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LA TERAPIA CON S-ADENOSILMETIONINA (SAME)

Y ATORVASTATINA PREVIENE EL DESARROLLO

DE LA ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA (EHNA) EN
RATONES OB/OB A TRAVES DEL INCREMENTO DEL GLUTATION
MITOCONDRIAL (GSHM)

F. Caballero, A. Fernandez, M. Mari, A. Colell, J. Caballeria,
J.C. Ferndndez-Checa y C. Garcia-Ruiz

Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives, Hospital Clinic
i Provincial, y Departamento de regulacion de proliferacion y muerte
celular, IDIBAPS, IIBB, CSIC, Barcelona.

A pesar de la incidencia de la EHNA, su patogénesis no es conocida
del todo. En particular, los mecanismos que determinan la suscepti-
bilidad del higado graso a citoquinas inflamatorias y al estrés oxida-
tivo y que promueven la progresion de la esteatosis a EHNA siguen
siendo desconocidos. En resultados previos hemos mostrado, me-
diante el empleo de modelos nutricionales y genéticos de esteatosis
hepitica, que el enriquecimiento mitocondrial en colesterol libre y
la consecuente disminucién del GSHm contribuyen al desarrollo de
la EHNA (Cell Metab 4: 185-198, 2006). La terapia con estatinas a
nivel clinico en EHNA se ha empleado en estudios con un limitado
nimero de pacientes y con resultados controvertidos. E1 SAMe es
un precursor de GSH que recupera el GSHm gracias a la restaura-
cién de la fluidez de membrana, regulando asimismo muiltiples fun-
ciones de la célula. La eficacia del SAMe se ha mostrado en coles-
tasis, en el dafio por consumo de alcohol y en hepatitis fulminante,
pero su papel terapéutico en la EHNA no se ha evaluado previa-
mente.

Objetivo. Examinar el papel terapéutico de la atorvastatina (Ator) y
del SAMe en el desarrollo de EHNA en ratones obesos ob/ob.
Meétodos. Ratones controles y ob/ob con 6 semanas de edad se divi-
dieron aleatoriamente en diferentes grupos que recibieron Ator (10
mg/kg via oral), SAMe (5 mg/ratén i.p), o el vehiculo. De cada ani-
mal se tomaron las correspondientes muestras de suero e higado
para las determinaciones de bioquimica e histologia. 24 horas antes
del sacrificio, algunos animales recibieron una inyeccién intraperi-
toneal de LPS (0,3 mg/kg).

Resultados. Los ratones ob/ob mostraban en el homogeneizado de
higado, unos niveles de triglicéridos, acidos grasos libres y coleste-
rol total elevados, con un aumento del trafico del colesterol libre a
la mitochondria, lo que se traduce en la disminucion selectiva del
mGSH, sin modificacion del GSH citosélico. La administracién
exdgena de SAMe, durante 5 dias previa a la inyeccién de LPS, dis-
minuyé significativamente los niveles de transaminasas en suero
(50% vs LPS) y atenu6 los signos de EHNA en ratones ob/ob. El
SAMe también restaurd los niveles de GSHm (12,6 + 0,8 vs 4,6 =
0,2 nmol/mg proteina) disminuyendo la susceptibilidad a la muerte
celular observada con TNF/Jo2. La terapia con Ator en ratones
ob/ob, previno la acumulacién del colesterol libre en mitochondria,
y normalizé los niveles de GSHm. Asimismo, la Ator mejord las
signos basales de EHNA vy, lo que es mas importante, previno la
susceptibilidad de los ratones ob/ob frente a la inflamacién y a la le-
sion hepdtica inducida por LPS. La atorvastatin, sin embargo, no
previno el aumento en suero de los niveles de TNF.

Conclusién. Estos resultados indican que el SAMe y la Ator pre-
vienen la progresién de esteatosis a esteatohepatitis a través de la
recuperacion de los niveles de GSHm. Estos datos pueden estimular
futuros estudios clinicos de las estatinas en EHNA.

VACUNACION FRENTE AL VIRUS DE LA HEPATITIS C
UTILIZANDO CELULAS DENDRITICAS TRANSDUCIDAS CON UN
ADENOVIRUS RECOMBINANTE QUE CODIFICA LA PROTEINA NS3
A. Zabaleta, D. Llopiz, A. Arribillaga, J.J. Lasarte,

F. Borras-Cuesta, J. Prieto y P. Sarobe
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La infeccidn crénica por el virus de la hepatitis C (VHC) se caracte-
riza por la falta de respuestas inmunitarias antivirales mediadas por
linfocitos T. Por ello, el desarrollo de nuevas estrategias de vacuna-
cién capaces de inducir potentes respuestas antivirales es de gran
importancia. Las células dendriticas (CD) son las principales célu-
las presentadoras de antigeno, por lo que la vacunacién utilizando
CD cargadas con los antigenos virales adecuados podria constituir
una nueva estrategia para la induccién de inmunidad antiviral. En el
presente trabajo mostramos que la infecciéon de CD con un adenovi-
rus que expresa la proteina NS3 del VHC (CD-NS3) induce su acti-
vacion in vitro. Ademads, la inmunizacion de ratones con CD-NS3
es capaz de inducir respuestas de linfocitos T CD4 y CDS frente a
esta proteina. Estas respuestas fueron capaces de proteger a los ani-
males frente a la infeccién con un virus vaccinia recombinante que
expresa la poliproteina completa del VHC y frente al crecimiento de
un tumor que expresa NS3. Ademds, este protocolo de inmuniza-
cién no induce anticuerpos frente a adenovirus, lo que permite suce-
sivas administraciones y no se ve afectado por la presencia previa
de anticuerpos neutralizantes anti-adenovirus. Finalmente, la inmu-
nizacion con CD-NS3 es capaz de inducir respuestas memoria de
larga duracion, capaces de proporcionar proteccién en los modelos
de infeccién por virus vaccinia o de crecimiento tumoral. Por ello,
la inmunizacién con CD que expresan NS3 podria ser una eficiente
vacuna frente al VHC.

LA ADMINISTRACION DE UN MUTANTE QUINASA INACTIVO

DE AKT (AA-AKT) MEJORA LA FUNCION EXCRETORA RENAL

Y LA HEMODINAMICA SISTEMICA EN RATAS CIRROTICAS

CON ASCITIS
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Introduccion. Numerosos estudios han demostrado que las altera-
ciones hemodinamicas y renales que ocurren en la cirrosis hepatica
avanzada estdn relacionadas con una mayor expresion vascular sis-
témica y espldcnica de la sintasa endotelial del 6xido nitrico
(eNOS), que a su vez estd estrechamente regulada por la serina treo-
nina quinasa Akt. El presente estudio considera la posibilidad de in-
hibir preferentemente la actividad vascular sistémica de eNOS sin
modificar su actividad hepatica mediante la transduccion adenoviri-
ca de un mutante constitutivamente inactivo de Akt (AA-Akt). La
hipétesis del estudio es que, a causa de la marcada derivacién circu-
latoria portosistémica, la inyeccién iv del adenovirus infectard pre-
ferentemente el arbol circulatorio sistémico y no la vasculatura he-
patica.
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Objetivos. Analizar la distribucién tisular de la expresién adeno-
virica y evaluar los efectos renales y sistémicos producidos por la
administracion intravenosa de AA-Akt en ratas cirréticas con asci-
tis.

Métodos. En el primer protocolo, se administraron adenovirus re-
combinantes codificantes para el gen de la [-galactosidasa (J3-
gal) a 6 ratas control y a 6 ratas cirrdticas y se analizé su distribu-
cién tisular por quimioluminiscencia. En el segundo protocolo, se
incluyeron 20 ratas cirrdticas que fueron introducidas en jaulas
metabdlicas, se recogié la diuresis basal y a continuacién se ad-
ministré aleatoriamente salino (n = 10) o el adenovirus AA-Akt
(n = 10). Transcurridas 24 horas se obtuvieron las diuresis de to-
dos los animales y se realiz6 un estudio hemodindmico en 5 ratas
de cada grupo. En los animales restantes se evaluaron los mismos
parametros 72 horas después de la administracion de AA-Akt o
salino.

Resultados. En las ratas cirréticas con ascitis se detecté una defi-
ciente transduccién hepitica del gen B-gal (10 = 3 vs 220 + 85
ULR/ug proteina, p < 0,05) y un incremento significativo de la ex-
presién adrtica del gen B-gal (3308 + 436 vs 978 + 888 ULR/ug
proteina, p < 0,05), respecto a las ratas control. En el segundo pro-
tocolo, la administracion del adenovirus AA-Akt estuvo asociada a
un aumento significativo de la diuresis (10,26 + 1,48 vs 22,02 +
3,04 mL/dfa, p < 0,01), de la excrecién de sodio (0,82 + 0,34 vs
2,66 + 0,38 mEq/L-dia, p < 0,001), de la presion arterial media (77
+ 4 vs 89 + 3 mmHg, p < 0,05) y de las resistencias periféricas to-
tales (0,18 + 0,01 vs 0,24 + 0,01 mm Hg-min/mL, p < 0,05) tras 24
horas de tratamiento. En cambio, no se detectaron cambios signifi-
cativos en los valores de presion portal (15 + 0,7 vs 13,6 = 0,5 mm
Hg). Al cabo de 72 horas de tratamiento con adenovirus estas dife-
rencias significativas s6lo se mantuvieron para el parimetro de
presion arterial media (79 =5 vs 90 £ 1 mm Hg, p < 0,05).
Conclusion. Estos resultados indican que la inhibicién vascular de
eNOS, mediante el bloqueo sistémico de la actividad enzimatica de
Akt, mejora la hemodindmica sistémica y la funcién renal en ratas
cirréticas con ascitis.

LA TRANSFECCION GENICA DE SUPEROXIDO DISMUTASA
EXTRACELULAR REDUCE LA PRESION PORTAL Y MEJORA
LA DISFUNCION ENDOTELIAL INTRAHEPATICA EN RATAS
CIRROTICAS

B. Lavifia*, J. Gracia-Sancho*, Y. Chu**, A. Rodriguez-
Vilarrupla*, D.D. Heistad**, J. Bosch* y J.C. Garcia-Pagdn*
*Laboratorio Hemodindmica Hepdtica, IDIBAPS-Hospital Clinic,
Barcelona. **Cardiovascular Center, University of lowa, lowa City.

Antecedentes. Las sustancias reactivas del oxigeno (SRO), espe-
cialmente el radical superéxido (O2°), contribuyen al desarrollo de
disfuncién endotelial en diferentes patologias vasculares. El O2
disminuye la biodisponibilidad de éxido nitrico (ON) al reaccionar
con éste dando lugar a la formacion de peroxinitritos. En la cirrosis
el aumento de la resistencia al flujo portal es debido, en parte, a dis-
funcién endotelial y disminucién de la biodisponiblildad de ON.
Por ello, hipotetizamos que la reduccién de SRO puede aumentar la
biodisponibilidad de ON y mejorar la disfuncién endotelial hepética
en la cirrosis.

Objetivo. Evaluar si la sobreexpresion hepdtica de superdxido dis-
mutasa extracelular (ECSOD, principal enzima en la metaboliza-
cién de O2°) mediante transferencia génica con adenovirus reduce el
02, aumenta la biodisponibilidad de ON, mejora la disfuncién en-
dotelial y reduce el tono vascular hepatico en higados de ratas cirr6-
ticas por CCl4.

Métodos. Los vectores adenovirales expresando ECSOD (AdEC-
SOD) o [B-galactosidasa (AdBgal) se amplificaron, se titularon y
previamente a la administracién in vivo se evalud su actividad, ca-
pacidad de transfeccién y de expresion. Tras ello, los AAECSOD y
AdBgal se administraron a través de la vena penil a ratas controles
(CT) y cirrdticas (CH) por CCl4 y tres dias después se evaluaron: a)
niveles tisulares de O,’, en secciones frescas tefiidas con dihidroeti-
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dio (DHE); b) biodisponibilidad de ON, mediante inmunoensayo
enzimatico del mensajero secundario GMPc; ¢) pardmetros hemodi-
namicos in vivo: presién arterial media (PAM) y Presion portal
(PP), y d) disfuncién endotelial hepdtica, mediante la evaluacién en
perfusién aislada de higado de la relajacion endotelio-dependiente
de la circulacién hepatica a dosis incrementales de acetilcolina
(Ach), pre-contraida con metoxamina.

Resultados. Los adenovirus obtenidos presentaban actividad y ca-
pacidad para transfectar y expresar ECSOD. Los higados CH pre-
sentaron unos niveles mas elevados de O2" que los CT. Los higados
CH transfectados con AAECSOD presentaron niveles de O2- signi-
ficativamente menores que los CH transfectados con Adbgal, y ello
se asocié a un aumento significativo de los niveles de GMPc. Estos
efectos de la transfeccion con AdEcSOD, se acompaiaron de una
disminucién significativa de PP (15,02 mmHg vs 17,31 mmHg) sin
cambios significativos de la PAM. Ademas, la transfeccién con
AdEcSOD mejor6 de forma significativa la respuesta vasodilatado-
ra endotelio dependiente a Ach en los higados CH. La transfeccién
con AdEcSOD en ratas CT no produjo ningtin efecto hemodindmi-
co.

Conclusiones. El tratamiento con AJECSOD, reduce los niveles de
02-, aumenta la biodisponibilidad de ON, mejora la disfuncién en-
dotelial intrahepatica y reduce la PP en los higados CH.

PROTECCION FRENTE A LA HEPATOTOXICIDAD DE LA
FALOIDINA UTILIZANDO BALU-1, UN DERIVADO SEMISINTETICO
DEL ACIDO COLICO

E. Herrdez*, R.I.R. Macias*, M. Vicéns*, J. Vazquez-Tato**,
C. Hierro*, J. Gonzdlez San Martin* y J.J.G. Marin*

*Grupo de Hepatologia Experimental y Vectorizacion de Fdrmacos.
Universidad de Salamanca. “"Facultad de Veterinaria. Universidad de
Santiago.

Antecedentes. La faloidina es el principal responsable de la intoxi-
cacién severa mds frecuente por consumo de setas venenosas como
la Amanita phalloides. Tras ser captada por los hepatocitos me-
diante la proteina transportadora de membrana OATPIB1, altera
los filamentos de actina y provoca colestasis, retencién de los com-
ponentes de la bilis, necrosis y en consecuencia insuficiencia hepa-
tica. Una de las estrategias propuestas como antidoto frente a este
veneno es el bloqueo de su captacién hepatica, favoreciendo la eli-
minacién por el rifién, lo que puede estimularse por diuresis forza-
da.

Objetivo se han sintetizado varios compuestos colefilicos que pu-
diesen ser sustratos potenciales de la OATPIBI, entre los que se
encuentra el Balu-1 (4cido 3o-succinil-7c,120-dihidroxy-5f-cola-
noico) cuyas propiedades, respecto al fin que se persigue, se han in-
vestigado en este trabajo.

Métodos. Para los estudios “in vitro” se utilizé la expresion heter6-
loga de proteinas de membrana en oocitos de rana (Xenopus laevis)
por inyeccion del RNAm sintetizado a partir de plasmidos recombi-
nantes que contenian el DNAc adecuado. En estudios “in vivo” con
ratas anestesiadas se administré (i.v.) durante 2.5 h, una infusién de
dcido taurocdlico (ATC) o Balu-1 (0,2 ymol/min/100 g p.c.) y una
sola dosis de faloidina (0,1 mg/100 g p.c.) en el minuto 30. Se reco-
gieron muestras de bilis cada 10 min, y de suero y tejidos al final
del periodo experimental.

Resultados. El Balu-1 produjo una reduccién de la captacion de
[*H]-ATC mediada por los transportadores humanos OATP1B1
(95%), OATP1B3 (15%) y de rata Oatplal (50%), Oatplad (35%)
y Oatplb2 (40%) sin afectar al transporte de [*H]-ATC por la
principal proteina encargada de la captacion de dcidos biliares por
los hepatocitos (NTCP). En los animales que recibieron la infu-
sion de Balu-1 se produjo una marcada estimulacion de flujo biliar
(+70%, p < 0,05), superior a la inducida por la administracién de
ATC (+20%, p < 0,05). Esta diferencia se debe probablemente a
que su concentracién micelar critica es 5 veces menor, lo que im-
plica una mayor facilidad para formar micelas pequefias con mads
actividad osmética y efecto colerético. La faloidina redujo el flujo
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biliar basal (-60%, p < 0,05) y el estimulado por ATC (-55%, p <
0,05), sin que en ningtin caso se afectara la secrecion neta de aci-
dos biliares, por lo que aumentaba su concentracion en bilis. En
los animales, ademads de la colestasis, se observaron signos de ne-
frotoxicidad, hematuria y zonas necréticas en el higado. Sin em-
bargo, en ratas tratadas con Balu-1, la administracion de faloidina
redujo el flujo biliar solo un 15% y no se aprecié hematuria ni
dafio hepitico.

Conclusion. El derivado de dcido biliar Balu-1 presenta un efecto
protector frente a la hepatotoxicidad causada por faloidina, proba-
blemente debido a tres acciones combinadas: retraso en la captacion
hepitica de la toxina, facilitacién de su salida a bilis por arrastre os-
motico, solubilizacidn biliar en micelas

EFECTO ANTINEOPLASICO TRAS BLOQUEO DE LA ViA

DE SENALIZACION HEDGEHOG EN EL CARCINOMA
HEPATOCELULAR

E.R. Lemmer!, A. Villanueva!, S. Yea!, S. Van Laarhoven!,
A. Di Feo?, J. Peix!, M. Schwartz!, G. Narla', J. Martignetti?,
S. Waxman!, S.L. Friedman' y J.M. Llovet'?

Division of Liver Diseases and Liver Cancer Program'. Human
Genetics®. Mount Sinai School of Medicine, New York. BCLC Group.
Liver Unit. IDIBAPS. Hospital Clinic, Barcelona, Spain’.

El hepatocarcinoma (CHC) sigue siendo uno de los cdnceres con
mayores cifras de morbi-mortalidad. Consecuentemente, se impone
el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas.

Objetivo. Definir el papel de la via de senalizacion Hedgehog (Hh)
en la hepatocarcinogenesis humana asi como estudiar su activacién
en un modelo experimental de CHC.

Material y métodos. Estudiamos mediante gqRT-PCR la expresién
de 4 genes clave en la sefializacion Hh (PTCH, IHH, HHIP y Gli)
en 77 muestras humanas y en tres lineas celulares humanas de CHC
(Huh7, Hep3B, HepG2). Asimismo, determinamos la presencia de
IHH (principal estimulante de la via a nivel hepético) en CHC me-
diante inmunohistoquimica. Completamos el andlisis estudiando los
efectos de la ciclopamina (alcaloide natural con actividad bloquean-
te de Hh) sobre la viabilidad celular tumoral mediante el MTT assay
y sobre la proliferacién a través del *H-Thymidine Incorporation
Assay. El impacto de esta molécula en el ciclo celular fue evaluado
a través de Citometria de Flujo y usamos un luciferase gene repor-
ter para la legiéon promotora de Gli para confirmar bloqueo de la via

Resultados. IHH se sobreexpresa el doble en 60% de pacientes con
CHC en comparacién con tejido no tumoral (p=0,002). Esto se
acompaia de disminucion significativa en la expresion del inhibidor
fisiolégico de Hh (HHIP, 0,03 veces en CHC avanzado en compara-
cién con lesiones preneoplasicas, p < 0,001), lo que sugiere su posi-
ble rol inicial en la hepatocarcinogenesis. A nivel proteico, 65%
(13/20) de los CHC tifien positivamente para IHH. In vitro, existe
una marcada sobreexpresion de IHH (p < 0,0001), PTCH (p <
0,0001), y del oncogen GLI (p < 0,0001). Por el contrario, la expre-
si6on del tumor supresor HHIP estd virtualmente abolida (p <
0,0001). La ciclopamina [5 uM] disminuyo la actividad de la via en
un 30-40% tras andlisis de la actividad luciferasa asociada al Gli-re-
porter. Asimismo, la ciclopamina disminuyo la proliferacion celular
en un 40% en Huh7 mientras que un analogo inactivo (tomatidina)
no presento efecto alguno. Igualmente, la viabilidad celular de las
tres lineas celulares tumorales se vio disminuida en un 50-60%. El
andlisis del ciclo celular no mostrd un incremento significativo en la
apoptosis.

Conclusion. /) la activacion de la via de sefializacién Hh a través
de IHH esta presente en lineas celulares de CHC; 2) el bloqueo de
dicha via con ciclopamina reduce el crecimiento celular mediante
de un mecanismo inhibitorio sobre la proliferacién sin que la apop-
tosis se modifique de forma significativa; 3) estos datos aconsejan
una valoracién mas exhaustiva del potencial antineopldsico deriva-
do del bloqueo de Hh, principalmente en modelos animales y ulte-
riormente en humanos.

LA FLUIDEZ DE MEMBRANA MITOCONDRIAL REGULADA POR
COLESTEROL DETERMINA LA RESPUESTA MITOCONDRIAL
FRENTE A ESTIMULOS APOPTOTICOS EN LINEAS CELULARES
DE HEPATOCARCINOMA

J. Montero, A. Colell, J.M. Lluis, A. Morales, C. Garcia-Ruiz

y J.C. Ferndndez-Checa

Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives, Hospital Clinic
i Provincial y Departamento de regulacion de proliferacion y muerte
celular, IDIBAPS, 1IBB, CSIC, Barcelona.

El colesterol juega un papel esencial en la integridad y fluidez de
las membranas celulares. No obstante, la pérdida del control sobre
su sintesis es una caracteristica comun en células tumorales. Evi-
dencias clinicas muestran niveles elevados de colesterol en pacien-
tes con cirrosis que progresan a carcinoma hepatocelular. Agentes
como las estatinas (inhibidores de la sintesis de colesterol) ejercen
propiedades antineoplasicas expandiendo su pposible uso en terapia
antitumoral. Asimismo, se ha descrito un incremento en los niveles
de rafts lipidicos enriquecidos con colesterol en cancer de prostata,
ademads de un mayor contenido de colesterol mitocondrial en tumo-
res hepdticos y lineas celulares de hepatocarcinoma. En estudios
previos hemos observado como el enriquecimiento in vitro de co-
lesterol en mitocondria aislada previene la permeabilidad transitoria
mitocondrial (PTM) inducida por atractilésido (ATR).

Objetivo. Caracterizar los niveles de colesterol mitocondrial en li-
neas celulares de hepatocarcinoma y examinar la regulacién del co-
lesterol en la liberacién mitocondrial de factores apoptogénicos.
Métodos. Los niveles de colesterol se determinaron por HPLC. La
liberacion de citocromo c¢ (cit C) y Smac/DIABLO se analizé por
western blot. La generacién de anién superdxido se consigui6 a par-
tir de la incubacién con xantina + xantina oxidasa. La produccién
de ROS y el pardmetro de ordenamiento de membrana se analizaron
espectrofluorimétricamente utilizando dihidroetidium y 1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno, respectivamente.

Resultados. Mitocondrias de células de hepatoma de rata Reuber
H35 presentaban niveles de colesterol 2,5-3 veces mayores compa-
rado con mitocondrias de higado de rata (13 + 2 vs 4 + 0,5 ug/mg
prot.), efecto que se acompaiiaba de un incremento en el parametro
de ordenamiento de membrana. A diferencia de las mitocondrias de
higado, la incubacién de mitocondrias de células H35 con ligandos
del poro de membrana mitocondrial (ATR o FGIN-1-27), no provo-
caba liberacion de cit C o Smac/DIABLO. Por el contrario, la dis-
minucidn del colesterol mitocondrial, mediante incubacion con Me-
B-ciclodextrina, o la fluidificacién de las membranas, recuperaban
la PTM inducida por ATR o FGIN. Asimismo, la liberacién de cit C
inducida por anién superdxido incrementaba significativamente tras
la disminucién del contenido de colesterol mitocondrial. Resultados
similares se observaban con mitocondrias de células de hepatoblas-
toma humano HepG2, también con un elevado contenido en coles-
terol (24 + 3 pg/mg prot.). El tratamiento con lovastatina, disminufa
los niveles de colesterol mitocondrial (30-40%) sensibilizando a las
células H35 frente a la exposicion a agentes inductores de la PMT.
Conclusion. Las lineas celulares de hepatoma muestran un elevado
contenido en colesterol mitocondrial, el cual regula su respuesta
frente determinados factores apoptdticos.

ESTUDIO DEL RECLUTAMIENTO DE CELULAS PROGENITORAS
ENDOTELIALES TRANSDUCIDAS CON VECTORES LENTIVIRALES
EN UN MODELO ANIMAL DE CANCER HEPATICO

V. Fernandez-Ruiz, M.P. Kawa, G. Yang, J. Prieto y C. Qian

Terapia Génica del Cdncer, Centro para la Investigacion Médica
Aplicada (CIMA), Pamplona (Esparia).

Introduccion y objetivo. A partir de células mononucleares de mé-
dula ésea o de sangre periférica se pueden obtener células progeni-
toras endoteliales (EPC), las cuales poseen la capacidad de partici-
par en la formaciéon de vasos sanguineos. Muchos tumores y
especialmente el hepatocarcinoma (HCC) producen factores estimu-
ladores de la angiogenesis que inducen el desarrollo de neovasos tu-
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morales necesarios para el abastecimiento nutricional del tumor. El
objetivo de este estudio ha sido analizar si las EPC ingenierizadas
genéticamente pueden ser reclutadas activamente por tumores im-
plantados en el higado.

Métodos. Se obtuvieron EPC a partir de células mononucleares de
la médula 6sea de ratones C57BL/6, cultivadas durante 4 dias sobre
una matriz de fibronectina, utilizando un medio de cultivo EBM-2
suplementado con VEGF (Factor de Crecimiento de Endotelio vas-
cular), bFGF (Factor de Crecimiento de Fibroblastos), IGF-1 (Fac-
tor de Crecimiento de Insulina), EGF (Factor de Crecimiento Epi-
dérmico) e Hidrocortisona. Las EPC se infectaron con vectores
lentivirales conteniendo los genes reporteros de proteina de fluores-
cencia verde (GFP) o de la luciferasa. La eficiencia de transduccion
fue del 70% sin afectarse la viabilidad celular. Al cuarto dia de
transduccién se inyectaron las EPC por via intravenosa a ratones
singénicos a los que previamente se habian implantado tumores en
el higado o en tejido subcutdneo de celulas MC38 (carcinoma de
colon murino). El andlisis del reclutamiento se realizé in vivo me-
diante el sistema de captacién de bioluminiscencia IVIS y por técni-
cas de inmunohistoquimica, utilizando los anticuerpos anti-GFP o
anti-luciferasa en los tejidos fijados con parafina.

Resultados. Las EPC mostraron un fenotipo positivo para los mar-
cadores progenitores Sca-1, CD34 y VEGFR2, y para marcadores
caracteristicos del lineage endotelial Meca-32 y vWF (Factor de
von Willebrand). Las EPC también expresaban en su membrana
CXCRA4, que es el receptor para SDF-1 (Factor derivado del Estro-
ma), el cual es producido por los tejidos en anaerobiosis. La sefial
de las EPC-Luciferasa se pudo detectar in vivo en el lugar del tumor
hasta 7 dias después de la inyeccion intravenosa de las células y se
pudo demostrar por inmunohistoquimica la presencia de células
GFP positivas y luciferasa positivas en las muestras de tejido tumo-
ral.

Conclusiones. Nuestros resultados muestran que las EPC genética-
mente modificadas son activamente reclutadas por el tumor en mo-
delos murinos de cancer hepdtico metastdsico. La administracion de
EPC genéticamente modificadas con vectores lentivirales portado-
res de genes terapéuticos con eficacia antitumoral podria constituir
una nueva estrategia para el tratamiento de tumores sélidos en el hi-
gado.

IMPORTANCIA DE LA GTP CICLOHIDROLASA Y DE LA SINTESIS
DE TETRAHIDROBIOPTERINA EN LA REGULACION DEL TONO
VASCULAR HEPATICO

V. Matei', R. Deulofeu?, A. Rodriguez Vilarrupla',

M. Ferndndez', J. Bosch' y J.C. Garcia Pagédn'

Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica, IDIBAPS. Servicio de
Hepatologia. IMDIM. Hospital Clinic. Barcelona. *Laboratorio de
Cromatografia. Servicio de Bioquimica. Hospital Clinic. Barcelona.

Se ha sugerido que en el higado cirrético una menor actividad de
GTP ciclohidrolasa (GTPCH) con el consecuente déficit de te-
trahidrobiopterina (BH,) contribuiria a disminuir la actividad de
eNOS y la biodisponibilidad de oxido nitrico (ON), empeorando
asi el aumento de la resistencia vascular hepdtica y agravando la
hipertensién portal. El objetivo del presente estudio fue definir el
papel real de la actividad de GTPCH y de BH, modulando la acti-
vidad de eNOS y el tono vascular hepatico en ratas normales. Para
ello se puso a punto un modelo experimental de deficiencia de
BH, en ratas control por inhibicién de la GTPCH con el inhibidor
selectivo 2,4-diamino-6-hydroxy-pyrimidine (DAHP). DAHP se
administré agudamente por administracion i.p. de 2 dosis de 1
g/kg con 4 horas de diferencia. Los niveles hepdticos de BH4 (de-
terminados por HPLC) disminuyeron de forma marcada tras
DAHP i.p. En estudios ulteriores, tras administraciéon i.p. de
DAHP o vehiculo (PBS) se determinaron in vivo la presion portal
(PP), el flujo portal (FP), la presién arterial media (PAM) y la re-
sistencia porto-hepdtica (PP/FP). En un grupo adicional de anima-
les se evalud in vitro el grado de disfuncién endotelial mediante la
evaluacion de la respuesta endotelio-dependiente a Ach en higa-
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dos aislados y perfundidos. DAHP produjo un incremento marca-
do y significativo de la resistencia porto-hepatica (8,3 £ 1 vs 5,9 +
0,4 mmHg. g. min/ml en ratas control, p = 0,03). Ello fue debido
al efecto de DAHP disminuyendo el FP, mientras que la PP no se
modificé. En los estudios en perfusion in vitro, los higados de ra-
tas tratadas con DAHP mostraron un aumento significativo de la
resistencia intrahepdtica (1,6 = 0,1 vs 1,2 = 0,1 mmHg. g. min/ml
en las ratas PBS, p = 0,03). Este efecto se asocié a un deterioro
marcado en la relajacién endotelio-dependiente a acetilcolina (dis-
funcién endotelial) (107: -14 + 2 vs 23,6 + 3% en ratas PBS, p =
0,023; 10%: -15,1 £ 4 vs =34,9 + 4%, p = 0,002; 10~ mol/L: -6,6 +
5 vs —43,9 + 4%, p = 0,000). La suplementacién i.v. con BH, en
ratas pretratadas con DAHP normalizé la resistencia intrahepdtica
(1,18 £ 0,1 vs 1,2 £ 0,1 mmHg. g. min/ml en ratas PBS tratadas
con BH,; NS), asf como la respuesta endotelio-dependiente a Ach
(107: -29,9 + 5 vs —18,3 = 3% en las ratas vehiculo tratadas con
BH,, p =0,14; 10%: -46,6 + 9 vs -32,3 = 6%, p = 0,26; 10°mol/L:
-52,3 = 11 vs 43,8 + 9%; p = 0,59), apoyando que el efecto dele-
téreo de DAHP sobre la circulacién hepatica era debido al descen-
so en los niveles de BH,. Estos resultados apoyan el papel decisi-
vo de la GTPCH vy los niveles de BH, modulando la circulacién
intrahepdtica en ratas normales y apoyan la importancia del ha-
llazgo de una menor actividad GTPCH en la cirrosis en la génesis
de la hipertensién portal.

PAPEL DUAL DE LA GENERACION MITOCONDRIAL

DE RADICALES LIBRES (RL)

EN LA SUPERVIVENCIA/SUSCEPTIBILIDAD DE CELULAS

DE HEPATOBLASTOMA HUMANO A LA HIPOXIA

J.M. Lluis, A. Morales, C. Blasco, A. Colell, M. Mari,

C. Garcia-Ruiz y J.C. Ferndndez-Checa

Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives, Hospital Clinic
i Provincial, y Area de regulacion de la proliferacion y muerte celular,
IDIBAPS, Universitat de Barcelona, CSIC, Barcelona.

La privacién de oxigeno (hipoxia) ocurre cuando el suministro de
oxigeno es menor que el necesario para satisfacer las necesidades
metabdlicas de las células y se asocia con diversas patologias in-
cluyendo el cdncer. De hecho en este dltimo contexto, el desarrollo
de tumores sélidos conlleva un gradiente de oxigeno decreciente
hacia la periferia del tumor, de manera que las necesidades energé-
ticas de las células tumorales se satisfacen mediante el denominado
efecto Warburg (glicolisis aerébica). Asimismo, la hipoxia activa
un complejo programa de expresién génica controlada por los fac-
tores de transcripcion HIF-1a/NF-kB, y la estimulacion de la gene-
racion de RL desde la mitocondria. Dado que la relacién entre la
formacién de RL y la carcinogénesis es compleja y, a menudo, pa-
radéjica.

Objetivo. Evaluar el papel de la generacion mitocondrial de RL in-
ducido por hipoxia en la supervivencia/susceptibilidad de células de
hepatoblastoma humano HepG2, y la influencia del nivel de GSH
mitocondrial (GSHm) (J. Biol. Chem 280: 3224-3232, 2005).
Meétodos. Las células HepG2 se cultivaron en hipoxia (5%0,) o
normoxia (21%0,) durante 24-72 horas con o sin disminucién del
GSHm, determindndose la generacion de RL, la regulacién y acti-
vacion de la tirosin quinasa c-Src en residuos Tyr 527, 416, 139, la
activacion de HIF-la y NF-xB y la expresion génica por PCR
cuantitava (tiempo real), asi como la supervivencia celular.
Resultados. 5%0, indujo la generacién de RL a lo largo del tiem-
po con respecto a 21%0, (2,5-4,5 veces), que se previno tras la in-
hibicién de la cadena electrénica mitocondrial por rotenona
(Rot)/TTFA. En extractos nucleares se observé un incremento del
complejo p65/p50 de NF-kB (2-3 veces) y del nivel de HIF-1a., in-
hibible por Rot/TTFA. Esta respuesta se acompaid de la induccion
de PDKI1, VEGF y cIAP-2, genes diana de HIF-loo y NF-xB.
Mientras que los niveles de IkB-o. y P-IxkB-a (Ser 32) permanecie-
ron constantes, la hipoxia estimulé la fosforilacién de IxkB-a en re-
siduos de tirosina. Ademads, se observé un incremento de c-Src 'y P-
c-Src en residuos de tirosina 416 y 319 por hipoxia que fue
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prevenida por Rot/TTFA. El inhibidor especifico de c-Src, pp2,
bloqueé la activaciéon de NF-kB por hipoxia, y la deleccién de p65
por siRNA sensibiliz6 las células HepG2 a la hipoxia (40-60% de
muerte celular). Por dltimo, la disminuciéon del GSH por
DEM/BSO increment? la susceptibilidad de las células HepG?2 a la
hipoxia (55-70% muerte celular) debido a la sobreproduccién mi-
tocondrial de RL (5-7 veces), siendo ambos efectos inhibidos por
Rot/TTFA.

Conclusién. La produccién moderada de RL por hipoxia protege
a las células tumorales a través de la activacién de NF-kB media-
da por c-Src. Sin embargo, la sobreproduccion de RL mediante la
disminucién del GSHm determina la susceptibilidad de las célu-
las tumorales a la hipoxia, sugiriendo que estrategias que contro-
len la produccién de RL por hipoxia pueden ser de relevancia te-
rapéutica.

MECANISMOS DEL EFECTO HEPATOPROTECTOR i
DE LA HIPOTERMIA LEVE EN RATONES CON DANO HEPATICO
INDUCIDO POR PARACETAMOL

J. Vaquero', M. Belanger!, R. Herrero!, P. Desjardins',
A.T. Blei’ y R.F. Butterworth'

'Neuroscience Research Unit, CHUM, Montreal, QC, Canada.
’Northwestern University, Chicago, IL, USA.

Introduccién. En estudios previos, la hipotermia leve redujo el
dafio hepdtico inducido por paracetamol (APAP) en ratones y se
asoci6 a cambios tardios en genes relacionados con la inflamacion y
citoproteccion.

Objetivos. Identificar cambios precoces que expliquen mejor el
efecto hepatoprotector de la hipotermia leve en la hepatotoxici-
dad del APAP, y evaluar su influencia sobre el modo de muerte
celular.

Métodos. Ratones C57BI6 (20-25 g) tratados con APAP (300
mg/kg i.p.) se mantuvieron normotérmicos (35,5-37,5°C) durante 2
h, intervalo en el que la mayor parte del APAP es bioactivado. Tras
las 2 h, un grupo se mantuvo normotérmico (NT) y a otro se le per-
mitié desarrollar hipotermia (HT, 32,0-34,5 °C). El grupo control
recibi6 salino (Sal) en lugar de APAP. La temperatura corporal, me-
dida en el recto, se modulé usando ldmparas/colchonetas térmicas.
Se evaluaron: 1) Amoniaco arterial (ensayo enzimadtico), 2) Glucé-
geno hepdtico (extraccion con etanol-KOH, método de hexoquina-
sa), 3) Infiltracién hepdtica por neutrdfilos (actividad mieloperoxi-
dasa), 4) Contenido hepatico de hemoglobina (reactivo de Drabkin),
5) Activacion endotelial (ELISA de sICAM-1), 6) Apoptosis hepa-
tocelular (TUNEL y deteccion de protedlisis de poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP) en Western blot).

Resultados. La administracion de APAP deplecioné el gluc6geno
hepdtico a las 2h (mmol glucosilo/g tejido: Sal 40,4 = 7,6 vs NT 4,0
+ 1,7, p < 0,001); su recuperacién fue mas completa y precoz en ra-
tones HT que en los NT (p < 0,01). La HT leve atenud la congestion
hepatica inducida por el APAP, evaluada por la relacion peso higa-
do/peso corporal (4 h: Sal 3,59 + 0,06% vs NT 5,14 + 0,79% vs HT
4,06 £ 0,22%, p < 0,01) y por el contenido hepatico de hemoglobina
(mg Hb/g tejido: Sal 12,2 + 3,1; NT 4h 26,0 + 31,6; 12h 54,4 +
28,5; HT 4h 12,8 + 3,1; 12h 18,8 + 12,4, p < 0,01). Ningtin animal
present6 elevaciones significativas de SICAM-1 en suero en las pri-
meras 8 h. Comparado con los animales NT, el desarrollo de HT
leve redujo los niveles arteriales de amonfaco a las 8 h (p < 0,001) y
la infiltracion hepatica por neutrdfilos a las 12 h (p < 0,01). La pro-
tedlisis de PARP se detect6 a las 8-12 h sélo en el grupo NT. El ni-
mero de hepatocitos TUNEL positivos aument6 en los ratones NT
el doble que en los HT (p < 0,05).

Conclusiones. /) La prevencion de la congestion hepatica y la recu-
peracion del glucégeno hepético son mecanismos precoces de la hi-
potermia leve frente a la hepatotoxicidad del APAP. 2) La tempera-
tura corporal influencia la apoptosis hepatocelular en ratones
tratados con APAP; la falta de control de este parametro puede ha-
ber interferido la evaluacién de la apoptosis en estudios previos.
(Financiado por CIHR&CASL).

IDENTIFICACION DE UN ACCESO RESTRINGIDO AL NUCLEO DEL
HEPATOCITO DE MOLECULAS ORGANICAS CON CAPACIDAD DE
INTERACCIONAR CON EL ADN

R. Rosales, M.J. Monte, R.I.LR. Macias, M. Ramos Vecino,
M.R. Romero y J.J.G. Marin

Laboratorio de Hepatologia Experimental y Vectorizacion de Farmacos
(HEVEFARM), Universidad de Salamanca, Salamanca, Espaiia.

Antecedentes. El andlisis por técnicas de alta precision (GC-MS)
de la composicion del “pool” de acidos biliares presentes en el cito-
plasma y en el ndcleo del hepatocito revelé que existen marcadas
diferencias en las proporciones de las especies moleculares en am-
bos compartimentos, lo que es de gran relevancia si consideramos
la capacidad de algunos dcidos biliares, pero no de otros, de unirse a
receptores nucleares e influir en el control de la homeostasis del co-
lesterol y los oxisteroles.

Objetivo. Investigar si existen mecanismos que determinan una
cierta selectividad en el acceso al nticleo del hepatocito de molécu-
las organicas que pueden interaccionar con el ADN nuclear con re-
percusiones fisiolégicas o téxicas.

Métodos y resultados. Hepatocitos de rata recién aislados por per-
fusién/digestion con colagenaza se incubaron con 10-200 mM de
uno de los siguientes acidos biliares que se habian marcado radiacti-
vamente: taurocélico (TC), tauroursodesoxicélico (TUDC), tauro-
quenodesoxicélico (TQDC) o taurodesoxicélico (TDC). Se aislaron
los nicleos por lisis y centrifugacién diferencial, y se determiné la
radiactividad. Se encontré una relacién no lineal entre la cantidad
de 4cido biliar captado por las células y la que alcanzaba el niicleo.
Los mejores ajustes fueron una ecuacion de Michaelis-Menten para
el TC, y una ecuacién exponencial para los demds. Mediante mi-
croscopia confocal se observé que los dcidos biliares glicocdlico
(GC) y glicoursodesoxicolico (GUDC) conjugados con fluoresceina
(FITC-GC y FITC-GUDC) no se distribufan de forma homogénea
en el niicleo, sino que se localizaban mayoritariamente en regiones
donde el ADN no era muy abundante. El analisis por citometria de
flujo de la carga de fluorescencia de nicleos aislados e incubados
durante 5 minutos con distintos compuestos revel6 que la doxorru-
bicina, el FITC, el FITC-GC y el FITC-GUDC entraban y se acu-
mulaban en el nicleo. El contenido nuclear de FITC-GC y FITC-
GUDC era 3-4 veces menor que el de FITC. Por otra parte, la
entrada al nicleo estaba muy restringida para la calceina, la rhoda-
mina, FITC-dextranos de distintos tamafios (10KDa> 40KDa =
70KDa). La presencia de ATP en el medio redujo la acumulacién
nuclear de doxorrubicina y FITC, y aboli6 la de FITC-GC y FITC-
GUDC. Estos efectos no se modificaron por vanadato ni por ciclos-
porina A. El eflujo de FITC-GUDC desde niicleos previamente car-
gados durante 30 minutos con este compuesto se estimulaba por la
presencia de ATP y por la ausencia de Ca** en el medio.
Conclusién. La presencia en el niicleo del hepatocito de moléculas
orgdnica de tamafio medio no parece ser un fenémeno de libre acce-
so por difusién simple, sino que existen mecanismos, probablemen-
te estimulados por ATP, que restringen selectivamente la entrada o
facilitan la salida de diferentes compuestos al nicleo de estas célu-
las, y que pueden discriminar entre aniones y cationes organicos,
entre distintos aniones orgdnicos e incluso entre especies molecula-
res de dcidos biliares.

