focal 0-4

Ninguna 0
Leve ( cuerpos acidofilos,degeneracion balonizante, y o escasos focos de

necrosis enl/3 de lobulillos) 1
Moderada ( envuelve de 1/3 a 2/3 lobulillos) 3
Marcada (envuelve a 2/3 del lobulillo) 4

La suma del indice necroinflamatorio es de 0-18

METODO DE ISHAK ( 34).
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Necrosis periportal o hepatitis de la interfase 0-4

Ninguna

Leve (focal en pocas areas portales)

Leve/Moderada (focal en la mayoria de areas portales)

Moderada ( continua alrededor de menos del 50% de tractos portales)
Severa (continua alrededor de mas del 50% de tractos portales)

ARWN PO

Necrosis confluente 0-6

Ninguna

Focal necrosis confluente

Necrosis confluente en algunas areas de zona 3

Necrosis confluente en la mayoria de las areas de la zona 3
Necrosis confluente de la zona 3 mas necrosis en puente ocasional
Necrosis confluente de la zona 3 mas necrosis en puente multiple
Necrosis panacinar o multilobulillar

onbhwbdhdkFO

Necrosis focal, apoptosis e inflamacién focal 0-4
Ninguna

Un foco 0 menos por 10x objetivo

Dos a cuatro focos por 10x objetivo

Cinco a diez focos por 10x objetivo

Mas de 10 focos por 10x objetivo

hAwpPFPO

Inflamacién Portal 0-4
Ninguna
Leve, en algunas o todas las areas portales
Moderada, en algunas o todas las &reas portales
Moderada/Marcada, en todas las areas portales
Severa, en todas las areas portales

~rWDNPF o

La suma del indice necroinflamatorio es de 0 a 18.
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