EFECTO DEL L-NAME Y LA VITAMINA E EN LOS NIVELES DE
PEROXINITRITO DE CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES
(CMLV) Y TEJIDO RENAL DE RATAS CON LIGADURA CRONICA
DEL CONDUCTO BILIAR (LCB)

A. Alcaraz', P. Romecin', D. Iyd!, D. Herndndez?,

N.M. Atucha', J. Garcia-Estafi' y M.C. Ortiz'

'Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina Universidad de
Murcia. Murcia. ?Departamento de Medicina, Centro Regional de
Hemodonacion, Universidad de Murcia. Murcia.

Introduccién. Estudios previos de nuestro laboratorio han demos-
trado la participacién del 6xido nitrico (NO) y de especies reactivas
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derivadas del oxigeno (O,) en las alteraciones hemodindmicas y re-
nales de la cirrosis hepdtica. Asi, la rdpida reaccion entre el NO y el
O, ambos aumentados durante esta enfermedad, favoreceria una
mayor produccién de peroxinitrito (ONOO") que podria contribuir
al inicio y progresion de dichas alteraciones. El peroxinitrito es un
potente oxidante y puede a su vez nitrosilar residuos tirosina de pro-
teinas (formando nitrotirosina) como la 6xido nitrico sintasa (NOS)
y la superéxido dismutasa (SOD), entre otras, alterando la regula-
cién de su expresion o funcionalidad final. Ademas, puede afectar a
algunas rutas de sefalizacion intracelular (por ej. ERK1/2 y
PKB/Akt) que junto a la NOS y SOD participan en la regulacion in-
tracelular de los niveles de NO perjudicando asi la funcién vascular
y renal. Teniendo en cuenta nuestros resultados preliminares que
demuestran una mayor actividad de la ERK 1/2 en CMLV vy en teji-
do renal de ratas cirréticas, que es normalizada tras la administra-
cién de L-NAME vy vitamina E, nos propusimos evaluar su efecto
sobre los niveles de peroxinitrito en CMLYV de aorta y en tejido re-
nal de ratas cirréticas.

Meétodos. El peroxinitrito se midié en CMLV procedentes de culti-
vos primarios de aorta toracica (4°-7° pase), mediante citometria de
flujo y el uso de una sonda fluorescente (123-dihidrorodamina), y
en tejido renal determinando la expresion de nitrotirosina por inmu-
nohistoquimica en ratas controles y cirrdticas (LCB; 4* semana).
Para evaluar el papel del NO y del O, en la formacion de peroxini-
trito, se administré L-NAME y vitamina E, de forma aguda directa-
mente a las CMLV (300 uM) o de forma crénica a los animales
para estudiar los cambios en el tejido renal (L-NAME, 10
mg/kg/dia en agua de bebida y vitamina E, 5000 UI/Kg de dieta).
Como dadores o estimulantes de su produccidn, se usaron nitropru-
siato sédico (NPS, 1000 uM) y dcido deoxicdlico (DOXCA, 200
uM), aunque sélo en CMLV.

Resultados. Tanto las CMLV como el tejido renal (nitrotirosina) de
los animales cirréticos, presentaron un aumento del 80% y del 50%,
respectivamente, de la formacion basal de peroxinitrito. EI NPS y
DOXCA administrados de forma conjunta, aumentaron los niveles
de peroxinitrito en CMLV controles pero no en cirréticas. Los nive-
les de peroxinitrito se redujeron cuando las CMLV cirréticas fueron
tratadas con L-NAME o vitamina E. En cambio, sélo la administra-
cién crénica de L-NAME pero no de vitamina E, a ratas con LCB
normaliz6 la expresion aumentada de nitrotirosina renal.
Conclusiones. El evidente aumento de peroxinitrito en CMLV y en
tejido renal (nitrotirosina) en ratas con LCB, hace pensar que éste
podria estar contribuyendo a las alteraciones hemodindmicas y re-
nales de esta enfermedad y que éstas a su vez, podrian revertirse
tras la administracion de inhibidores de su formacién.

LA NUCLEOCAPSIDE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS
DE LA MARMOTA INHIBE LA RESPUESTA CELULAR T CD4+ T
IN VITROE IN VIVO

L. Ochoa-Callejero, P. Berraondo, J. Crettaz, 1. Otano,

A. Pafieda, A. Vales, C. Olagiie, P. Sarobe, J. Prieto

y G. Gonzélez-Aseguinolaza

Division de Terapia Génica y Hepatologia. Facultad de Medicina.
Fundacion para la Investigacion Médica Aplicada. Universidad de
Navarra. Pamplona.

Un factor determinante para la persistencia del virus de la hepatitis
B (HBV) es la ausencia en estos pacientes de una respuesta inmune
especifica potente. Existe una gran controversia sobre la funcién de
las células dendriticas (DC) en pacientes cronicos de hepatitis B y
actualmente estd siendo investigado el papel que juegan estas DC
sobre la disfuncionalidad de las células T. El mejor modelo animal
disponible para investigar la patogénesis, prevencion y tratamiento
del HBV son marmotas infectadas con el virus de la hepatitis de la
marmota (WHYV). Hemos estudiado el efecto de la expresion de la
proteina de la capside del WHYV (core) sobre la funcionalidad de
DC murinas. Para ello, DC fueron infectadas con un adenovirus
que codifica para el antigeno del core (DC+AdCore) y se analizé
su capacidad para inducir respuestas inmunes alogénicas y singéni-
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cas. En ambos casos se comprob6 que la respuesta proliferativa in-
ducida por DC cuando estas eran infectadas con el AdCore, pero
no con un adenovirus control aparece considerablemente reducida.
Cuando estas células se administraron a ratones singénicos estos
no fueron capaces de inducir respuestas inmunes adeno-especifi-
cas. Ademds, la respuesta inmune humoral desarrollada por
DC+AdCore fue muy inferior en comparacién con DC transduci-
das con un adenovirus control. Por lo tanto, las DC+AdCore pose-
en una reducida capacidad para activar respuestas celulares T CD4+
tanto in vivo como in vitro. Las DC pueden representar una diana
del HBV para evadir la respuesta inmune del huésped. La expre-
sién de la proteina del core del HBV en DC infectadas podria alte-
rar su funcién presentadora, dando lugar a una inmunidad anti-
HBYV defectiva que permitiria la cronificacién de la infeccién. El
estudio de estrategias experimentales en marmotas para restablecer
la funcién de las DC podria ofrecer una nueva oportunidad para re-
solver la infeccidn persistente.

REPLJCACION DE ADENOVIRUS HUMANO EN UN MODELO
METASTASIS HEPATICAS DE CANCER DE PANCREAS EN
HAMSTERS INMUNOCOMPETENTES

S. Bortolanza, P. Alzuguren, M. Buiiuales, E. Carro, C. Qian,
J. Prieto y R. Herndndez-Alcoceba

Unidad de Hepatologia y Terapia Génica. Universidad de Navarra-
CIMA. Centro de Investigacion Médica Aplicada. Pamplona.

Antecedentes. El cincer de pancreas metastatiza frecuentemente en
el higado, y actualmente no existe un tratamiento satisfactorio para
esta enfermedad. Los adenovirus oncoliticos suponen una nueva al-
ternativa terapéutica. Sin embargo, la evaluacién de la toxicidad y
el efecto antitumoral in vivo de estos agentes se ve dificultada por
la incapacidad de los adenovirus humanos de replicarse en células
de ratén y rata. Los xenoinjertos de tumores humanos en ratones
atfmicos se utilizan como modelo alternativo, pero no permiten ana-
lizar la replicacién del virus en los 6rganos sanos del animal ni el
efecto del sistema inmune.

Métodos. Hemos evaluado la capacidad del adenovirus humano
tipo 5 para infectar y replicarse en células de cdncer de pancreas de-
rivadas de hamster sirios (Mesocricetus auratus), tanto in vitro
como in vivo. Se han realizado ensayos de citotoxicidad, replica-
cién, progenie viral y expresion de proteinas tardias del virus me-
diante PCR cuantitativa, inmunohistoquimica y western blot.
Resultados. La inoculacion intrahepatica de las células de cancer
de pancreas dio lugar a tumores invasivos con una cinética de creci-
miento mas rdpida en el caso de la linea celular HaP-T1 respecto a
las células H2T. Se ha demostrado la expresion de proteinas tardias
y la replicacién productiva de adenovirus en ambas lineas celulares
tanto in vitro como in vivo tras inyeccién en los tumores intrahepa-
ticos.

Conclusion. El hdmster sirio sirve de base para el desarrollo de mo-
delos tumorales en los que la eficacia de los adenovirus oncoliticos
puede ser evaluada en el contexto de un animal inmunocompetente.
Esto puede contribuir al avance de estos agentes terapéuticos contra
el cancer de pancreas y otras neoplasias.

CARACTERIZACION DE LAS ALTERACIONES DE LA FUNCION
MOTORA ASOCIADAS CON LOS ESTADIOS INICIALES DE
ENCEFALOPATIA EN LA RATA CON DEVASCULARIZACION
HEPATICA: UN NUEVO METODO PARA EVALUAR
TRATAMIENTOS

N. Chatauret', M. Oria!, N. Raguer? y J. Cérdoba!

IServicio de Medicina Interna-Hepatologia y *Servicio de
Neurofisiologia Clinica, Hospital Valle Hebron, Barcelona.

Introduccién. La encefalopatia hepatica abarca desde alteraciones
leves de la funcion motora (solo detectables mediante neurofisiolo-
gia) hasta el coma. Se ha demostrado una disminucién de la ampli-
tud y un incremento del tiempo de conduccién del potencial motor
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(PM) en pacientes con cirrosis y encefalopatia minima. Se ha postu-
lado que se relaciona con un edema cerebral leve.

Objetivos. /) Evaluar la presencia de alteraciones motoras en la
rata con devascularizacion hepdtica y su relacion con las manifesta-
ciones neuroldgicas. 2) Investigar los mecanismos fisiopatoldgicos
empleando diversas formas de tratamiento.

Meétodos. Ratas con insuficiencia hepatica por devascularizacion
(anastomosis porto-cava y ligadura de la arteria hepatica). Estudio
de la latencia y amplitud del PM mediante neurofisiologia (modelo
sin anestesia) en estadio asintomatico, pre-coma y coma. Evalua-
cion de los efectos de disminuir el edema cerebral (manitol), la hi-
peramonemia (l-ornitina-l-aspartato) y la temperatura (hipotermia).
Administracién de antagonistas del receptor NMDA de glutamato
(memantina) y el agonista inverso del GABA (RO154513). Deter-
minacion del agua cerebral por método gravimétrico.

Resultados. Se observo una disminucién de la amplitud y un incre-
mento del tiempo de conduccién de los PM de forma precoz en ra-
tas asintomaticas (a las 6 horas de la devascularizacién), que empe-
oraron con la progresion al coma. Las alteraciones precoces de los
PM se acompaiiaron de un incremento del agua en el tronco cere-
bral. De todas las estrategias terapéuticas probadas, sélo la hipoter-
mia mejor la amplitud de los PM (pre-hipotermia: 47 + 3% vs 2
horas post-hipotermia: 61 + 8%, p < 0,05).

Conclusiones. Es posible reproducir las alteraciones motoras de la
encefalopatia hepdtica minima en ratas asintomaticas con insufi-
ciencia hepdtica. La ausencia de efectos beneficiosos de diversos
tratamientos, excepto la hipotermia indican que las alteraciones mo-
toras no se relacionan con edema cerebral, hiperamonemia, activa-
cion NMDA o GABA. Estos hallazgos sugieren que el mecanismo
de accién de la hipotermia no incluye los mecanismos previos. El
estudio de los efectos protectivos de la hipotermia puede ayudar al
disefio de nuevas estrategias terapéuticas para la encefalopatia hepa-
tica.

CONTRIBUCION RELATIVA DE LAS ViAS DE LA
CICLOOXIGENASA-2 Y LA 5-LIPOOXIGENASA AL DESARROLLO
DE INFLAMACION Y FIBROSIS EN UN MODELO MURINO DE
DANO HEPATICO

R. Horrillo!, A. Planaguma!, A. Gonzélez-Périz!, A. Ferré!,

E. Titos!, R. Miquel?, M. Lépez-Parra', J.L. Masferrer?,

V. Arroyo*, J. Rodés*y J. Claria'

Servicio de Bioquimica y Genética Molecular, *Servicio de Anatomia
Patolégica y *Unidad de Higado, Hospital Clinic, Institut
d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS),
Universitat de Barcelona, Barcelona, Espaiia; 3Pfizer PGRD, St Louis
MO, USA.

La ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la 5-lipooxigenasa (5-LO) son las
dos principales vias de biosintesis de mediadores lipidicos de infla-
macién. En estudios previos en modelos experimentales hemos de-
mostrado que ambas vias se hallan sobre-expresadas en el higado
durante la induccién de dafio hepético con tetracloruro de carbono
(CCly).

Objetivo. Investigar la contribucién relativa de las vias de la
COX-2 y la 5-LO al desarrollo de inflamacién y fibrogénesis en
un modelo murino de lesién hepdtica inducida por CCl,. En com-
paracién con el grupo placebo, la administracion de SC-236, un
inhibidor selectivo de la COX-2, a ratones tratados con CCl, redu-
jo significativamente el grado de fibrosis hepatica, evaluado me-
diante la cuantificacién morfométrica del area tefiida con Sirius
Red. Este efecto antifibrogénico se asocié a un aumento significa-
tivo del grado de apoptosis -analizado mediante la técnica TU-
NEL- en las células no parenquimales hepaticas. Efectos similares
se observaron tras la administracién de CJ-13,610, un inhibidor
selectivo de la 5-LO. La inhibicién simultdnea de ambas vias me-
diante la administracién conjunta de SC-236 y de CJ-13,610 a ra-
tones tratados con CCl, produjo un perfil anti-inflamatorio supe-
rior que la inhibicién de cada una de las vias por separado. Este
efecto fue confirmado en un grupo de ratones genéticamente defi-

cientes en 5-LO y a los cuales se administré6 SC-236. En este gru-
po de animales, se observo también una disminucién significativa
de la expresion hepatica de MCP-1. Con el objetivo de profundi-
zar en estos resultados, se realizaron estudios in vitro en macréfa-
gos, el principal tipo celular inflamatorio en el higado. En estas
células, SC-236 inhibié de forma concentracion-dependiente la
formacién de prostaglandina (PG) E, inducida por LPS, mientras
que CJ-13,610 redujo significativamente la biosintesis de leuco-
trieno B,. La adicién simultanea de SC-236 y CJ-13,610 a los cul-
tivos de macréfagos produjo un efecto inhibitorio superior sobre
la biosintesis de PGE, que el obtenido con ML-3000 (licofelone),
un inhibidor dual de COX/5-LO. Por tltimo, CJ-13,610 redujo
significativamente la expresiéon de interleuquina-6 inducida por
PMA en macréfagos. Estos resultados indican que tanto la via de
la COX-2 como la via de la 5-LO estan implicadas en el desarro-
llo de inflamacidn y fibrosis hepdtica, y que la inhibicién simulta-
nea de ambas vias representa una potencial estrategia farmacol6-
gica de prevencion frente al dafio hepdtico.

DISMINUCION DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR
PANCREATICA Y DE LA EXPRESION DE INSULINA EN RATAS
CIRROTICAS CON ASCITIS

P. Melgar-Lesmes!, S. Tugues', M. Morales-Ruiz!,

M. Pirrizas', J. Ros!, G. Ferndndez-Varo', V. Arroyo?,

J. Rodés? y W. Jiménez'

IServicio de Bioquimica y Genética Molecular y *Unidad de
Hepatologia-Institut de Malalties Digestives i Metaboliques, Hospital
Clinic i Provincial de Barcelona, Institut d’Investigacions Biomediques
August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Universidad de Barcelona, Barcelona.

Introduccién. Diversos estudios han demostrado que la expresioén
de factores pro-angiogénicos y permeabilizantes vasculares como el
factor endotelial vascular de tipo A (VEGF-A) y la angiopoyetina-2
(Ang-2) permiten la correcta secrecion de insulina a la circulacién
pancredtica. Un factor comun en la enfermedad hepética avanzada
es la existencia de un grado variable de intolerancia a la glucosa que
suele estar asociado a hiperinsulinemia. Sin embargo, se desconoce
si la alteracion en la expresion de factores pro-angiogénicos en cé-
lulas B podria estar relacionada con este fenémeno.

Objetivos. El objetivo de este estudio fue valorar si las alteraciones
capilares pancredticas podrian estar involucradas en la tolerancia
anormal a la glucosa que se produce en la cirrosis hepdtica.
Métodos. El estudio se realiz6 en 21 ratas control y 18 ratas cirréti-
cas con ascitis. La permeabilidad vascular se valoré mediante la in-
yeccion i.v. de Azul de Evans (30 mg/kg) y su posterior cuantifica-
cién en el pancreas. La extravasacion vascular se estimé mediante
la inyeccion i.v. de carbono coloidal (2 ml/kg) y su posterior visua-
lizacién en cortes histoldgicos. El flujo pancredtico se analizé con
microesferas marcadas colorimétricamente. La expresion de insuli-
na se evalué mediante técnicas de inmunofluorescencia. Los niveles
de VEGF-A y Ang-2 se analizaron mediante Western blotting e in-
munohistoquimica.

Resultados. El escape transvascular de Azul de Evans fue significa-
tivamente menor en el pancreas de las ratas cirrdticas con ascitis
(10,1 = 2,9 pg/mg de tejido, p < 0,01) que en las ratas control (50,9
+ 8,2 ug/mg de tejido). El descenso de la permeabilidad vascular
pancreadtica en las ratas cirrdticas con ascitis se asocié a una dismi-
nucion significativa de la abundancia proteica de VEGF-A (1,1 =
0,1 unidades relativas de densitometria, URD vs 3,3 + 0,6 URD, p <
0,03) y Ang-2 (1,1 £0,1 URD vs 2,3 + 0,1 URD, p < 0,01) respecto
las ratas control. La disminucién de estos factores angiogénicos se
localizé de forma exclusiva en los islotes pancreaticos. Paralela-
mente, la expresion tisular de insulina se vio dramdticamente redu-
cida en las ratas cirrticas comparado con los animales control
(22,5 £ 2,0 unidades de intensidad relativa (UIR) vs 4,3 + 0,7 UIR,
p <0,01), respectivamente.

Conclusiones. Los islotes pancredticos de las ratas cirréticas con
ascitis presentan una marcada disminucién en la expresion de insu-
lina que parece asociarse a un importante descenso en la permeabi-
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lidad vascular pancredtica y a una notable disminucién en la abun-
dancia proteica de factores pro-angiogénicos. Estos resultados su-
gieren que los cambios en la estructura vascular del tejido pancred-
tico pueden jugar un papel destacado en la patogénesis de la
intolerancia a la glucosa en la cirrosis hepdtica.

LA HIPOQUINESIA EN RATAS CON FALLO HEPATICO CRONICO
ES CONSECUENCIA DEL AUMENTO DE GLUTAMATO

Y DE LA ACTIVACION DEL RECEPTOR METABOTROPICO 1

EN LA SUSTANCIA NEGRA

O. Cauli, M. Llansola, B. Piedrafita y V. Felipo

Los pacientes con encefalopatia hepatica muestran distintas altera-
ciones motoras, hipoquinesia y enlentecimiento psicomotor. Los
mecanismos que inducen estas alteraciones no se conocen bien. La
sustancia negra pars reticulata (SNr) modula la actividad motora
a nivel del circuito neuronal que incluye los ganglios basales, el
tdlamo y la corteza motora. En este trabajo nos propusimos estu-
diar: /) las alteraciones neuroquimicas (por microdidlisis cerebral
in vivo) en el circuito sustancia negra-tilamo-corteza en ratas con
fallo hepatico crénico tras la induccién de anastomosis porta-cava
(ratas PCS); 2) correlacionar estas alteraciones con las alteracio-
nes en la actividad motora (hipoquinesia); 3) intentar restaurar
mediante tratamiento farmacoldgico la actividad motora en las ra-
tas PCS.

Comprobamos que la concentracion extracelular de glutamato estad
significativamente aumentada en la SNr de las ratas PCS. La esti-
mulacién de los receptores metabotropicos 1 (mGluRs 1) en la
SNr induce hipolocomocién. Estudiamos si la activacién excesiva
de mGluR1 en SNr por el glutamato podria ser responsable de la
hipoquinesia en las ratas PCS. Para ello estudiamos si bloqueando
los receptores mGluR1 en SNr con un antagonista selectivo (CPC-
COEt) se normaliza su actividad motora. El bloqueo de los
mGluRs 1 restaura la actividad motora en las ratas PCS. La acti-
vacién de los mGluRs 1 en la SNr aumenta de la concentracién
extracelular de GABA en el tdlamo ventro-medial (VMT). El blo-
queo de los mGluR1 en la SNr normaliza los niveles de GABA en
el VMT. El VMT envia fibras glutamatérgicas a la corteza motora.
El bloqueo de los mGluRs 1 en la SNr aumenta el glutamato ex-
tracelular en la corteza motora y la actividad motora en las ratas
PCS. Estos resultados demuestran que el aumento de glutamato en
la SNr y la subsiguiente activacién excesiva de los receptores
mGluRs 1 es responsable de la hipolocomocién en ratas con fallo
hepatico crénico. El hecho que el bloqueo de los mGluRs 1 en al
SNr normalice la actividad motora en las ratas PCS sugiere la po-
sibilidad de que antagonistas de los mGluRs 1 puedan ser una
nueva herramienta terapéutica en el tratamiento de la hipoquinesia
presente en los pacientes con enfermedades crénicas del higado y
encefalopatia hepitica.

EL NITROSOPROTEOMA DEL HEPATOCITO HUMANO:
IMPLICACIONES FISIOLOGICAS Y PATOFISIOLOGICAS

L.M. Lépez-Sanchez', F.J. Corrales?, P. Lépez?, E. Fraga!,

J. Serrano®, M. De la Mata', J. Muntané' y A. Rodriguez-Ariza'
!Seccion de Hepatologia, Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba.
2Unidad de Hepatologia y Terapia Génica Universidad de Navarra.
Pamplona. *Departamento de Cirugia Hospital Universitario Reina
Sofia. Cérdoba. *Unidad de Cirugia HBP y Transplante Hospital
Universitario Virgen del Rocio. Sevilla

Antecedentes. La S-nitrosilaciéon de proteinas es una modificacion
postraduccional con una importancia reguladora comparable a la de
la fosforilacion. En higado se ha demostrado tanto un efecto citot6-
xico como citoprotector para el 6xido nitrico, y la S-nitrosilacién de
proteinas puede estar implicada en algunos de los mecanismos res-
ponsables de este doble papel. El objetivo del presente trabajo fue la
identificacién mediante analisis protedmico de las proteinas S-nitro-
siladas en hepatocitos humanos.
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Métodos. Los hepatocitos se aislaron de resecciones hepéticas re-
alizadas a pacientes con tumor hepdtico, previo consentimiento
informado, mediante aislamiento por colagenasa. Se utilizé S-ni-
troso-L-cisteina (CSNO) como agente fisioldgico trasnitrosilante.
La necrosis y apoptosis se valoraron mediante la liberacion de
LDH y fragmentacion de DNA, respectivamente. Los niveles ce-
lulares de nitrosotioles se determinaron mediante quimioluminis-
cencia y la actividad nitrosoglutatién reductasa se determiné es-
pectrofotométricamente a 340 nm y 25 °C. Las proteinas
nitrosiladas se marcaron utilizando el método “biotin-switch”, se
detectaron con un anticuerpo anti-biotina y se purificaron con es-
treptavidina-agarosa. Se identificaron mediante digestiéon con
tripsina, ionizacién con electrospray y espectrometria de masas
en tindem (ESI-MS/MS).

Resultados. El tratamiento de los hepatocitos humanos con CSNO
aumento los niveles de nitrosotioles de alto peso molecular con un
retorno a niveles basales relacionado con un aumento en la activi-
dad nitrosoglutatién reductasa, encargada de reducir los nitrosotio-
les intracelulares. CSNO aument6 la nitrosilacion de proteinas y la
muerte celular de los hepatocitos. Se identificaron 20 proteinas S-
nitrosiladas en hepatocitos tratados con CSNO, entre ellas las iso-
formas alfa, beta, gamma y pi de la alcohol deshidrogenasa, catala-
sa, peroxirredoxina, proteina disulfuro isomerasa, Hsp60, Hsp90 y
GRP 75.

Conclusiones. La asociacién de unos niveles altos de protefnas ni-
trosiladas y muerte celular, junto con un eficaz control de los nive-
les de nitrosotioles demuestra la importancia de la S-nitrosilacion
de proteinas en hepatocitos. La identificacion en el nitrosoproteoma
del hepatocito de proteinas implicadas en el metabolismo, el mante-
nimiento del estado redox y la homeostasis celular pone ademads de
manifiesto la trascendencia de esta modificacién postraduccional en
la fisiologia y la patofisiologia del hepatocito.

LA DISMINUCION DE S-ADENOSIL-L-METIONINA (SAM)

EN MITOCONDRIA INDUCIDA POR ETANOL PRECEDE

A LA DISMINUCION DEL GLUTATION MITOCONDRIAL (GSHM)

Y ES INDEPENDIENTE DE LOS CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES
FISICO-QUIMICAS DE LAS MEMBRANAS

A. Fernandez, A. Colell, F. Caballero, C. Garcia-Ruiz

y J.C. Fernandez-Checa

Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives, Hospital Clinic
i Provincial, y Departamento de regulacion de proliferacion y muerte
celular, IDIBAPS, IIBB, CSIC, Barcelona.

El consumo crénico de alcohol disminuye los niveles de SAM y
afecta selectivamente al pool de GSH mitocondrial como resultado
de un transporte mitocondrial alterado. Ambos defectos se han pro-
puesto como factores que contribuyen al desarrollo de la enferme-
dad alcohdlica hepatica (EA). La suplementacion con SAM retrasa
la progresion de la EA en modelos experimentales y prolonga la su-
pervivencia de enfermos con EA moderada. Asimismo, estudios en
animales alimentados crénicamente con etanol muestran como la
administracion de SAM previene la disminucién del GSHm al recu-
perar la fluidez de las membranas. A pesar de que el SAM se en-
cuentra mayoritariamente en el citosol, en la mitocondria existe una
porcidn significativa resultado de un sistema especifico de transpor-
te. No obstante, la regulacion del SAM mitocondrial (SAMm) por
alcohol no ha sido analizada hasta la fecha, por ello, el objetivo del
presente estudio fue examinar los niveles de SAMm y su transporte
mitocondrial en relacién al GSHm tras una ingesta crénica de eta-
nol.

Métodos. Ratas macho Sprague-Dawley se alimentaron con dieta
liquida Lieber-DeCarli. Mitocondrias de higado de rata control y al-
cohdlica se aislaron semanalmente a lo largo de las 4 semanas de
estudio. Los niveles de GSH, SAM y S-adenosilhomocisteina
(SAH) se determinaron por HPLC. EI contenido de colesterol se
midié espectrofluorimétricamente tras conjugacion con ac. oftalal-
dehido. El pardmetro de ordenamiento de membrana se analizé me-
diante el empleo de la sonda fluorescente DPH. Los transportes de
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GSHm y SAMm se determinaron utilizando sustratos radiactivos, a
una concentracion de GSH y SAM de 10mmol/L y 10umol/L, res-
pectivamente.

Resultados. Los niveles de SAM disminuyeron en homogeneizado
y mitocondria (30-35% vs Control) desde la primera semana de in-
toxicacion alcohdlica, mientras los niveles de GSHm no se vieron
afectados hasta las 3 semanas de tratamiento. El cociente
SAM/SAH se redujo durante las dos primeras semanas (25-50%)
recuperando los valores control a las 4 semanas. El contenido de co-
lesterol en mitocondria y homogeneizado incrementd progresiva-
mente a lo largo del tiempo, siendo 1,5-2 veces mayor tras 4 sema-
nas de alimentacion con etanol. Mientras el transporte de GSH se
vio alterado por el consumo de alcohol, el transporte de SAM fue
similar en mitocondrias control y alcohdlicas a lo largo de todo el
estudio. Estudios in vitro utilizando mitocondrias controles enrique-
cidas con concentraciones crecientes de colesterol mostraron como
el transportador de SAMm es menos sensible a cambios en el conte-
nido de colesterol y a la consecuente disminucién de la fluidez de
membrana mitocondrial.

Conclusiones. El consumo de etanol afecta tanto el contenido de
GSH como de SAM mitocondrial, siendo la disminucién de SAMm
previa a la de GSHm. Mientras el transportador de GSHm es sensi-
ble a los cambios de las propiedades fisicas de la membrana, el
transporte de SAMm es independiente de la fluidez de membrana.

MAYOR SUSCEPTIBILIDAD AL DAISIO HEPATICO EN RATONES
DEFICIENTES EN APOLIPOPROTEINA E

N. Ferré!, M. L6pez-Parra', A. Gonzdlez-Périz', R. Horrillo',
A. Planaguma’, R. Bataller?, R. Miquel®, J. Camps*, J. Joven®,
V. Arroyo?, J. Rodés? y J. Claria'

Servicio de Bioquimica y Genética Molecular, *Unidad de Higado,
3Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Clinic, IDIBAPS,

Universitat de Barcelona, Barcelona, *Centre de Recerca Biomédica,
IRCIS, Reus, Espaiia.

Los ratones deficientes en apolipoproteina E (ApoE™) constituyen
un modelo experimental de hipercolesterolemia muy titil en el es-
tudio de las alteraciones en el metabolismo lipidico. El objetivo
del presente estudio fue investigar si las alteraciones metabdlicas
presentes en los ratones ApoE” representan un factor determinan-
te en el desarrollo de dafio hepatico. Para ello, se sometié ratones
ApoE” (n = 15) y ratones control (ApoE**) (n = 15) a un protoco-
lo de induccién de lesién hepdtica mediante la administracién in-
traperitoneal de tetracloruro de carbono (CCl,) durante 4, 6 y 8 se-
manas. Un grupo adicional formado por 5 ratones ApoE” y 5
ratones ApoE** recibié aceite de oliva durante 4 semanas. En
comparacién con el grupo control, los ratones ApoE” presentaron
a las 6 semanas de tratamiento un aumento del nimero de células
positivas para el antigeno F4/80, indicativo de un incremento del
ndmero de células inflamatorias presentes en el higado. En los ra-
tones ApoE’- también se observé un aumento del drea tefiida con
Oil Red-0, indicativo de un incremento de deposicion hepatocita-
ria de lipidos. A las 8 semanas de tratamiento, los ratones ApoE™”
presentaron un mayor grado de fibrosis hepatica, evaluado me-
diante la cuantificacion morfométrica del drea tefiida con Sirius
Red y del drea ocupada por células a-SMA positivas. En estos
animales, se observé un descenso significativo del grado de apop-
tosis en células no parenquimales, analizado mediante la técnica
TUNEL. El deterioro de la funcién hepatica (ALT y AST) fue mas
acentuado en los ratones ApoE” que en los ratones control, y tan-
to la disfuncién hepdtica como el grado de fibrosis se correlacio-
naron directamente con las concentraciones séricas y hepaticas de
colesterol y triglicéridos. Con el objetivo de explorar los mecanis-
mos subyacentes a estos resultados analizamos los cambios en la
expresién génica en el higado de ratones ApoE” y control me-
diante RT-PCR a tiempo real en tarjetas microfluidicas (arrays de
baja densidad). Entre los genes diferencialmente expresados en ra-
tones ApoE”, identificamos genes involucrados en la respuesta in-
flamatoria (MCP-1, receptor de RANTES vy interleucina-1a), fac-

tores de transcripcién (PPAR???y vias de metabolismo del acido
araquidénico (fosfolipasa A,, ciclooxigenasa-1, 5-lipooxigenasa y
15-lipooxigenasa). Por dltimo, en estudios in vitro, observamos
que tanto la LDL oxidada como los metabolitos oxidados del co-
lesterol (7-keto-colesterol, a-epéxido-colesterol y B-epéxido-co-
lesterol) estimulaban la secrecién de TGF-f al medio de cultivo e
inducian la expresién génica de MCP-1 en macréfagos y modula-
ban la produccién de lipoperdxidos en hepatocitos murinos. Estos
resultados sugieren una contribucién de las alteraciones del meta-
bolismo lipidico a la presencia de una mayor susceptibilidad a de-
sarrollar dafio hepatico.

EFECTO DE LA ROSIGLITAZONE SOBRE LA FUNCION
MITOCONDRIAL Y LAS LESIONES HEPATICAS EN RATONES
OB/OB

1. Garcia-Ruiz, C. Rodriguez-Juan, T. Diaz-Sanjuan,

M.T. Muiioz-Yagiie y J.A. Solis-Herruzo

Centro de Investigacion. Servicio de Gastroenterologia y Hepatologia.
Hospital “12 de Octubre”. Universidad Complutense. Madrid.

Aunque no es bien conocida la patogenia de la enfermedad grasa
del higado no alcohdlica se sabe que la resistencia a la insulina jue-
ga un papel muy importante. La rosiglitazona (RGZ) (ligando espe-
cifico de los PPARg) aumenta la sensibilidad a la insulina. Por ello,
se ha usado en el tratamiento de la la esteatohepatitis no alcohélica
(EHNA). Aunque en el hombre parece eficaz, en algunos pacientes
aumenta las transaminasas. El objetivo del presente estudio fue el
de conocer los efectos de RGZ sobre las lesiones histoldgicas y so-
bre la disfuncién mitocondrial existente en de ratones obesos,
ob/ob.

Material y métodos. Los estudios fueron realizados en tres grupos
de ratones, machos, de 6 semanas de edad: (a) ratones delgados (n =
8), (b) ratones obesos (ob/ob; Lep™) (n = 11) y (c) ratones ob/ob tra-
tados con 1 mg RGZ/Kg/dia por via intragéstrica durante 12 sema-
nas (n = 10). Tras este tiempo, los ratones fueron sacrificados y su
higado recogido para su estudio histolégico, de las proteinas nitra-
das en 3-tirosina (3-NT), de la funcién mitocondrial [cadena respi-
ratoria mitocondrial (CRM), glutation reducido, B-oxidacién] y de
los lipoperdxidos.

Resultados. /) El higado de los ratones ob/ob mostraba una este-
atosis que comprometia al 39 + 21% de los hepatocitos (70-90%
microvesicular). Tras el tratamiento con RGZ, la esteatosis com-
prometia al 78 + 24% de los hepatocitos (85% microvesicular).
El grado de degeneracion hidrépica no se modific6 con este trata-
miento (ob/ob, 1,5 + 0,52; ob/ob+RGZ, 1,2 + 0,4; NS). Lo mismo
ocurri6 con los cuerpos de Mallory y el grado de infiltrados infla-
matorios. El indice NAS (NAFLD activity score) ascendié en los
ratones tratados desde 4,5 + 0,68 a 5,3 £ 0,51. Asi, mientras que
el 54,5% de los ob/ob reunia criterios de EHNA, todos los rato-
nes tratados los reunian. 2) En los ratones tratados, aumentaron
los lipoperdxidos por encima de los existentes en ratones ob/ob
(controles, 0,76 + 0,13 nmol/ml; ob/ob, 1,87 + 0,47 nmol/ml; p <
0,01; ob/ob+RGZ, 2,68 + 0,56 nmol/ml; p < 0,001) y descendié
el glutation mitocondrial (controles, 3,63 + 0,21; ob/ob, 1,81 +
0,17 (P < 0,001); ob/ob+RGZ, 1,09 + 0,11 nmol/mg prot; p <
0,001). 3) La B-oxidacién, que estaba aumentada en los ratones
ob/ob, se mantuvo a esos niveles tras la RGZ. 4) El tratamiento
con RGZ no mejor6 la actividad de los complejos de la CRM que
existe en los ratones ob/ob. Por el contrario, empeor6 significati-
vamente la actividad del compelo I (controles, 100%; ob/ob, 62,3
+ 12,5%; ob/ob+RGZ, 36,3 + 9,3%, p < 0,001). 5) En los ratones
ob/ob, las proteinas 3-NT estaban muy aumentadas y con la RGZ
no disminuyeron. Lo mismo ocurrié con las proteinas mitocon-
driales.

Conclusién. El tratamiento de los ratones obesos con EGHNA em-
peord las lesiones hepaticas existentes en estos ratones. Estos cam-
bios se acompaiiaron de un aumento de las lipoperoxidaciones y de
un empeoramiento de la actividad de la cadena respiratoria mito-
condrial (complejo I).
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LA PROTEINA VIRAL X (HBX) DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B
(VHB) AFECTA A LA ACTIVAC[ON Y PERPETUACION DE LAS
CELULAS ESTRELLADAS HEPATICAS (CEHS) HUMANAS

Y. Rodriguez-Muiioz!, S. Martin-Vilchez!, P. Sanz-Cameno!,
M. Lépez-Cabrera?, R. Moreno-Otero! y E. Lara-Pezzi?
'Unidad de Hepatologia, *Unidad de Biologia Molecular, Hospital
Universitario de La Princesa. Madrid.

La proteina X del VHB es un transactivador viral, que se expresa
durante la infeccion del virus capaz de interferir en diversos proce-
sos celulares y juega un papel fundamental en la hepatocarcinogé-
nesis mediada por VHB. El dafio hepético crénico conlleva la acti-
vacién de las células estrelladas hepaticas, hecho clave para el
inicio de la fibrosis hepdtica caracterizada por un incremento en la
sintesis y deposicion de coldgeno tipo I (COL-I), la principal molé-
cula fibrogénica y la expresion de citoquinas como el factor de cre-
cimiento de tejido conectivo (CTGF). Tras el inicio de la activacion
las CEHs sufren una segunda fase conocida como perpetuacion, que
viene determinada por una intensa proliferacién de las CEHs.
Objetivo. Determinar si el transactivador viral HBx tiene efecto so-
bre la activacién y perpetuacion de las CEHs.

Métodos. Las CEHs primarias obtenidas de la casa comercial
Sciencell (San Diego, CA) fueron incubadas con medios condicio-
nados (0% FBS) procedentes de las siguientes lineas hepaticas:
CMX generadas por transfeccién de la linea Chang-Liver (CHL)
con la protefna viral HBx, que se expresa de manera inducible por
dexametasona (CMXdx); 2.2.15 linea generada a partir de HepG2 y
posee dos copias en tandem del genoma del VHB. Las lineas paren-
tales CHL y HepG2 se emplearon como controles. Las CEHs fue-
ron recogidas tras 24h de incubacién con los medios condicionados
de las distintas lineas hepatocitarias para luego estudiar la expresion
de los marcadores fibrogénicos COL-I y CTGF mediante Western
Blot y su capacidad proliferativa a través de la exclusion del colo-
rante Trypan Blue y su recuento en un microscopio de contraste de
fases.

Resultados. Detectamos un notable aumento en la expresion de
COL-1y CTGF en las CEHs sometidas a los medios procedentes de
hepatocitos capaces de expresar HBx frente a aquéllas incubadas
con los medios de las control. De igual manera las CEHs expuestas
a los medios que contienen la proteina viral experimentan una tasa
de proliferacion mayor a las CEHs incubadas con medios proceden-
tes de las lineas parentales HepG2 y CHL.

Conclusién. Nuestros resultados sugieren que la expresion de la
proteina viral X activan las CEHs, como lo demuestra la sobreex-
presion de las moléculas fibrogénicas COL-I y CTGF. Ademas el
aumento en la proliferacion de las CEHs expuestas a HBx determi-
na que la proteina viral no sélo es capaz de modular la activacion de
las CEHs, sino también su posterior fase de perpetuacion.

CARACTERIZACION DEL PATRON DE EXPRESION DE
ENDOGLINA, RECEPTOR DE TIPO III DE TGF-BETA1, DURANTE
EL PROCESO DE TRANSDIFERENCIACION DE LAS CELULAS
ESTRELLADAS HEPATICAS

L. Garcia Pozo!, C. Rodriguez Juan?, I. Garcia Ruiz?,

T. Diaz Sanjudn?, M.E. Miquilena Colina', J.A. Solis Herruzo?
y C. Garcia Monz6n!

'Unidad de Investigacion (Laboratorio de Hepatologia Experimental),
Hospital Universitario Santa Cristina; *Servicio de Medicina Digestiva

(Unidad Experimental), Hospital Universitario Doce de Octubre,
Madrid.

Introduccién. Las células estrelladas hepéticas (CEH) son las prin-
cipales responsables del incremento de la sintesis de proteinas de
matriz extracelular que conduce a la fibrosis hepatica. Para ello, las
CEH deben activarse produciéndose un cambio progresivo de su
morfologia, pasando de una célula redondeada con gotas de grasa
en su interior (CEH quiescente) a una célula estrellada sin gotas de
grasa (miofibroblasto). En este proceso de transdiferenciacion juega
un papel primordial el TGF-betal, interaccionando con diferentes
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receptores (tipos I, II y III). Endoglina es una glicoproteina de
membrana que actia como receptor tipo III de TGF-betal, descono-
ciéndose su funcion y su perfil de expresion durante el proceso de
activacion y diferenciacion de las CEH.

Objetivo. Caracterizar la cinética de expresion de endoglina duran-
te la transdiferenciacién de las CEH.

Meétodos. Se obtuvieron CEH de rata por el método de perfusion
hepdtica con Pronasa-colagenasa seguido por ultracentrifugacion en
un gradiente de Larcoll. Las CEH se cultivaron en medio DMEM
suplementado con un 10% de suero bovino fetal. La morfologia de
las CEH en cultivo se determiné por microscopia Optica y la expre-
sién de endoglina (extra e intracelular) y alfa-actina de musculo liso
(AML) (intracelular) se analiz6 cuantitativamente por citometria de
flujo y Western blot, a diferentes tiempos del cultivo primario (2 y
9 dias) y tras la 1* (P1) y 3% (P3) tripsinizacion. También se investi-
g6 la expresion de endoglina y AML en la linea LX2 de CEH hu-
manas.

Resultados. A los 2 dias de cultivo, las CEH tenfan una morfologia
redondeada y con gotas de grasa en su interior (CEH quiescentes).
Estas CEH no expresaban endoglina en la membrana mientras que
una pequefia proporcion expresaba endoglina (15 = 5%) y AML (21
+ 10%) intracelularmente. A los 9 dias de cultivo, la mayoria de las
CEH tenian una morfologia estrellada con escasas gotas de grasa
(CEH activadas). Sélo un 6 + 1% de estas CEH expresaban endogli-
na en la membrana mientras que la expresion intracelular de endo-
glina y de AML era del 30 + 6% y del 43 = 19%, respectivamente.
La totalidad de las CEH en P1 y P3 presentaban una morfologia es-
trellada sin gotas de grasa (CEH diferenciadas: miofibroblastos),
objetivandose un claro incremento de CEH que expresaban endogli-
na, tanto en membrana (P1: 10 + 2%, P3: 21 + 9%) como més evi-
dente aun en citoplasma (P1: 94 + 4%, P3: 91 + 3%), y de AML
(P1: 73 £ 14%, P3: 69 + 12%). Este patrén de expresion de endogli-
na se confirmé por Western blot. Un hallazgo interesante fue que
endoglina, tanto en membrana como en citoplasma, se expresaba in-
tensamente en la linea LX2.

Conclusiones. La expresion de endoglina, tanto en membrana como
en citoplasma, se induce progresivamente durante el proceso de
transdiferenciacién de las CEH de rata in vitro, lo que sugiere que
este receptor tipo III de podria participar en la fibrogénesis hepdtica.
La endoglina ,TGF-betal intracelular es un excelente marcador de
CEH diferenciadas a miofibroblastos.

IMPLICACION DE NAT5 EN EL DESARROLLO DE
HEPATOCARCINOMA (HCC)

A. Ametzazurra, E. Larrea, M.P. Civeira, J. Prieto y R. Aldabe

Division de Terapia Génica y Hepatologia. Centro para la
Investigacion Médica Aplicada-Universidad de Navarra. Pamplona.

Introduccién. En los tltimos afios viene suscitando gran interés el
tratamiento biol6gico dianizado del cdncer. Para llevarlo a cabo es
preciso identificar dianas o funciones bioldgicas que sean esenciales
para el crecimiento tumoral. La acetilacién aminoterminal es un
proceso cotraduccional que ocurre en la gran mayoria de las protei-
nas eucaridticas citosdlicas, aunque existen pocos ejemplos que de-
muestren la importancia biolégica de este tipo de acetilacion. En le-
vaduras se han descrito tres complejos proteicos encargados de
catalizar esta reaccion, NatA, NatB y NatC, observando que la inhi-
bicion de la actividad de cada uno de estos complejos provoca un
retraso en la proliferacién celular. En mamiferos, los pocos estudios
existentes se han centrado en la acetiltransferasa mayoritaria NatA,
habiendo sido implicada en el desarrollo de tejidos, proliferacion
celular y cancer. Nuestro trabajo se centra en la proteina Nat5, ort6-
logo humano de la subunidad catalitica del complejo NatB en leva-
duras, de la cual no existen ningtin dato en la literatura.

Material y métodos. Se han utilizado técnicas de clonaje y expre-
sién molecular, asi como técnicas de cultivo de células de HCC, en
los que se ha estudiado la expresién y funcionalidad de Nat5 y se
han analizado por western blot sus niveles en muestras de HCC y
tejido no tumoral.
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Resultados. Al analizar la cantidad de proteina Nat5 presente en hi-
gado de ratones con hepatocarcinoma, hemos detectado un incre-
mento en la expresién de Nat5 en comparacion con el higado de ra-
tones que no han desarrollado hepatocarcinoma. En tejido hepatico
humano, el 66,7% de los pacientes con hepatocarcinoma analizados
presentan una mayor expresion de Nat5 en la parte tumoral del higa-
do en comparacién con la parte no tumoral del mismo higado. Igual-
mente, hemos observado que la expresion de Nat5 en distintas lineas
tumorales hepdticas estd muy incrementada y que la inhibicién de la
expresion de Nat5 en células tumorales hepaticas HepG2 y Hep3B
mediante siRNAs provoca una parada en la proliferacion celular.
Conclusion. Nuestros datos demuestran una correlacién directa en-
tre la expresién de Nat5 y el desarrollo tumoral, e indican que esta
proteina puede representar una diana de interés para el tratamiento
bioldgico del cancer hepdtico.

LA ANFIREGULINA, UN FACTOR DE CRECIMIENTO

DE LA FAMILIA DEL EGF, PARTICIPA EN EL DESARROLLO
DE LA FIBROSIS HEPATICA

A. Nicou, J. Castillo, M.J. Perugorria, M.U. Latasa, J. Prieto,
C. Berasain y M.A. Avila

Division de Hepatologia y Terapia Génica. CIMA. Facultad de
Medicina. Universidad de Navarra. Pamplona.

La fibrosis, definida como la acumulacién excesiva de matriz extra-
celular (MEC), es una de las principales complicaciones de la lesion
cronica hepatica. Este proceso altera la arquitectura del parénquima
hepatico y puede participar en la transformacion neoplasica del hi-
gado. Como parte de la reaccion regenerativa del higado frente a la
lesion se activan células productoras de MEC denominadas miofi-
broblastos, cuyo origen estd en las células estelares y los fibroblas-
tos periportales. En este proceso de activacion de los miofibroblas-
tos se han implicado diferentes citoquinas y factores de crecimiento,
sin embargo los mecanismos subyacentes no son del todo conoci-
dos. Hemos descrito previamente que la expresién de la anfireguli-
na (AR), un factor de crecimiento de la familia del EGF indetecta-
ble en un higado sano, se induce durante la regeneracion hepatica y
la lesion aguda, y que este factor participa en los mecanismos end6-
genos de reparacion del parénquima hepdtico. Sin embargo, la ex-
presion de la AR se observa también en modelos de dafio hepético
crénico y en muestras de higado humano cirrético. Evidencias re-
cientes sugieren que la activacién del receptor del EGF puede parti-
cipar en la activacién de las células productoras de MEC en el higa-
do. Teniendo en cuenta estas observaciones hemos evaluado el
posible papel profibrogénico de la AR empleando el modelo de ad-
ministracion crénica de CCl, en ratones knockout de este gen (AR-
KO) y los correspondientes controles wild type (AR-WT). La admi-
nistracién de CCl, se realizé por via intraperitoneal dos veces por
semana, y los animales AR-KO y AR-WT (4 ratones tratados con
CCl, y 4 controles) fueron sacrificados a las 4 y 6 semanas de trata-
miento. La expresion de la AR (determinada por PCR en tiempo
real) se vié incrementada en los ratones tratados con CCl,. Los ani-
males AR-KO tratados con CCl, mostraron niveles de expresion del
gen al (I) procolageno significativamente inferiores a los animales
AR-WT, lo cual correlaciond con una significativa reduccién en el
grado de fibrosis hepatica estimada por tincién con Rojo Sirio. La
deposicién de MEC no depende sélo de la produccion de coldgeno,
sino del equilibrio entre la sintesis y degradacién de esta proteina,
principal componente de la MEC. En este sentido, la expresion de
la metaloproteasa de matriz 13 (MMP13), colagenasa intersticial en
los roedores, fue superior en los animales AR-KO que en los AR-
WT tratados con CCl,. Esta observacién estd también de acuerdo
con la mayor deposicion de MEC en los ratones AR-WT. Por otra
parte, los niveles de TGFb, principal citoquina profibrogénica, se
encontraron significativamente elevados en los ratones AR-WT.
Todas estas observaciones indican que la expresion persistente de la
AR en el parénquima hepdtico puede contribuir al desarrollo de la
fibrosis, y que por tanto este factor de crecimiento puede ser una
nueva diana en la terapia antifibrogénica.

EFECTO DE UNA DIETA DEFICIENTE EN COLINA

SOBRE LA COMPOSICION LIPIDICA MITOCONDRIAL

Y LA MUERTE CELULAR EN EL CULTIVO PRIMARIO

DE HEPATOCITOS DE RATA

M.A. Séanchez-Garrido', Y. Chico®, P. Barrera', A. Poyato',

B. Ochoa?, J. Mufioz!, M. De la Mata' y J. Muntané!

'Unidad Clinica Aparato Digestivo y *Servicio de Anatomia Patoldgica.
Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba, *Departamento de
Fisiologia. Facultad de Medicina. Universidad del Pais Vasco. Bilbao.

Antecedentes. La presencia de esteatosis hepatica y esteatohepatitis
no alcohdlica (EHNA) es una disfuncién con alta prevalencia en los
paises desarrollados debido al alto contenido graso de la dieta. Se
conoce que la esteatosis y EHNA se asocian a una importante dis-
funcién mitocondrial.

Objetivos. Estudiar la composicién lipidica mitocondrial y la sus-
ceptibilidad apoptética celular en hepatocitos de rata obtenidos de
animales con esteatosis hepética inducida por una dieta deficiente
en colina (DDC).

Meétodos. Se aislaron por el método cldsico de disgregacién enzi-
matica con colagenasa hepatocitos procedentes de ratas alimentadas
con una dieta control y una DDC durante 3 dias. Se realiz6 un estu-
dio cinético de muerte celular por TNF-alfa y actinomicina en hepa-
tocitos en cultivo. Se midieron diversos pardmetros de apoptosis y
necrosis celular. Se valoraron los niveles de triglicéridos y fosfolipi-
dos (fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) por cromatografia de
capa fina monodimensional en el homogenado celular y en mito-
condria aislada. Se determinaron los niveles de ¢xido nitrico en el
medio de cultivo mediante un analizador de 6xido nitrico (NOA).
Resultados. La DDC provocé un aumento de la produccién de 6xi-
do nitrico, fragmentacién del DNA y activacién de caspasa-3. La
concentracién de triglicéridos y fosfatidilcolina celular fue mayor
en las células DDC que en las control. Los niveles de fosfatidileta-
nolamina no se vieron afectados por la dieta DDC. La dieta DDC
disminuyd los niveles de fosfatidilcolina asi como aument6 la con-
centracioén de fosfatidiletanolamina en la mitocondria de hepatoci-
tos DDC.

Conclusiones. /) Las células DDC en cultivo primario presentan
mayor grado de apoptosis celular y mayor produccién de 6xido ni-
trico que las control. 2) La DDC provoca un aumento de fosfatidil-
colina en la membrana plasmadtica. 3) En la membrana mitocon-
drial, la DDC provoca una disminucién de fosfatidilcolina y un
aumento de fosfatidiletanolamina.

ACCIONES METABOLICAS DIRECTAS A NIVEL HEPATICO
DE PIOGLITAZONA Y ROSIGLITAZONA EN HEPATOCITOS
EN PERIFUSION

N. Sanz, C. Sanchez, G. R-Villanueva, J.M. Lépez-Novo,
J.M. Recio, F. Alonso y M.Y. EI-Mir

Antecedentes. Las Thiazolidindionas (TZDs) (rosiglitazona =
ROSI, y Pioglitazona = PIO) son nuevos medicamentos antidiabéti-
cos orales de la clase tiazolidinadiona que ejercen sus acciones anti-
diabéticas hipoglucemiante, a medio y largo plazo, de forma indi-
recta por activacion selectiva de los receptores PPARg que son muy
abundantes en el tejido adiposo pero no tanto en el higado y en el
musculo. Se sabe que las TZDs son capaces de actuar sobre el higa-
do y musculo esquelético donde dichos receptores son bastante es-
casos por lo que se plantea la posibilidad de que las TZDs puedan
ejercer efectos DIRECTOS sobre el metabolismo hepético, no me-
diados por los receptores PPARg. Objetivo: Investigar “in vitro” la
existencia acciones metabdlicas DIRECTAS (gluconeogénesis-
GNGe-, y glicdlisis hepdticas) utilizando la nueva técnica de perifu-
sion de hepatocitos de ratas, recientemente instalada en nuestro la-
boratorio.

Métodos. Los hepatocitos se aislaron de ratas Wistar macho en
ayunas (24h) segin el método de Berry & Friend. Los hepatocitos
en suspension eran perifundidos continuamente (5 ml/min) a 37 °C
con tampo6n Krebs-bicarbonato saturado con O2/CO2 (19/1) y eran
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titrados con dihidroxiacetona (DHA) como sustrato energético (O;
0,8; 1,6; 2,4; 3,2; 4,0 y 4,8 mM) en presencia o ausencia de 25 uM
de PIO o de ROSI, para obtener siete estados estacionarios reales y
sucesivos. Para cada condicién de estado estacionario se determind
en perifusato celular glucosa, piruvato y lactato.

Resultados. En hepatocitos perifundidos, utilizando DHA como sus-
trato, la PIO y la ROSI inhibieron la produccién de glucose (Jglc)
por el higado en un 40% y 65%, respectivamente. No obstante, tanto
PIO como ROSI estimularon la glicdlisis hepatica (produccién de
lactato+piruvato = Jlac+pir) de forma similar (15%). Ambas molécu-
las inhibieron significativamente el metabolismo hepdtico global de
DHA, pero aumentaron el potencial redox citosélico (NADH/NAD)
estimado como la relacién lactato/piruvato. Conclusion: Las TZDs
PIO y ROSI, ademas de sus documentados efectos antidiabéticos in-
directos mediados por los receptores PPARg, ejercen efectos hipo-
glucemiantes DIRECTOS Y AGUDOS a nivel del higado, por lo
menos, mediante inhibicién de la gluconeogénesis hepdtica.

PAPEL DE LA PROTEINA BCRP/ABCG2 EN LA FISIOLOGIA
HEPATOBILIAR COMO BOMBA CANALICULAR EXPORTADORA
DE DERIVADOS DE ACIDOS BILIARES

A.G. Blazquez', O. Briz!, M.A. Serrano', D. Cassio?, B. Grosse?
y J.J.G. Marin'

Laboratorio de Hepatologia Experimental y Vectorizacion de
Fdarmacos (HEVEFARM), Universidad de Salamanca, Salamanca,
Espariia. 2INSERM U757, Universidad de Paris-Sur, Orsay, Francia.

Antecedentes. El higado juega un papel determinante en la excre-
cién de aniones organicos endégenos o xenobidticos. En este proce-
so participan algunos transportadores miembros de la superfamilia
de proteinas ABC (ATP-binding cassette) que se expresan en el ca-
naliculo biliar de los hepatocitos como la “bile salt export pump”
(BSEP, gen ABCBI11), responsable de la secrecion de acidos biliares,
la “multidrug resistance associated protein 2” (MRP2, gen ABCC2),
que exporta farmacos (cisplatino) y sustancias endégenas (bilirrubi-
na conjugada) y la “breast cancer resistance protein” (BCRP, gen
ABCG?2) cuyo papel en la fisiologia hepatobiliar se desconoce.
Objetivo. Investigar si la BCRP puede jugar un papel en la secre-
cién biliar de acidos biliares biotransformados, cuya proporcién pue-
den aumentar en situaciones de colestasis por retencion intrahepato-
citaria y derivatizacién de 4cidos biliares normales monoanidnicos.
Meétodos y resultados. Se utiliz6 el modelo de expresion heterélo-
ga de proteinas en oocitos de Xenopus laevis. Los oocitos se mi-
croinyectaron con el mRNA de Oatpl/lal y BCRP, Bsep o Mrp2 y
48 h después se realizaron estudios de captacion a 25 °C durante 1
h. Como sustratos se utilizaron 4cidos biliares marcados radiactiva-
mente no conjugados (4cido cdlico) y conjugados con glicina (dcido
glicocélico) o con taurina (acido taurocélico, dcido taurodesoxicoli-
co, acido tauroquenodesoxicdlico y acido tauroursodesoxicélico) y
un derivado fluorescente del dcido glicocdlico, la colilglicilamido
fluoresceina (CGamF). La captacion de los acidos biliares se poten-
ci6 en los oocitos mediante la expresion del transportador
Oatpl/lal. La coexpresion con Bsep, pero no con BCRP, redujo el
contenido celular de los 4cidos biliares no conjugados y conjugados
con glicina o taurina. Al contrario de lo que ocurria en los oocitos
que expresaban Oatpl/lal y Mrp2, la coexpresion con BCRP redu-
jo el contenido celular de CGamF. La reducciéon de la acumulacién
de CGamF inducida por BCRP fue abolida por ciclosporina A, un
inhibidor de proteinas ABC. La capacidad de BCRP de transportar
CGamF se confirmé utilizando la linea celular resistente al cisplati-
no, WIF-B9/R, que se obtuvo a partir de la linea WIF-B9. Estas cé-
lulas forman estructuras esféricas similares a canaliculos biliares y
ademads sobreexpresan Mrpl, Mrp2, Mrp3, Mdrl y BCRP (mas que
Bcrp), pero no BSEP/Bsep, como se comprob6 por RT-PCR a tiem-
po real, western blot e inmunocitoquimica. Las células WIF-B9/R
fueron capaces de captar y secretar CGamF a los canaliculos bilia-
res. Cuando se investigé el efecto del verapamilo, probenecid, tau-
rocolato y Hoechst 33342, el mayor efecto inhibidor de la secrecién
de CGamF lo ejerci6 el Hoechst 33342, un sustrato de la BCRP.
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Conclusién. Nuestros resultados sugieren que el papel de la protei-
na BCRP en el canaliculo biliar puede ser en parte la secrecion ca-
nalicular de derivados de acidos biliares, que se acumulan en coles-
tasis o no pueden ser transportados por la BSEP o la MRP2.

EVIDENCIAS CONTRA EL PAPEL DE NADPH-OXIDASA ENLA
REGULACION DEL TONO VASCULAR HEPATICO EN LA CIRROSIS
J. Gracia-Sancho!, B. Lavifia!, A. Rodriguez-Vilarrupla',

R.P. Brandes?, M. Ferndndez', J. Bosch! y J.C. Garcia Pagén!
!Laboratorio Hemodindmica Hepdtica, IDIBAPS - Hospital Clinic,
Barcelona. *Institut fiir Kardiovaskuléire Physiologie, Klinikum der J.W.
Goethe-Universitdt, Frankfurt.

Antecedentes. La resistencia vascular hepatica estd aumentada en el
higado cirrético. Ello es debido en parte a una reduccion de la bio-
disponibilidad de 6xido nitrico (ON) ocasionada por dos hechos: una
sintesis insuficiente de ON, y un secuestro de ON por radical superé-
xido (O,), que se encuentra en exceso en el higado cirrético. La en-
zima NADPH-oxidasa, debido a su capacidad de generar O,, juega
un papel importante incrementando el tono vascular en enfermeda-
des cardiovasculares, y se ha sugerido que este sistema enzimatico
estaria involucrado en hepatopatias que cursan con estrés oxidativo.
Objetivos. a) Caracterizacién molecular y bioquimica de NADPH-
oxidasa en el higado cirrético, y b) Investigar su posible papel en la
modulacién del tono vascular hepatico en la cirrosis.

Metodologia. a) En homogenados hepaticos de ratas control (n = 8) y
cirréticas (n = 8) por CCl, se determiné: /. Actividad enzimdtica de
NADPH-oxidasa (quimioluminiscencia), 2. Expresion génica (Real-
Time PCR) y proteica (Western blot) de las diferentes subunidades de
NADPH-oxidasa; b) En ratas control (n = 6) y cirréticas por CCL, (n =
10) tratadas con apocinina (inhibidor selectivo de NADPH-oxidasa)
(1,5 mM) o su vehiculo se determiné: /- Estudios hemodinamicos in
vivo: presion arterial media (PAM), presion portal (PP) y flujo de la ar-
teria mesentérica superior (FAMS), y 2- Evaluacion de la funcién en-
dotelial hepdtica, por medio de curvas dosis-respuesta de relajacién a
acetilcolina en higados perfundidos y precontraidos con metoxamina.
Resultados. a) Los higados cirréticos presentaron sobreexpresion
del mRNA de las sub-unidades de NADPH-oxidasa Nox2, p22phox,
p47phox y p67phox. Sin embargo, existié una menor expresion del
mRNA de Nox4 y una menor expresion proteica de Nox4 y Nox2.
Finalmente, la actividad de NADPH-oxidasa en higado cirrético es-
tuvo significativamente reducida respecto a los controles. b) El trata-
miento con apocinina disminuyé de forma significativa la actividad
tisular de NADPH-oxidasa. Sin embargo, la inhibicién de NADPH-
oxidasa no ocasioné ningin cambio en la hemodinamica espldcnica
o sistémica de las ratas cirrdticas o controles. De forma similar, el
tratamiento con apocinina no mejord la deficiente respuesta endote-
lio-dependiente a acetilcolina de los higados cirréticos.
Conclusiones. Los resultados del presente estudio muestran que el
complejo enzimatico NADPH-oxidasa no juega un papel relevante
en la modulacién del tono vascular del higado cirrético, y sugieren
que la sintesis exagerada de radicales superdxido en higado cirrdti-
co no depende de una hiperactividad de este sistema enzimatico.

LA PROGRESION DE LA CIRROSIS ESTA ASOCIADA

AL INCREMENTO GRADUAL DE ANGIOGENESIS Y
LINFANGIOGENESIS HEPATICA. POSIBLE CORRELACION
CON LA EXPRESION HEPATICA DE VEGF Y ANGIOPOYETINAS

S. Tugues!, M. Morales-Ruiz', J. Ros!, J. Mufioz-Luque',

V. Arroyo?, J. Rodés? y W. Jiménez!

IServicio de Bioquimica y Genética Molecular y *Unidad de
Hepatologia-Institut de Malalties Digestives, Hospital Clinic y
Provincial de Barcelona e Institut d’Investigacions Biomédiques August
Pi i Sunyer (IDIBAPS). Universidad de Barcelona. Barcelona.

Los procesos de angiogénesis y linfangiogénesis desempefian una
funcién clave en situaciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas. Recien-
temente, diversos estudios han demostrado la existencia de una es-
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trecha relacién entre la angio/linfangiogénesis y la cronificacién de
trastornos inflamatorios. Sin embargo, se desconoce si este vinculo
también tiene lugar en enfermedades hepdticas avanzadas. Por lo
tanto, el objetivo del presente estudio consistié en investigar si la
progresion de la cirrosis en ratas tratadas con CCl, estd asociada al
desarrollo de angiogénesis y/o linfangiogénesis. Se estudiaron 10
ratas controles (CT) y 10 ratas cirrdticas en cada uno de los siguien-
tes periodos de tratamiento con CCl,: a) de 8 a 12 semanas (CH) y
b) de 17 a 20 semanas. Todos los animales cirréticos incluidos en
este segundo grupo presentaron cirrosis avanzada y ascitis
(CH+Asc). El tejido hepdtico de ratas CT, CH y CH+Asc fue proce-
sado con la finalidad de cuantificar la formacién vascular, la expre-
sién de factores angiogénicos y linfangiogénicos (VEGF-A, VEGF-
C, VEGF-D, PIGF, Ang-1 y Ang-2), asi como la presencia de
hipoxia hepdtica. Para ello, se utilizaron las técnicas de inmunohis-
toquimica y de RT-PCR. Los experimentos de inmunohistoquimica,
realizados con anticuerpos especificos anti-factor vonWillebrand y
anti-podoplanina, revelaron que la progresién de la cirrosis estuvo
asociada a un incremento significativo de la densidad hepética de
vasos sanguineos (2,1 £ 0,2, 6,8 + 0,5 y 19,4 + 0,8 vasos/mm? para
CT, CH y CH+Asc, respectivamente; p < 0,01) y linfaticos (1,7 +
0,2,3,6 £0,3y 16 = 0,4 vasos/mm? para CT, CH y CH+Asc, res-
pectivamente; p < 0,01). En concordancia con estos resultados, se
observé un incremento significativo de la expresién del mRNA de
VEGF-A, VEGF-D, PIGF, Ang-1 y Ang-2 en higados de ratas CH
en comparacién con higados de ratas CT. Esta sobreexpresion de
agentes pro-angiogénicos y linfangiogénicos fue a su vez significa-
tivamente superior en ratas CH+Asc en comparacion con los anima-
les CH. Los experimentos de inmunohistoquimica realizados en hi-
gados controles revelaron una tenue presencia de VEGF-A y Ang-2
que estuvo localizada preferentemente en los hepatocitos perivenu-
lares. En contraste, la expresion de VEGF-A y Ang-2 fue significa-
tivamente mds elevada en las ratas CH y se localiz6 preferentemen-
te en los hepatocitos proximales a los septos fibrosos. En el grupo
CH+Asc, esta inmunoreactividad se hizo patente en el 90% del pa-
rénquima hepdtico. Por otra parte, la presencia de hipoxia hepatica
se colocalizé significativamente con la expresion hepdtica de las
proteinas VEGF y Ang-2. En conclusién, estos resultados muestran
que la progresion de la cirrosis estd asociada al incremento gradual
de angiogénesis y linfangiogénesis hepdtica. Asimismo, la sobreex-
presion gradual de miembros de las familias de VEGF y Ang duran-
te el transcurso de esta patologia se correlacion6 significativamente
con las modificaciones vasculares observadas.

INDUCCION DE LA ViA INTRINSECA DE LA APOPTOSIS

EN UN MODELO ANIMAL DE HEPATOCARCINOMA MEDIANTE
EL TRATAMIENTO CON TNP-470

J.L. Mauriz', P. Gonzalez', M.C. Durén', J. Martin-Renedo!,
J.P. Barrio!, J.M. Culebras? y J. Gonzdlez-Gallego!
!Departamento de Fisiologia. Universidad de Ledn. *Servicio de
Cirugia II. Complejo Hospitalario de Leon.

El TNP-470 es un andlogo semisintético de la fumagilina, un antibi6-
tico natural sintetizado por Aspergillus fumigatus fresenius, potente
inhibidor de la angiogénesis con baja toxicidad, que reduce la progre-
si6én del hepatocarcinoma (HCC) en modelos animales. La desregula-
cién de la apoptosis esta considerada como un paso critico en la apa-
ricién de HCC, existiendo un desequilibrio entre la proliferacion y la
muerte celular por apoptosis. En experimentos previos hemos obser-
vado que el tratamiento con TNP-470 es capaz de reducir la prolifera-
cién celular en HCC, sin embargo hasta ahora son poco conocidos
sus efectos sobre los mecanismos apoptdticos hepaticos.

Objetivo. Estudiar si el efecto antineoplasico del TNP-470 esta re-
lacionado con la induccién de los mecanismos de apoptosis en un
modelo in vivo de HCC en ratas.

Metodologia. Se indujo HCC en ratas Wistar macho por administracién
de dietilnitrosamina que actiia como un potente iniciador, 2-acetilamino-
fluoreno que inhibe la proliferacion de hepatocitos normales y hepatec-
tomia parcial como potente estimulo de crecimiento. Se administré el

inhibidor TNP-470 (30 mg/kg de peso corporal, s.c.) tres veces/semana
entre la semana 20 a la 28 desde la induccién con DEN. Los andlisis se
llevaron a cabo a las 28 semanas de la induccién del HCC.

Resultados. Los higados de todos los animales sometidos al proce-
so de hepatocarcinogénesis y sin tratamiento desarrollaron cambios
microscépicos tipicos del HCC. El HCC indujo una reduccién sig-
nificativa en la expresion de las proteinas pro-apoptdticas p21 y
caspasa-3 (-63% y -56% respectivamente) y en la liberacién de cito-
cromo c al citosol (-50%); sin embargo, no se observaron cambios
en la expresion de la caspasa-8, aunque se incrementd la expresion
de la proteina anti-apoptética Bcl-2 en las ratas con HCC. Todas es-
tas modificaciones se inhibieron en los animales afectados de HCC
que recibieron el tratamiento con TNP-470 durante 8 semanas.
Conclusiones. En nuestro modelo in vivo el tratamiento con TNP-
470 es capaz de reducir el desarrollo del HCC; dicho efecto parece
relacionado, al menos en parte, con la induccién de la via intrinseca
(mitocondrial) de la apoptosis. El TNP-470 puede constituir un inte-
resante candidato a formar parte del arsenal quimioterapéutico en el
tratamiento del HCC.

Financiado por el Programa de Investigacion en Biomedicina de la
Gerencia Regional de Salud de la Junta de Castilla y Leon.

EL MEDICAMENTO HEPATOPROTECTOB SILIBININA, .,
ANTAGONIZA LOS EFECTOS PRQ-DIABETICOS DEL GLUCAGON
EN HEPATOCITOS EN PERIFUSION

G. R-Villanueva!, A. Sanchez', R. Naboulsi!, N. Sanz',

J.M. Lépez-Novoa', B. Guigas?, M.V. Rascén-Trincado?

y M.Y. El-Mir!

'Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad Salamanca.
2INSERM. Universidad Grenoble-I, Grenoble. Francia. *Depto.
Medicina, Universidad de Salamanca.

Antecedentes. La Silibinina (SB) es el componente mayoritario de
la Silimarina utilizado actualmente en clinica debido a sus efectos
hepatoprotectores (Legalon). Estudios previos en nuestro equipo de-
mostraron que la SB posee acciones antidiabéticas inhibiendo la
gluconeogénesis (GNG = JGlucosa) y la glicélisis hepatica.
Objetivos. Utilizando hepatocitos de rata en perifusién: Investigar
la capacidad de la SB de antagonizar las acciones pro-diabéticas del
glucagdn a nivel hepatico. Métodos: Los hepatocitos se aislaron de
ratas Wistar macho en ayunas (24h) segin el método de Berry &
Friend. Usando la técnica de perifusién de células, los hepatocitos
de rata en suspension, eran perifundidos (5 ml/min) a 37 °C con
tampén Krebs-bicarbonato saturado con O2/CO2 (19/1) y eran titra-
dos con dihidroxiacetona (DHA) (0; 0,8; 1,6; 2,4; 3,2; 40 y 4,8
mM) como sustrato energético en presencia o ausencia de SB (100
uM) o de glucagén (10-7 M). Para cada concentracion de DHA se
determiné en perifusato extracelular glucosa (Glc), piruvato (pir) y
lactato (lac) por técnicas espectrofotométricas. En células se deter-
minaron, mediante técnicas espectrofluorimétricas, los intermedia-
rios metabdlicos intracelulares Dihidroxiacetonafosfato (DHAP),
Fructosa-6-fosfato (F6P) y glucosa-6-fosfato (G6P).

Resultados. En hepatocitos perifundidos con DHA, el glucagén
produjo, una estimulacién potente de la GNG en un 124% (DHA
2,4 mM). La administraciéon de SB antagoniz6 el efecto activador
del glucagén sobre la GNG, disminuyendo dicha activacién en un
80% (DHA 2,4 mM). De la misma manera, el glucagén solo, produ-
jo un significativo aumento de los niveles de los intermediarios me-
tabdlicos DHAP, G6P y F6P en cada estado estacionario obteniendo
asi una doble relacién entre la JGlucosa y esos intermediarios. En
presencia de glucagén y de SB, se produjo una modificacién de la
relacién entre, JGlucosa y los intermediarios DHAP, F6P y G6P
con respecto al glucagén solo, desplazando, hacia la derecha, las
curvas que representan las relaciones entre las concentraciones de
DHAP, F6P y de G6P frente a JGlucosa antagonizando asi clara-
mente los efectos metabdlicos del glucagén. En cuanto a la glic6li-
sis hepdtica (Jlac+pir), el glucagén inhibe Jlac+pir en un 60% a al-
tas concentraciones de DHA. Dicha inhibicién de la glicdlisis es
menor en presencia de SB sobre todo a bajas concentraciones de
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DHA, lo que indica que la SB antagoniza ligeramente el efecto inhi-
bidor del glucagdn sobre la glicdlisis.

Conclusidn. La silibinina antagonista al glucagén en la via metabdli-
ca que cataliza la reaccion de hidrdlisis de GO6P en glucosa. Este efec-
to puede deberse a una inhibicién de la enzima glucosa-6-fosfatasa
por la silibinina. Estos resultados demuestran por primera vez que la
SB ademas de inhibir la GNG, posee nuevas acciones antidiabéticas
antagonizando los efectos metabdlicos del glucagdn a nivel hepatico.

RECLUTAMIENTO POR EL HIGADO DE CELULAS
PROGENITORAS ENDOTELIALES TRANSDUCIDAS CON B
VECIORES LENTIVIRALES EN MODELOS ANIMALES DE DANO
HEPATICO AGUDO Y CRONICO

M.P. Kawa, G. Yang, V. Ferndndez-Ruiz, C. Qian y J. Prieto

Terapia Génica del Cdncer, Centro para la Investigacion Médica
Aplicada (CIMA). Universidad de Navarra. Pamplona. Espaiia.

Objetivos. En este trabajo hemos estudiado la capacidad de las cé-
lulas progenitoras endoteliales (EPC) ingenierizadas genéticamente
para colonizar el higado en modelos animales de dafio hepatico agu-
do y crénico.

Meétodos. Las células EPC se obtuvieron mediante el aislamiento de
las células mononucleares de la médula sea de ratones sanos que se
cultivaron durante 4 dias sobre una base de fibronectina, utilizando
un medio de cultivo endotelial suplementado con factores de creci-
miento VEGF, bFGF, IGF-1, EGF e Hidrocortisona. Las EPC se
transdujeron con vectores lentivirales portadores del gen reportero de
la luciferasa, sin afectar su viabilidad celular. Se utilizaron dos mode-
los de dafio hepatico: Concanavalina A (una dosis de 12 mg/kg, dafio
hepdtico agudo) y CCl, (2 dosis por semana de 12 uL en parafina li-
quida durante 12 semanas, dafio hepético crénico) en ratones
C57BL/6 y Balb/c. Los animales recibieron 10° de EPC genéticamen-
te modificadas por via intravenosa o intraesplénica a las 24 horas tras
la administracion de ConA vy a los 4 dias tras la dltima administracion
de CCl,. Un grupo de animales sanos recibieron el mismo tratamien-
to. El seguimiento del reclutamiento se realizé in vivo mediante el sis-
tema de captacién de bioluminiscencia IVIS. La actividad luciferasa
se determiné en los higados tras el sacrificio de los animales.
Resultados. El estudio in vivo de la migracion al higado de las EPC
transducidas, permitié determinar que el maximo reclutamiento de
las EPC por los higados dafiados se producia entre las 48 y las 72
horas tras la inyeccion de las células por via intravenosa. La presen-
cia de las EPC-luciferasa en los animales se pudo observar durante
una semana tras la administraciéon de una tnica dosis de EPC. Los
higados con dafio hepdtico crénico reclutaban 2 veces mas EPC que
los higados sanos. Los higados con dafio hepatico agudo reclutaban
4 veces mas EPC en comparacién con los higados sanos. La admi-
nistracién de EPC por via intraesplénica multiplic6 por 10 la eficien-
cia del reclutamiento de las EPC por los higados dafiados en compa-
racién con la administracién de las células por la via intravenosa.
Conclusiones. Las EPC modificadas genéticamente con vectores len-
tivirales administradas intravascularmente son reclutadas por los hi-
gados con dafio agudo y crénico lo que sugiere que las EPC podrian
contribuir al proceso de reparacién del higado dafiado. La transduc-
cién de las EPC con vectores lentivirales portadores de genes terape-
uticos con funcién hepatoprotectora podria constituir una nueva estra-
tegia para el tratamiento de lesiones hepéticas agudas y cronicas.

EVOLUCION ONTOGENICA EN LA RATA DEL “POOL” DE ACIDOS
BILIARES Y DE LA EXPRESION DE GENES IMPLICADOS

EN SU HOMEOSTASIS

P. Martinez-Becerra, S. Cuesta de Juan, M.J. Monte,

R.ILR. Macias, M. Vicéns, F. Jiménez y J.J.G. Marin
Laboratorio de Hepatologia Experimental y Vectorizacion de Fdrmacos.
Hospital Universitario de Salamanca. Universidad de Salamanca.

Antecedentes. El tamafio del “pool” de acidos biliares (ABs) y la
proporcién de las diferentes especies moleculares dependen funda-

150 Gastroenterol Hepatol. 2007;30(Supl 1):119-89

mentalmente de la expresion y actividad de enzimas hepdticas cla-
ves en su sintesis y de transportadores hepdticos e intestinales res-
ponsables de mantener a los ABs en la circulacién enterohepdtica.
Objetivo. Estudiar en ratas la evolucion ontogénica de la expresion
hepatica de genes relacionados con la homeostasis de los ABs y re-
lacionarla con el tamaiio y la composicién del “pool” de estos este-
roides.

Métodos. Se utilizaron fetos de 14 y 20 dias de vida intrauterina,
ratas de entre 1 y 56 dias tras el nacimiento, asi como ratas viejas de
9y 24 meses de edad.

Se determinaron por métodos enziméticos los niveles de ABs tota-
les en el “pool” tras extraerlos del higado y el intestino delgado por
reflujo etandlico. Las diferentes especies moleculares de estos com-
puestos se identificaron por GC-MS. Los niveles de ARNm de las
enzimas Cyp7al, Cyp8bl, Cyp27, Cyp3all, reductasas, y de los re-
ceptores nucleares Ftf, Fxr, Shp y Hnf4 alfa se determinaron por
RT-PCR cuantitativa a tiempo real.

Resultados. El tamafio del “pool” de ABs en la rata, normalizado por
el peso hepatico en cada momento, se mantuvo relativamente constan-
te desde la primera semana postnatal hasta la senescencia, salvo tras el
destete, momento en el que aparecia un marcado incremento transito-
rio. El 4cido cdlico fue siempre la especie molecular més abundante en
el “pool” de ABs de esta especie. Alcanzé sus niveles relativos mas
bajos después del destete y los maximos durante las etapas perinatal y
senescente. La complejidad en cuanto a la composicién del “pool” fue
maxima una semana tras el destete. La expresion de Cyp27 se mantu-
vo relativamente constante desde el periodo neonatal hasta la senes-
cencia, mientras que la de Cyp7al presentd un pico de maxima expre-
sién tras el destete. La Cyp8bl presenté su maxima expresion en las
etapas perinatal y adulta. La expresién de Cyp3all se estabiliz des-
pués de la primera semana de vida hasta que descendi6 en la senescen-
cia. Los cambios en los niveles de expresion de las reductasas coinci-
dieron con la aparicion de ABs planos tipicos de etapas fetales y
neonatales. La expresion de los receptores nucleares estudiados fue
baja en el higado fetal, pero alcanzé niveles similares a los del adulto
en los primeros dias tras el nacimiento. En la senescencia, Shp estaba
sobre-expresado, mientras que Fxr presentd niveles similares a los del
adulto y los de Ftf y Hnf4 alfa fueron muy bajos.

Conclusiones. La expresion de las enzimas Cyp7al y Cyp8bl ex-
perimenta cambios importantes en la etapa postnatal y tras el deste-
te, congruentes con las variaciones en el tamafio y la composicion
del “pool” de ABs. Asi mismo, la evolucién en la expresion de estas
enzimas se correlaciona con las variaciones en la expresion hepatica
de los receptores nucleares, como el Hnf4 alfa y el sistema formado
por el trio Fxr/Ftf/Shp, que regulan su expresion.

KETOTIFEN REDUCE LAS ALTERACIONES ESPLACNICAS

EN LA HIPERTENSION PORTAL PREHEPATICA EXPERIMENTAL:
IMPLICACION DE LAS CELULAS CEBADAS

M.A. Aller!, F. Sanchez-Pat4n!, C. Cuellar?, M. Rodero?,

M.P. Nava?®, Y. Saavedra*, R. Anchuelo!, P. Vergara*y J. Arias!
!Cdtedra de Cirugia. Facultad de Medicina. Universidad Complutense
de Madrid. *Cdtedra de Parasitologia. Facultad de Farmacia.
Universidad Complutense de Madrid. *Departamento de Fisiologia
(Fisiologia II). Facultad de Biologicas. Universidad Complutense de
Madrid. *Unidad de Fisiologia. Facultad de Veterinaria. Universidad
Autonoma de Barcelona.

Introduccién. La hipertension portal prehepdtica experimental cur-
sa a corto plazo con una respuesta inflamatoria exudativa esplacncia
que se asocia con un aumento de la infiltracién de la mucosa intesti-
nal y de los ganglios linfaticos mesentéricos por células cebadas.
Objetivo. Comprobar que la administracion profilactica de Ketotifen,
un farmaco estabilizador de células cebadas, reduce las consecuencias
de la respuesta inflamatoria esplacnica en la hipertension portal.
Material y métodos. Se utilizaron ratas macho Wistar: Seudo-ope-
radas (SO; n = 10) y con Triple ligadura parcial de la vena porta
(TLVP; n = 11), a los que se inyectaron microesferas de acido Poli-
lacti-co-glicdlico con vehiculo por via s.c 24 h. antes de la interven-
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ciony SO (n = 10) y con TLVP (n = 14) a los que se administraron
microesferas con Ketotifen. A las 48 h. del p.o. se midié la presion
portal, se valoraron los niveles de quimasa (RMCP-II) en el com-
plejo linfatico mesentérico superior y se cuantificaron las celulas
cebadas, granuladas y degranuladas, en ileon y ciego.

Resultados. La administracion de Ketotifen antes de la interven-
cion disminuyd la presion portal (p < 0,001), la incidencia de vascu-
lopatia venosa mesentérica (p < 0,001), los niveles RMCP-II (p <
0,001) en el complejo linfitico mesentérico superior y el nimero
de celulas cebadas activadas (p < 0,05) en el ciego de las ratas con
hipertension portal.

Conclusion. La administracion profildctica de Ketotifen, un estabi-
lizador de células cebadas, reduce las alteraciones inflamatorias es-
placnicas precoces de la hipertension portal prehepdtica.

EFECTO CITOPROTECTOR DE VITAMINA E FRENTE A LA
MUERTE CELULAR INDUCIDA POR D-GALACTOSAMINA Y ACIDO
GLICOQUENODEOXICOLICO ASOCIADO A REGULACION DE
EXPRESION DE INOS (NOS-2) Y CYP3A4 EN CULTIVO PRIMARIO
DE HEPATOCITOS HUMANOS

R. Gonzilez!, P. L6pez?, F. Pareja’, J.M. Alamo?, E. Fraga!,

A. Bernardos?, P. Laurel, .M. Pascussi*, A. Poyato!,

M. de la Mata' y J. Muntané'

"Unidad Clinica Aparato Digestivo y *Departamento de Cirugia,
Hospital Universitario Reina Sofia, Cérdoba. *Unidad Cirugia HBP y
Trasplantes. Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla. *Institut
Nacional de la Santé et de la Recherche Médicale, INSERM U632
Universidad de Montpellier, Francia.

Introduccién. D-galactosamina (D-GalN) y el dcido glicoquenode-
oxicoélico (GCDCA) inducen muerte celular en hepatocitos de rata.
Vitamina E regula estrés oxidativo y muerte celular, y citocromo
P4503A4 (CYP3A4): principal detoxificador en hepatocitos huma-
nos. Objetivo: determinar si citoproteccion de vitamina E se relacio-
na con regulacién de estrés oxidativo y la produccién de 6xido nitri-
co en hepatocitos humanos.

Materiales y métodos. Hepatocitos aislados de resecciones hepaticas
realizadas a pacientes con tumor hepético. Vitamina E (50 uM) admi-
nistrada 10 h después de D-GalN (40 mM) o GCDCA (0,5 mM) en
hepatocitos. El inductor (rifampicina, 10 uM) o inhibidor (ketocona-
zole, 5 M) de CYP3A4 administrado 24 h antes de téxico. Se valord
la apoptésis, necrosis celular y expresion de iNOS, CYP3A4, PPAR-
o, PXR, RXR-a, CPT1-A, GR y CAR por RT-PCR. Construcciones
del promotor de CYP3A4 transfectadas a HepG2.

Resultados. D-GalN y GCDCA incrementan estrés oxidativo, apop-
tésis y necrosis celular en hepatocitos. Efecto citotéxico asociado al
aumento de NF-kB y disminucién del receptor PXR. Vitamina E re-
dujo muerte celular inducida por los téxicos, reduciendo activacion
de NF-kB, expresion de iNOS, y aumenté expresion de PXR y
CYP3A4, confirmado por transfeccion. Induccién de CYP3A4 por ri-
fampicina potencia efecto citoprotector de vitamina E. La inhibicion
de CYP3A4 por ketoconazole bloquea dicho efecto citoprotector.
Conclusiones. Los téxicos inducen muerte celular en cultivo prima-
rio de hepatocitos humanos. El efecto citoprotector de la vitamina E
frente a la muerte celular inducida por los téxicos relacionado con re-
duccién de la activacion de NF-kB y la expresion de iNOS, asi como
con el incremento de PXR y la expresion de CYP3A4 en hepatocitos.

LA ADMINISTRACION ORAL DE MELATONINA ES CAPAZ

DE INHIBIR LA VIA INTRINSECA DE LA APOPTOSIS HEPATICA
EN UN MODELO IN VIVO DE ENVEJECIMIENTO EN RATAS

J.L. Mauriz, V. Molpeceres, M.V. Garcia-Mediavilla,

P. Gonzilez, J.P. Barrio y J. Gonzélez-Gallego

Departamento de Fisiologia. Universidad de Leon. Leon.

El envejecimiento ha sido relacionado con un incremento del estrés
oxidativo que puede llevar a la induccién de la apoptosis celular. El
proceso de apoptosis puede llevarse a cabo mediante dos rutas: extrin-

seca (relacionada con receptores especificos en la membrana plasmati-
ca) e intrinseca (en la que la mitocondria juega un papel central). La
melatonina, una hormona producida principalmente por la glandula pi-
neal, es una molécula altamente lipofilica capaz de atravesar membra-
nas celulares lo que le permite penetrar en compartimentos subcelulares
como la mitocondria, donde se puede acumular en altas concentracio-
nes. La sintesis y secrecion de la melatonina disminuye con la edad, su-
giriendo que podria estar relacionada, dado su capacidad antioxidante,
con el proceso de envejecimiento y sus patologias asociadas.

Objetivo. Estudiar si la melatonina puede afectar a los mecanismos
apoptdéticos, tanto intrinsecos como extrinsecos, hepaticos en un
modelo in vivo de envejecimiento en ratas.

Metodologia. Se utilizaron ratas macho de raza Wistar de 3 y 24 me-
ses de edad (jovenes y ancianas respectivamente), siendo a su vez di-
vidas en otros dos grupos, segun recibieran o no melatonina en el agua
de bebida a una concentracién final de 20 mg/L durante 8 semanas.
Resultados. El estudio de los hepatocitos de las ratas ancianas mos-
tré hallazgos ultrastructuralmente compatibles con un incremento de
la apoptosis, ademds de un incremento de la actividad de la caspasa-
3 (+86%). El andlisis de los marcadores de la via intrinseca de la
apoptosis reveld un incremento significativo en la liberacién de cito-
cromo c desde la mitocondria (-47%) al citosol (+116%), junto con
modificaciones en la expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2
(-20%) y de la pro-apoptética Bax (+20%). Todos estos efectos esta-
ban relacionados con el incremento del estrés oxidativo detectado
(TBARS +60%, GSSG/GSH +20%). Dichas modificaciones se re-
virtieron con la administraciéon de melatonina via oral. En el estudio
de la via extrinseca no se detectaron cambios ni en la actividad de la
caspasa-8 ni el contenido de Fas-L en ninguno de los grupos.
Conclusiones. En nuestro modelo in vivo de envejecimiento la apop-
tosis hepitica es inducida por la via intrinseca y la accién antiapoptéti-
ca de la melatonina parece relacionada con su capacidad antioxidante.

LOS FLAVONOIDES QUERCITINA Y KAEMPFEROL REDUCEN
LA EXPRESION DE LA ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASA
INDUCIBLE Y LA FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS

DE OXIGENO Y NITROGENO EN CULTIVOS DE CELULAS
ENDOTELIALES HUMANAS

I. Crespo, M.V. Garcia-Mediavilla, S. Sdnchez-Campos,
M. Almar, M.J. Tufién y J. Gonzéilez-Gallego

Instituto de Biomedicina. Universidad de Leon.

El higado es un érgano que, por su funcién fisiolégica, estd someti-
do a un alto grado de estrés oxidativo, y por tanto es frecuente que
en él se produzcan fenémenos inflamatorios. Las células endotelia-
les juegan un papel preponderante en estos fenémenos produciendo
mediadores de la inflamacién tales como el 6xido nitrico y otras es-
pecies reactivas de oxigeno (EROs) y nitrégeno (ERNs). Los flavo-
noides son moléculas que presentan una elevada capacidad antioxi-
dante y una accién protectora en fendmenos inflamatorios.
Objetivos. Evaluar los efectos de los flavonoles quercitina y ka-
empferol sobre la produccién de EROs y ERNs, y sobre la expre-
sioén de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en células
endoteliales humanas tratadas con citoquinas proinflamatorias.
Metodologia. Se utilizaron células HUVEC tratadas con citoquinas
proinflamatorias (TNF-alfa, IL-1beta e INF-gamma, 250 U/mL de
cada una). Otro grupo de células fueron tratadas simultdneamente
con las citoquinas (CK) y quercitina (Q) o kaempferol (K) (dosis 1,
5, 10 y 50 uM). Se emplearon como controles células sin ningin
tipo de tratamiento. Transcurridas 24 horas se determiné mediante
técnicas de citometria de flujo la produccién de anién superéxido y
la formacion de otras EROs y de ERNs utilizando como fluoréforos
DHE y DCFH-DA, respectivamente. Asimismo se determiné la ex-
presion génica de iNOS por Western blot.

Resultados. El tratamiento de las células HUVEC con las citoqui-
nas indujo un incremento significativo de la produccién de EROs y
ERNSs con respecto al grupo control (+211%) que se revertia par-
cialmente en las células tratadas con ambos flavonoides, en especial
a las dosis mas altas (K50: -145%; Q50: -112%, respecto a CK).

Gastroenterol Hepatol. 2007;30(Supl 1):119-89 151



XXXIl CONGRESO NACIONAL DE LA ASOCIACION ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DEL HiGADO

Asimismo, se produjo un incremento en la produccién de anién su-
peroxido en las células tratadas con las citoquinas con respecto al
grupo control (+103%) que se redujo tras el tratamiento con los fla-
vonoides (K50: -34%; Q50: -61%, respecto a CK). La expresion de
iNOS se increment6 un 160% en las células tratadas con las citoqui-
nas, observandose una disminucién dependiente de la dosis hasta al-
canzar valores préximos al grupo control (K50:-39%; Q50:-44%).
Conclusiones. Los flavonoides quercitina y kaempferol reducen en
células endoteliales la produccién de EROs y ERNs asi como la ex-
presién de la enzima iNOS inducidos tras tratamiento con citoqui-
nas proinflamatorias, lo que refuerza el importante papel preventivo
que pueden jugar estos flavonoles en los procesos que cursan con
dafio oxidativo/inflamatorio.

Financiado por el Plan Nacional I+D.

LA INFECS}ION CON ADENOVIRUS RECOMBINANTES REDUCE LA
SECRECION DE APOPROTEINAS POR HEPATOCITOS EN CULTIVO

L. Palacios, 1. Garcia-Arcos, Y. Rueda, O. Fresnedo y B. Ochoa

Los adenovirus recombinantes se concentran rapidamente en el higado
tras su administracion sistémica, por lo que se han considerado buenos
candidatos para la trasferencia génica en este tejido. Su aplicacion te-
rapéutica requiere, entre otros estudios, un andlisis detallado de los
efectos del vector sobre las funciones de los hepatocitos. En este traba-
jo se analiza si la infeccién de hepatocitos de rata en cultivo afecta a su
velocidad de secrecion de apoproteinas. Para ello se generan dos cons-
trucciones adenovirales con capacidad de infeccién pero no de propa-
gacion; una porta un cDNA y la otra un fragmento del mismo cDNA
pero en direccion antisentido. Testada la efectividad de estas construc-
ciones se infectan hepatocitos de rata en cultivo primario. Se mide la
cantidad de apoB48, apoB100, apoAl y apoE secretadas en la fraccion
de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y en la fraccién de
densidad 1,015 < d < 1,24 g/ml (HDL y VLDL densas) durante los 2
periodos de 24 horas siguientes a la infeccién, compardandose con las
secretadas por hepatocitos sin infectar. Durante el primer periodo de
24 horas la infeccion provoca un descenso en la secrecién tanto de
apoE como del niimero de particulas de VLDL que contienen apoB48,
sin afectar al nimero de VLDL que llevan apoB100. Las VLDL den-
sas contienen sélo apoB48 y apoE y la cantidad de estas apoproteinas
no se modifica; sin embargo, disminuye la cantidad de apoAl y por
tanto de HDL secretadas. Durante el siguiente periodo de 24 horas se
produce un dréstico descenso de todas las apoproteinas encontradas en
ambas fracciones, siendo mas acusado en las de muy baja densidad.
Pese a estos cambios la viabilidad celular no se ve afectada.
Conclusiones. La infeccién de hepatocitos primarios con adenovi-
rus recombinantes promueve un descenso en la secrecion de apoE y
de lipoproteinas, tanto VLDL como HDL, que se acentta con el
tiempo de cultivo.

Financiado por el G.V. S-PRO5SUNOI y SA2005/00240

ALTERACIONES DEL SISTEMA COLINERGICO EN CIRROSIS
HEPATICA

M.S. Garcfa-Ayllén', O. Cauli?, M.X. Silveyra!, R. Jover?,

A. Candela*, A. Compaf*, R. Insausti’, Pérez-Mateo?, V. Felipo®
y J. Séez-Valero!

!Instituto de Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel Herndndez-
CSIC, San Juan de Alicante; *Laboratorio de Neurobiologia, Fundacion
Centro de Investigacién Principe Felipe, Valencia; *Departamento de
Gastroenterologia, Hospital General Universitario de Alicante, Alicante;
“Departamento de Patologia y Cirugia, Universidad Miguel Herndndez,
San Juan de Alicante; *Departamento de Ciencias de la salud y CRIB,
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En pacientes con citrosis hepdtica y en el contexto de una mala fun-
cién hepitica pueden aparecer alteraciones neuroldgicas. Como ocu-
rre en otros trastornos metabodlicos y degenerativos del sistema ner-
vioso central (SNC), en la encefalopatia hepatica (EH) se encuentran
afectados varios sistemas de neurotransmisores. Hasta la fecha exis-
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ten pocos estudios que describan alteraciones del sistema colinérgico
en complicaciones neuroldgicas derivadas de cirrosis. Los niveles co-
rrectos del neurotransmisor acetilcolina en el cerebro se mantienen
gracias a la actividad de dos enzimas: la colinacetiltransferasa
(ChAT), responsable de la sintesis de acetilcolina, y la acetilcolines-
terasa (AChE) encargada de la inactivacién rdpida del neurotransmi-
sor después de su liberacion en las sinapsis colinérgicas. En este estu-
dio hemos analizado la posible afectacion del sistema colinérgico en
ratas con ligadura del conducto biliar (LCB), un modelo animal que
simula la cirrosis biliar primaria del humano, y en muestras de corte-
za de humano con EH obtenidas postmoérten. En ratas LCB, la activi-
dad especifica de AChE mostr6 un incremento significativo del 20%
en comparacién con la obtenida en ratas control “sham’ operadas. En
cambio no se observd alteracién de la actividad ChAT por la LCB.
Este desbalance de enzimas colinérgicas es en parte responsable de la
disminucién del 50% en los niveles de acetilcolina en ratas LCB. Es-
tudios mediante el test de evitacién activa demostraron alteraciones
en el modelo LCB. Cuando a las ratas LCB se les indujo hiperamo-
niemia por la ingesta de amonio (acetato de amonio) los resultados no
difirieron de los obtenidos para LCB, y en animales no intervenidos
quirdrgicamente y con hiperamoniemia inducida por dieta no se ob-
servé cambio alguno respecto a controles. Parece pues que el amonio
no es un factor que contribuya en gran medida a las alteraciones del
sistema colinérgico cerebral asociadas a cirrosis. En lo que respecta a
humanos con EH, en extractos de corteza frontal se obtuvo un au-
mento del 30% en la actividad AChE sin variacién en los niveles de
ChAT. Estos resultados llevan a especular sobre una posible altera-
cién en los niveles del neurotransmisor acetilcolina, responsable, en
parte, del déficit cognitivo observado en pacientes con EH. Ademas
también abre las puertas al posible uso en la terapia de EH de farma-
cos inhibidores de AChE, que restablezcan los niveles de acetilcolina,
tal y como se estdn utilizando para la enfermedad de Alzheimer.

ESTUDIO COMPARADO DEL EFECTO DE DISTINTOS
FLAVONOIDES SOBRE LA FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO Y NITROGENO Y EL ESTADO OXIDATIVO CELULAR
EN UN MODELO DE INFLAMACION IN VITRO EN CELULAS
CHANG LIVER

M.V. Garcia-Mediavilla, S. Sdanchez-Campos, 1. Crespo,
B. Gutiérrez-Fernandez, P. Gonzalez-Sevilla, M.J. Tufién
y J. Gonzdlez-Gallego

Instituto de Biomedicina. Universidad de Leon.

Los flavonoides poseen un gran potencial terapéutico en diversas pa-
tologias, incluyendo las enfermedades hepdticas. El efecto protector
de estas moléculas se debe, en gran medida, a su capacidad antioxi-
dante y antiinflamatoria, condicionada por su estructura quimica.
Objetivos. Comparar, en un modelo de inflamacién in vitro, los
efectos protectores de quercitina, kaempferol, taxifolina y apigenina
sobre la viabilidad celular, la produccién de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno y el estado oxidativo celular.

Metodologia. Se utilizaron células Chang liver tratadas con citoqui-
nas proinflamatorias en presencia o ausencia de quercitina (Q), ka-
empferol (K), taxifolina (T) o apigenina (T) (5-50 mM). La forma-
cién de peréxido de hidrégeno, peréxidos orgdnicos, y peroxinitritos,
asi como de 6xido nitrico y anién superdxido, se estudié mediante ci-
tometria de flujo utilizando los fluor6foros DCFH-DA, DAF-2DA y
DHE, respectivamente. Se utiliz6 la relacion glutatién reducido/oxi-
dado (GSH/GSSG) como marcador de estrés oxidativo.

Resultados. Si bien el tratamiento con la mezcla de citoquinas no
afectd a la viabilidad celular, la apigenina si la disminuy6 de forma
dosis-dependiente respecto a control (Ayy: -35%). El tratamiento de
las células con las citoquinas indujo un incremento de la fluorescen-
cia DCF (+234%). Dicha induccién se redujo mediante el tratamien-
to con quercitina y kaempferol de forma dosis-dependiente (Qs,: -
30%; K, -22%), incrementdndose taxifolina y apigenina (T,
+64%; Ay, +69%). La produccién de anién superéxido también se
incremento tras el tratamiento con las citoquinas (+159%), reducién-
dose con quercitina, kaempferol y taxifolina (Qs,: -43%; Ks,: -43%;
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Ts,: -44%). La formacién de 6xido nitrico aument6 con las citoqui-
nas (+120%), se redujo al administrar quercitina y kaempferol (Qs,: -
18%; K,: -44%) y se incrementd con taxifolina y apigenina (T,
+48%; Ayy: +106%). El tratamiento con la mezcla de citoquinas pro-
voco una disminucion de la relacion GSH/GSSG (-78%), que se re-
virtié parcialmente de forma dosis-dependiente por la quercitina y el
kaempferol (Qyy: +279%; K;,: +113%) y de forma menos marcada
por la apigenina (A, +83%) y la taxifolina (Ts,: +31%).
Conclusiones. Los flavonoides quercitina y kaempferol, similares
estructuralmente, presentan un marcado efecto protector frente al
daflo oxidativo en nuestro modelo in vitro, disminuyendo la forma-
cién de las distintas especies reactivas de oxigeno y nitrégeno y re-
cuperando el glutatién celular, mientras que la taxifolina y en mayor
medida la apigenina parecen mostrar un cierto efecto prooxidante.
*Financiado por el Plan Nacional I+D

Posters cirrosis hepatica
y sus complicaciones

CAR{&CTERIZACI()N DE BIOMARCADORES DE FIBROSIS
HEPATICA EN ORINA

L. Odriozola, E. Santamaria, J. Ferndndez-Irigoyen, J. Mufioz,
L. Sesma, S. Beaumont, J. Prieto y F. Corrales

Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA), Pamplona, Espania.

Las principales condiciones patoldgicas responsables de la progresion
de la cirrosis y el hepatocarcinoma son las infecciones crénicas con
los virus de la hepatitis B (HBV) y C (HCV), y la esteatohepatitis. A
pesar de la diferente etiologia, las enfermedades crénicas de higado
se caracterizan por el desarrollo de fibrosis hepdtica, una acumulacién
de matriz extracelular que conlleva la desorganizacion de la estructu-
ra hepatica. Hoy en dia el método utilizado para la caracterizacién de
la fibrosis es la biopsia de higado, sin embargo, ésta es una técnica in-
vasiva que conlleva cierto riesgo, asi como una gran variabilidad.
Para identificar marcadores de fibrosis hepatica en orina, hemos usa-
do una combinacién de electroforesis en dos dimensiones y espectro-
metria de masas. Se recogieron mds de 50 mililitros de orina de con-
troles sanos y pacientes con fibrosis y se almacenaron a —80°C hasta
su utilizacién. Las muestras de centrifugaron para eliminar los mate-
riales insolubles, se concentraron mediante ultracentrifugacién y las
proteinas se aislaron mediante precipitacién. A partir de estas mues-
tras, se obtuvieron geles 2D que permitian el andlisis de mas de 500
proteinas. De esta manera, se compararon las muestras de 6 controles
y 11 enfermos de fibrosis en estado avanzado (F4 Metavir score), y se
localizaron cuatro proteinas significativamente incrementadas en el
75% de los pacientes de fibrosis hepética. Estas proteinas se identifi-
caron por nanoHPLC-ESI/MS/MS como uromodulina (regulador de
la actividad de citoquinas circulantes), alfa-1-glicoproteina (involu-
crada en la reaccion de fase aguda), proteina de unién a Mac2 (invo-
lucrada en la adhesion celular) y catepsina A (proteasa).

EL GRADIENTE DE PRESION VENOSA HEPATICA (GPVH)
PREDICE LA DESCOMPENSACION CLINICA (DC) EN PACIENTES
CON CIRROSIS COMPENSADA

C. Ripoll'?, R. Groszmann'?, G. Garcia-Tsao'?, N. Grace**,

A. Burroughs®, R. Planas®, A. Escorsell’, J.C. Garcia-Pagan’,
R. Makuch?, D. Patch®, D.S. Matloff*, J. Bosch’ and the Portal
Hypertension Collaborative Group
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School of Medicine, New Haven, Brigham and Women s Hospital,
Boston, *Faulkner Hospital, Jamaica Plain Mass, *Royal Free Hospital
and School of Medicine, London, °Hospital Germans Trias i Pujol,
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Introduccién. La identificacién de factores predictores de DC en
pacientes con cirrosis compensada puede ser de utilidad ya que la

aparicién de descompensaciones va a determinar su supervivencia.
El objetivo del estudio fue identificar factores predictores de DC en
pacientes con cirrosis compensada incluyendo la presion portal de-
terminada por el GPVH.

Métodos. Se analizé una cohorte de 213 pacientes con cirrosis
compensada sin varices incluida en un ensayo clinico disefiado para
evaluar el uso de betabloqueantes en la prevencion del desarrollo de
varices (NEJM 2005;353:2254). A todos los pacientes se les realizo
un estudio hemodindmico hepdtico basal con medicién del GPVH.
Los pacientes fueron seguidos cada 3 meses hasta a) el desarrollo
de varices o hemorragia digestiva por varices, b) el fin del estudio
(09/2002). Para nuestro estudio, completamos la informacién de la
cohorte original de los pacientes para completar su seguimiento
hasta 09-2002 mediante revision de historias clinicas. La variable
principal fue el desarrollo de DC que fue definida por la presencia
de ascitis, encefalopatia hepatica (EH) y/o hemorragia por varices
(HV). Los pacientes que fueron trasplantados se censuraron en el
momento del trasplante. Se elaboraron modelos de regresién de Cox
para identificar los factores predictores de descompensacioén clinica.
Se construyeron curvas ROC y curvas de supervivencia.
Resultados. 62/213 pacientes (29%) desarrollaron DC: 44 (20,7%)
ascitis, 7 (3,3%) HV; 18 (8,5%) EH. Diez pacientes fueron trasplan-
tados y 12 murieron sin DC. La mediana de seguimiento fue 51,1
meses (rango 0-109). El GPVH basal fue de 11 mmHg (rango 6-
25). En el andlisis multivariante, se identificaron 3 factores predic-
tores de DC: GPVH [HR: 1,11 (95% IC 1,05-1,17)]; MELD [HR:
1,15 (1,03-1,29)]; y albimina [HR 0,37 (0,22-0,62)]. La capacidad
diagnéstica del GPVH [estadistico C 0,71 (95% CI 0,64-0,78) fue
mayor que la del MELD [0,64 (0,55-0,72)] y la puntuacién de
Child-Pugh [0,61 (0,52-0,7)]. Un valor de GPVH de 10 mmHg dife-
rencié dos poblaciones con distinta incidencia de DC y con un valor
predictivo negativo del 90%.

Conclusiones. El GPVH, la puntuacién MELD y la albimina son
factores predictores independientes de DC en pacientes con cirrosis
compensada. Los pacientes con un GPVH< 10mmHg tienen un
90% de probabilidad de no desarrollar DC en un tiempo mediano de
seguimiento de 4 afios.

DETECCION DE EDEMA CEREBRAL DE BAJO GRADO EN
PACIENTES CON ENCEFALOPATIA HEPATICA AGUDA

M.J. Poveda', A. Bernabeu?, E. Roa?, L. Concepcién?,

E. de Madaria!, P. Zapater® y R. Jover!
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Universitario de Alicante, *Departamento de Farmacologia Clinica.
Hospital General Universitario de Alicante.

Introduccién. La encefalopatia hepatica es una complicacion fre-
cuente de la cirrosis hepdtica. Recientemente se ha propuesto la im-
plicacién del edema cerebral de bajo grado como elemento clave en
su fisiopatologia

Objetivos. El objetivo del estudio es valorar la existencia de edema
cerebral en pacientes con encefalopatia hepdtica, utilizando para
ello aplicaciones de la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y es-
pectroscopia.

Meétodos. Se incluyeron 20 pacientes cirrticos hospitalizados con
encefalopatia hepatica aguda (EHA), a los que se realiz6 RMN con
espectroscopia en el momento de la EHA. En un subgrupo de ellos
(n =5) se realizé el mismo estudio 5 dias después de la resolucién
del episodio agudo (EHS). Ademds se incluyeron 18 controles (9
sanos y 9 cirréticos sin encefalopatia (CH)). En la RMN se determi-
naron, en la sustancia gris parietal, la tasa de transferencia de mag-
netizacion (MTR), cuyo descenso traduce un aumento del contenido
en agua cerebral; y el coeficiente de difusion aparente (ADC), cuya
variacién apoya la existencia de edema cerebral. En la espectrosco-
pia se determinaron niveles de glutamina y mio-inositol.
Resultados. Se observa un descenso significativo de la MTR duran-
te el episodio de EHA (EHA: 52,8 + 3,3; CH: 57,8 + 4,9; sano 59,1
+2.7; p <0,05). No hay cambios significativos en MTR a los 5 dias
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del episodio de EHA. En cuanto al ADC, no se han encontrado dife-
rencias entre los grupos de EHA, controles cirrdticos y controles sa-
nos. En cambio, se ha observado un descenso significativo en el
ADC en sustancia gris a los 5 dias respecto al inicio de la EHA
(EHA: 1136 + 138; EH5: 990 + 147; p = 0,04), lo que sugiere la re-
solucién de un edema vasogénico. Se observa una correlacion signi-
ficativa entre MTR y ADC en sustancia gris en pacientes con EHA.
En el estudio espectroscopico, encontramos un aumento de glutami-
na en EHA (EHA 4.0; CH 2.8; sano 1,8; p = 0,0001) y un descenso
de mio-inositol (EHA: 0,4; CH 0,3; sano 0,7; p = 0,02). Se observa
una correlacion significativa en pacientes con EHA entre MTR y
glutamina (r —0,531) y entre ADC y glutamina (r -0,424).
Conclusion. En el episodio de encefalopatia hepética aguda se ob-
servan signos de edema cerebral de bajo grado. Este edema ocurre
en presencia de un aumento en la glutamina y un descenso en el
mio-inositol intracerebral. El edema cerebral vasogénico inicia su
resolucion en los primeros dias tras la desaparicion de los sintomas
de encefalopatia.

RESPUESTA AGUDA A PROPRANOLOL Y RIESGO DE
HEMORRAGIA POR HIPERTENSION PORTAL

V. la Mura, J.G. Abraldes, O. Retto, P. Bellot, S. Raffa,
J.C. Garcia-Pagén y J. Bosch

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinic. Universidad de Barcelona.

En pacientes con cirrosis tratados con beta-bloqueantes + nitratos
para prevenir la hemorragia por varices un descenso en el gradiente
de presion venosa hepatico (GPVH) de mads del 20% o a < 12
mmHg se asocia con un menor incidencia de primera hemorragia o
recidiva hemorrdgica. Sin embargo, la evaluacién de la respuesta al
tratamiento farmacoldgico requiere la realizacién de dos cateteris-
mos. El objetivo del presente estudio fue evaluar si la respuesta
aguda del GPVH 20 min tras la inyeccidn i.v. de propranolol en el
estudio pre-tratamiento puede predecir el riesgo de hemorragia.
Meétodos. Se estudiaron retrospectivamente 97 pacientes consecuti-
vos con cirrosis y varices esofdgicas en los que se evalud la res-
puesta aguda a propranolol (0,15 mg/kg) y que recibieron posterior-
mente tratamiento farmacolégico para prevenir la hemorragia. El
seguimiento fue de 4 afos.

Resultados. 26 pacientes desarrollaron hemorragia por hipertension
portal. Los criterios cldsicos de respuesta al tratamiento farmacol6-
gico (descenso en el GPVH del 20% y/o a < 12 mmHg) aplicados a
la respuesta aguda no tuvieron valor predictivo de hemorragia. El
valor de respuesta aguda que mejor discriminaba el riesgo de hemo-
rragia en el seguimiento fue 12,5%, por lo que este valor se utilizé
para clasificar a los pacientes como respondedores (R; n = 58) o no
respondedores (NR; n = 39). La probabilidad de presentar hemorra-
gia por hipertension portal a los 4 afios fue 50% en los NR vs 22%
en los R. En el andlisis univariado el grupo de Child-Pugh, MELD,
la presencia de signos rojos en las varices, antecedente de hemorra-
gia por varices, tamaio de las varices y respuesta aguda a proprano-
lol se asociaron significativamente con el riesgo de hemorragia. En
el andlisis multivariado el Child-Pugh, la presencia de signos rojos
en las varices y la respuesta aguda a propranolol se asociaron de
forma independiente con el riesgo de hemorragia. La curva ROC
del modelo predictivo incluyendo estas variables mostré6 un AUC
de 0,793, significativamente mejor que la de un modelo predictivo
formado exclusivamente con Child-Pugh y signos de riesgo (AUC:
0,727; p = 0,038). Con estas tres variables se pudo clasificar a los
pacientes en 8 categorfas de riesgo (tabla). El valor discriminativo
de la respuesta aguda a propranolol se limit6 a los pacientes sin sig-
nos rojos (el 75% de los pacientes de nuestra muestra), cualquiera
que fuese el grado de Child-Pugh.

Conclusion. En pacientes sin signos rojos endoscépicos sobre las
varices la respuesta aguda a propranolol permite identificar un sub-
grupo de pacientes con un riesgo especialmente alto de hemorragia a
pesar de tratamiento farmacolégico para prevenirla. El hecho que la
evaluacion de la respuesta aguda requiera un solo cateterismo podria
mejorar la relacién coste/efectividad de los estudios hemodinamicos.
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Tabla: Probabilidad actuarial de hemorragia a los 4 a.

Child A Child BC
Resp No Resp Resp No Resp
No signos rojos 0% 39% 17% 58%
Signos rojos 51% 33% 75% 100%

EVOLUCION ESPONTANEA DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA
MINIMA

D. Nuifiez, J. Cérdoba, R. Jover, J. del Olmo, R. Rey,

E. Madaria, C. Montoliu, M. Ramirez, M. Flavia, L. Company,
J.M. Rodrigo, V. Felipo y M. Romero Gémez

UGC Enfermedades Digestivas. Hospital Universitario de Valme.
Sevilla. Servicio de Medicina Interna-Hepatologia. Hospital Vall
d’Hebron. Barcelona. Servicio de Gastroenterologia. Hospital General
de Alicante. Alicante. Servicio de Hepatologia. Hospital Clinico
Universitario de Valencia. Laboratorio de neurociencias. Centro de
Investigacion Principe Felipe. Valencia.

Propésito. Conocer la evolucion espontdnea de la EHM, detectada
mediante tests psicométricos (escala PHES) y de la medicién de la
frecuencia critica de parpadeo (FCP).

Pacientes y métodos. Incluimos 114 pacientes con cirrosis hepatica y 103
controles estudiados en cuatro hospitales espafioles. Se practicé estudio
basal de funcién hepética (Child-Pugh y MELD), se midi6 la FCP (Hepa-
tonorm ®, Freiburg, Alemania) y se realizaron los tests psicométricos
(TCN-A, TCN-B, TSN, TPS, TLQ). Se realizé seguimiento clinico para
valorar el desarrollo de EH, complicaciones (ascitis, hemorragia por vari-
ces o hepatocarcinoma) necesidad de trasplante y supervivencia, y a los 12
meses se repiti6 el estudio en una endocohorte de 60 pacientes que no de-
sarrollaron complicaciones de la cirrosis. Consideramos MHE cuando el
resultado de la baterfa PHES fue inferior a -4 puntos corregidos por las ta-
blas de normalidad para la poblacién espafiola (http://www.redeh.org/).
Consideramos FCP alterado si era inferior a 38 Hz.

Resultados. La FCP fue significativamente mds baja en pacientes con
EHM que en cirréticos sin EHM o controles sanos. La FCP correlacio-
n6 con el PHES (r = 0,54; p < 0,001). Tanto la EHM (log-rank: 11,7; p
< 0,001) como una FCP alterada (log-rank: 14,2; p < 0,001) se acompa-
fiaron de un riesgo aumentado de desarrollar EH en el seguimiento. En
el analisis multivariado utilizando regresién de Cox la FCP alterada y
el Child-Pugh B/C fueron las variables independientes asociadas con el
riesgo de desarrollar EHM. El Child-Pugh fue la tnica variable que se
asoci6 independientemente con la supervivencia. En la cohorte de 60
pacientes en los que se repitio el estudio, 33 pacientes estaban en Child
A 'y 27 en Child B. Presentaban PHES alterados 18/60 (30%), FCP al-
terado: 21/60 (36%). En el segundo estudio presentaban PHES altera-
dos (12/60 (20%) y FCP alterado 23/60 (38,3%). Desarrollaron EHM 7
pacientes y la EHM basal desaparecié en 10 casos. No encontramos
factores relacionados con la aparicion de EHM (EH previas, Child,
MELD, tamaiio varices es6fago-gastricas, etiologia alcohdlica, sexo).
Conclusiones. Tanto la alteracion de los PHES (EHM) como de la
FCP predicen riesgo de EH clinica pero no supervivencia. En pa-
cientes cirréticos compensados la EHM puede desaparecer esponta-
neamente en un tercio de los pacientes y aparecer en la cuarta parte
de los pacientes sin EHM en un afio de seguimiento. Estos datos so-
bre la evolucién espontdnea de la EHM, se han de tener en cuanta
cuando se disefien ensayos clinicos para el tratamiento de la EHM.
Agradecimiento: Red EH G03/155, PI040384

SOBRECARGA DE HIERRO E INCIDENCIA DE PERITONITIS
BACTERIANA ESPONTANEA EN PACIENTES CIRROTICOS CON
ASCITIS

A. Pardo, J. Ortega y E. Quintero

Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario de Canarias. La
Laguna. Tenerife.

La sobrecarga de hierro produce diversas alteraciones inmunol6gi-
cas (disfuncién de macréfagos y neutréfilos, inhibicién de la proli-
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feracion linfocitaria) que predisponen a la aparicién de infecciones
bacterianas. En otras situaciones, la ferritina sérica se ha mostrado
como un factor predictivo de infecciones bacterianas. Este aspecto
no ha sido estudiado en la cirrosis.

Objetivo. Evaluar el valor de la ferritina sérica como variable pre-
dictiva de la aparicién de peritonitis bacteriana espontdnea (PBE)
en pacientes cirréticos con ascitis.

Pacientes y métodos. Se incluyeron de forma consecutiva (1998-
2005), tras su ingreso hospitalario por primera descompensacién as-
citica a 177 pacientes cirréticos (edad media 59 + 12 afios) que fue-
ron seguidos prospectivamente hasta la aparicion de PBE o muerte
(tiempo medio de seguimiento 24 + 19 meses). En el momento de la
primera valoracién 29 pacientes (16%) eran Child-Pugh A, 108
(61%) Child-Pugh B y 40 (23%) Child-Pugh C. La etiologia de la
cirrosis fue alcohdlica en 126 casos (71%). Se determind la ferritina
sérica en la primera valoracion y semestralmente durante el segui-
miento. Se defini6 hiperferritinemia como ferritina sérica superior a
500 ng/ml. Se evalud la supervivencia libre de PBE mediante el mé-
todo de Kaplan-Meier y se compararon las curvas de supervivencia
entre pacientes con y sin hiperferritinemia (log-rank test). Se eva-
luaron las variables predictivas de aparicion de PBE mediante el
modelo de regresion de Cox.

Resultados. 79 pacientes (45%) presentaban hiperferritinemia en el
momento de la inclusién. Las puntuaciones medias de Child-Pugh
(8,9 = 1,8 frente a 7,8 = 1,7; p < 0,001) y de MELD (7,56 + 16 vs
6,51 = 11; p < 0,01) fueron significativamente superiores a las obte-
nidas en pacientes sin hiperferritinemia. 43 pacientes (24%) presen-
taron PBE durante el seguimiento, con una incidencia significativa-
mente superior en aquellos con hiperferritinemia (32% frente a 18%;
p = 0,04). La supervivencia libre de PBE en el grupo con hiperferri-
tinemia fue significativamente inferior a la observada en los pacien-
tes sin hiperferritinemia (47 frente a 75 meses; log rank = 0,003). Es-
tas diferencias en supervivencia se mantuvieron tras estratificar por
indice de Child y por persistencia o no del consumo de alcohol du-
rante el seguimiento. En el andlisis de regresién de Cox, la concen-
tracién baja (< 1 g/dl) de proteinas en liquido ascitico, la puntuacién
del indice de MELD Yy la presencia de hiperferritinemia (RR 2,3 [IC
95% 1,2-4,2]; p = 0,008) se mantuvieron como factores predictivos
independientes de la aparicién de PBE durante el seguimiento.
Conclusiones. La hiperferritinemia se asocia a una mayor probabi-
lidad de aparicién de PBE, que es independiente del grado de insu-
ficiencia hepdtica y de la persistencia del consumo de alcohol. Estos
resultados sugieren que la deplecién de la sobrecarga de hierro po-
drfa incidir en el riesgo de aparicion de PBE.

CAPACIDAD PREDICTIVA DE LA RESPUESTA AGUDA A 3b-
BLOQUEANTES EN LA PROFILAXIS PRIMARIA

DE LA HEMORRAGIA VARICOSA. RESULTADOS FINALES

DE UN ESTUDIO PROSPECTIVO

C. Aracil, A. Colomo, I. Ordés, C. Guarner, A. Gallego,

X. Torras, C. Villanueva y J. Balanzo

Unidad de Sangrantes. Servei Patologia Digestiva. Hospital Sant Pau.
Barcelona.

La respuesta al tratamiento farmacoldgico de la hipertension portal,
se considera adecuada cuando en el estudio control, efectuado 1-3
meses después del basal, el gradiente de presion portal (GPP) dis-
minuye a < 12 mmHg o > 20%. En distintos estudios, se ha estable-
cido solidamente que los respondedores tienen un bajo riego de he-
morragia y mejor supervivencia. La identificacion de los
no-respondedores puede permitir un tratamiento de rescate. Sin em-
bargo, el requerir una hemodindmica de control expone a un perio-
do de riesgo que podria obviarse y expone a un segundo estudio in-
vasivo. El objetivo del presente estudio consistié en evaluar si la
respuesta a la administracién aguda de propranolol, en un tnico es-
tudio hemodindmico, puede proporcionar informacién pronostica.

Métodos. Se incluyeron 88 pacientes con cirrosis y varices esofagi-
cas grandes, sin antecedentes de hemorragia previa. En todos ellos
se efectudé un estudio hemodindmico con determinacién del GPP.

Tras las determinaciones basales se administraron 0,15 mg/kg i.v.
de propranolol y se repitieron las determinaciones 20 minutos des-
pués. Posteriormente se inicié tratamiento crénico con nadolol para
la profilaxis de hemorragia varicosa y se efectué un segundo estu-
dio hemodindmico 1 a 3 meses después. Se defini6 como respuesta
hemodindmica el descenso del GPP a < 12 mmHg o > 20% del ba-
sal. Se incluyeron 88 pacientes con cirrosis y varices esofdgicas
grandes, sin antecedentes de hemorragia previa. En todos ellos se
efectud un estudio hemodindmico con determinacién del GPP. Tras
las determinaciones basales se administraron 0,15 mg/kg i.v. de
propranolol y se repitieron las determinaciones 20 minutos después.
Posteriormente se inicié tratamiento crénico con nadolol para la
profilaxis de hemorragia varicosa y se efectué un segundo estudio
hemodinamico 1 a 3 meses después. Se definié como respuesta he-
modindmica el descenso del GPP a < 12 mmHg o > 20% del basal.
Resultados. Durante un tiempo de seguimiento medio de 36+/-27
meses, 14 pacientes (16%) presentaron hemorragia y 14 fallecieron.
Treinta pacientes (34%) fueron respondedores a la administracion
aguda de b-bloqueantes. La probabilidad actuarial de hemorragia
fue significativamente menor en los respondedores agudos que en
los que no lo fueron (7% vs 23% a 30 meses, P = 0,01). La probabi-
lidad de fallecimiento también fue significativamente menor en los
respondedores agudos (7% vs 31% a 30 meses, P < 0,01). Se efec-
tud un segundo estudio hemodindmico para determinar la respuesta
crénica al tratamiento en 60 pacientes, 18 de los cuales (30%) fue-
ron respondedores cronicos. Se observé una correlacion significati-
va entre las variaciones aguda y crénica del GPP con b-bloqueantes
(r =0,7, P < 0,001). Siete pacientes fueron respondedores agudos
pero no crénicos. En 6 de ellos (86%) se observé un descenso del
GPP del 10% al 20% en el estudio crénico. Empleando curvas ROC
el descenso del GPP del 10% fue el mejor valor de corte para la pre-
diccién de hemorragia, tanto en el estudio agudo como en el créni-
co. Durante un tiempo de seguimiento medio de 36+/-27 meses, 14
pacientes (16%) presentaron hemorragia y 14 fallecieron. Treinta
pacientes (34%) fueron respondedores a la administracion aguda de
b-bloqueantes. La probabilidad actuarial de hemorragia fue signifi-
cativamente menor en los respondedores agudos que en los que no
lo fueron (7% vs 23% a 30 meses, P = 0,01). La probabilidad de fa-
llecimiento también fue significativamente menor en los responde-
dores agudos (7% vs 31% a 30 meses, P < 0,01). Se efectud un se-
gundo estudio hemodindmico para determinar la respuesta crénica
al tratamiento en 60 pacientes, 18 de los cuales (30%) fueron res-
pondedores crénicos. Se observé una correlacion significativa entre
las variaciones aguda y crénica del GPP con b-bloqueantes (r = 0,7,
P < 0,001). Siete pacientes fueron respondedores agudos pero no
crénicos. En 6 de ellos (86%) se observo un descenso del GPP del
10% al 20% en el estudio crénico. Empleando curvas ROC el des-
censo del GPP del 10% fue el mejor valor de corte para la predic-
cién de hemorragia, tanto en el estudio agudo como en el crénico.
Conclusiones. La evaluacion de la respuesta a la administracién
aguda de b-bloqueantes, en un unico estudio hemodindmico, puede
proporcionar una informacioén pronostica suficientemente valida en
la profilaxis primaria de la hemorragia varicosa. La evaluacion de la
respuesta a la administracién aguda de b-bloqueantes, en un tnico
estudio hemodindmico, puede proporcionar una informacién pro-
nostica suficientemente vélida en la profilaxis primaria de la hemo-
rragia varicosa.

EL TRATAMIENTO CON LIGADURA DE VARICES ESOFAFICAS
COMPARADO CON LA ESCLEROSIS DISMINUYE

LA MORTALIDAD A LAS 6 SEMANAS TRAS UN EPISODIO

DE HEMORRAGIA POR VARICES

S. Augustin', L. Muntaner', A. Gonzélez!, E. Saperas?

y J. Gesnesca!

'Medicina Interna-Hepatologia Vall d 'Hebron. *Digestivo Vall
d’Hebron.

Objetivo. Identificar factores prondsticos de recidiva hemorragica y
muerte a las 6 semanas en pacientes cirréticos con hemorragia por
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varices esofagicas, utilizando variables poco analizadas (edad, co-
morbilidades —HIV, EPOC-, grado de varices, MELD, etiologia,
tipo de tratamiento endoscépico).

Pacientes y métodos. Se incluyeron de manera prospectiva 198
episodios consecutivos de hemorragia por varices esofagicas ingre-
sados en la Unidad de Sangrantes de nuestro centro entre enero de
2001 y octubre de 2006. Realizamos una regresién logistica uni y
multivariante para identificar factores prondsticos de recidiva y
muerte a las 6 semanas.

Resultados. Se registraron 52 muertes (26%) y 46 recidivas hemorragi-
cas (24,5%). Excluyendo los 26 pacientes con hepatocarcinoma, la mor-
talidad bajaba al 21,5%. Fueron factores independientes de riesgo de re-
cidiva a las 6 semanas la presencia de trombosis portal y la etilogia
alcohol+VHC. Los factores asociados a mortalidad fueron: fallo de con-
trol de la hemorragia, hepatocarcinoma, infeccién durante el ingreso, re-
cidiva a las 6 semanas y grado de varices. Excluyendo los pacientes con
hepatocarcinoma, la puntuacion de Child se asociaba de forma indepen-
diente a la mortalidad, mientras que el tratamiento mediante ligadura de
varices en la fase aguda era un factor protector de muerte a las 6 sema-
nas (OR 0,198, p = 0,03). De hecho, los pacientes tratados con ligadura
presentaron una mortalidad a las 6 semanas del 10%, muy inferior al
28% de los pacientes tratados con esclerosis de varices (p = 0,02).
Conclusion. Tras un episodio de hemorragia por varices esofdgicas,
ademads de los factores cldsicos asociados a recidiva y muerte a las 6
semanas encontrados, nuestros datos sugieren que la ligadura de va-
rices en la fase aguda disminuye la mortalidad a las 6 semanas com-
parado con la esclerosis.

EL GRADIENTE DE PRESION VENOSA HEPATICA

ES UNA VARIABLE}PREDICTIVA INDEPENDIENTE DE PRIMERA
DESCOMPENSACION EN PACIENTES CON CIRROSIS POR

EL VIRUS C DE LA HEPATITIS

D. Rincoén, O. Lo Iacono, A. Hernando, J. Gémez, M. Salcedo,
M.V. Catalina, C. Sanz, G. Clemente, A. Matilla, O. Nufez

y R. Bafiares

Hospital General Universitario Gregorio Maraiion. Madrid.

Antecedentes. En pacientes con cirrosis por virus C, el desarrollo
de la primera descompensacién implica un cambio en la evolucién
de su enfermedad y un prondéstico significativamente peor. El gra-
diente de presién venosa hepética (GPVH) y el MELD son varia-
bles predictivas independientes de mortalidad en pacientes descom-
pensados. Sin embargo, no se conocen con precision las variables
que predicen la primera descompensacion.

Objetivo. Determinar la capacidad del GPVH como variable pre-
dictiva de primera descompensacién en pacientes con cirrosis por
virus C.

Meétodos. Se incluyeron todos los pacientes con hepatitis cronica por vi-
rus C (HCC) que recibieron un estudio hemodinamico hepatico (EHH)
entre 1/2001-12/2005. Se defini6 primera descompensacién como apari-
cion de ascitis, hemorragia varicosa o encefalopatia en pacientes previa-
mente compensados. Se realizaron analisis uni/multivariante para deter-
minar las variables predictivas de primera descompensacion.
Resultados. 364 pacientes con HCC recibieron un EHH; se excluye-
ron 20 por carencia de seguimiento adecuado y 37 por ausencia de
cirrosis. De los 307 pacientes finalmente incluidos, 145 (47%) esta-
ban compensados en el momento del EHH, y 162 (53%) habian teni-
do descompensaciones previas. Los pacientes descompensados pre-
sentaron varices con mayor frecuencia (84% vs 34%, p = 0,0001),
una puntuacién MELD superior [14,4 (6,4) vs 9,8 (4,7), p = 0,0001]
y un mayor trastorno hemodinamico [GPVH, 19,1 (5,3) vs 13 (6,3)
mmHg, p = 0,0001; PAM, 81(17) vs 91(19) mmHg, p = 0,0001; GC
7,3 (2,1) vs 6,6 (1,9) L/min, p = 0,054]. Tras una mediana de segui-
miento de 18,3 (1-96,2) meses, 28/145 (19,5%) pacientes compensa-
dos presentaron su primera descompensacion: ascitis, 24 (86%); en-
cefalopatia, 3 (11%); y hemorragia varicosa, 1 (3%). La probabilidad
actuarial de descompensacion fue de 12%-22%-37% a 1-2-3 afios.
Las variables asociadas a primera descompensacion en el andlisis
univariante: INR [HR 4,49 (1,45-13,93), p = 0,005]; bilirrubina [HR
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1,21 (1,08-1,35), p = 0,0001]; sodio [HR 0,89 (0,8-0,97), p = 0,035];
albiimina [HR 0,47 (0,28-0,77), p = 0,003]; MELD [HR 1,094 (1,02-
1,16), p = 0,004]; y GPVH [HR 1,071 (1,01-1,13), p = 0,018] se in-
cluyeron en el andlisis multivariante, excepto INR y bilirrubina por
pertenencia al MELD. Se asociaron independientemente a primera
descompensacién: sodio [HR 0,88 (0,78-0,99), p = 0,04]; MELD
[HR 1,073 (1,01-1,14), p = 0,026]; y GPVH [HR 1,069 (1,01-1,13),
p = 0,03]. La probabilidad actuarial de primera descompensacion en
pacientes con GPVH < 10 fue de 3%-6%-12% a 1-2-3 afios, frente al
14%-30%-50% en paciente con GPVH > 10 [HR 4,47 (1,35-14,84),
p = 0,0055]. El valor predictivo negativo para primera descompensa-
cion de un GPVH < 10 es 93,5%.

Conclusién. /) El GPVH, ademds de la puntuacién MELD y el so-
dio sérico, es una variable predictiva independiente de primera des-
compensacion en pacientes con cirrosis compensada por el virus C.
2) El riesgo de descompensacion a 3 afios en pacientes con GPVH <
10 mmHg es muy bajo.

VALIDACION EXTERNA DE LA ELASTOGRAFIA DE TRANSICION
(FIBROSCAN@) PARA LA VALORACIQN DE LA FIBROSIS
HEPATICA DE DISTINTAS ETIOLOGIAS

J.C. Marin Gabriel', J. de la Cruz Bértolo?, I. Ferndndez
Vézquez', A. Martin Algibez', R. Mufioz Gémez!, J.D. F.
Colina Ruizdelgado® y J.A. Solis Herruzo!

IServicio de Medicina de Aparato Digestivo. *Unidad de Epidemiologia
Clinica. *Servicio de Anatomia Patolégica. Hospital Universitario 12 de
Octubre. Madrid.

Objetivos. La elastografia de transicion permite cuantificar el grado
de fibrosis hepética (FH) de manera no traumadtica. El objetivo de
este estudio es evaluar la validez del FibroScan® (FS) para cuantifi-
car el grado de FH independientemente de la etiologia utilizando
dos puntos de corte diferentes ya publicados.

Pacientes y métodos. Se incluyeron 110 pacientes consecutivos so-
metidos a un biopsia hepdtica - BH (percutdnea n = 109 o transyu-
gular n = 1) por distintos motivos. Para estadificar el grado de fibro-
sis en las muestras histoldgicas se utilizé la clasificacion de
Scheuer. El estudio con FS se realizé el mismo dia de la BH. Se
evaluaron los parametros de sensibilidad (S), especificidad (E), va-
lores predictivos positivos y negativos (VPP y VPN, respectiva-
mente) asi como la razén de verosimilitud positiva (RVP).
Resultados. La distribucién por sexos fue: 60,4% H'y 39,6% M. La
mediana de edad fue de 47 afios (rango: 21 - 74). Los motivos de pe-
ticién de la BH fueron: VHC (n = 68; de los cuales VIH positivos n
= 22), hepatopatia grasa (n = 13), en injerto (n = 26; de los cuales
VHC n = 12), VHB (n = 7) y otras (n = 16). En 38 pacientes se en-
contraron 2 causas de hepatopatia y 3 etiologias en 2 de los casos. La
medicién de la elasticidad (EL) con el FS se logré obtener en 103
pacientes (93,6%) con una mediana de 5,85 kPa (rango: 2,9 — 54,3).
El porcentaje de éxito en las 10 mediciones realizadas fue > 60% en
87 pacientes (83,6% de los casos en los que se pudo realizar el FS).
Cuando se emplearon los puntos de corte publicados por Castera et
al. para F> 2 y EL > 7.1, los resultados de S, E, VPP, VPN y RVP
fueron: 70,8%; 79,7%; 51,5%; 90% y 3,5 respectivamente. Para F>
3y EL =2 9,5 KPa, los valores fueron: 83,3%; 86,8%; 45,4%; 97,5%
y 6,3 respectivamente. Para F4 y EL > 12,5 KPa, los resultados fue-
ron: 75%; 87,8%; 20%; 98,9% y 6,2 respectivamente. Cuando se
emplearon los puntos de corte publicados por Ziol et al. para F >2 y
EL > 8,8, los datos obtenidos fueron: 66,7%; 87,3%; 61,5%; 89,6%
y 3,5 respectivamente. Para F> 3 y EL > 9,6 KPa, los valores no se
modificaron respecto a los obtenidos con el otro punto de corte para
ese grado de fibrosis. Para F4 y EL > 14,6 KPa, los resultados fue-
ron: 75%; 92,9%; 30%; 99% y 10,6 respectivamente.

Conclusion. El FS en un método simple para cuantificar el grado de
FH independientemente de la causa de hepatopatia. Los pardmetros
de validez de la prueba son similares a los publicados previamente
aunque la graduacién de la FH se lleve a cabo con una clasificacién
diferente a la METAVIR. Los elevados resultados de E 'y VPN indi-
can que se trata de una prueba muy util para valorar el grado de FH.
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ACTIVACION DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO EN PACIENTES
CON CIRROSIS Y ASCITIS EN RESPUESTA A LA PRESENCIA

DE ADN BACTERIANO

R. Francés, J.M. Gonzélez-Navajas, P. Zapater, C. Mufioz,

R. Caiio, S. Pascual, M. Pérez-Mateo y J. Such

Unidad Hepdtica, Hospital General Universitario Alicante, Esparia.

La activacion del Sistema del Complemento (SC) inicia una res-
puesta inmune inespecifica que incluye la opsonizacion y fagocito-
sis de bacterias. La proteina C3 es un factor predictivo del desarro-
llo de peritonitis bacteriana espontdnea (PBE) en los pacientes con
cirrosis. El SC puede ser activado por lipopolisacarido, pero se des-
conoce el comportamiento del SC en respuesta a otros antigenos
como el ADN bacteriano (ADNbact) y a su posible variabilidad con
respecto al tipo de bacteria origen (Gram+/-).

Objetivo. Evaluar la activacion de las proteinas del SC en respuesta
a la presencia de ADNbact en suero y LA de pacientes con cirrosis
y ascitis con cultivo negativo.

Pacientes y métodos. Pacientes con cirrosis y ascitis con cultivo
negativo fueron incluidos en el estudio. Los grupos I y II estuvieron
formados por pacientes sin/con ADNbact, respectivamente, identifi-
cado por mediante broad-range PCR del gen 16SrRNA de procario-
tas y andlisis por secuenciacion. El grupo III incluyé pacientes con
PBE y el grupo IV pacientes en DIS con norfloxacina. La activa-
cién del SC se puede evaluar mediante la degradacién de sus com-
ponentes y el acimulo de sus residuos truncados (C3b, C5a y com-
plejo de ataque a membrana —CAM-). Su valoracién en suero y LA
se realiz6 mediante ELISA y se determinaron correlaciones entre
grupos y muestras.

Resultados. Las tablas 1A y 1B resumen los valores en suero y LA
de pacientes distribuidos en los grupos de estudio. El analisis de los
grupos II y III de acuerdo con la clasificaciéon de Gram no revel6 di-
ferencias significativas para ninguno de los factores del SC (Tabla 2).
Conclusiones. El ADNbact es capaz de inducir la degradacion de
proteinas del SC en pacientes con ascitis no infectada de forma in-
dependiente de endotoxina. La presencia de ADNbact en un subgru-
po de estos pacientes causa una respuesta de este sistema similar a
la observada en pacientes con PBE.

Tabla 1A.
Grupo I (n=19) Grupo II (n = 16)
Suero FA Suero FA
C3b (ug/mL) 81,61 £24,11 89,47 +5,19 115,64 +21,06% 127,98 +2281*

CAM (ng/mL) 99,57 +25,83 98,71 + 15,44 152,42 +37,76* 141,82 +34,54*
C5a(ng/mL) 80,83 £24,34 87,97 +36,15 99,81+24,02 110,18 +25,76

Valores expresados como media + desviacion estandar; *p < 0,05 comparado con

el grupo I

Tabla 1B.

Grupo III (n =9) Grupo IV (n=9)
Suero FA Suero FA

C3b (ug/mL) 132,28 + 41,24*143,55 + 37,73* 83,18 + 15,39 94,97 + 17,78
CAM (ng/mL) 150,70 + 51,56* 141,70 + 53,34* 96,88 + 13,55 93,18 +20,32
C5a (ng/mL) 118,15 +28,77 118,58 £31,25 78,67 +21,58 85,54 +22,11

Valores expresados como media + desviacion estandar; *p < 0,05 comparado con
el grupo I

Tabla 2.
Grupo II (ADNbact +) Grupo III (SBP)
Gram — (15)  Gram + (6) Gram — (7) Gram+ (2)
Suero C3b (ug/mL) 11526 +22,98 116,68 + 17,53 123,57 +37,50 162,80 + 52,75

Suero CAM (ng/mL) 148,51 +36,26 164,18 +4542 144,98 +53,20 170,75 + 57,06

Suero C5a (ng/mL) 96,43 +23,87 109,98 +24,74 114,93 +29,30 129,45 + 33,87
FA C3b (ug/mL) 126,91 £22,82 130,95 +26,04 143,41 +36,27 142,30 + 59,11
FA CAM (ng/mL)  14732+34,03 12835+3741 15635+5143 9044 +11,79
FA C5a (ng/mL) 106,15+ 19,12 122,28 +41,46 126,09 +31,18 92,32 + 14,45

Valores expresados como media + desviacion estandar; FA: fluido ascitico.

NUEVAS TECNICAS DE RESONANCIA MAGNETICA REVELAN
HALLAZGOS COMPATIBLES CON ATROFIA CEREBRAL EN
PACIENTES CON CIRROSIS

M.E. Baccaro!, M. Guevara', B. Gémez-Anson?, C. Testa?,

A. Torre!, G. C Monté-Rubio?, M.N. Pépin!, M. Martin-Llahi’,
C. Terra!, V. Arroyo' y P. Gings'

Unidad de Hepatologia' y Servicio de Radiologia®. Hospital Clinic
Barcelona. Centro S. Giovanni di Dio-Fatebenefratelli. Brescia®.

La encefalopatia hepdtica se considera una alteracion funcional y re-
versible de la funcion cerebral. Sin embargo, estudios anatomopatol6-
gicos y morfolégicos mediante TAC cerebral sugieren que los pacien-
tes con cirrosis presentan alteraciones organicas cerebrales
consistentes en atrofia y alteraciones estructurales de las células cere-
brales. No obstante, la localizacién e intensidad de estos posibles cam-
bios estructurales cerebrales asi como su posible relacion con la seve-
ridad de la cirrosis no se ha investigado. En este estudio aplicamos
técnicas de resonancia magnética (RM), que se han utilizado para eva-
luar enfermedades degenerativas (enfermedad de Alzheimer), a pa-
cientes con cirrosis hepdtica. Se realizé una RM cerebral a 60 pacien-
tes con cirrosis hepética en diferentes estadios de la enfermedad (19
Child A, 17 Child B y 24 Child C) y a 51 sujetos sanos pareados por
edad y sexo. La imdgenes se analizaron usando el método de Sienax,
que es un método que cuantifica volimenes cerebrales, y el método de
morfometria basada en voxel (voxel-based morphometry -VBM-), que
permite evaluar la pérdida de densidad de la sustancia blanca y gris en
distintas dreas del cerebro. Los pacientes con cirrosis presentaron un
volumen cerebral total significativamente inferior al de los sujetos sa-
nos (1206 + 72 vs 1273 + 65, respectivamente; p < 0,001); ademads, los
volimenes de sustancia gris y blanca también fueron inferiores en los
pacientes con cirrosis. El uso del VBM identificé areas de disminu-
cién de densidad compatibles con pérdida de sustancia gris y blanca,
en diversas zonas cerebrales, en particular el I6bulo frontal y occipital
y el girus cingulado (Figura: RM de pacientes con cirrosis: las dreas de
colores representan areas de disminucién de densidad). Estos cambios
fueron mas intensos en los pacientes con cirrosis alcohélica, aunque
también estaban presentes en la cirrosis por virus de la hepatitis C, y se
correlacionaron con la severidad de la cirrosis, estimada por la clasifi-
cacion de Child-Pugh, y la encefalopatia hepatica. En conclusion, la
aplicacion de técnicas avanzadas de RM revela la existencia de areas
cerebrales con disminucién de densidad que se correlacionan con la
etiologia de la cirrosis, su severidad y la presencia de encefalopatia he-
patica. Estos hallazgos podrian ser relevantes en el conocimiento de
los efectos de la cirrosis sobre la funcién cerebral.
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EFECTOS AGUDOS DE ILOPROST SOBRE LA HEMODINAMICA
PULMONAR, ESPLACNICA Y SISTEMICA EN PACIENTES CON
HIPERTENSION PORTOPULMONAR

J.G. Abraldes', J.C. Garcia-Pagan', M.T. Melgosa?, J.L. Valera?,
P. Bellot!, J. Bosch!, R. Rodriguez-Roisin? y J.A. Barbera?

Servicios de Hepatologia' y Pneumologia®. Hospital Clinic. Barcelona.

El uso de vasodilatadores para el tratamiento de la hipertensién
porto-pulmonar se ve limitado por los efectos deletéreos de los va-
sodilatadores sobre la circulacion sistémica de los pacientes con
hipertension portal. El tratamiento con iloprost (ILO, andlogo es-
table de la prostaciclina) es eficaz en la hipertensiéon pulmonar pri-
maria, mejorando los sintomas y la hemodindmica pulmonar. Su
administracion por via endovenosa se asocia con descenso de la
presion arterial sistémica, mientras que esto no es asi cuando se
administra por via inhalatoria. Por ello, el ILO inhalado podria
constituir un tratamiento eficaz y seguro en la hipertensién porto-
pulmonar. En este estudio piloto se investigaron los efectos hemo-
dindmicos agudos de ILO sobre la hemodindmica pulmonar, es-
pldcnica y sistémica de pacientes con hipertension
porto-pulmonar.

Métodos. En 10 pacientes con cirrosis e hipertensién porto-pulmo-
nar (3 con shunt portosistémico) se realizaron mediciones basales
de presion arterial pulmonar (PAP), gasto cardiaco y presion arterial
sistémica basalmente y a los 15, 30, 45 y 60 minutos tras la admi-
nistracion por via inhalatoria de 2,8 pg de ILO. En 5 pacientes se
obtuvieron mediciones del gradiente de presion venosa hepdtico si-
multdneas.

Resultados. La administraciéon de ILO redujo significativamente
la PAP y la resistencia vascular pulmonar. Estos efectos fueron
méximos a los 15 min (PAP basal 47 + 9 mmHg vs 40 + 10
mmHg a los 15 min, p < 0,05), volviendo a los valores iniciales a
los 60 minutos (45 + 9 mmHg). No se observaron cambios signifi-
cativos en el GPVH (basal: 17,8+4,3 mmHg vs 16,8+5,0 y
16,5+5,5 mmHg a los 30 y 60 min respectivamente; ns) ni en la
presion arterial media (basal: 88 + 27 mmHg vs 82 + 12y 84 + 13
alos 30 y 60 min; ns).

Conclusion. La administracién por via inhalatoria de Iloprost indu-
ce un efecto vasodilatador transitorio sobre la circulacién pulmonar,
sin efectos deletéreos sobre la circulacion esplacnica y sistémica.

RESULTADOS A LARGO PLAZO CON LOS TRATAMIENTOS
ACTUALMENTE EMPLEADOS PARA LA PREVENCION DE
RECIDIVA HEMORRAGICA POR VARICES

C. Aracil, A. Colomo, 1. Ordéas, C. Guarner,

J.M. Lépez-Balaguer, J. Mifiana, A. Gallego, X. Torras,

C. Villanueva y J. Balanzo

Unidad de Sangrantes. Servicio de Patologia Digestiva. Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau, Barcelona.

Después de un episodio de hemorragia aguda por varices esofagicas
el riesgo de fallecer durante el primer afio es del 33% al 57%, en
pacientes no tratados. En los ultimos afos diferentes tratamientos
como los B-bloqueantes asociados a nitratos, la ligadura sola o aso-
ciada a farmacos, y la DPPI, han demostrado ser eficaces en la pre-
vencion de recidiva hemorragica durante un periodo de seguimiento
de 2-3 afios. Sin embargo, su eficacia a mas largo plazo no ha sido
suficientemente evaluada. El objetivo del presente estudio fue eva-
luar la influencia de estos tratamientos en el pronéstico a largo pla-
zo tras un episodio agudo de hemorragia varicosa.

Métodos. En todos los pacientes con hemorragia por varices esofd-
gicas admitidos en nuestra Unidad durante los dltimos 15 afios, se
inici6 tratamiento para la prevencion de recidiva hemorrdgica al 5°
dia de ingreso con B-bloqueantes+nitratos (43%), ligadura (22%),
escleroterapia (9%) o la asociacién de farmacos+ligadura (25%). Se
realizaron visitas de seguimiento cada 4 meses. El seguimiento fue
censurado 6 meses después de la tltima inclusion.

Resultados. Se incluyeron un total de 400 pacientes con un segui-
miento medio de 48 + 40 meses, con edad media de 59 + 12 afios,
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65% varones, 48% de etiologia alcohdlica y un 81% Child-Pugh
B/C. A los 3 meses de seguimiento, un 49% fueron Child-Pugh
B/C, un 52% desarrollaron ascitis y un 16%, hepatocarcinoma.
Entre los alcohdlicos, un 77% eran abstinentes. En 114/302 (38%)
se objetivo un descenso del GPSH a < 12 mmHg o > 20% respec-
to el basal (respondedores hemodindmicos). La probabilidad de
recidiva a 1,3,5,7 y 10 afios fue del 30%, 39%, 47%, 49% y 54%,
y la de fallecimiento del 21%, 40%, 52%, 61% y 68%, respectiva-
mente. Tanto la probabilidad de permanecer sin recidiva como la
de supervivencia fueron significativamente superiores en los res-
pondedores que en los no-respondedores (73% vs 44% y 46% vs
23% a 10 afios, respectivamente, P < 0,001 en ambos casos). El
Child-Pugh a los 3 meses, la abstinencia del alcohol y la respuesta
hemodindmica fueron predictores independientes de recidiva.
Siendo la recidiva, Child-Pugh a los 3 meses, el GPSH a los 1-3
meses, la edad y el gasto cardfaco basal, predictores independien-
tes de fallecimiento.

Conclusiones. Con los tratamientos actualmente empleados en pro-
filaxis secundaria, la probabilidad de recidiva es del 30% al afio de
seguimiento y aumenta </=5% anual hasta los 15 afios de segui-
miento. La probabilidad de supervivencia esperada mejora, siendo
de 79%, 60% y 48% a 1, 3 y 5 afios, respectivamente. La recidiva
hemorragica es un predictor independiente de supervivencia a largo
plazo, siendo el Child-Pugh a los 3 meses, la respuesta hemodina-
mica y la abstinencia del alcohol predictores independientes de reci-
diva a largo plazo.

LA EXPANSION CON ALBUMINA NO ES NECESARIA EN
PACIENTES CIRROTICOS CON PERITONITIS BACTERIANA
ESPONTANEA SIN CRITERIOS DE RIESGO DE MORTALIDAD

M. Casas', G. Soriano!, E. Ayala!, C. Guarner Argente!,

I. Ordés!, J. Mercé?, J. Balanz6' y C. Guarner!

!Unidad de Hepatologia. Servicio de Patologia Digestiva. *Servicio de
Biogquimica, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona.

La expansién con albimina disminuye la incidencia de disfuncién
renal y la mortalidad en pacientes cirréticos con peritonitis bacteria-
na espontanea (PBE) seleccionados (edad < 80 afios sin shock, he-
morragia digestiva, tratamiento antibiético previo, ileo, encefalopa-
tia grado 3-4, nefropatia orgdnica, creatinina > 265 mmol/l,
insuficiencia cardiaca ni HIV) (Sort, NEJM 1999). Sin embargo, se
ha sugerido que la albimina no mejoraria el prondstico en los pa-
cientes con PBE y bajo riesgo de mortalidad (bilirrubina < 70
mmol/l y urea < 12 mmol/l).

Objetivo. Determinar la incidencia de PBE con bajo riesgo de mor-
talidad en una serie no seleccionada de pacientes con PBE, as{
como la mortalidad en dichos pacientes y su relacién con la expan-
sién con albimina.

Pacientes y métodos. Se han analizado todos los episodios de PBE
en pacientes cirréticos diagnosticados en el hospital durante el peri-
odo 2000-2004 y se ha determinado la mortalidad de los pacientes
con bajo riesgo de mortalidad.

Resultados. Se identificaron un total de 125 episodios de PBE. En-
tre los 72 pacientes (57,6%) que presentaban criterios de alto riesgo
de mortalidad (bilirrubina = 70 mmol/l o urea > 12 mmol/l) fallecie-
ron durante el ingreso 32 (44,4%), mientras que entre los 53 pacien-
tes (42,4%) con criterios de bajo riesgo fallecieron 5 (9,4%) (p <
0,001). No hubo diferencias en la mortalidad entre los pacientes de
bajo riesgo que recibieron albimina y los que no la recibieron (2/8,
25% vs 3/45, 6,6% (pNS)). Si en el grupo con bajo riesgo de morta-
lidad se excluyen los pacientes con criterios de exclusion del estu-
dio de Sort, NEJM 1999, quedan 27 pacientes, de los cuales fallecié
s6lo 1 (3,7%) de los 5 tratados con albimina y ninguno de los 22
que no recibieron albimina (p NS).

Conclusiones. Los pacientes cirrdticos con PBE y bajo riesgo de
mortalidad (bilirrubina < 70 mmol/l y urea < 12 mmol/l) represen-
tan casi la mitad de los pacientes con PBE en una serie no seleccio-
nada. Estos pacientes presentarian un buen prondstico que no mejo-
rarfa con la expansion con albimina.
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LA TRASLOCACION BACTERIANA INDUCE LA SINTESIS DE i
CITOCINAS PROINFLAMATORIAS Y EMPEORA LA CIRCULACION
HIPERDINAMICA EN PACIENTES CON CIRROSIS Y ASCITIS

P. Bellot!, J.C. Garcia-Pagéan', R. Francés?, J.G. Abraldes',

J.M. Gonzdlez-Navajas?, M. Navasa!, M. Pérez-Mateo?, J. Such?
y J. Bosch!

'Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica, Servicio de Hepatologia,
IMDIM, IDIBAPS Hospital Clinic de Barcelona. *Unidad de
Hepatologia, Hospital General Universitario de Alicante.

En pacientes con cirrosis hepatica las infecciones bacterianas, debido al
estimulo de citoquinas inflamatorias, ocasionan un deterioro de la he-
modindmica sistémica y espldcnica. La traslocacién de bacterias desde
el intestino es un paso previo importante en el desarrollo de infeccion
en pacientes cirrdticos, si bien en la mayoria de las ocasiones son elimi-
nadas por el sistema inmune sin que se desarrolle ésta. La presencia de
fragmentos de ADN bacteriano (ADNbact) en ausencia de infeccion ha
mostrado ser un marcador directo de traslocacion bacteriana, ademas
de ser capaz de provocar “per se” una respuesta inflamatoria.
Objetivos. Investigar la relacion entre traslocacién bacteriana (estimada
por la presencia de ADNbact en plasma), respuesta inflamatoria y alte-
raciones hemodindmicas sistémicas y hepaticas en pacientes cirréticos.
Pacientes y métodos. Se incluyeron 59 pacientes con cirrosis sin
evidencia de infeccidn bacteriana activa (40 de ellos con ascitis), a
los que se les realizé una determinaciéon de ADNbact (broad-range
PCR del gen 16S y posterior secuenciacién de nucledtidos), deter-
minacién de nitratos y nitritos (NOXx), factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), lipopolisacharide binding protein (LBP), hemocultivos
y estudio hemodindmico, con determinacién del gradiente de pre-
sién venosa hepatica (GPVH) y cateterismo cardiopulmonar.
Resultados. 15 pacientes presentaron ADNbact en plasma (11 pertene-
ciente a bacilos Gram—y 4 a bacterias Gram+) y en 44 la determinacion
de ADNbact fue negativa. Solo se detecté ADNbact en pacientes con
ascitis. Por ello, el estudio se centré en los pacientes con ascitis ADN-
bact (+) (n = 15) y ADNbact (-) (n = 25). No existieron diferencias sig-
nificativas entre ambos grupos en cuanto a la edad, sexo ni etiologia de
la cirrosis. El grado de insuficiencia hepética fue ligeramente mayor en
los pacientes ADNbact (+) (MELD de 17 + 4 vs 14,5 + 4 puntos-; p =
0,072). Sin embargo, los pacientes ascitis ADNbact (+) tenfan unos ni-
veles de LBP y TNFa significativamente superiores que los pacientes
ADNbact(-) (LBP = 92 + 27 vs 57 £ 26 pg/mL; p = 0,007 y TNFo. =
415 + 116 vs 173 + 70 pg/mL, p = 0,001). Ello se asocié con unos nive-
les mas elevados de NOx (36,8 + 11,3 vs 29,4 + 12,7 ng/mL; p = 0,07).
La presion arterial media y la resistencia vascular sistémica fue signifi-
cativamente inferior en los pacientes ADNbact (+) con respecto a los
ADNbact (-) (PAM =74 +9 vs 86 + 11 mmHg; p = 0,007 e IRVS =
1241 + 442 vs 1537 + 410 dyn*seg*m**cm respectivamente; p =
0,04); sin diferencias significativas en el gasto cardiaco, frecuencia car-
diaca ni en GPVH. Los resultados fueron similares independientemente
que el ADN fuera proveniente de gérmenes Gram— o Gram+.
Conclusiones. Este estudio apoya la hipdtesis de que en los pacien-
tes cirrdticos con ascitis, el paso de productos bacterianos desde el
intestino a la circulacion contribuye a agravar la vasodilatacion sis-
témica probablemente a través de una activacién de citoquinas in-
flamatorias y aumento del 6xido nitrico.

COMPARACION PROSPECTIVA ENTRE LA ELASTOQRAFiA, EL
APRI'Y LA PRUEBA DE FORNS PARA LA VALORACION DELA
FIBROSIS EN PACIENTES CON SIGNOS HISTOLOGICOS DE
ENFERMEDAD GRASA DEL HIGADO NO ALCOHOLICA (EGHNA)
J.C. Marin Gabriel', J. de la Cruz Bértolo?, M. Pérez Carreras',
A. Martin Algibez!, I. Ferndndez Vazquez', R. Mufioz G6mez',
F. Colina Ruizdelgado®, G. Lépez Alonso®y J.A. Solis Herruzo!
!Servicio de Medicina de Aparato Digestivo. *Unidad de Epidemiologia

Clinica. *Servicio de Anatomia Patolégica. Hospital Universitario 12 de
Octubre. Madrid.

Objetivos. La elastografia de transicion permite cuantificar el grado
de fibrosis hepatica (FH) de manera no traumadtica. No se ha evalua-

do si la presencia de EGHNA altera los datos que aporta la realiza-
cién del FibroScan® (FS). El objetivo de este estudio es evaluar la
utilidad del FS y de los marcadores bioquimicos mds sencillos de
aplicar en la préctica clinica para cuantificar el grado de FH en pa-
cientes con EGHNA.

Pacientes y métodos. Se incluyeron 111 pacientes consecutivos so-
metidos a una biopsia hepatica percutanea (BHP) entre diciembre
de 2005 y junio de 2006. De ellos, 47 (42,3%) presentaban cambios
histolégicos de EGHNA con o sin esteatohepatitis asociada. Para
estadificar el grado de fibrosis en las muestras histoldgicas se utili-
z6 la clasificacion de Scheuer. El estudio con FS y la extraccion de
muestras séricas para los andlisis bioquimicos se realizaron el mis-
mo dia de la BHP. La utilidad para detectar el grado de fibrosis me-
diante las pruebas no invasivas se estimé mediante el cdlculo del
area bajo la curva (ABC-ROC).

Resultados. La distribucion por sexos fue: 66% H 'y 34% M. La
mediana de edad fue de 47 afios (rango: 21 - 74). La mediana del
indice de masa corporal (IMC) fue de 26,4 kg/m? (rango: 14,6 —
41,5). El porcentaje de pacientes diabéticos fue del 8,5%. En el
42,6% de los casos la afectacién era < 5% del parénquima, en el
36,2% de los pacientes alcanzaba entre el 5 y el 33%, en el 10,6%
entre el 33 y el 66% y era masiva en el 8,5% de los casos. Se obser-
varon signos histolégicos de esteatohepatitis en el 55,3% de los ca-
sos. La distribucién por grados de fibrosis evaluada por el estudio
histolégico fue: FO en 17 pacientes (36%), F1 en 19 (40,4%), F2 en
5 (10,6%) y F3 en 3 (6,4%) y F4 en 3 (6,4%). La medicién de la
elasticidad (E) con el FS se logré obtener en 44 pacientes (93,6%)
con una mediana de 5,85 kPa (rango: 2,9 — 26,6). Por grados de FH,
la media de E y su DE fueron: 5,4 + 2,6 kPa para F0; 6,5 + 2 kPa
para F1; 7,8 £ 2,9 kPa para F2; 10,2 + 4,9 kPa para F3 y 18,1 = &,1
kPa para F4. El valor de la mediana del APRI fue de 0,49 (rango:
0,15 — 3,36). Con el test de Forns la mediana fue 5,15 (rango: -0,3 —
9,1). Las ABC-ROC para el FS, APRI y test de Forns fueron: 0,83,
0,74, y 0,69 respectivamente para F > 2 (p = 0,01); 0,88, 0,84, y
0,73 respectivamente para F > 3 (p = 0,02) y 0,97, 0,83, y 0,76 res-
pectivamente para F4 (p = 0,003).

Conclusién. El FS es un método simple para cuantificar el grado de
FH en pacientes con esteatosis hepatica. Su precision diagndstica
fue superior a la obtenida cuando se utilizan como marcadores bio-
quimicos de FH el APRI o la prueba de Forns para cualquier grado
de FH.

CIRROSIS HEPATICA EN PACIENTES INFECTADOS POR VIH:
ETIOLOGIA, EPIDEMIOLOGIA, EVOLUCION CLINICA Y
UTILIDAD DE LA ELASTOGRAFIA DE TRANSICION

C. Castellares, P. Barreiro, A. Moreno', A. Ruiz-Sancho,

M. Romero!, S. Albertos!, J. Garcia-Samaniego' y V. Soriano

Servicios de Enfermedades Infecciosas y 'Hepatologia. Hospital Carlos
111, Madrid.

Introduccion. La disminucion de las entidades definitorias de
SIDA por el uso de la terapia antiretroviral de gran actividad, y la
elevada prevalencia de enfermedad hepdtica crénica en pacientes
con infeccién por VIH, han tenido como consecuencia que la cirro-
sis hepatica (CH) sea una de las causas principales de morbi-morta-
lidad en esta poblacién. La elastografia de transicion (FibroScan®;
FS) es una técnica de imagen que permite evaluar la fibrosis hepati-
ca de manera no invasiva y cuya utilidad ha sido demostrada recien-
temente en la hepatitis crénica por VHC.

Pacientes y métodos. Estudio trasversal que incluy6 a todos los pa-
cientes infectados por VIH atendidos en nuestro hospital a los que
se realiz6 un FS desde septiembre de 2004 a junio de 2006. Se reco-
gieron las variables demograficas, clinicas y los parametros de labo-
ratorio de la poblacion analizada. El diagndstico elastografico de
CH se defini6 por valores de FS > 12 Kpa (F4).

Resultados. Se evalué un total de 2.168 pacientes VIH+. De ellos
182 (9%) cumplieron criterios elastograficos de CH. La prevalencia
de CH fue del 1% (12/1284) en pacientes monoinfectados por VIH,
7% (6/84) en HBsAg+; 19% (149/777) en antiVHC+ y 50% (9/18)
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en pacientes con coinfeccion VHB/VHC. La principal causa de CH
fue la infeccién por VHC (83%) Los pacientes con cifras de CD4 <
200 células/ml presentaron CH en mayor proporcién que los que te-
nian recuentos superiores a 200 (18 vs 12% [p < 0,05]).

Todos los pacientes cirréticos VHB+ recibian tratamiento con
LAM+TDF y el 75% de los pacientes cirréticos VHC+ habian sido
tratados previamente. La prevalencia de eventos clinicos relaciona-
dos con la cirrosis fue: varices esofdgicas: 60%, ascitis 22%, hemo-
rragia por varices 12%, y encefalopatia 12%. El estadio de la enfer-
medad hepatica segtn la clasificacion de Child-Pugh se distribuy6
de la siguiente manera: A 67%, B 27% y C 4%. Los siguientes va-
lores de FS se asociaron con el riesgo de varices esofdgicas: 20 Kpa
(79% sensibilidad, 68% especificidad); encefalopatia: 33 Kpa (80%
sensibilidad y especificidad); Child B: 20 Kpa (75% sensibilidad,
50% especificidad); Child C: 60 Kpa (67% sensibilidad, 96% espe-
cificidad). La incidencia anual de muerte entre los pacientes cirrdti-
cos fue del 7,5% al afio.

Conclusiones. La CH tiene una prevalencia del 9% en los pacientes
VIH+ y es especialmente frecuente en los pacientes coinfectados
por VHC y/o muiltiples virus hepatotropos. La hepatitis crénica por
VHB no parece incrementar el riesgo de CH probablemente por el
empleo de tratamiento antiviral con actividad antiVHB. El hallazgo
de valores de FS> 20 Kpa puede ser util para identificar a los pa-
cientes cirréticos VIH+ subsidiarios de profilaxis primaria de hemo-
rragia por varices esofagicas.

ANALISIS EX-VIVO DE LA CAPACIDAD DE RESPUESTA A
ENDOTOXINA DE LOS LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES EN
PACIENTES CIRROTICOS. CORRELACION CON LA EVOLUCION
CLINICA

A.R. Guerra, F. Casafont, M. Cobo, A. Estébanez

y F. Pons Romero

Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. Santander.

En los pacientes con cirrosis hepatica es frecuente la translocacién
de endotoxinas bacterianas desde el lumen intestinal. En respuesta
los PMNs generan la proteina BPI, que presenta una elevada afini-
dad por la endotoxina (LPS) y es capaz de neutralizar sus efectos
pro-inflamatorios. Si bien en estudios previos hemos observado que
un nimero significativo de pacientes cirréticos son capaces de ge-
nerar BPI, existe un subgrupo en los que no se detectan niveles ele-
vados de esta protefna. Para intentar dilucidar si la falta de respuesta
puede deberse a una disfuncién leucocitaria nos hemos propuesto.
Objetivo. Valorar ex-vivo la capacidad de generar BPI, por parte de
los PMNs de pacientes cirrdticos, en respuesta al estimulo con en-
dotoxina. Analizar su correlacién con la evolucién clinica.
Pacientes. Se seleccioné un grupo de 14 enfermos cirréticos cuyo
nivel in vivo de BPI fue similar al de los individuos sanos (pacien-
tes 6,93 ng/ml; controles 10,50 ng/ml). 10 sujetos sanos fueron to-
mados como control.

Métodos. Se extrajeron muestras de sangre de cada paciente en tu-
bos libres de pirégeno. En un sistema ex-vivo de sangre total se va-
lor6 la capacidad de los PMNs de liberar BPI en presencia de distin-
tas concentraciones de LPS tras una incubacién de 5 horas. La
cantidad de BPI liberada al medio se determiné mediante ELISA.
Durante el seguimiento del paciente se analizé una variable com-
puesta que inclufa fallecimiento o reingreso por causas relacionadas
con la hepatopatia.

Resultados. La liberacién de BPI por parte de los leucocitos de los
sujetos controles aumenté de forma proporcional al tiempo de incu-
bacién y a la concentracion de endotoxina utilizada. Al cabo de las
5 horas de incubacion destacaron dos grupos de pacientes: en 7 de
ellos se apreciaron niveles de BPI similares a los de los controles
sanos (pacientes 136,2 ng/ml vs controles 115,5 ng/m; p = 0,28).
Por el contrario en otros 7 pacientes se observé una menor respues-
ta a este estimulo, con una produccién de BPI significativamente in-
ferior (38,8 ng/ml) a la de los controles (115,5 ng/ml); p < 0,01. Du-
rante el periodo de seguimiento (4,9 + 1,9 meses) todos los

160 Gastroenterol Hepatol. 2007;30(Supl 1):119-89

pacientes que presentaron una menor respuesta al test ex-vivo re-
quirieron nuevos ingresos o fallecieron. Por el contrario solo dos de
aquellos con una respuesta adecuada ex-vivo tuvieron esta evolu-
cién (p = 0,01). Estos datos sugieren la existencia de enfermos ci-
rréticos con una disfuncion leucocitaria que se traduce en una ina-
decuada liberacion de BPI en presencia de endotoxina en los
estudios ex-vivo. Ademads se ha observado que esta disfuncién leu-
cocitaria guarda relacién con la evolucién clinica, por lo que pudie-
ra ser de utilidad para identificar un subgrupo de pacientes con peor
prondstico.

EFECTO DE LAS FLEBOTOMIAS EN LA RESISTENCIA INSULINICA
EN LOS PACIENTES CON SOBRECARGA DE HIERRO

M. Vézquez Romero', A.P. Giménez?, M. Maties Prats?,

J.R. Foruny Olcina', M. Rodriguez Gandia'

y D. Boixeda de Miquel

!Gastroenterologia. Bioquimica Clinica. Hospital Ramén y Cajal
(Madrid).

Introduccién. Una de las medidas terapéuticas mds eficaces para el
manejo de las situaciones de sobrecarga de hierro consiste en la rea-
lizacion de flebotomias periddicas habiéndose propuesto que ade-
mas podrian mejorar la resistencia insulinica que frecuentemente
ocurre en estos pacientes.

Objetivo. Valorar la eficacia de las flebotomias terapéuticas en la
evolucién de la resistencia insulinica en un grupo de pacientes con
sobrecarga de hierro.

Material y métodos: Se estudiaron prospectivamente 223 pacientes
con sobrecarga de hierro (48 con hemocromatosis hereditaria y 175
con hemosiderosis secundarias). Inicialmente en cada paciente se
determinaron los pardmetros bioquimicos relacionados con el hie-
rro, asi como las pruebas de funcién hepdtica. Asimismo, en 103 de
ellos se determinaron la glucemia y la insulinemia para el cdlculo
posterior de los tests de resistencia insulinica:

HOMA: [insulina (mUIl/l) x glucosa (mmol/l)] / 22,5

QUICKI: 1/ [log,,(insulinemia) — log,, (glucemia)]

Tras realizar 10-20 flebotomias bisemanales, se determinaron los
mismos parametros. Los datos se procesaron con el programa SPSS
11.0. Se compararon los resultados pre y post-flebotomias de cada
paciente con el t-test para datos pareados y se consideré significati-
vauna p < 0,05.

Resultados. 155 pacientes eran varones (69,5%) y 68 mujeres
(30,5%), siendo la edad media de 45,5 (x 13,8) afos. Se valoraron
las diferencias pre y post-tratamiento observandose descensos esta-
disticamente significativos en las cifras de hierro sérico (p <
0,001), indice de saturacién de transferrina (p < 0,001), ferritina sé-
rica (p < 0,001), GPT (p = 0,004) y fosfatasa alcalina (p < 0,001),
sin objetivarse descensos significativos en otros pardmetros analiti-
cos como glucemia, colesterol, triglicéridos, GGT, GOT Yy bilirru-
bina. Sin embargo, no se detectaron descensos estadisticamente
significativos de los indices de resistencia insulinica HOMA y
QUICKI (tablal).

Tabla 1: Indices HOMA y QUICKI pre y post-flebotomias
Pardmetro analitico Diferencia pre/post Significacién estadistica
Indice QUICKI -0,01 (dt: 0,03) NS

Indice HOMA -0,13 (dt: 1,9) NS

NS: No significativa / dt: Desviacion tipica.

Conclusion: Como ya es sabido, en las situaciones clinicas de so-
brecarga de hierro la realizacién de un nimero moderado de fle-
botomias mejora de forma precoz y evidente los pardmetros del
hierro e induce asimismo una mejoria en las pruebas de funcién
hepatica, pero sin embargo no se ha podido observar dicho efecto
con respecto a la resistencia insulinica. Posiblemente sea necesa-
rio realizar estudios con tratamientos mas prolongados y con dis-
tintos subgrupos de pacientes en funcion de su situacién metaboli-
ca basal.
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RESULTADOS DE LA DERIVACION PORTOSISTEMICA 3
INTRAHEPATICA NO RECUBIERTA EN LA CIRROSIS Y SINDROME
DE BUDD-CHIARI. NECESIDAD DE UN SEGUIMIENTO
HEMODINAMICO ESTRECHO

M. Cabanillas', J.M. Pascasio', J. Peir6?, J.M. Sousa,

A. Iglesias?, M. Sayago', A. Garrido!, T. Ferrer', S. Aoufi',

A. Talegén?® y J.L. Mérquez!

!Aparato Digestivo. *Radiodiagndstico. H.U. Virgen del Rocio. Sevilla.

Objetivos. Analizar los resultados de la derivacion portosistémica
intrahepdatica (DPSI) no recubierta en pacientes con cirrosis (CI) y
sindrome de Budd-Chiari (SBC).

Meétodos. 32 pacientes (29 CI, 3 SBC) a los que realizé DPSI. Se
realiz6 ecografia-doppler (ECO) cada 3 meses y estudio hemodind-
mico (HEM) cada 6 meses o ante recurrencia clinica o sospecha
ecografica de disfuncién (DF) de la DPSI. Se analizaron: indicacio-
nes, morbimortalidad temprana (6 semanas) y en el seguimiento
hasta la muerte, trasplante hepético o dltima revisién. Se valor6 la
presencia de DF ecografica y hemodindmica de la DPSI y la necesi-
dad y tipo de tratamiento.

Resultados. Edad: 53 + 14 afios. Sexo: Hombres (72%). Seguimiento
(mediana): 396 dias (14-1117). Indicaciones-DPSI: Hemorragia di-
gestiva (HD), 20 casos (19 CI, 1 SBC); Ascitis/Hidrotérax (A/H), 10
casos (8 CI, 2 SBC); Otras, 2 casos. Se controlé la HD en el 100% de
los casos y recurrié en 5 (4 CI, 1 SBC) (25%). La DPSI elimind la ne-
cesidad de para/toracocentesis en el 80% de los casos con A/H (75%
en CI; 100% en SBC). Fallecieron 6 pacientes (19%), todos Cl 'y 3 en
fase temprana. El 59% tuvo complicaciones tempranas, mas frecuen-
tes en el grupo de A/H que en HD (70 vs 20%; p = 0,012): encefalo-
patia (40 vs 10%; p = 0,076), disfuncién hepatica (50 vs 10%; p =
0,026), insuficiencia cardiaca (30 vs 0%; p = 0,030). En el seguimien-
to, la encefalopatia (57 vs 30%) y la ascitis (87 vs 55%) tendieron a
ser mas frecuentes en el grupo de A/H (p = ns). No hubo diferencias
en la supervivencia entre ambas indicaciones de DPSI, si bien la mor-
talidad temprana sélo ocurri6 en la A/H (20 vs 0%). Se realizaron 59
HEM, detectando DF en 40 (68%), de los que el 27% (11/40) presen-
taban recurrencia clinica. La DF fue tratada eficazmente mediante an-
gioplastia en 36 (90%) y con nueva DPSI en 4 (10%). La ECO detec-
t6 el 27% de los casos de DF. Tasas similares de DF se observaron en
los primeros 6 meses: ECO (30%), HEM (74%).

Conclusiones. /) La HD constituy6 la principal indicacién de la
DPSI, consiguiendo un excelente control de la misma, con una
aceptable tasa de recurrencias que siempre pudieron ser tratadas. 2)
Se controlé la A/H en el 80% y, aunque la mayoria desarroll6 asci-
tis en algiin momento del seguimiento, no requirieron paracentesis.
3) Los pacientes con A/H presentaron mayor morbimortalidad tem-
prana y tendieron a desarrollar mas complicaciones en el segui-
miento posterior, por lo que la indicacién de DPSI ha de hacerse
con cautela. 4) La precoz y frecuente deteccién de DF obliga a un
seguimiento temprano y estrecho. 5) La ECO mostr6 pobre sensibi-
lidad para la deteccion de DF, lo que hace necesario un seguimiento
hemodindmico precoz y frecuente para detectar DF parcial, tributa-
ria de tratamiento angioplastico, que reduzca el riesgo de obstruc-
cién completa de la DPSI y de recurrencia clinica.

LA MODULACION DE LA TRASLOCACION BACTERIANA
MEDIANTE ANTI-TNF-ALFA EN RATAS CON CIRROSIS Y ASCITIS
NO SE OBSERVA EN ANIMALES TRATADOS CON
INMUNOGLOBULINA G INESPECIFICA

R. Francés, M. Chiva, E. Sdnchez, J.M. Gonzdlez-Navajas,

T. Llobet, P. Zapater, G. Soriano, C. Mufioz, J. Balanzd,

M. Pérez-Mateo, X. Song, C. Guarner y J. Such

Unidad Hepdtica. Hospital General Universitario. Alicante, Espaiia.

Unidad Hepdtica. Hospital de la Sta. Creu i St. Pau. Barcelona,
Espaiia. Centocor R & D, Inc., Malvern, USA.

La traslocacion bacteriana (TB) induce un incremento de los niveles
de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) que a su vez puede facili-
tar nuevos episodios de TB. Nuestro grupo ha demostrado previa-

mente que la administracién de anti-TNFa reduce significativamen-
te la incidencia de TB en el modelo experimental de cirrosis induci-
da por tetracloruro de carbono (CCl,). Desconocemos si este efecto
es secundario a la capacidad inmunogénica intrinseca de la Inmuno-
globulina o a su efecto anti-TNFa.

Objetivo. Evaluar la especificidad del tratamiento con anticuerpo
anti-TNFa monoclonal comparando sus efectos con los del trata-
miento con IgG inespecifica.

Animales y métodos. 28 ratas Sprague-Dawley con cirrosis induci-
da por administracion de CCl, y presencia de ascitis fueron tratadas
con anti-TNFa (15 mg/kg ip los dias 0 y 4) (Grupo I), e inmunoglo-
bulina G (IgG2a) (Grupo II) como control en las mismas dosis. 10
dias después del inicio del estudio se practicé una laparotomia en
condiciones estériles obteniendo muestras de ganglios linfaticos me-
sentéricos, higado, bazo, liquido ascitico y pleural, y sangre de cava
para su cultivo. Se determinaron los niveles en sangre de TNFa y sus
receptores solubles del TNFo., p5S5 y p75 mediante ELISA.
Resultados. La incidencia de TB en el grupo I (n = 11) fue del 9%
mientras que en el grupo II (n = 9) fue del 55,5% (p < 0,05). Los
valores basales de TNFa y sus receptores en los dos grupos resulta-
ron similares y fueron significativamente superiores en el curso de
la laparotomia en la mayoria de los casos (Tablal). Los cultivos re-
alizados mostraron dentro del grupo I: 1 rata con E coli en GLMs; y
dentro del grupo II: 3 animales con E coli en GLMs, 1 rata con e
coli en liquido pleural y 1 rata con enterococcus en liquido pleural.
Conclusiones. EL tratamiento con anti-TNFa reduce especifica-
mente la TB a través de su porcién Fab’, ya que la IgG control no lo
consigue. El aumento en los niveles de TNFa se deben a una cinéti-
ca de aclaramiento mds lenta de los inmunocomplejos TNFa-an-
tiTNFa y a la incapacidad del ELISA de distinguir entre TNFa libre
(activo) y unido al anticuerpo (inactivo). La presencia continuada
de TNFa en el medio aumenta la expresién de sus receptores p55 y
p75, independientemente del tratamiento utilizado.

Tabla 1.
Paracentesis Laparotomia p
Grupo I TNF alpha (pg/mL) 9,93 + 12,02 47,66 71,14  <0,05
(n=11) p35 (pg/mL) 134,23 + 35,73 791,52 + 508,80 < 0,01
p75 (pg/mL) 145735 +423,05 1863,40 +48543 <0,05
Grupo II TNF alpha (pg/mL) 17,76 + 11,46 22,66 + 11,76 ns
n=9) P55 (pg/mL) 133,50 +36,42 621,27 +63,45 <0,01
p75 (pg/mL)  1310,38 500,16 1870,63 + 480,22 ns

IMPORTANCIA DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS
ANTINUCLEARES ESPECIFICOS EN LA GRAVEDAD Y CURSO

DE LA CIRROSIS BILIAR PRIMARIA

A. Parés!, C. Liaskos?, D.P. Bogdanos?*, L1. Caballeria!,

G. Norman?, D. Vergani® y J. Rodés'

'Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives Hospital,
Clinic, IDIBAPS, Barcelona, Espafia. *Institute of Liver Studies, King’s
College London School of Medicine at King’s College Hospital,
London, Gran Bretafia. *Inova Diagnostics, San Diego, EUA.

Introduccién y objetivos. La cirrosis biliar primaria (CBP) se ca-
racteriza por la presencia de anticuerpos antimitocondriales (AMA)
frente al complejo de la 2-oxodcido deshidrogenasa (M2), anticuer-
pos antinucleares (ANA) con un patrén en anillo (PA) dirigidos
frente al antigeno del poro nuclear (gp210) y anticuerpos con patrén
tipo moteado nuclear multiple (PMN) frente al antigeno sp100. De-
bido a que se ha sugerido que la presencia de estos anticuerpos anti-
nucleares pueden estar relacionadas con la gravedad y un peor pro-
nostico de la CBP, se ha evaluado la prevalencia y significado
clinico de estos anticuerpos antinucleares especificos en una serie
de 170 pacientes con CBP (160 mujeres, edad 59,2 + 12,2 afios).

Métodos. Se determind la presencia de AMA y ANA por inmuno-
fluorescencia indirecta (IIF). Los AMA también se evaluaron me-
diante ELISA utilizando un antigeno M2 (Inova Diagnostics). Los
subtipos de ANA se analizaron en células Hep-2 y mediante ELISA
para detectar ANA anti-gp210 y sp100. Todos los pacientes seguian
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tratamiento con 4cido ursodesoxicélico (15 mg/kg/d), y se monitori-
zaron los cambios clinicos, bioquimicos y inmunoldgicos en el mo-
mento del diagnéstico y durante el curso de la CBP.

Resultados. 155 pacientes tenian AMA por IIF y/o ELISA. 13 pacien-
tes (8%), y 41 pacientes (41%) mostraban el PA o PMN, respectiva-
mente, incluyendo dos casos con doble positividad. 19 pacientes (11%)
tenfan anti-gp210, y 34 pacientes (20%) anti-sp100. No se observaron
diferentes especificidades antinucleares segtin la presencia de AMA.
Los niveles basales de fosfatasa alcalina (865 + 500 vs 591 + 462 u/l, p
=0,016), bilirrubina (1,3 £ 0,8 vs 0,82 + 0,5 mg/dl, p < 0,001), e indice
de riesgo de Mayo (4,55 + 0,99 vs 4,12 + 0,78, p = 0,038) fueron mas
elevados en los pacientes con anti-gp210. La presencia de estos anti-
cuerpos no se relacioné con el curso de la CBP (supervivencia, tras-
plante hepdtico o mortalidad), ni con la gravedad histolégica. En com-
paracion a los pacientes ANA negativos, los pacientes con un PA y/o
anti-gp210 (n = 27) tuvieron unos niveles mas altos de fosfatasa alcali-
na al inicio (p = 0,04) y al afio (p = 0,026), y de bilirrubina basal al ini-
cio (p < 0,001). La existencia de ANA con PMN y/o anti sp100 no se
relacionaron con la gravedad ni con el curso de la enfermedad.
Conclusion. La presencia de anticuerpos antinucleares especificos
de la CBP con patrén en anillo y/o anti-gp210 estdn asociados con
la gravedad en el momento del diagndstico, pero no permiten prede-
cir el curso de la enfermedad.

INFECCIONES BACTERIANAS POR ESCHERICHIA COLI CON
BETALACTAMASAS DE ESPECTRO AMPLIADO (BLEA) EN
PACIENTES CIRROTICOS. INCIDENCIA Y FACTORES
PRONOSTICOS

O. Garcfa, C. Rodriguez, J. Fernidndez, M. Navasa, P. Gines
y V. Arroyo
IMDiM, Hospital Clinic Barcelona.

Las infecciones bacterianas causadas por enterobacterias resistentes
a antibidticos B-lactdmicos constituyen un problema emergente en
la poblacién general. Su incidencia y factores prondsticos son des-
conocidos en pacientes cirréticos.

Métodos. Estudio prospectivo que evalu6 todas las infecciones bac-
terianas producidas durante 1 afio en una serie consecutiva de pa-
cientes cirréticos ingresados en una Unidad de Hepatologia.
Resultados. Se produjeron 161 infecciones bacterianas en 140 pa-
cientes cirréticos (73% de origen comunitario). Las infecciones mas
frecuentes fueron la peritonitis bacteriana espontdnea (45%), las in-
fecciones urinarias (15%) y las neumonias (11%). Un 49% de las
infecciones con cultivo positivo fueron causadas por bacilos gram-
negativos y un 44% por cocos gram-positivos. De los 28 Escheri-
chia coli aislados en el estudio, 10 (36%) poseian betalactamasas de
espectro ampliado, siendo responsables del 6% del total de las in-
fecciones (5 peritonitis bacterianas espontdneas, 2 bacteriemias es-
pontdneas, 2 infecciones urinarias y 1 neumonia). El origen intra-
hospitalario de la infeccién (14% versus 3%; p = 0,03), un ingreso
hospitalario reciente (16% versus 2%; p = 0,001) y la administra-
cién previa de antibidticos beta-lactamicos (24% versus 2%, p =
0,0001) constituyeron factores predictores del desarrollo de infec-
ciones por E. coli BLEA en el anilisis univariado.

Conclusiones. La incidencia de infecciones bacterianas causadas por
E. coli BLEA sigue siendo baja en pacientes cirréticos. Sin embargo,
su incidencia en infecciones nosocomiales en pacientes con ingresos
previos recientes o tratados recientemente con antibidticos beta-lacta-
micos es elevada, por lo que en este subgrupo de riesgo el tratamiento
antibidtico empirico deberia incluir un antibidtico carbapenémico.

INFLUENCIA DE LA DESNUTRICION EN LA APARICION DE
COMPLICACIONES Y MORTALIDAD EN PACIENTES CIRROTICOS
M. Castellanos Fernandez, S. Santana Porben, E. Garcia Jorda
y A. Rodriguez de Miranda

Introduccién. La desnutricién puede constituir un predictor negati-
vo para la supervivencia de los pacientes cirréticos; con el objetivo
de conocer como se comporta esta problematica en nuestro medio,
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nos decidimos a realizar un estudio descriptivo, prospectivo, para
determinar la frecuencia de desnutricion en cirréticos y su vinculo a
la mortalidad y apariciéon de complicaciones.

Objetivos. Identificar la influencia del estado nutricional de los pa-
cientes con cirrosis hepdtica en la aparicion de complicaciones y
mortalidad.

Metodologia. Se realiz6 un estudio descriptivo prospectivo desde fe-
brero del 2005 a enero del 2006, se reclutaron un total de 121 pacien-
tes con cirrosis hepdtica, con edades comprendidas entre los 16 y 80
afios de edad, a todos los pacientes incluidos en la investigacién se les
realizé una encuesta subjetiva global del estado nutricional y evalua-
cién antropométrica (peso, talla, circunferencia braquial, pliegue cu-
taneo tricipital y subescapular), con estos datos se realizaron analisis
de reconstruccién de la composicién corporal, grasa corporal (Dur-
nin-Womersley) y masa muscular (Heymsfield). Todos estos datos
nos permitieron clasificarlos en desnutridos y no desnutridos, la seve-
ridad de la enfermedad hepdtica se clasific6 segtin estadio de Child
Pugh. Se utilizaron tests estadisticos basados en la distribucién Chi
cuadrado (X2) para evaluar la fuerza de las asociaciones propuestas.
Resultados. La distribucién por sexo no mostré grandes diferencias
(64 mujeres y 57 hombres), el 59% de ellos tenian menos de 60 afos, la
raza blanca fue la que predominé. Las causas mas frecuentes de CH
fueron el virus de la hepatitis C (VHC), el alcoholismo y el virus de la
hepatitis B (VHB), el 92% de los casos tenian un periodo de evolucién
de la enfermedad menor de 5 afos. La evaluacion subjetiva del estado
nutricional arrojé un 45% de desnutricién. La evaluacion del estado nu-
tricional segtin estadio de Child arrojé como resultado que es directa-
mente proporcional el estadio de progresion de la enfermedad y la inci-
dencia de desnutricién encontrdndose un 56% de desnutricién en los
pacientes con Child B y un 90% en el C. La deprivacion de los compar-
timentos grasos y musculares se registré en el 36 y 37% de los casos
respectivamente. El 60% de los pacientes que se complicaron estaban
desnutridos (p = 0,00022, RR: 4,05). La mortalidad fue de 11%, de
ellos, el 92% se catalogé como desnutrido (p = 0,00042, RR: 17,45).
Conclusiones. Los pacientes con cirrosis hepatica desnutridos tienen
mayor riesgo de complicaciones y muerte que los no desnutridos.

EFECTO DE LA REALIZACION DEL ESTUDIO HEMODINAMICO
SOBRE LA RECIDIVA DE LA HEMORRAGIA DIGESTIVA
VARICOSA

M.A. Amorés!, JM. Palazén!, L. Sempere!, E. de Madaria',
S. Pascual', F. Carnicer', J. Sola-Vera?, R. Laveda?

y M. Pérez-Mateo!

!Unidad Hepdtica. Hospital General Universitario de Alicante.
2Aparato Digestivo. Hospital general Universitario de Elche.

Introduccién. El riesgo de hemorragia digestiva varicosa en cirrdti-
cos oscila en torno al 35%; y la frecuencia de recidiva alcanza el
70%; por esto, la profilaxis de la hemorragia estd justificada. La
prevencion se realiza mediante formacos (betabloqueantes y nitra-
tos) combinados o no con ligadura endoscépica con bandas. La hi-
potesis con sobre la que hemos desarrollado el presente estudio es
que el tratamiento, ajustado al estudio hemodindmico, reduce el nu-
mero de recidivas de la hemorragia digestiva varicosa.

Objetivo. Valorar la utilidad de la realizacién del estudio hemodi-
namico previo a la eleccién de la profilaxis, comparando el riesgo
de recidiva hemorrdgica en dos grupos de pacientes: los que se so-
meten al estudio y los que no.

Material y métodos. Se incluyeron un total de 40 pacientes cirrdti-
cos que habian ingresado por hemorragia digestiva varicosa en los
hospitales de Alicante y Elche (en cada grupo se incluyeron 20 pa-
cientes). A los pacientes de Alicante se las realizé un primer estudio
hemodindmico en el que se valord la respuesta a propranolol. Los
pacientes “respondedores” (aquellos cuyo gradiente de presion ve-
nosa hepitica disminuy6 por encima de un 20% respecto al inicial,
o se hizo menor o igual a 12 mmHg) fueron tratados con proprano-
lol combinado o no con bandas (si el tamafio de las varices permitia
la ligadura). Los pacientes “no respondedores”, recibieron, inicial-
mente propranolol combinado o no con bandas y fueron sometidos
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a un segundo estudio hemodindmico (crénico) en el que, de nuevo,
se valord la respuesta al betabloqueante. Los “respondedores” fue-
ron tratados con propranolol con o sin bandas, y en los “no respon-
dedores” se suspendi6 el propranolol y se mantuvo la ligadura en-
doscépica. Por otra parte, los pacientes del Hospital de Elche no
fueron sometidos al estudio hemodindmico; y la profilaxis se reali-
z6 con betabloqueantes combinados con ligadura con bandas.
Resultados. De los pacientes a los que se les realizo el estudio hemo-
dindmico, 1 (12,5%) resangré por varices (los otros dos lo hicieron
por tlceras postbandas) y de entre los pacientes a los que no se les re-
aliz6 el estudio, 7 (87,5%) presentaron un nuevo episodio de hemo-
rragia varicosa; con una p estadisticamente significativa (p = 0,04).
Conclusion. Nuestros resultados avalan la recomendacion de moni-
torizar el tratamiento profilactico secundario mediante la utilizacién
de la respuesta hemodindmica del gradiente de presién venosa he-
patica a la administracion de propranolol.

AUMENTO DEL GASTO ENERGETICO BASAL EN LA CIRROSIS.
RELACION CON LA COMPOSICION CORPORAL Y RESISTENCIA A
INSULINA

C. Prieto de Frias!, M. Payeras', M. Conchillo', G. Friihbeck?,
M.J. Gil%, C. Mugueta’, M. Ifarrairaegui', F. Alegre',

J.I. Herrero!, B. Sangro!, S. Salvador?, J. Prieto! y J. Quiroga!
!Unidad de Hepatologia (Dpto. de Medicina Interna), *S. de
Endocrinologia, *Dpto. de Biogquimica. Clinica Universitaria de
Navarra. Universidad de Navarra. Pamplona.

Introduccién y objetivos. No hay datos concluyentes acerca del
gasto energético basal (GEB) en la cirrosis. El objetivo de este estu-
dio fue evaluar el GEB en pacientes cirréticos varones y relacionar-
lo con la composicién corporal, el metabolismo intermediario y sus
hormonas reguladoras y la ingesta.

Métodos. Se estudiaron 46 pacientes cirréticos varones (Child: A:
17, B: 20, C: 9). El GEB se evalué mediante calorimetria indirecta
y se expresa como % sobre el valor tedrico correspondiente a cada
individuo. La composicién corporal se evalué mediante Bod-Pod y
DEXA. Insulina, glucagén, adiponectina y leptina se determinaron
mediante radioinmunoensayo. La ingesta se cuantificé mediante en-
cuesta dietética y se compard con la tedrica para individuo sano.
Resultados. 18 (39%) pacientes presentaron GEB normal (85 a
115%) y 28 (61%) elevado (116 - 160%). Los pacientes con GEB
elevado presentaron en comparacioén con el grupo normometabdli-
co: menor indice de Child (p < 0,05), menor grasa corporal total (p
< 0,001), menor porcentaje corporal de grasa (p < 0,003), (p <
0,05), mayor porcentaje de tejido magro corporal (p < 0,003), nive-
les mas elevados de insulina (p < 0,07), mayor resistencia a insulina
valorada por el indice HOMA (p < 0,01) y menor concentracién de
leptina sérica (p < 0,015). Aunque ambos grupos mostraron déficit
de ingesta caldrica con respecto a la esperable en sujetos normales,
en el grupo con mayor GEB este déficit fue menor (p < 0,02).
Conclusiones: Aproximadamente un 60% de los cirréticos varones
muestran aumento del GEB. Estos pacientes se caracterizan por en-
fermedad hepética menos avanzada, una relacién tejido graso/tejido
magro mayor y mayor resistencia insulinica. Es posible que el avan-
ce de la cirrosis con progresiva pérdida de masa muscular lleve a una
reduccion del GEB en estadios mds avanzados de la enfermedad.

PAPEL DE LA INMUNOSUPRESION Y LOS FACTORES DE
VIRULENCIA BACTERIANOS EN LA PERITONITIS BACTERIANA
ESPONTANEA POR DE E COLI

F. Cereto', J. Herranz', E. Moreno?, A. Andreu?, M. Vergara®,
D. Fontanals* M. Roget®, A. Gonzdlez', G. Prats’y J. Genesca!
Servicio de Medicina Interna-Hepatologia y *Servicio de Microbiologia,
Hospital Universitari de la Vall d’Hebron, Barcelona, *Servicio de
Digestivo y “Servicio de Microbiologia, Hospital Parc Tauli de Sabadell
y Servicio de Medicina Interna, Hospital de Terrassa.

Introduccién. La peritonitis bacteriana espontdnea (PBE) por E.
coli resistente a quinolonas (RQ) es una enfermedad emergente. Se

ha sugerido un efecto de la inmunosupresién (IS) tanto en la apari-
ciéon de PBE por E. coli RQ, como en la mortalidad global de la
PBE por E. coli. Ademas, desconocemos el papel de los factores de
virulencia (FV) y grupo filogenético (GF) de las cepas de E. coli
causantes de PBE.

Objetivo. Comprobar prospectivamente el papel de la IS (trata-
miento inmunosupresor/quimioterdpico, HIV positivo o diabetes) y
los FV-GF en la RQ y mortalidad en las PBE por E coli.

Material y métodos. Se identificaron de forma prospectiva todos
los casos de PBE por E. Coli detectados en el H. Vall d’Hebr6n, H.
de Terrasa y H. Parc Tauli desde enero-2004 a diciembre-2005. Se
recogieron datos epidemioldgicos, clinicos y analiticos y caracteri-
zaron los GF: A, B1, B2 y D y 15 genes codificadores de FV: papA,
papGl, papGll, papGIll, fimH, afa/draBC, sfa/focDE, hlyA, cnfl,
iutA, fyuA, kpsMII, ibeA, traT y malX, mediante PCR. La sensibili-
dad a las fluoroquinolonas se estudié mediante disco difusion.
Comparamos los FV y GF detectados con un grupo de 50 E coli
causantes de pilonefritis aguda (PNA).

Resultados. De las 47 PBE por E. coli, 18 (38%) fueron por cepas
RQ, siendo 39 sensibles (62%). Los pacientes con PBE por E. Coli
RQ presentaron significativamente menor edad, mds profilaxis con
norfloxacino y mayor resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol y
cefotaxima. No se encontraron diferencias en la IS, ni el curso clini-
co. La mortalidad relacionada con el episodio agudo de PBE estuvo
asociada de forma independiente en el andlisis multivariado con la
IS (OR 12,4, IC 1,13-136, p = 0,03), la insuficiencia renal (OR
15,2, IC 1,15-201, p = 0,03) y la falta de resolucién de la PBE (OR
18,7, IC 1,62-215, p = 0,01). En el calculo de la mortalidad a 3 me-
ses se observo una asociacion independiente con la IS (OR 43,2, IC
2,1-871, p = 0,01), la insuficiencia renal (OR 34,1, IC 1,5-746, p =
0,02), y la encefalopatia hepdtica (OR 193, IC 2-1838, p = 0,02).
Las cepas de E. coli aisladas en PBE presentaron significativamente
menos FV que las aisladas en PNA, con un mayor porcentaje de los
GF considerados “no patégenos” A 'y Bl (37% en PBE vs 14% en
PNA, p = 0,02). Las cepas de E coli RQ mostraron significativa-
mente menos FV que las cepas sensibles y un menor porcentaje de
los GF patégenos B2 y D (36% vs 76%, p = 0,05). No hubo correla-
cién entre FV o GF con la IS o la mortalidad.

Conclusiones. La presencia de IS aumenta la mortalidad en la PBE
por E. Coli, aunque no favorece la aparicién de infecciones por ce-
pas RQ. Las cepas de E coli RQ son menos virulentas que las cepas
de E coli sensible, pero la virulencia no afecta a la mortalidad.

Posters hepatitis virales

RESULTADOS A 2 ANOS DEL ENSAYO GLOBE EN PACIENTES CON
HEPATITIS B: MAYOR EFICACIA CLINICA Y ANTIVIRAL DE
TELBIVUDINA (LDT) VS LAMIVUDINA

C.L. Lai', M. Buti?, M. Diago®, M. Rodriguez-Garcia*

y J. Crespo® en nombre del Grupo de Estudio GLOBE
"University of Hong Kong, Hong Kong. *Hospital Universitario Vall
d’Hebron, Barcelona. *Hospital General de Valencia, Valencia.
“Hospital General de Asturias, Oviedo. *Hospital Marqués de
Valdecilla, Santander.

Antecedentes. Los resultados del primer afio del ensayo GLOBE,
publicados en 2005, mostraron mayor eficacia de telbivudina vs la-
mivudina en todos los parametros directos de eficacia antiviral y en
diversas variables claves de eficacia clinica. Se presentan ahora los
resultados de este ensayo a 2 afios.

Meétodos. El estudio GLOBE es un ensayo de fase III, aleatorizado,
doble ciego, que compara telbivudina (LdT) (600 mg/dia PO) vs
tratamiento estdndar con lamivudina (Lam) (100 mg/dia PO) duran-
te 2 aflos, en una poblacién por intencién de tratar (ITT) de 1367
pacientes (pts) con hepatitis B crénica reclutados en 20 paises. Los
criterios de inclusion fueron HBsAg+, ADN-VHB > 6 logl0 co-
pias/ml mediante PCR por test COBAS Amplicor, ALT 1,3-10
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XxULN y enfermedad hepdtica compensada. Los pacientes fueron
pre-estratificados de acuerdo al HBeAg (+/-) y al nivel de ALT > 6
< 2,5xULN. Se realizaron biopsias hepdticas de seguimiento al afio,
que no fueron repetidas a los 2 afios.

Resultados. Los dos grupos fueron comparables en las caracteristi-
cas basales de los pacientes. En la tabla se muestran los resultados
de eficacia (ITT) en la semana 104. A los 2 afios, LdT fue superior
a Lam en la variable principal de eficacia (Respuesta Terapéutica:
ADN-VHB < 5 log10 con negativizacion de HBeAg o normaliza-
cién de ALT) y en el resto de indicadores directos de eficacia anti-
viral tanto en pacientes HBeAg+ como HBeAg-. De acuerdo a las
recomendaciones de tratamiento segun las guias AASLD y Asia-Pa-
cifico (ALT basal = 2xULN), la negativizacién del HBeAg fue sig-
nificativamente superior en el grupo tratado con LdT en este sub-
grupo de pacientes. La normalizacién de ALT fue mads frecuente en
el grupo LdT, tanto en pacientes HBeAg+ como HBeAg- (p =
0,08). Los fallos de tratamiento fueron significativamente mas fre-
cuentes en el grupo Lam en ambos subgrupos. Se estdn llevando a
cabo andlisis de resistencia genotipica que podran presentarse en el
congreso. Los dos farmacos en estudio fueron en general bien tole-
rados, con una incidencia similar de acontecimientos adversos clini-
cOoS.

Conclusiones. Durante 2 afios de tratamiento, telbivudina presentd
una eficacia antiviral significativamente superior que lamivudina, y
se asocié con mayor eficacia clinica sostenida en pacientes con he-
patitis B crénica HBeAg+ y HBeAg-.

HBeAg Positivo HBeAg Negativo

Respuesta LdT Lam LdT Lam
n¥* 458 463 222 224
Disminucién media del ADN-VHB log10 -5,7% 44 -50% 42
% PCR negativo 54% 38 79* 53
% normalizacién ALT 67 61 75 67
% Respuesta Terapéutica 61* 47 74* 62
% Negativizacion HBeAg 34 29 - -
% Negativizacion HBeAg (ALT basal >2 xULN)  40* 32 - -
% seroconversion HBeAg 29 24 - -
% Fallo primario del tratamiento™** 4% 12 0* 3

*p <0,05, LdT vs Lam.
*#*E] andlisis incluye toda la poblacién ITT que inici6 el ensayo.
*** ADN-VHB nunca < 5 log10 copias/mL (guias AASLD).

SUPRESION PRECOZ MAXIMA DE LA CARGA VIRAL COMO
FACTOR PREDICTIVO DE EFICACIA A LOS 2 ANOS EN
PACIENTES CON HEPATITIS B TRATADOS CON NUCLEOSIDOS.
RESULTADOS DEL ENSAYO GLOBE

M. Diago!, M. Buti?, M. Rodriguez-Garcia®, J. Crespo*

y A. DiBisceglie® en nombre del Grupo de Estudio GLOBE
'Hospital General de Valencia, Valencia, *Hospital Universitario Vall
d’Hebron, Barcelona, *Hospital General de Asturias, Oviedo, *Hospital
Marqués de Valdecilla, Santander, *St. Louis University, MO, USA.

Antecedentes. Estudios previos han relacionado el grado de supre-
sion precoz del VHB con la posterior eficacia clinica y viral en pa-
cientes (pts) con hepatitis B en tratamiento antiviral. Se presenta un
andlisis de la relacion entre la carga viral a las 24 semanas y la efi-
cacia a los 2 afios de tratamiento obtenida en un ensayo de fase III a
gran escala.

Métodos. El ensayo GLOBE reclut6 1367 pacientes con hepatitis B
de 20 paises con un ADN-VHB pretratamiento > 6 log10 copias/ml,
ALT 1,3-10 xULN, y enfermedad hepatica compensada, que fueron
aleatorizados a recibir telbivudina (LdT) (600 mg/dia PO) vs trata-
miento estandar con lamivudina (Lam) (100 mg/dia PO) durante 2
afios. En el presente andlisis se comparan los resultados de eficacia
a los 2 afios en 4 subgrupos de pacientes segin el nivel de ADN-
VHB en la semana 24 (S24): PCR-negativo (< 300 copias/mL me-
diante Amplicor COBAS™); PCR-detectable pero < 3 log; 3-4 log;
y > 4 logl0 copias/mL. Se combina la respuesta en ambos grupos
de tratamiento.

Resultados. Se presentan datos a 2 afios de 1346 pacientes. Todos
los parametros clinicos y viroldgicos de eficacia a los 2 aflos mejo-
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raron de forma inversamente proporcional al nivel de ADN-VHB
en la S 24 (tabla). El porcentaje de pacientes con PCR negativa en
la S 24 fue superior con LdT (57%) respecto a Lam (45%), y menos
pacientes con LdT presentaron una carga viral residual > 4 logs en
la S 24 (17% vs 27%, respectivamente). Resultados preliminares
muestran que el 77% y 74% de los pacientes HBeAg + y HBeAg -
con PCR negativa a las 24 semanas tenfan ADN indetectable a los 2
anos. Contrariamente, el DNA era detectable a los 2 afios en el 88%
y 90% de los pacientes con ADN > 4 log10 en la semana 24. La re-
lacidn entre la respuesta precoz y la eficacia a los 2 afios fue similar
para los pacientes con LdT y Lam, aunque en conjunto los resulta-
dos de eficacia fueron proporcionalmente superiores con LdT. Se
estan llevando a cabo los andlisis de resistencia.

Conclusiones. La magnitud de la supresion viral precoz con nucle-
6sidos antivirales determina la eficacia posterior del tratamiento du-
rante al menos 2 afios. La eficacia a los 2 afios es elevada cuando la
supresion del ADN-VHB en la semana 24 es méaxima, coincidiendo
con la mayor eficacia antiviral de telbivudina. La escasa eficacia
observada en los pacientes con ADN-VHB > 4 log en la semana 24
sugiere que deberia considerarse la intensificacion del tratamiento
en dichos casos. Las relaciones descritas pueden contribuir a opti-
mizar el manejo del paciente.

Respuesta a los 2 afios
ADN-VHB en suero semana 24 (copias/mL) PCR -ve <3 log

3-41og >4 log

Pts HBeAg + Numero de pts 349 120 162 272
Seroconversion HBeAg (%) 45 38 19 6
Normalizacién ALT (%) 79 76 63 43
PCR-negativa (%) 71 58 32 12

Pts HBeAg- n 335 38 40 30
Normalizaciéon ALT (%) 77 74 58 21
PCR-negativa (%) 74 66 40 10

PLATAFORMA INTELIGENTE PARA HEPATITIS CRQNICA C:
MODELIZACION DE LA ENFERMEDAD Y PREDICCION

DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

M. Trapero-Marugén!, M. Marin?, X. Salcedo-Mora!,

J.M. del Rio?, J.P. Pivel' y R. Moreno-Otero'

"Unidad de Hepatologia. Hospital Universitario de La Princesa, U.A.M,
2APARA solutions company, Madrid.

Introduccién. No se tiene constancia practica de una plataforma
bioinformatica dedicada a estudiar y predecir la evolucién clinica y
la respuesta al tratamiento antiviral en la hepatitis crénica C (HCC).
Se estima que la tasa de acierto en cuanto a la prediccion del pro-
ndstico evolutivo de la HCCes inferior al 50%.

Objetivos. Desarrollar una plataforma bioinformatica sencilla basa-
da en algoritmos de decision (redes bayesianas) para predecir mejor
y mas eficientemente la respuesta al tratamiento antiviral. Tratar de
identificar puntos clave en la progresion de la enfermedad hepdtica
y establecer nuevos factores predictivos de evolucion y respuesta
terapéutica.

Pacientes y métodos. Se incluyeron 240 pacientes consecutivos
con HCC (edad media 45 + 9 afios; 45% mujeres) tratados con in-
terferén pegilado (PEG-IFN) més ribavirina. Se han incluido en una
base de datos mas de 40 variables (epidemioldgicas, bioquimicas,
viroldgicas, histolégicas, tipo de tratamientos previos, respuesta al
tratamiento, efectos adversos, abandonos, etc). Se ha utilizado la
plataforma DLife en el 80% de los pacientes (192) para construir el
modelo de la enfermedad, basandonos en redes bayesianas y nuevos
algoritmos que permiten modelar y similar diferentes situaciones en
las que algunos datos pueden no ser conocidos, permitiendo asi la
automatizacion del conocimiento. Posteriormente, se ha procedido a
validar el modelo en el 20% de la muestra restante (48 pacientes) y
comparando los datos con un estudio retrospectivo de los mismos.
Resultados. La precisiéon de esta plataforma bioinformdtica para
predecir la respuesta al tratamiento antiviral, dividida en respuesta
virolégica sostenida (RVS), recidiva y no respuesta (NR) fue de
76%, 25% y 100% respectivamente. Globalmente, el porcentaje de
pacientes correctamente diagnosticados fue del 81,3%, lo que supo-
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ne una cifra claramente superior al obtenido por los médicos al ana-
lizar los datos de pacientes tratados en la practica clinica habitual o
en ensayos clinicos que oscila entre el 50 y el 65%. Se detectaron
variables clave en el modelo para evaluar la respuesta al tratamien-
to: edad al comienzo del mismo, sexo, peso, comorbilidad, tipo de
tratamiento, carga viral basal, cifras de transaminasas, variables he-
matoldgicas y carga viral durante el tratamiento y el seguimiento.
El drea bajo la curva ROC para los diferentes tipos de respuesta te-
rapéutica (RVS, recidiva y NR) fue de 0,918, 0,847 y 1 respectiva-
mente.

Conclusiones. La plataforma bioinformadtica desarrollada es una he-
rramienta facil, accesible, comoda y muy intuitiva que los médicos
pueden utilizar en la atencién a pacientes con HCC. Es eficiente en
la prediccién y la simulacién de la respuesta al tratamiento antiviral,
aumentando la exactitud y efectividad de la practica clinica diaria.

SOBREEXPRESI()N DE LA INDOLEAMINA 2,3 DIOXYGENASA EN
LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

E. Larrea, J. Riezu-Boj, L. Gil-Guerrero, N. Casares, R. Aldabe,
P. Sarobe, M.P. Civeira, F. Borras-Cuesta, J.J. Lasarte y J. Prieto

Area de Hepatologia y Terapia Génica, Centro de Investigacion Médica
Aplicada CIMA, Pamplona.

La enzima indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO) constituye un media-
dor importante en la induccién de tolerancia periférica. IDO es in-
ducida por citoquinas proinflamatorias y por células T que expresan
la molécula inmunosupresora CTLA4. Las acciones inmunosupre-
soras de IDO, derivadas de la degradacién del triptéfano, podrian
jugar un papel importante en la infeccién por el virus de la hepatitis
C (VHC). Con el fin de estudiar el posible papel que podrian jugar
IDO y CTLA4 en el establecimiento de la infeccién crénica por el
VHC, analizamos por PCR a tiempo real los niveles de RNA men-
sajero intrahepdtico para estas dos moléculas en muestras de higado
procedentes de pacientes con infeccion crénica C, pacientes que ha-
bian resuelto o no la infeccién tras el tratamiento con IFN-alfa, pa-
cientes con otras enfermedades hepéticas y de muestras de higado
sanos. También analizamos por HPLC el cociente kinurenina/tripo-
téfano (K/T) en el suero de los pacientes, como un indicador de la
actividad de la enzima IDO. Encontramos que los pacientes con he-
patitis cronica C (HCC) presentaban una sobre expresion intrahepa-
tica de IDO y de CTLA4 con respecto al resto de pacientes (p <
0,05 en todos los casos) asi como un cociente K/T sérico elevado.
Durante la fase de infeccién aguda por VHC, el cociente K/T per-
maneci6 elevado durante los meses 2-3 de la infeccién en aquellos
pacientes que no resolvieron la enfermedad mientras que experi-
menté un descenso en aquellos que eliminaron el virus espontdnea-
mente (p = 0,02). La replicacién del virus de la hepatitis C en célu-
las Huh7 indujo la sobre expresion de IDO en respuesta al
IFN-gamma cuando estas células se co-cultivaron en presencia lin-
focitos T activados. Nuestros resultados sugieren que la infeccion
por el VHC crea un ambiente local de inmunosupresion mediante la
induccién de IDO y de CTLA4 que puede favorecer la persistencia
viral. Estos hallazgos abren nuevas vias para el desarrollo de estra-
tegias terapéuticas en pacientes con hepatitis crénica C.

LOS MARCADORES SERICOS DIRECTOS DE FIBROGENESIS
HEPATICA AUMENTAN LA PRECISION DIAGNOSTICA DE LOS
MARCADORES INDIRECTOS PARA FIBROSIS HEPATICA EN
PACIENTES CON HEPATITIS C CRONICA

O. Nifiez', M.A. Martin!, R. Lorente', M. Senosiain’,

A. Matilla', E. Salinero?, M.V. Catalina', D. Rincén',

M.A. Muiioz? y G. Clemente!

Seccion de Hepatologia, Servicio de Digestivo. *Servicio de Anatomia
Patoldgica. *Servicio de Inmunologia. Hospital General Universitario
Gregorio Maraiion. Madrid.

Objetivo. El objetivo del estudio fue construir un modelo capaz de
detectar fibrosis hepdtica en pacientes con hepatitis C crénica, utili-

zando pardmetros clinicos y analiticos de uso general en practica
clinica (marcadores indirectos). El segundo objetivo fue evaluar si
la determinacion de marcadores séricos directos de fibrogénesis he-
patica (MFH) aumentaba la precision diagndstica.

Material y métodos. Un modelo predictivo de fibrosis hepdtica fue
realizado mediante andlisis de regresién de logistica a partir de una
cohorte de 143 pacientes con hepatitis C crénica y posteriormente
validado en una segunda cohorte de 169 pacientes, ambas del mis-
mo centro. Las puntuaciones individuales fueron calculadas a partir
de variables asociadas de manera independiente con fibrosis hepati-
ca significativa, estadio 3 a 6 segun la clasificacion de Ishak. En los
pacientes de la cohorte de validacién, una muestra de suero habia
sido obtenida en el momento de la biopsia hepatica percutanea y
congelada a — 70°C. Se realizé determinacion mediante ELISA de
MFH (TIMP-1, MMP-2, MMP-9, Acido hialurénico, VCAM-1 y
ICAM-1). Mediante curvas ROC se calculé el drea bajo la curva
para estimar la precision diagndstica del modelo en ambas cohortes.
Finalmente, en la cohorte de validacién, aquellos MFH asociados
de manera significativa mediante andlisis univariante fueron intro-
ducidos en un modelo de regresién logistica, junto al modelo pre-
vio, para evaluar si el nuevo modelo obtenido mejoraba la capaci-
dad diagnéstica del previamente validado.

Resultados. Un nivel de glucosa en ayunas > 108 mg/dl, la ingesta
de alcohol > 40 gr/dia y la edad fueron incluidos en el modelo ini-
cial. El 4rea bajo la curva en la cohorte de estimacién y validacién
fueron de 0,726 (IC 95%, 0,623-0,828) y 0,773 (IC 95%, 0,697-
0,848), respectivamente. El 4cido hialurénico, ICAM-1 and
VCAM-1 séricos fueron incluidos, junto al modelo previamente va-
lidado, en un modelo de prediccion de fibrosis hepdtica con un drea
bajo la curva de 0,922 (IC 95%, 0,880-0,965). Las puntuaciones
mas elevadas se asociaron con fibrosis hepatica significativa, de tal
forma que un punto de corte de “0” obtenia una elevada precision
para fibrosis hepdtica significativa con un valor predictivo positivo
del 81,4%, y una especificidad del 93,1%. Un punto de corte de “-
1,5” presentaba un valor predictivo negativo del 96,6%. Usando
ambos puntos de corte un 72,5% de los pacientes podian ser correc-
tamente clasificados.

Conclusiones. El uso conjunto de pardmetros clinicos y determina-
ciones de marcadores séricos de fibrogénesis hepatica pueden pre-
decir con elevada precisién diagndstica la presencia de fibrosis he-
patica y por tanto, podrian ser de ayuda en las decisiones
diagnésticas y terapéuticas en pacientes con hepatitis C crénica.

EVALUACION DE UN PROGRAMA MULTIDISCIPLINARIO
DE SOPORTE DURANTE EL TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS C

J.A. Galeras', M.D. Giménez!, C. Mdrquez', P. Castellvi',

R. Navinés?, E. Clot’, I. Cirera!, E. Salas®, R. Martin-Santos?
y R. Sola!

ISeccion de Hepatologia, Hospital del Mar. Universitat Autonoma de
Barcelona. (Barcelona) *Servicio de Psiquiatria, Hospital del Mar /
Unidad de Investigacion en Farmacologia, Institut Municipal
d’Investigacié Médica (IMIM) (Barcelona). *Servicio de Farmacia,
Hospital del Mar (Barcelona).

Diferentes evidencias han confirmado el impacto de la adherencia y
del cumplimiento en el resultado del tratamiento de la hepatitis C.
Objetivo. Evaluar la eficacia y el impacto en la calidad de vida de
un programa de atencién multidisciplinario (PAM) en el tratamiento
de la hepatitis C.

Método. 188 pacientes consecutivos con hepatitis C, no tratados
previamente que iniciaron tratamiento en la Seccién de Hepatologia
del Hospital del Mar de 2003 a 2005. Todos los pacientes fueron
tratados con Peg-IFN alfa-2a 180 pg/semana y ribavirina (RBV)
(G1/4: 1000-1200, 12 meses G2/3: 800, 6 meses). Los pacientes se
dividen en dos grupos: Grupo 1: 91 pacientes incluidos en el PAM
(2005) y Grupo 2: 97 pacientes controlados de forma convencional
(2003-2004). El equipo del PAM incluye hepatdlogos, enfermeria,
farmacéutico, psicélogo y psiquiatra y comprende informacién es-
tandarizada al paciente, programacién abierta y flexible, control ac-
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tivo de la medicacion, evaluacién continuada del riesgo psiquidtrico
y manejo protocolizado de los efectos secundarios. Se considerd
como cumplimiento cuando el paciente recibia el 80% de la dosis
total prescrita de ambos farmacos durante el 80% del tiempo de tra-
tamiento. La calidad de vida se evalué mediante el SF-36 antes y a
1, 3 y 6 meses de tratamiento.

Resultados. Los pacientes de ambos grupos no presentaron diferen-
cias en relacién a edad, sexo, genotipo, carga viral ni grado de fi-
brosis.

Grupo 1 Grupo 2 P
Cumplimiento (%) 95,6 80,4 0,0002
Retirada (%) 4.4 6,2 NS
Dosis < 80% (%) 0 13,4 0,0003
Descenso medio Hb 0-6 meses 3,1 2,9 NS
Dosis Peg-IFN 100% (%) 100 89 0,02
Dosis RBV 100% (%) 98,8 80,2 0,0001
EPO (%) 33 1 NS
Respuesta virol. fin tto. (%) 86,8 78,3 0,1

Realizaron tratamiento psiquidtrico 34 (37,4%) y 21 (21,6%) pa-
cientes de cada grupo (P 0,02). La alteracion del perfil del estado de
salud durante el tratamiento fue inferior en todos los parametros en
el grupo 1, alcanzando significacion estadistica en la percepcion de
dolor corporal y de salud general y mental.

Conclusiones. El programa de atencion multidisciplinaria mejora el
cumplimiento del tratamiento de la hepatitis C y la percepcién de la
calidad de vida de los pacientes.

EVALUACION DE LA TASA DE PROGRESION DE LA FIBROSIS) EN
PACIENTES CON HEPATOPATIA HEPATICA POR ELASTOGRAFIA
HEPATICA (FIBROSCAN CRONICA C)

J. Mendoza-Jiménez, E. Gémez-Dominguez,

M. Trapero-Marugén, L. Gonzédlez-Moreno,

J.A. Moreno-Monteagudo, L. Garcia-Buey y R. Moreno-Otero
Hospital Universitario La Princesa. Servicio de Aparato Digestivo.
Unidad de Hepatologia. Universidad Autonoma de Madrid.

Introduccién. La valoracion de la fibrosis hepdtica es un objetivo
primordial en el seguimiento de los pacientes con hepatopatia créni-
ca. El tratamiento antiviral modifica la tasa de progresion de fibro-
sis e incluso puede revertirla. El desarrollo de técnicas no invasivas,
como la Elastografia Hepdtica (EH), ha abierto nuevas vias en la
evaluacion de estos enfermos, especialmente en su seguimiento a
largo plazo.

Objetivo. Valorar la tasa de progresion de fibrosis mediante EH en
pacientes con infeccion crénica por VHC.

Material y métodos. Estudio prospectivo, realizado en: I. pacien-
tes con infeccién crénica por VHC tratados con terapia antiviral y
con biopsia hepatica (valorada mediante el sistema METAVIR),
previa al tratamiento, y 2. pacientes no tratados en los que se pudo
estimar el tiempo de evolucién (contagio transfusional o ADVP). Se
realiz6 EH por un mismo especialista, excluyéndose aquellos pa-
cientes en los que no se obtuvieron al menos 10 mediciones vélidas.
Se calcul6 el estadio de fibrosis segin los puntos de corte apareci-
dos en la literatura (F =2 2: 7,1 KPa; F 23: 9,5 Kpay F =4: 12,5
KPa). Se recogieron igualmente datos analiticos y de la historia cli-
nica de todos los pacientes.

Resultados. Se incluyeron en el estudio 91 pacientes (fallo de la
técnica en 4 pacientes) (EM: 48,09 + 9,7 afios; 56 hombres (61,5%);
IMC medio: 25,9 + 3,5 Kg./cm?; Elasticidad media: 8,9 + 6 KPa;
IQR: 1,7 + 1,6 KPa; Tasa éxito: 78 + 27,3%). 67 pacientes recibie-
ron tratamiento antiviral (IFN: 11,9%; IFN+Ribavirina: 32.8,2% y
PEG-IFN+Ribavirina: 55,2%) con un intervalo de evolucién medio
(entre biopsia y EH) de 60,18 + 33 meses. Se estudiaron 24 pacien-
tes no tratados con un tiempo de evolucién medio de 18,25 + 11
aflos. Las tasas medias de progresioén de fibrosis obtenidas fueron
de: -0,1 + 0,4 estadio METAVIR/afio para pacientes tratados frente
a 0,3 + 0,48 estadio METAVIR/afio en pacientes no tratados, con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,005). En los pa-
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cientes tratados, se obtuvieron unas tasas de progresion entre res-
pondedores y no respondedores de -0,7 + 0,2 y -0,2 + 0,3 respecti-
vamente, sin encontrar diferencias entre ambos grupos, ni tampoco
entre los distintos regimenes de tratamiento utilizados.

Conclusiones. /. La EH es un método seguro y eficaz para evaluar
la tasa de progresion de fibrosis en pacientes con hepatopatia créni-
ca C. 2. Los pacientes tratados con tratamiento antiviral presentan
una menor tasa de progresion de fibrosis que los no tratados. 3. El
tratamiento antiviral produce una disminucién de la tasa de progre-
sion de fibrosis, tanto en respondedores como en no respondedores,
independientemente del régimen terapéutico utilizado.

RELACION DEL GENOTIPO A2 CON LA RESISTENCIA PRIMARIA
AL TRATAMIENTO CON ADEFOVIR DIPIVOXIL (ADV)

N. Chueca', C. Nogales?, A. Gila', E. Sudrez?, B. Puche?,

B. Figueruela?, A. Pefia', M. Romero?, J. Martin®, R. Daza*,

R. Andrade’, S. Lépez’, P. Mufioz de Rueda!, M.A. Hernandez®,
M. Rueda$, F. Garcia' y J. Salmeron'

'H. San Cecilio, Granada, *H. Valme, Sevilla, *H. de Osuna, Sevilla, *H.
Torrecdrdenas, Almeria, *H. Virgen de la Victoria, Mdlaga, °Gilead
Sciences Inc, Madrid, Spain.

Introduccién. ADV es un farmaco antiviral que ha demostrado ser
eficaz en el tratamiento de los pacientes con hepatitis crénica por
virus B (HCB). Las mutaciones asociadas a resistencia a ADV se
producen de forma infrecuente y tardia. Por otro lado, hay pacientes
que no presentan mutaciones asociadas a resistencia a ADV y son
no respondedores al tratamiento. Hasta el momento no se conocen
con exactitud los factores virolégicos que pueden estar relacionados
con la falta de respuesta primaria a ADV.

Objetivo. Estudiar los factores virolégicos relacionados con la falta
de respuesta a ADV en pacientes con HCB tratados durante 1 afio
en Andalucia.

Pacientes y métodos. Se incluyeron 53 pacientes tratados con ADV
durante un 1 en 5 centros hospitalarios de Andalucia (mediana de
edad 43 afios, 67% varones; 85% HBeAg —). 25 pacientes fueron
tratados previamente con lamivudina y el resto eran néive. El ADN-
VHB se determiné mediante TagMan HBV (Roche Diagnostics; 1i-
mite de deteccién 12UI/ml) y la secuenciacion de la polimerasa del
virus se realiz6 con kit de genotipado Trugene de VHB (Bayer). Se
ha realizado andlisis filogenético de la secuencia del gen S para cla-
sificar el subtipo responsable de la infeccién. La respuesta virologi-
ca al tratamiento se defini6 como el descenso de los niveles de
ADN-VHB a valores <10° cop/mL en la poblacién HBeAg+ e infe-
riores a 10* cop/mL en la poblacién HBeAg — tras un afio de trata-
miento con ADV.

Resultados. De los 53 pacientes, 40 (75%) presentaban genotipo D
y 13 (25%) genotipo A. De los 13 pacientes con genotipo A, 3
(23%) tenian subtipo Al y 10 (77%) A2; 15 pacientes (28%) fueron
no respondedores a ADV. De los 40 pacientes con genotipo D, 9
(23%) eran no respondedores; mientras que de los 10 pacientes con
genotipo A2, 6 (60%) fueron no respondedores (P = 0,021). En los
no respondedores, se identificaron las mutaciones asociadas a resis-
tencia a ADV (A181V, N236T o ambas), en 4 de los 9 pacientes
con genotipo D y en 1 de los 6 pacientes con genotipo A2. En rela-
cién con las mutaciones asociadas recientemente a resistencia pri-
maria a ADV, la mutacion 1233V, no fue identificada en la basal en
ninguno de los pacientes no respondedores. Por otro lado, la presen-
cia de una Arginina en la posicién 217, también asociada a resisten-
cia primaria a ADV, se ha observado en todas las secuencias de los
pacientes que tienen subtipo A2 (n = 10). Sin embargo, 4 de ellos
fueron respondedores a ADV. En 3 de estos 4 pacientes se localizé
una Histidina (H) en las posiciones 122 o 126 igual que ocurria en
todos los pacientes respondedores infectados por el subtipo Al.
Conclusiones. El genotipo A2 se asocia con la no respuesta al trata-
miento con ADV La presencia de una Arginina en la posicién 217
no es una mutacién, sino un cambio natural que se presenta en el
genotipo A2. Deben realizarse mds estudios para investigar si este
cambio natural se relaciona o no con resistencia primaria a ADV.
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ENFERMEDAD DEL HIGADO GRASO NO ALCO]:I()LICO (EHGNA)
EN EL NINO OBESO. IMPORTANCIA DEL ESTRES OXIDATIVO
(EO) Y LA RESISTENCIA A LA INSULINA (RI)

A. Goicoechea!, A. Salmerén?, J. Le6n?, J.M. Ferndndez Garcia',
M. Garofano?, E. Ocete!, A. Palacios®, A. Martinez?,

P. Mufioz de Rueda’, J. Salmer6n® y A. Ruiz Extremera!
IServicio de Pediatria, *Radiologia y *Unidad de Ap. Digestivo.
Hospital Universitario San Cecilio Granada.

Justificacion. El 14% de los nifios y adolescentes espafioles son
obesos, y otro 12% presenta sobrepeso. La EHGNA es un problema
emergente en esa poblacién. Aunque este sindrome tiene una etiolo-
gia multifactorial, la obesidad es el factor que se asocia de forma
mas consistente. La RI y el EO son fundamentales en el desarrollo
de este cuadro.

Objetivos. Primero, conocer en nifios y adolescentes la prevalencia
de esteatosis, mediante ecografia, y de aumento de ALT, como ex-
presion EHGNA. Segundo, estudiar el papel de la RI y el EO en el
EHGNA.

Meétodos. Se han estudiado de forma prospectiva 134 pacientes con
una edad entre 4 y 15 afios, remitidos a la consulta de endocrinolo-
gia infantil por obesidad (IMC > p95). Tras un ayuno de 10 horas se
tomaron muestras de sangre venosa para la determinacion de la bio-
quimica, la RI por el método HOMA y los marcadores de EO (siste-
ma glutation intraeritrocitario -GP, GRD, GSSG- y nitritos en plas-
ma). La esteatosis hepatica fue valorada mediante ecografia (leve,
moderada y grave) por el mismo observador en 98 nifios.
Resultados. El 43% de los niflos obesos presentaban esteatosis, en
el 13,6% fue moderada-grave. En el 8% la ALT estaba aumentada
(> 40U/L). El 89% de los nifios con aumento de ALT presentaban
esteatosis frente al 40% con ALT normal (P = 0,01). En los nifios
con esteatosis el indice HOMA estaba aumentado (4 +3 vs 2,6 £ 1,
P = 0,002). El grado de esteatosis se relacioné6 (ANOVA) con ma-
yor IMC (P = 0,04), mayor indice HOMA (P = 0,001) y aumento de
ALT (P =0,01). Los nifios con aumento de ALT también presenta-
ron mayor RI (HOMA: 4,9 + 2,7 vs 3,1 £ 9,3, P = 0,02) que los ni-
fios con ALT normal. Las enzimas encargadas del mantenimiento
del sistema glutation estaban aumentadas en los nifios con esteatosis
(GP: 39 = 10 vs 32 + 12, P = 0,032; GRD: 2,7 £ 0,8 vs 2,2 + 0,9
nmol-gHG). Sin embargo, no habia diferencias significativas en la
GSSG y glutation total, lo que indica que el sistema glutation se
mantiene. En cambio, en los nifios con aumento de ALT, el GSSG
(1+0,2vs 0,7 0,4 nmol-gHG, P = 0,025) y glutation total (6,6 +
0,8 vs 5,7 = 1,3 nmol-gHG, P = 0,013) estaban aumentados, lo cual
indica un mayor estrés oxidativo.

Conclusion. La esteatosis hepdtica es un hallazgo frecuente en los
nifios con obesidad y se relaciona con la RI y el EO, aunque sin de-
sequilibrar la homeostasis celular del glutation. El aumento de ALT
es menos frecuente, y también se relaciona con la RI y més intensa-
mente con el EO, ya que aparecen cambios en los niveles de gluta-
tion total y GSSG.

MUTACIONES EN EL GEN DE LA POLIMERASA DEL VHB
ASOCIADAS CON RESISTENCIA AL TRATAMIENTO

CON ENTECAYVIR EN PACIENTES QUE NO HAN RECIBIDO
TRATAMIENTO ANTIVIRAL

R. Jardi!, F. Rodriguez-Frias!, M. Schaper!, G. Ruiz!,

R. Esteban?, J. Guardia® y M. Buti?

Departamentos de 'Bioquimica y *Hepatologia. Hospital Universitario
Vall d’Hebron. Barcelona.

La deteccion y significado de variantes del virus de la hepatitis B
(VHB) relacionadas con resistencia a tratamiento con entecavir ha
sido poco estudiado. El objetivo de este estudio ha sido determinar
la prevalencia de las variantes rtI169T, rtT184G, rtS202I, rtM250V
asociadas a resistencia al entecavir en pacientes con hepatitis croni-
ca B (HCB) que no han recibido tratamiento antiviral.

Pacientes y métodos. Se han incluido 111 pacientes con HCB pre-
viamente no tratados que posteriormente iniciaron tratamiento con

lamivudina. Las muestras de suero se obtuvieron al inicio y durante
el tratamiento. Las variantes del VHB asociadas a resistencia a en-
tecavir se analizaron mediante secuenciacién de la retrotranscriptasa
viral.

Resultados. Antes de la terapia con lamivudina: En 5 (4,5%) de los
111 pacientes se observaron substituciones en el gen de la polimera-
sa del VHB relacionadas con resistencias a andlogos de nucledsi-
dos, en 3 casos los cambios estaban asociados con resistencia a en-
tecavir, (S202S/I) y en 2 casos con resistencia al tratamiento con
lamivudina (rtL180L/M y rtM204M/I). Los pacientes con resisten-
cias asociadas a entecavir no presentaban mutaciones virales de re-
sistencia a lamivudina. Durante la terapia con lamivudina: Las sus-
tituciones asociadas con resistencia a entecavir se detectaron en 10
pacientes no respondedores a lamivudina que no presentaban estos
cambios al inicio del tratamiento; en 2 casos la deteccién se observd
antes de la emergencia de las mutaciones de resistencia a lamivudi-
na. En 2 pacientes las sustituciones en el gen de la polimerasa aso-
ciadas a entecavir dejaron de detectarse durante la terapia con lami-
vudina.

Conclusiones. La deteccién de variantes relacionas con resistencia
a entecavir en pacientes que nunca han recibido tratamiento antivi-
ral sugiere que pueden estar presentes en una proporcion significati-
va de la quasispecie viral. Las variantes asociadas con entecavir
emergen durante la terapia con lamivudina. Estos resultados indican
la necesidad de determinar estas variantes antes del inicio de trata-
miento antiviral.

IDENTIFICACION DE MARCADORES VIROLOGICOS DEL VIRUS
DE LA HEPATITIS B PREDICTIVOS DE NO RESPUESTA
A LA TERAPIA CON ADEFOVIR DIPIVOXIL

F. Rodriguez-Frias', M. Schaper!, R. Jardi', M. Rueda’,
T. Gimferrer!, R. Esteban?, J. Guardia® y M. Buti*

Departamentos de 'Bioquimica y *Hepatologia. Hospital Universitario
Vall d’Hebron. Barcelona. *Gilead Sciences LTD-Madrid.

La seleccion de mutaciones rtN236T, rtI233V y rtA181V/T en el
gen de la polimerasa del virus de la hepatitis B (VHB) durante la te-
rapia con adefovir dipivoxil (ADV) se ha asociado a la resistencia
al tratamiento. Sin embargo, no se han descrito caracteristicas viro-
l6gicas que puedan ser ttiles como factores predictivos de la res-
puesta o no-respuesta a esta terapia.

Objetivos. Determinar posibles marcadores virolégicos en el pre-
tratamiento que puedan predecir la respuesta o no-respuesta al trata-
miento con ADV.

Pacientes y métodos. Se han estudiado retrospectivamente 41 pa-
cientes afectos de hepatitis crénica por VHB (HCB) en tratamiento
con ADV, 22 (54%) HBeAg-positivos. Las muestras de suero se
obtuvieron al inicio del tratamiento y a lo largo del mismo. Para in-
vestigar las mutaciones asociadas con la resistencia al ADV se ana-
lizé por secuenciacién un fragmento del gen del polimerasa viral
que inclufa los aminoécidos 58 a 257. Para establecer el genotipo
viral e identificar polimorfismos y mutaciones se compararon las
secuencias obtenidas con secuencias consenso establecidas a partir
de 185 secuencias del GenBank.

Resultados. De los 41 HCB, 14 (34%) fueron genotipo A, 25
(61%) genotipo D y 2 (5%) genotipo F. Se observé la respuesta al
tratamiento (ADN-VHB < 10° copias/mL) en 15 (37%) casos: un
paciente con genotipo A (subgenotipo Al) y en 14 (56%) de genoti-
po D (P = 0,006). En relacién al estadio HBeAg, el 21% de los
HBeAg positivos y el 59% de los HBeAg-negativo fueron respon-
dedores (P = 0,02). La deteccién del genotipo A en pre-tratamiento
tenia un valor predictivo de no-respuesta del 93%, y la positividad
del HBeAg del 79,2%. La combinacién genotipo no-A y HBeAg
negativo presentaba un valor predictivo positivo de respuesta del
75%. Al comparar las secuencias obtenidas en las muestras pre-tra-
tamiento con las secuencias consenso del GenBank se observaron
sustituciones en 85 de los 200 aminodcidos analizados, la mayoria
de ellas debidas a polimorfismo naturales, a destacar la variante po-
limoérfica rtL.217R. En esta posicién se observo R217, caracteristica
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del subgenotipo A2, en 11 casos, todos ellos no respondedores (P =
0,003), por lo que la deteccién pre-tratamiento de esta variante pre-
sentaba un valor predictivo de no-respuesta del 100%, mientras que
la combinacién de la deteccién de la variante rt L217 con el estado
HBeAg negativo presentaba un valor predictivo positivo de res-
puesta al tratamiento del 77%.

Conclusiones. Los resultados de este estudio muestran varias carac-
teristicas viroldgicas identificadas en muestras pre-tratamiento (es-
tadio HBeAg, genotipo viral y polimorfismo rtL.217R) que parecen
ser utiles como predictores de no-respuesta al tratamiento con
ADV.

LA INMUNIZACION CON LA PROTEINA NS3 Y AGENTES
INMUNOPOTENCIADORES INDUCE RESPUESTAS T CD4 Y CD8
FRENTE AL VIRUS DE LA HEPATITIS C

A. Zabaleta!, L. Arribillaga!, D. Llopiz!, J. Dotor!, J.J. Lasarte!,
J. Prieto’, F. Borrds-Cuesta', J.I. Esteban?, J. Quer?, F. Vayreda?
y P. Sarobe!

!Area de Hepatologia y Terapia Génica, Centro de Investigacion
Médica Aplicada (CIMA), Universidad de Navarra Pamplona. *Unidad
de Hepatologia. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona. R&D Biokit S.A.
Barcelona.

La inmunizacién con péptidos que corresponden a epitopos T CD8
del virus de la hepatitis C junto con agentes inmunopotenciadores
(acido poliinosinico-policitidinico (poly(I:C)) y un anticuerpo ago-
nista anti-CD40) induce potentes respuestas T CD8 frente a los
péptidos. Con objeto de activar también la respuesta T CD4, au-
mentar el espectro de epitopos frente a los que se inducen respues-
tas T CD8 asi como de evitar la restriccién impuesta por las molé-
culas MHC, se realizaron experimentos de inmunizacién utilizando
como antigeno la protefna NS3. La inmunizacién con dosis bajas
de NS3 (5 pg/ratén) indujo inicamente respuestas T CD4, mientras
que la inmunizacién con dosis de NS3 superiores a 25 ug/raton in-
dujo respuestas CD4 y CD8, siendo en este dltimo caso multiepit6-
picas. Ademds, se indujeron ambos tipos de respuestas en ratones
con diferentes moléculas de MHC. Finalmente, la inmunizacion
con la proteina NS3, al contrario de lo que ocurre con los péptidos
que corresponden a epitopos T CD8, induce respuestas que recono-
cen a células que expresan endégenamente las proteinas del VHC.
Estos resultados sugieren que esta estrategia de vacunacién que
combina la proteina NS3 junto con agentes inmunopotenciadores
podria ser ttil en la prevencién y tratamiento de la infeccién por
VHC.

IMPACTO DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DE GRAN
ACTIVIDAD SOBRE LA PROGRESION DE LA FIBROSIS HEPATICA
EN COINFECTADOS VHC/VIH

J. Aguilar Reina, M. Garzén y A. Cayuela

Seccion de Hepatologia. Servicio de Ap. Digestivo. HH UU Virgen del
Rocio. Sevilla.

La coinfeccién por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) de
pacientes portadores de virus de la hepatitis C (VHC) provoca au-
mento de la velocidad de progresion de la fibrosis hepatica. Existe
un nimero limitado de estudios, con metodologia poco uniforme,
sobre la influencia que tienen los tratamientos antirretrovirales en el
desarrollo de fibrosis, con resultados contradictorios.

Propésito. Conocer las diferencias que pudieran existir en cuanto a
la velocidad de progresion de la fibrosis hepética en una cohorte de
pacientes coinfectados (VHC+VIH) en los que ha tenido éxito el
tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA), compara-
dos con una serie pacientes monoinfectados por VHC.

Pacientes y métodos. Estudio prospectivo incluyendo todos los pa-
cientes a los que se realizé biopsia hepdtica entre el 1 de enero de
2.004 y el 31 de diciembre de 2.005 por considerarlos candidatos
para tratamiento de la infeccién VHC con interferén y ribavirina, en
los que se habian descartado otras causas de enfermedad hepética y
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que presentaban ARN-VHC positivo en suero. Todos los
VHC+VIH incluidos tenifan viremia VIH indetectable y >300 CD4
en sangre periférica como consecuencia de tratamiento previo con
TARGA. Las biopsias hepaticas se clasificaron segin los criterios
de Scheuer.

Resultados. Se incluyeron 343 pacientes, 111 VHC+VIH y los
otros 232 con monoinfeccién VHC. Datos de la serie completa:
edad: 39,9 + 20,2 afios; 74,9% varones; genotipo: 1:73%; 2-3:
14,6%; 4: 11,6%. Presentaron sobrepeso 23,6%, consumo > 30
gr de alcohol/dia, 44%, diabetes 3,7%, esteatosis 35%, y fibro-
sis en estadio 3-4 el 24,8%. Se pudo estimar el tiempo de evolu-
cién de la infeccién en 197 pacientes (20,2 + 8,9 afios). Los pa-
cientes VHC+VIH fueron (con significacién estadistica) mas
frecuentemente varones, consumidores de alcohol, infectados
por genotipo 4, antiguos adictos a drogas por via parenteral y
tenian menor indice de masa corporal (IMC), mayor carga viral
VHC y menor tiempo de evolucién de la infeccién que los mo-
noinfectados VHC. El estadio de fibrosis no fue diferente en el
momento de la biopsia, pero si fue mayor el indice de progre-
si6n anual de la fibrosis (IPAF). No se encontraron diferencias
en el resto de los pardmetros. Al comparar los consumidores de
alcohol con los que no consumian, los primeros eran, con signi-
ficacion estadistica, mds frecuentemente coinfectados, varones,
portadores de genotipo 2-3 y mostraron estadio mds avanzado
de fibrosis y mayor IPAF. Ademds IPAF se relaciond con la
tasa de consumo de alcohol. El estudio multivariante mostré
que IPAF se relacioné independientemente con el sexo masculi-
no (p < 0,005), la esteatosis en la biopsia (p < 0,001) y el con-
sumo de alcohol (p > 0,004), y no con la presencia o ausencia
de infeccién VIH.

Conclusiones. Los pacientes coinfectados con respuesta a TARGA
no muestran mayor progresion de la fibrosis hepitica y el consumo
de alcohol es el tnico factor externo que acelera la progresion.

FACTORES PREDICTIVOS DE MORTALIDAD EN LA HEPATITIS
ALCOHOLICA: VALOR DE PARAMETROS CLINICOS,
ANALITICOS, HISTOLOGICOS Y HEMODINAMICOS

M. Dominguez-Garcia, R. Bataller, R. Miquel, P. Bellot,

J. Colmenero, P. Sancho-Bru, M. Moreno, R.A. Fernandez,
J.C. Garcia-Pagan, V. Arroyo, J. Caballeria y P. Gines
Servicio de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives i

Metaboliques, Hospital Clinic, Institut d’Investigacions Biomédiques
August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Barcelona.

Introduccion y objetivo. Los pacientes con hepatopatia alcohdlica
cronica pueden presentar episodios de hepatitis alcohdlica (HA), que
cursan con una elevada mortalidad. Diversos estudios han identifica-
do parametros analiticos que se asocian a una mayor gravedad de un
episodio de HA (Indice de Maddrey, MELD). El tratamiento estan-
dar en los casos graves consiste en la administracién de corticoides.
No existen estudios que evalien de forma conjunta el valor de para-
metros clinicos, histolégicos, hemodindmicos y terapéuticos sobre la
mortalidad a corto y largo plazo de estos pacientes. El presente estu-
dio evalda el valor predictivo de dichos parametros en una serie de
pacientes con HA en los que existe una confirmacién histolégica.
Meétodos. Se incluy6 los pacientes ingresados en el Servicio de He-
patologia en el periodo 2000-2006 con diagndstico clinico e histolo-
gico de HA. Se determiné la influencia de pardametros analiticos,
complicaciones clinicas, hallazgos histolégicos, pardmetros hemo-
dindmicos hepdticos y tratamiento con corticosteroides sobre la
mortalidad a corto y largo plazo.

Resultados. Se incluyé 103 pacientes con diagndstico clinico-his-
tolégico de HA. La edad media fue 49 + 9 afos, con 67% de varo-
nes. El consumo medio de alcohol fue de 118 + 66 gramos/dia. Al
ingreso, el Indice de Maddrey fue de 54 + 35 y el MELD 21 + 7.
La mortalidad a corto plazo (3 meses) fue del 21,35% y la supervi-
vencia media fue de 64,08% (seguimiento medio de 80,93 meses).
El grado de hipertensién portal (HVPG) fue de 19,6 + 6,34 mmHg.
En el andlisis multivariado, los pardmetros que se asociaron a una



XXXIl CONGRESO NACIONAL DE LA ASOCIACION ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DEL HiGADO

mayor mortalidad a los 3 meses fueron: colesterol sérico y creatini-
na sérica al ingreso, natremia, recuento plaquetario y de neutréfilos
y tiempo de protrombina a los 7 dias. Asimismo, se evalué los pa-
rametros que influyen en la supervivencia a largo plazo. La creati-
nina sérica, el tiempo de protrombina al ingreso y la creatinina sé-
rica, colesterol sérico, natremia, recuento de plaquetas y tiempo de
protrombina a los 7 dias se asociaron a una mayor mortalidad a lar-
go plazo. El desarrollo de descompensaciones clinicas durante el
ingreso (ascitis, hemorragia digestiva, encefalopatia, infecciones
bacterianas) no se asociaron a una mayor mortalidad en el analisis
multivariado. El Indice de Maddrey y MELD al ingreso se correla-
ciond con la mortalidad, tanto a corto como a largo plazo. El valor
de HVPG y los hallazgos histoldgicos no se relacionaron con la su-
pervivencia. Por dltimo, el tratamiento con corticosteroides se aso-
cié a una menor mortalidad a largo plazo.

Conclusiones. La HA se asocia a una elevada mortalidad. Los para-
metros analiticos son los mejores predictores de mortalidad en estos
pacientes. Los hallazgos histolégicos y el grado de hipertension
portal no parecen influir en el prondstico de estos pacientes.

LA TERAPIA ANTIVIRAL COMBINADA MODULA LOS NIVELES
SERICOS DE MARCADORES SOLUBLES DE ANGIOGENESIS Y DE
FIBROSIS EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA C (HCC)

X. Salcedo-Mora, P. Sanz-Cameno, J. Medina, S. Martin-
Vilches, M. Trapero-Marugén, L. Garcia-Buey, J.A. Moreno-
Monteagudo, M.J. Borque' y R. Moreno-Otero

Unidad de Hepatologia, Unidad de biologia molecular'. Hospital
Universitario de La Princesa.

Introduccién. Angiogénesis y fibrosis parecen coparticipar patogé-
nicamente en la progresién de la HCC. La evaluacién de factores
solubles de angiogénesis (FSA) y marcadores de fibrosis (MF) pro-
porciona evidencias acerca de la progresion de enfermedad y res-
puesta terapéutica.

Objetivos.1-Comparar los niveles basales en suero de FSA y MF
en pacientes con HCC y controles sanos. 2- Monitorizando las va-
riaciones posteriores a la terapia combinada en pacientes responde-
dores y no respondedores.

Meétodo. Se analizaron71 pacientes con HCC antes y después del
tratamiento. Todos recibieron terapia combinada con peg- IFNo mas
ribavirina. 30 controles sanos fueron incluidos. Se analizaron por
ELISA los niveles de factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), su receptor, Flk.1; Angiopoietina-2 y su receptor Tie-2;
Péptido Aminoterminal del Pro coldgeno III (PIIINP) y Acido Hialu-
ronico. Para el analisis estadistico. Chi cuadrado y test de Student”s.
Resultados. En comparacion con los controles sanos, los pacientes
con HCC presentaban niveles séricos de FSA y MF significativa-
mente mas elevados: VEGF (335 = 118 vs 430 + 207 pg/ml; p <
0,05), Ang-2 (782 + 400 vs 1107 + 408 pg/ml; p < 0,005); en con-
traste con los niveles séricos de sus receptores: (Flk-1 2090 + 643
vs 2039 + 500 pg/ml; p = 0,6), Tie-2 (2,24 + 0,6 vs 2,70 = 0,7
ng/ml; p = 0,9), que fueron similares. Igualmente en los MF: PIIINP
(3,93 £ 1,2 vs 5,99 + 2,2 ug/ml; P < 0,005), AH (146 = 104 vs 236
+ 116 ng/ml; p < 0,001). Posterior a la terapia se observo una dismi-
nucion significativa del VEGF (p = 0,001), Ang-2 (P = 0,0001),
PIIINP (p < 0,0001), AH (p < 0,0001), y elevacion de los receptores
Flk-1 (P < 0,01), Tie-2 (p < 0,001). Igualmente se observo una dis-

minucién de Ang-2, PIIINP y AH en los pacientes que respondieron
con respecto a los que no respondieron (p < 0,05, p < 0,02y p =
0,06, respectivamente).

Conclusién. El tratamiento antiviral combinado de la HCC reduce los
niveles en suero de MF y factores proengiogénicos, y disminuye lo ni-
veles de sus receptores solubles. La reduccién significativamente ma-
yor de Ang-2, PIIINP y AH en pacientes respondedores con respecto a
los no respondedores sugiere que estos marcadores séricos pueden ser
candidatos para la monitorizacion de la respuesta al tratamiento y por
su potencial valor pronostico, en el seguimiento a largo plazo.

SEGURIDAD Y EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON PEG-IFN Y
RIBAVIRINA EN PACIENTES CON CIRROSIS VIRUS C TRAS
EMBOLIZACION ESPLENICA PARCIAL (EEP)

R. Barcena!, A. Moreno?, J.R. Foruny', J. Bldzquez?,

C. Quereda?, L. Gil-Grande', J. Moreno',

M.A. Rodriguez-Gandia', M. Garcia-Gonzélez!,

F. Garcia-Hoz!, A. Lépez-San Romdn!, M.J. Pérez-Elias?,

J. Sanchez® y S. Moreno?

Servicios de Gastroenterologia', Enfermedades Infecciosas® y
Radiologia Vascular Intervencionista® Hospital Ramén y Cajal. Madrid.

Introduccién. La EEP mejora la pancitopenia por hiperesplenismo,
que en pacientes con cirrosis virus C contraindica el uso de peg-
IFN/RBV. Este trabajo evalué la utilidad de la EEP para permitir el
uso de peg-IFN/RBYV en estos pacientes.

Métodos. En nuestro centro se realizé EEP con este fin en 24 pa-
cientes; 20 (83%) han iniciado peg-IFN/RBV, con datos completos
en 15 (75%).

Resultados. La media pre-EEP de MELD y edad, 13 +2,7 (9-18) y
43 + 8; varones 20 (83%), 13 VIH (54%), 83% genotipo 1. Seis
(25%) pacientes eran transplantados hepdticos. Las medias basales
de hemoglobina, plaquetas y neutréfilos fueron 12,6 + 1,6 g/dl,
44,483 = 15,019 céls/ml (< 50,000 15, 63%) y 1,494 + 1,238
céls/ml (< 1,000 en 10, 42%). Previamente al tratamiento antiviral
la EEP no sélo mejord las cifras de plaquetas (p = 0,0001), neutréfi-
los (p = 0,002) y hemoglobina (p = 0,002); también la bilirrubina (p
= 0,035), actividad de protrombina (p = 0,0001), INR (p = 0,009) y
MELD (p = 0,003). 14 + 8 semanas tras EEP 20 pacientes iniciaron
RBV (14,7 + 3 mg/kg/dia) y dosis-plenas de peg-IFN-a-2a (n = 11)
o peg-IFN-0-2b (n = 9). RNA-VHC basal 5,6 + 0,9 log,, Ul/ml.
Sélo un sujeto redujo peg-IFN (semana 18), pero no por toxicidad
hematoldgica. La dosis de RBV se ajusté en 5 (25%) pacientes con
hemoglobina < 10 g/dl, (tras 19 + 6 semanas), con uso de EPO en 2.
Tres pacientes recibieron EPO sin ajustar RBV. Se utiliz6 G-CSF
en 3 sujetos (15%) con neutréfilos < 500. 4 pacientes (20%) suspen-
dieron tratamiento prematuramente, no relacionado con toxicidad
en 3. En 15 pacientes con datos completos las tasas de respuesta vi-
rolégica precoz, a fin de tratamiento y RVS fueron 47%, 33%, y
20%, respectivamente. 5 pacientes no respondedores mantuvieron
tratamiento prolongado (52-139 semanas) a dosis plenas, por mejo-
ria histoldgica y/o bioquimica. En los 15 pacientes con datos com-
pletos, tras una mediana de seguimiento de 107 semanas, e indepen-
dientemente de la respuesta viral, se observaron mejorias
significativas de la GPT (p = 0,028), GGT (p = 0,027); INR (p =
0,002), actividad de protrombina (p = 0,001), MELD (p = 0,009),
plaquetas (p = 0,001), y neutréfilos (p = 0,03).

CHC antes de la terapia

CHC después de la terapia

Sanos Todos Resp. No-resp Todos Resp No-resp
Promedio Promedio

N 30 71 35 71 35 36
VEGF 334,7+118,1 430,8 +207,4* 405,7£172,3 455,2 +236,4 292,9 +167,7 280,6 + 125,7 304,9 £201,5
Ang-2 782,2 +400,1 1107 +408,2* 1064,3 +349,3 1147,1 +459,8 701,2 + 259,0* 645,4 +262,2* 7553 +£2433
Ang-1 1364 +469,8 1386,3 +485,9 1351,2 +456,2 1421,3 +519,5 1001,8 + 383,3* 1003,5 +323,9 1000,0 + 443,8
Tie-2 22+0,6 23+0,7 22+0,6 22+0,6 2,7+0,7* 25+04 2,8+09
P NP 3912 5,09 £2,2% 6,017 59+27 4,7+2,1*% 4,1 +1,7* 52+23
AH 146,2 + 104,5 236,0 + 116,7* 2248 +114,0 246,8 +119,8 132,2 +103,2* 109,5 +97,7* 154,3 £105,0
*p< 0,05
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Conclusiones. La EEP permitié el uso seguro de peg-IFN/RBV en
cirréticos virus C a priori no candidatos a tratamiento, con una tasa
de RVS del 20%. El seguimiento a largo plazo mostré mejoria sig-
nificativa de los pardmetros de funcidon hepdtica, independientemen-
te de la respuesta al tratamiento antiviral.

EL TRATAMIENTO CON ADEFOVIR DIPIVOXIL (ADV) EN
PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA B (HCB) INDUCE
NORMALIZACION DE LOS NIVELES DE ALT Y DESCENSO DE
CARGA VIRAL ASOCIADO A MODULACION DE NIVELES SERICOS
DE IL-2,-4,-12P70 Y-18

A. Caro-Patén', A. L6pez-Morante?, F. Sdez-Royuela?,

F. Jorquera®, G. Sénchez-Antolin', F. Gonzdlez San Martin*,
M.T. Arranz’, G. Karpman®, J.L. Olcoz?, M.A. Hernéndez’,

L. Herrera’, M. Villarroel®, E. Reyes® y M. Alvarez-Mon®°
'Hospital Universitario Rio Hortega. Valladolid. *Hospital Gral. Yagiie.
Burgos. *Hospital de Leén. Leon. *Hospital Clinico. Universitario.
Salamanca. *Hospital Clinico. Universitario. Valladolid. °Hospital de
El Bierzo. Leon. "Gilead Sciences. Madrid. *Laboratorio de Enf del
Sistema Inmune y Oncologia, Dpto de Medicina, Unidad I+D Asociada
al CNB-CSIC. UAH. Alcald de Henares, Madrid. °Servicio de Enf del
Sistema Inmune y Oncologia. Hospital Principe de Asturias. Madrid.

Introduccion. ADV es un antiviral con mostrada eficacia en el
tratamiento de pacientes con HCB. La HCB es un proceso de pa-
togenia compleja con evidencia de inadecuada respuesta del siste-
ma inmune del paciente al virus. En este trabajo investigamos los
efectos de ADV en pacientes con HCB sobre parametros funcio-
nales del sistema inmune y su relacién con la respuesta clinica.
Material y métodos. Se han incluido 23 pacientes (18 varones/5 Mu-
jeres), de entre 29-69 afios, con HCB y enfermedad hepatica compen-
sada, evidencia de replicacién viral activa, niveles de ALT elevados
persistentemente y evidencia histoldgica de inflamacion hepética acti-
va y fibrosis, tratados con ADV segtn la practica clinica habitual (10
mg/dia v.0.).5 eran AgHBe+. Se han incluido 19 controles sanos pa-
reados en edad y sexo con los pacientes. Mediante ELISA se midie-
ron niveles séricos basales de IL-1B?, -1Ra, -2, -4, -6, -12p70, -18 ¢
IFNYy alas 24 y 48 semanas de tratamiento. (Limites de sensibilidad
de 5, 100, 10, 0,5, 0,8, 0,75, 3 y 5?pg/ml respectivamente).
Resultados. Los resultados clinicos demostraron normalizacion de
ALT en 21 pacientes (91.30%) y descenso de carga viral en 20
(86,95%). En el estudio inmunoldgico se observaron niveles basales
significativamente elevados de IL-2, -4, -6, -12p70 y -18 de los pa-
cientes vs.controles sanos (Tabla 1). En relacion a los niveles de IL-
2, -4, -12p70 y -18 se observé un paulatino descenso durante el se-
guimiento con normalizacion tras 48 sem de tratamiento. Los niveles
séricos de IL-1f fueron significativamente menores vs controles sa-
nos (p< 0,003). Estas diferencias significativas en niveles de IL-1p, -
6y la -18 se mantuvieron tras 24 y 48 semanas de seguimiento.
Conclusion. Los enfermos con HCB padecen una marcada altera-
cién del sistema inmune con una elevacion significativa de citoqui-
nas proinflamatorias del compartimento monocitario y linfocitario
T. ADV consigue en la mayoria de los enfermos la normalizacién
de la hepatolisis y un descenso de carga viral con notoria recupera-
cién de la funcién inmunitaria.

Tabla 1. Valores séricos de citoquinas en pacientes tratados con ADV:

Pacientes Controles sanos
Basal (n=23) 24sem (n=21) 48 sem (n=20) (n=19)

IL-1B (pg/ml) 434 +3,72% 4,13 +25,65% 8,53 +3,82* 10,49 £ 7,16
IL-1Ra (ng/ml) 0,20+7,51 0,15 +6,36* 0,21 +£2,25 0,22 £ 6,01
IL-2 (pg/ml) 2436 +10,05% 23,51+ 12,51*% 1027 £ 7,71***** 913 +495
IL-4 (pg/ml) 0,81 +4,45% 0,71 0,47 0,63 + 5,08%* 0,49 +0,32
IL-6 (pg/ml) 1,94 £4,19* 1,87 £2,35% 1,94 + 1,25* 1,47 £0,23
IL-12p70 (pg/ml) 0,27 + 5,84* 0,30 £0,98*F 0,18 £0,37%* 0,12+0,12
IL-18 (pg/ml) 512,55 + 115,27* 409,30 + 80,50* 402,98 + 80,49*** 312,90 + 69,66
IFNY (pg/ml) 3,54 +7,43 342+529 3,66 + 1,57 3,95+1,95

Los valores se expresan como media + DS. *Indica diferencias significativas vs
controles sanos (p < 0,05 Mann-Whitney Test). **Diferencia significativa vs basal
(p < 0,05 Wilcoxon Signed Ranks Test). ***Diferencia significativa vs determina-
cién realizada tras 24 sem de tto (p < 0,05 Wilcoxon Signed Ranks Test).
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CUANTIFICACI()N Y ANALISIS FUNCIONAL DE CELULAS T CD8+
VHC ESPECIFICAS EN LA INFECCION PERSISTENTE POR VHC

S. Benito!, M. Calvino', J.R. Larrubia'?, A. Arias',

J. Pérez de Hornedo', E. Sanz de Villalobos?, F. Gonzélez Mateos?,
S. Garcia Garzén?, A. Bienvenido® y T. Parra!

'Unidad de Investigacion.’S. Aparato Digestivo. Hospital Universitario
de Guadalajara.

Introduccién. La respuesta celular citotéxica especifica contra el
VHC juega un papel central en el control viral. Los pacientes que
resuelven la infeccion desarrollan una respuesta celular citotéxica
vigorosa con capacidad de expansion clonal, mientras que esta res-
puesta estd insuficientemente estudiada en los sujetos que evolucio-
nan hacia una infeccién crénica.

Objetivos. Cuantificar la frecuencia de células T CD8+ especificas
contra dos epitopos inmunodominantes del VHC (NS3 ;¢ 415 ¥
NS3 | 75.1051) €0 sangre periférica e higado de pacientes con hepatitis
crénica C (HCC) CMH-A2+ y analizar su funcionalidad a través de
su capacidad de expansion clonal in-vitro tras estimulacién con
péptidos especificos.

Materiales y métodos. Mediante gradiente de Ficoll-Hypaque se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
20 sujetos con HCC y CMH-A2+ y 11 sujetos con HCC y CMH-
A2-, que se emplearon como controles negativos (CN); y por diges-
tién de un fragmento del cilindro de biopsia hepética con DNAasa y
colagenasa-I, células mononucleares intrahepaticas (CMIH) de 5 y
7 sujetos de estos dos grupos respectivamente. Las CMSP vy las
CMIH se marcaron con complejos pentaméricos-PE (Pent+) y anti-
cuerpos anti-CD8-Cy5 y se analizaron mediante Citometria de Flu-
jo. Se consideré positivo un valor igual o superior a la media + 2DE
de los CN (10 células Pent+ por 50.000 CD8+). Para analizar la ca-
pacidad de expansién clonal, 5x10° CMSP se estimularon con los
péptidos (1ImM), IL-2 (25IU/ml) y toxoide tetanico (0,5mM), du-
rante 10 dias. Los resultados se presentan como la mediana de fre-
cuencia de células T CD8+/Pent+ sobre el total de células T CD8+
mas la variacién intercuartil (IQR).

Resultados. En 9 de los 20 pacientes con HCC (45%) se observé
una respuesta celular citotdxica especifica con una frecuencia de cé-
lulas CD8+/Pent+ de 0,06% IQR: 0,13 para el epitopo NS3 |75 1051 Y
de 0,02% IQR: 0,04 para NS3 |, .;5- De los 9 pacientes con res-
puesta especifica sélo se logré expansion clonal en uno de ellos. Se
observé un secuestro de las células T CD8+ NS3 |, 14,5 €specificas
en higado (sangre: 0,02%, higado: 0,4%).

Conclusiones. La respuesta citotéxica VHC especifica en la infec-
cién persistente por VHC se caracteriza por ser: /) Débil: se en-
cuentran en una frecuencia inferior a 0,06% o estdn ausentes. 2) Es-
tas células funcionalmente defectivas respecto a su capacidad de
expansion clonal. Todas estas caracteristicas pueden influir en la in-
capacidad del sistema inmune para el control viral en la HCC.

TRATAMIENTO CON INTERFERON PEGILADO Y RIBAVIRINA
DE LA HEPATITIS C RECURBENTE COLESTASICA

TRAS EL TRASPLANTE HEPATICO

E. Ulloal, I. Fernandez!', F. Colina?, R. Gémez?, J.C. Meneu?,
R. Mufioz', G. Castellano', A. Fuertes*, E. Moreno®

y J.A. Solis-Herruzo'

Servicios de 'Medicina Aparato Digestivo, *Anatomia Patoldgica,
’Cirugia General y Unidad de Trasplantes Abdominales y
“Microbiologia. Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid.

La recurrencia de la infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC)
es universal tras el trasplante hepatico. En un pequefio subgrupo de
pacientes, esta recurrencia se puede manifestar en forma de hepati-
tis colestasica, entidad que ocasiona con frecuencia un dafio acele-
rado e irreversible del injerto. Describimos una serie de 15 pacien-
tes transplantados por cirrosis por VHC con hepatitis C colestdsica
(14 genotipo 1, 1 genotipo 2), diagnosticada como media a los 176
dias del trasplante (rango 60- 670). El diagnéstico se hizo de acuer-
do con la Conferencia de Consenso de Trasplante Hepdatico y Hepa-
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titis C (Liver Transp 2003; 9:S1-S9). Cuatro eran mujeres y 11
hombres; la edad media de 51 afios (rango 34-70). El valor medio
de la bilirrubina era de 19,7 mg/dl (6-45 mg/dl), de la GGT de 692
mg/dl (184-2339 mg/dl) y de la fosfatasa alcalina de 575,8 mg/dl
(297-1452 mg/dl). En 10 de los 15 pacientes se detectaron cifras de
carga viral en sangre superiores a 5x10° UI/mL (2,4x10°-200x10°
UI/mL). En todos los pacientes se inici6 tratamiento con IFN-Peg
(1,5 pg/kg/sem) y ribavirina (800-1000 mg/d). Cuatro pacientes
(27%) fallecieron entre los 2-4 meses por fallo de injerto, sin res-
puesta a la medicacion antiviral. Diez (67%) de los 15 pacientes
normalizaron las transaminasas durante el tratamiento. Cuatro de
estos 10 pacientes (27%) consiguieron una respuesta viral sostenida
(RVS) al retirar la medicacion antiviral, dos de ellos tras 12 meses
de tratamiento y dos tras s6lo 8 meses, cuando fue suspendido por
efectos secundarios. En los 6 pacientes restantes, la viremia perma-
necia detectable al final del tratamiento: uno falleci6 por insuficien-
cia hepdtica en relacion con una recidiva grave de la infeccion tras
suspender la medicacién antiviral y en el resto el tratamiento antivi-
ral se reinstaurd a las pocas semanas de suspendido ante el empeo-
ramiento del perfil hepético; en todos ellos se consiguié de nuevo
normalizar la analitica hepdtica. Entre los efectos secundarios de la
medicacion antiviral destac6 la anemia hemolitica (11/14 pacientes
requirieron darbopoetina y/o transfusion), y la neutropenia (2 pa-
cientes necesitaron Filgastrim). En un caso el tratamiento se suspen-
di6 al 4° mes por rechazo agudo y en dos casos, con RVS, el trata-
miento se suspendi6 al 8° mes por colestasis y ductopenia leve en la
biopsia hepitica.

Conclusiones: /) El tratamiento combinado con IFN-Peg y ribaviri-
na consiguié normalizar la analitica hepética en el 67% de los pa-
cientes trasplantados con hepatitis C recurrente colestasica, erradi-
cando la infeccion viral en el 26%. 2) El tratamiento antiviral de
mantenimiento parecer ser necesario en aquellos pacientes en los
que mejora la funcién del injerto pero permanecen con viremia. 3)
Se debe vigilar de forma estrecha la aparicion de efectos adversos
de la medicacidn antiviral, especialmente las citopenias y el recha-
Z0.

EN LA HEPATITIS CRONIQA C LA ESTEATOSIS HEPATICA
INFLUYE EN LA EXPRESION DE CITOQUINAS

L.I. Ferndndez, J.M. Gonzilez, A. Le6n', R. Aller, B. Velayos y
J.A. Garrote'?

Servicio de Aparato Digestivo. Unidad de Investigacion®. Hospital
Clinico de Valladolid. IBGM. Universidad de Valladolid'. Espaiia.

Introduccién. En la hepatitis crénica c la actividad inflamatoria y
fibrosis se asocian a la sintesis de diferentes citoquinas. Las citoqui-
nas también intervienen en la patogenia de la enfermedad hepatica
por depésito de grasa. Hay esteatosis aproximadamente en el 50%
de las biopsias hepdticas de pacientes con hepatitis crénica c y se
asocia a formas mds graves. Por tanto la esteatosis podria influir en
la sintesis de citoquinas en la hepatitis cronica c.

Objetivos. Determinar si la presencia de esteatosis en el tejido he-
patico de pacientes con hepatitis crénica ¢ modifica el patrén de
produccién de citoquinas.

Material y métodos. Hemos medido los niveles de ARNm de IFN
gamma, IL6, TGFbeta, TNFalfa, IL1beta, IL10, IL12 (p40 and p35)
en tejido hepético de 30 pacientes con hepatitis crénica c¢ biopsiados
antes de recibir tratamiento antiviral. Tras la obtencién de las mues-
tras, éstas se sumergieron inmediatamente en 1mL de solucién RN-
Later® (Ambion inc, TX, USA) y fueron almacenadas a -20°C para
preservar la integridad del ARN hasta su procesamiento. E1 ARN
total fue extraido del resto de la biopsia usando el reactivo
TRIZOL® (Invitrogen, Live Technologies, USA). Los valores de
ARNm fueron determinados con PCR en tiempo real con LightCy-
cler® (Roche Applied Science, Mannheim Germany). Las reaccio-
nes se realizaron en un volumen de 20 ul usando el FastStart SYBR
Green I MasterMix (Roche) y 1 ul de Uracil DNA Glicosilase
(UDG) (Roche) termolabil para evitar contaminaciones. Los resul-
tados obtenidos como un cociente entre el ARNm de cada citoquina

y de beta-actina se han expresado con unidades arbitrarias. Hemos
comparado los niveles de ARNm de las diferentes citoquinas en pa-
cientes con y sin esteatosis teniendo en cuenta el genotipo y los di-
ferentes grados inflamatorios y estadios de fibrosis, y también en
los pacientes con esteatosis segin el genotipo sea 3 6 1 y/o 4. He-
mos empleado las pruebas de U Mann Whitman y de Chi cuadrado.
Resultados. La esteatosis hepdtica se asocia a menor expresion de
ARNm de TNfalfa (p 0,01), IL12p35 (p 0,01) y TGFbeta (p 0,07)
en el global de pacientes y entre pacientes infectados por genotipo 1
y/o 4 (TNFalfa p 0,04, IL12p35 p 0,002, TGFbeta p 0,005). Estas
diferencias persisten en pacientes con diferentes grados de actividad
y estadios de fibrosis. Entre los pacientes con esteatosis el genotipo
3 se asocia a menor expresion de IL6 (p 0,03) e IFNgamma (p
0,04).

Conclusiones. En la hepatitis crénica c la esteatosis hepdtica se
asocia a menor expresion de citoquinas de tipo Thl. La IL 6 podria
inhibir la respuesta de tipo Th1. En la hepatitis crénica c la esteato-
sis podria inducir la fibrosis por un mecanismo independiente de
TGFbeta.

MUTANTES DE ESCAPE A LA VACUNA ANTI-HEPATITIS B EN
PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA B SIN RESPUESTA AL
TRATAMIENTO ANTIVIRAL

J. Sheldon!, B. Ramos', J. Garcia-Samaniego?, M. Romero?, A.
Moreno?, P. Rios! y V. Soriano!

Servicios de Enfermedades Infecciosas' y Hepatologia®. Hospital Carlos
111, Madrid, Esparia.

Introduccién. El genoma del virus de la hepatitis B (VHB) contie-
ne 4 genes que codifican diversas proteinas complejas y multifun-
cionales. El tratamiento a largo plazo con andlogos de nicleos
(t)idos puede dar lugar al desarrollo de mutantes de resistencia que
pueden convertirse con el tiempo en las especies dominantes. La
DNA polimerasa del VHB se solapa con el gen de la envoltura que
codifica el HBsAg, de tal manera que la seleccién de mutaciones de
resistencia pueden afectar la antigenicidad y/o la produccion de
HBsAg. La primera situacion favorece el escape a la vacuna especi-
fica y la segunda puede dar lugar a infeccion oculta por VHB.
Métodos. Se estudiaron 62 pacientes con hepatitis crénica por VHB
(19 monoinfectados y 43 con coinfeccion VHB/VIH) y carga viral
detectable a pesar del tratamiento con nicleos (t)idos a los que se
realiz6 secuenciacién del DNA-VHB en busca de mutaciones en los
genes de la polimerasa y el HBsAg.

Resultados. Las principales caracteristicas de la poblacién del estu-
dio se resumen en la tabla. El tiempo medio de tratamiento con la-
mivudina (LAM), tenofovir (TDF), adefovir (ADV), y emtricitabina
(FTC) fue de 39, 13, 22 y 9 meses, respectivamente.

VHB VHB/VIH P
N° de pacientes 19 43
Farmacos antivirales ADYV (10) TDF + LAM (38)
ADV + LAM (9) TDF + FTC (2)
LAM (2)
TDF (1)
Genotipos
A 6 36
D 10 6
E 2
F 1
G 1
Mutaciones de resistencia 19
LAM (rtL180M, rtM204V/I, 1tV173L, 1 1
rtV207L rtV1911)
TDF (rtA194T) 2
LAM + TDF
ADV (rtN236T, rtQ215S, rtI233V, 5
rtS213T, rtV214P)
LAM + ADV 2
Mutaciones determinante “a” 4 1 0,013
(sP120T, sM133I, sD144E)
Mutaciones “c” terminal (sE164D, 5 19

sI195M, sW196L/S, sM198I,
sL216stop, sW199stop, sW182stop)
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En los pacientes VIH (-) con hepatitis crénica B se detectaron muta-
ciones tanto en el determinante “a” como en “c” terminal principal-
mente en aquéllos con genotipo D. En los pacientes coinfectados
por VIH todas las mutaciones en “c” terminal se detectaron en el
genotipo A. En el andlisis multivariante las mutaciones en el deter-
minante “a” eran dependientes del genotipo mientras que las muta-
ciones en el “c” terminal no guardaron relacién con el genotipo y se
seleccionaron con el tratamiento con lamivudina.

Conclusiones. Las mutantes de escape a la vacuna parecen ser mas
frecuentes en los pacientes con genotipo D y en este estudio se ob-
servaron mas frecuentemente en pacientes monoinfectados por
VHB. La circulacién de las variantes que afectan al gen de la envol-
tura del VHB seleccionadas por farmacos antivirales necesita mayor
investigacion para determinar sus eventuales repercusiones de salud
publica.

VALORACION DE LA DISTRIBUCION DE LA FIBROSIS EN
PACIENTES CON HEPATITIS C MEDIANTE ANALISIS OPTICO DE
IMAGENES DE TAC DE HIGADO (FIBROCT®)

A. Madrazo, E. Gémez-Gonzilez, M. Vera, V.M. Castellano,
M. Nevado, J.C. Alcén, L. Rodrigo, R. Pérez, R. Sola,

J.M. Pérez-Moreno, J.M. Navarro, R. Andrade, J. Salmerdan,
M. Diago y M. Romero Gémez

UGC Enfermedades Digestivas. Hospital Universitario de Valme.
Sevilla. Grupo de Fisica multidisciplinar. Depto Fisica aplicada III.
Universidad de Sevilla. Servicio de Patologia. Hospital Fundacion
Fuenlabrada. Madrid. Servicio de Patologia. Fundacion Hospital
Alcorcon. Madrid. Servicio de Radiodiagndstico. Hospital Universitario
de Valme. Sevilla. Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Central de
Asturias. Oviedo. Seccion de Hepatologia. Hospital del Mar.
Barcelona. Seccion de Aparato Digestivo. Hospital de Puerto real.
Cddiz. Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Costa del Sol. Marbella.
Madlaga. Seccion de Hepatologia. Hospital Virgen de la Victoria.
Madlaga. Unidad Clinica de Digestivo. Hospital San Cecilio. Granada.
Seccion de Hepatologia. Hospital General de Valencia. Valencia.

Introduccién. La distribucién de la fibrosis en el higado en pacien-
tes con hepatitis C parece no ser homogénea, observandose diferen-
cia de un estadio en un tercio de los pacientes cuando se analizan
biopsias de ambos 16bulos. El fibroscan® detecta diferentes veloci-
dades de ondas en al modificar el punto de medicién en un mismo
paciente. El andlisis optico de imdgenes de TC de higado permite
analizar el higado en su totalidad y conocer la distribucién de la fi-
brosis.

Propésito. Analizar la homogeneidad de la distribucién de la fibro-
sis en el higado y su influencia en la correlacion con la biopsia he-
patica histolégica.

Material y métodos. Incluimos 70 pacientes con hepatitis C que no
habian sido tratados con antivirales. Analizamos la fibrosis histol6-
gica seglin Scheuer por dos patdlogos expertos e independientes.
Las biopsias debian medir al menos 15 mm y mostrar mas de 10 es-
pacios porta. Se practicé TC de higado helicoidal, sin contraste oral
ni intravenoso (Toshiba Asteion, 120kV, 190-205mAs) con cortes
axiales de 5 mm. Los niveles de ventana se mantuvieron constantes
y las imdgenes fueron digitalizadas (Microtek 9800XL+TMA 1600,
300 dpi, 8 bpp). El andlisis digital permitié conocer la distribucién
de la fibrosis y el calculo de la fibrosis media ponderada (FMP).
Los pacientes se clasificaron en tres grados de homogeneidad en la
distribucién de la fibrosis: homogénea, heterogénea e intermedia se-
gtin el nimero de areas de cada estadio de fibrosis detectada.
Resultados. Presentaban una distribucién homogénea 23 pacientes
(32,8%), heterogénea 22 casos (31,4%) e intermedia 25 pacientes
(35,7%). La FMP correlacion6 con la fibrosis histolgica (FH) (r =
0,51; p < 0,001). La capacidad diagnéstica segin curva ROC para
predecir fibrosis no significativa (FO-F1) fue de 0,73 (IC95%: 0,61-
0,85). En el grupo de pacientes con distribucién homogénea de la
fibrosis el AUC para FO-F1 fue de 0,80 y para F3-F4 de 1,00. En
los casos con distribucion heterogenea el AUC fue de 0,65 y 0,62
respectivamente. La correlacién entre FH y FMP fue superior en los
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pacientes con distribucién homogénea (n = 23; r = 0,65; p < 0,001)
que en los de distribucién heterogénea (N022; r = 0,34; p < 0,05).
El kappa entre patdlogos fue de 0,65; p < 0,0001).

Conclusiones. El andlisis 6ptico digital de imagenes de TC de higa-
do en pacientes con hepatitis C permite conocer el estadio y la dis-
tribucién de la fibrosis. Un tercio de los pacientes muestran una dis-
tribucién heterogénea de la fibrosis. La concordancia entre la
biopsia y el fibroCT depende de la homogeneidad de la distribucién
de la fibrosis y es similar a la concordancia entre patélogos. Por
tanto, el fibroCT® es un método til y seguro para valorar la distri-
bucidn de la fibrosis en la totalidad del higado.

Agradecimientos: Il Plan Andaluz de Investigacion, proyecto
43/03, 102/04 Y 56/05 de la Consejeria de Salud de la Junta de An-
dalucia.

EFECTO DEL FENOFIBRATO EN PACIENTES CON ENFERMEDAD
DEL HIGADO GRASO NO ALCOHOLICA (EHGNA)

M. Pérez-Carreras', C. Ferndndez-Miranda?, F. Colina’,

G. Lépez-Alonso?, C. Vargas* y J.A. Solis-Herruzo!

'Medicina Aparato Digestivo. *Medicina Interna. *Anatomia Patoldgica.
“Bioquimica. Hospital Universitario “12 de Octubre”. Madrid.

Introduccién. El sindrome metabdlico, la insulinorresistencia y la
dislipemia son factores de riesgo que se asocian a la EHGNA y que
pueden mejorar con la administracion de fenofibrato.

Objetivo. Evaluar el efecto del fenofibrato en la evolucién clinica,
analitica e histoldgica de un grupo de pacientes con EHGNA.
Material y métodos. Se incluyeron 16 pacientes con diagndstico
histolégico de EHGNA, los cuales recibieron una dosis diaria de
200 mg de fenofibrato durante 12 meses. En todos ellos se realizé
un seguimiento clinico y bioquimico cada 3 meses y una segunda
biopsia hepitica al finalizar el tratamiento.

Resultados. Todos los pacientes cumplieron los 12 meses de trata-
miento, sin detectarse efectos adversos. Al finalizar el estudio se en-
contr6é una disminucién significativa en los niveles plasméticos de
triglicéridos, glucosa, fosfatasa alcalina y gamma-glutamil trans-
peptidasa, asi como un incremento en los de apolipoproteina A.
Ademds, se obtuvo una disminucién significativa en la proporcién
de pacientes con niveles anormales de transaminasas (ALT: 93,7%
vs 62,5%; p = 0,02, AST: 50% vs 18,7%; p = 0,02). No se encontré
ningin cambio en el indice de masa corporal, aunque si una reduc-
cién significativa del nimero de pacientes con sindrome metabdlico
(43,7% vs 18,7%; p = 0,04). El estudio histolégico hepatico efec-
tuado al finalizar el tratamiento revel6 una mejoria significativa en
el grado degeneracion hepatocitaria balonizante (p = 0,03). Sin em-
bargo, no se hallaron modificaciones en la severidad de la esteato-
sis, la inflamacién lobulillar ni la fibrosis. Tampoco se encontrd
ningin cambio en el indice de actividad de la EHGNA.
Conclusiones. El fenofibrato es un tratamiento seguro en pacientes
con EHGNA. Mejora los niveles de glucemia, triglicéridos y ami-
notransferasas. Disminuye el porcentaje de pacientes con sindrome
metabdlico. Reduce la degeneracion balonizante de los hepatocitos,
sin modificar el grado de esteatosis, la inflamacién ni la fibrosis.

TRATAMIENTO CON ADEFOVIR DE LA HEPATITIS CRONICA B EN
PACIENTES RESISTENTES A LAMIVUDINA: FACTORES
PREDICTIVOS DE RESPUESTA VIROLOGICA PERSISTENTE

M. Buti, I. Elefsiniotis, V. Vargas, R. Jardi, F. Rodriguez-Frias,
S. Bonovas, M. Schapper y R. Esteban

Servicio de Hepatologia y de Bioquimica del Hospital Universitario
Valle Hebron. Barcelona.

El adefovir es el farmaco de eleccién en los pacientes con hepatitis
cronica B y resistencia a lamivudina. Los factores asociados a una
respuesta favorable no estdn bien definidos.

Objetivos. Estudiar los factores predictivos de respuesta virolgica
mantenida al tratamiento con adefovir en pacientes previamente re-
sistentes a lamivudina.
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Pacientes y métodos. 54 pacientes con resistencia a lamivudina
((81,5% varones, edad: 51,1 + 12,1 afios, 37% con cirrosis, 46%
HBeAg-positivo, Genotipo VHB: 23A / 29D / 2F) fueron tratados
con adefovir monoterapia (n = 28) 6 la combinacién de Adefovir y
lamivudina (n = 26) durante un tiempo medio de 30,4 + 15,9 meses.
Al inicio del tratamiento y cada 3 meses se determinaron los niveles
de DNA-VHB por Real Time PCR (LID: < 1.000 copies/ml) y en
los casos positivos se estudiaron la presencia de resistencia al ade-
fovir mediante secuenciacion directa. Las variables que se evalua-
ron 1 fueron todos lof factores basales, la respuesta viroldgica a los
12, 24 y 48 semanas, la emergencia de resistencias al adefovir, el
tipo de tratamiento (ADV vs ADV y lamivudina). El andlisis esta-
distico se baso en el andlisis tiempo-evento (supervivencia), test
log-rank y modelo de Cox de riesgos proporcionales (p < 0,05).
Resultados. Treinta y ocho pacientes (70,4%) alcanzaron una res-
puesta virolégica inicial (22,2% al mes 3, 14,8% al mes 6 y 33,3%
al mes 12). Todos ellos mantuvieron la respuesta virolgica durante
el seguimiento. Seis de los pacientes HBeAg + negativizaron el
HBeAg (entre los meses 3 y 30) siendo la tasa anual de seroconver-
sién del 10,7%. Ocho pacientes (14,8%) desarrollaron resistencias
al ADV. El analisis univariado mostré que la respuesta viroldgica
no se asocio al sexo (p = 0,29), cirrosis (p = 0,83), Genotipo VHB
(p = 0,20), ALT basales (p = 0,39) o tipo de tratamiento (p = 0,29):
pero estaba significativamente relacionado con la edad del paciente
(p = 0,025), el HBeAg (p = 0,015) y los niveles basales de viremia
(p = 0,006) y la negativizacién del DNA-VHB en la semana 48. En
el analisis multivariado, los factores independientes predictivos fue-
ron los bajos niveles de DNA-VHB (HR = 0,65, 95% CI: 0,45-0,95,
p = 0,027), HBeAg-negativo (HR = 0,37, 95% CI: 0,14-0,96, p =
0,040) y el sexo femenino (HR = 0,20, 95% CI: 0,05-0,76, p =
0,018).

Conclusién. El tratamiento con Adefovir suprime la replicacién vi-
ral durante el primer afio de tratamiento en mds del 70% de los pa-
cientes resistentes a lamivudina. Esta inhibicion se mantiene duran-
te el tratamiento. Los factores predictivos de respuesta mantenida
identificados fueron la negativizacién del DNA antes de la semana
48, los bajos niveles de viremia y el sexo femenino.

RESULTADOS DEL PROGRAMA DE USO COMPASIVO CON ADV EN
ESPANA: VALORACION DE EFICACIA Y ESTUDIO DE
RESISTENCIAS

M. Buti!, F. Rodriguez?, J.L. Calleja’, R. Jardi?, F. Pons®,

J. Crespo*, T. Casanovas®, J. Enriquez®, F. Carnicer’,

M. Romero®, M. Garcia Bengoechea’, M. Prieto',

J. Garcia Samaniego'!, Manuel Miras'?, F. Pérez Roldén'>

M. Rueda'* y R. Esteban'

'Hepatologia. *Bioquimica, H.U. Vall d "Hebron. *Gastroenterologia. H.
Puerta de Hierro. *Gastroenterologia H. Marqués de Valdecilla.
*Gastroenterologia C.S.U. de Bellvitge. °Gastroenterologia H. Sta Creu
i St Pau.’Gastroenterologia H. General de Alicante. SGastroenterologia
H. de Valme. *Gastroenterologia H. de Donostia. "’Gastroenterologia
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Introduccién y objetivo. El tratamiento prolongado con lamivudi-
na de los pacientes con hepatitis cronica B se asocia a la emergencia
de resistencias. Los pacientes con resistencia a la lamivudina pre-
sentan una pérdida de la respuesta bioquimica y viroldgica y una
mayor progresion de la enfermedad hepatica. El adefovir dipivoxil,
un andlogo de los nucleétidos, es eficaz en el tratamiento de los pa-
cientes con resistencia a lamivudina. El objetivo de este estudio ha
sido evaluar la eficacia, seguridad y resistencias del adefovir dipi-
voxil en pacientes con hepatitis cronica B refractarios al tratamiento
con lamivudina.

Pacientes y métodos. Se han incluido 120 pacientes afectos de he-
patitis crénica B refractarios al tratamiento con lamivudina tratados
con adefovir dipivoxil, de los cuales 74 han sido seguidos durante 2
afios. En todos los casos se ha determinado el ADN-VHB por PCR

y en los casos sin respuesta al tratamiento, se han estudiado la pre-
sencia de resistencias a adefovir dipivoxil y a lamivudina.
Resultados. A los 2 afios de tratamiento se observo una respuesta
viroldgica del 54%, una respuesta bioquimica del 62% y la elimina-
cién del HBeAg en el 21% de los casos. Se detectaron resistencias a
adefovir dipivoxil en el 20% de los pacientes, siendo las mutaciones
mas frecuentes detectadas A181V, A181T y N236T. La seguridad
del farmaco fue excelente detectdndose solo un efecto adverso rela-
cionado con el tratamiento.

Conclusiones. El tratamiento durante 2 afios con adefovir dipivoxil
en monoterapia en pacientes previamente refractarios a lamivudina,
se asocia a una alta tasa de respuesta bioquimica y virolégica con
una seguridad excelente. Sin embargo, el porcentaje de resistencias
a este farmaco es superior al observado en pacientes no tratados
previamente si se utiliza como tratamiento secuencial.

TRATAMIENTO CON INTERFERON PEGILADO AI:FA-ZA Y
RIBAVIRINA EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA
ESTABLECIDA POR VHC RECURRENTE POST-TRASPLANTE
HEPATICO

J.M. Pascasio', J.M. Sousa', M. Cabanillas', F. Gavildn?,

M. Sayago', M.T. Ferrer!, M.A. Gémez?3, J.L. Marquez'

y A. Bernardos®

!Digestivo. *Anatomia Patoldgica. *Cirugia y Trasplante Hepdtico. H.U.
Virgen del Rocio. Sevilla.

Objetivos. Analizar la respuesta viroldgica persistente (RVP), tole-
rancia y complicaciones del tratamiento (TTO) con dosis plenas de
interferén pegilado alfa-2a (PEG2a) y ribavirina (RBV) en pacien-
tes con hepatitis cronica (HC) establecida por VHC recurrente post-
trasplante hepdtico.

Métodos. 21 pacientes (57% hombres), de 56 + 9 afios, con HC es-
tablecida por VHC y estadio de fibrosis (F) > 1 (indice de Scheuer)
en la biopsia. Los enfermos recibieron desde el inicio dosis plenas
de PEG2a (180 mcg/sem) y RBV (1000-1200 mg/d) o las mayores
posibles segtin los parametros hematolégicos y la funcién renal du-
rante 48-52 semanas; en 3 (14%) pacientes se prolongé hasta 72 se-
manas. Se utilizaron eritropoyetina (EPO) (Hgb < 9 g/dl) y G-CSF
(s6lo en un caso). La mediana de tiempo desde el trasplante hepati-
co al inicio del TTO fue de 31,6 (6-94) meses. Seis (29%) recibian
ciclosporina (CsA) y 15 (71%) tacrolimus (Tac); en 8 (38%) se aso-
ciaba Micofenolato (MMF) a CsA o Tac. El 67% fueron genotipo 1.
La carga viral (mediana-log10) fue de 6 (3,8-7,1) Ul/ml (62% con
carga viral elevada > 600000 Ul/ml). El 76% tenia fibrosis avanza-
da (F3-F4).

Resultados. 15 pacientes (71,4%) tuvieron respuesta viroldgica al fi-
nal del TTO y 11 (52,4%) RVP. La RVP se asoci6 a la negativizacion
del ARN-VHC a las 4 semanas (100 vs 33,3%; p = 0,007) y a las 12
semanas (75 vs 25%; p = 0,04). Se observé una tendencia a mayor
tasa de RVP en los pacientes con indice de masa corporal <25 (78 vs
33%; p = 0,056), TTO con CsA vs Tac (83 vs 40%; p = 0,094), au-
sencia de MMF (61 vs 37%), no diabéticos (60 vs 33%), genotipo no-
1 (71 vs 43%) y carga viral baja (75 vs 38%). La severidad de la fi-
brosis no se asocié a la RVP. Present6 neutropenia (< 750/mma3) el
67%, trombopenia (< 50000/mm3) el 33% y anemia (Hgb < 10 g/dl)
el 67% de los enfermos. El 38% precis6 EPO y el 14,3% transfusién.
Fue necesario reducir la dosis de PEG2a en el 71% y de RBV en el
76% y suspender el TTO antiviral por efectos adversos en el 33,3%
de los pacientes. Cinco enfermos (24%) presentaron rechazo
agudo/crénico que motivé suspensién del TTO en 3 casos.
Conclusiones. /) El TTO con PEG2a mas RBV en la HC estableci-
da por VHC post-trasplante hepatico consiguié una buena tasa de
RVP global y en genotipo 1, cercana a la referida en los no trasplan-
tados, si bien a costa de importantes efectos secundarios que obliga-
ron con frecuencia a reducir dosis, utilizar EPO e incluso transfu-
siones. 2) Estos buenos resultados justifican el manejo agresivo de
estos pacientes a pesar de conllevar incluso la suspensién anticipada
del TTO en hasta un tercio de ellos. 3) Las variables predictivas de
RVP parecen similares a las definidas en los no trasplantados.

Gastroenterol Hepatol. 2007;30(Supl 1):119-89 173



XXXIl CONGRESO NACIONAL DE LA ASOCIACION ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DEL HiGADO

IDENTIFICACION PRECOZ DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO
EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA C GENOTIPO 1

A. Herndndez Albdjar!, F. Domper Bardaji',

C. Martinez Delgado?, J.C. Gonzdlez Rodriguez?

y E. Rodriguez Sdnchez!

'Unidad de Aparato Digestivo. *Unidad de Investigacion. *Seccion de
Microbiologia. Hospital General de Ciudad Real.

Objetivo: Identificar qué factores predicen la respuesta al interferén
pegilado o2b y ribavirina en pacientes con hepatitis cronica C geno-
tipo 1.

Material y métodos: Se evaluaron de forma prospectiva y consecu-
tiva a los pacientes con hepatitis crénica C genotipo 1 remitidos a
nuestra consulta de Hepatologia, entre enero de 2004 y abril de
2006, para tratamiento antiviral. Se recogieron datos basales y vire-
mia medida mediante PCR cualitativa y cuantitativa a las 2, 4 y 12
semanas de iniciado el tratamiento. Se valor6 la respuesta virologi-
ca al final del tratamiento (RFT) y la respuesta viroldgica sostenida
(RS). La viremia se extrajo horas antes de la dosis semanal de inter-
ferén pegilado.

Resultados: Se incluyeron 58 pacientes, habiendo concluido el se-
guimiento 35. Un 66% eran varones (n = 23), con edad media de
42 anos +/- 11 (26-65). La carga viral basal fue mayor de 800.000
Ul/mL en el 75% (n = 26). Se hizo biopsia hepdtica en el 86% (n
= 30), 9 tenian fibrosis grado III-IV. 25 eran naives, 3 recidivas y
7 no respondedores. La adherencia al tratamiento fue muy buena
en el 97% (n = 34). Solo en un paciente se modificé la dosis de ri-
bavirina por efecto secundario (anemia con respuesta parcial a la
eritropoyetina). La RFT y RS fueron de 49% y 31% respectiva-
mente. En el andlisis multivariante se asociaron significativamente
a RS, la GGT basal (p=0,021; OR 1,041) y el descenso de la vire-
mia =2 logaritmos a las 2, 4 y 12 semanas (p = 0,001). EI descen-
so de la viremia a las 2 semanas se asocié con una RS del 100%.
A las 4 semanas, el VPN y VPP fueron del 92% y 91% respectiva-
mente.

Conclusiones: En nuestro estudio el descenso de la viremia >2 lo-
garitmos a las 2 semanas de iniciado el tratamiento asegur¢ la RS.
A las 4 semanas identificamos a la gran mayoria de los no respon-
dedores.

ASOCIACION ENTRE DANO HEPATICO Y RESPUESTA CELULAR
CITOTOXICA ESPECIFICA EN LA INFECCION PERSISTENTE

POR VHC

S. Benito!, M. Calvino', J.R. Larrubia'?, J. Pérez de Hornedo!,
A. Arias', E. Sanz de Villalobos?, F. Gonzdlez Mateos?,

S. Garcia Garzén?, A. Bienvenido® y T. Parra!

'Unidad de Investigacion.*S. Aparato Digestivo. Hospital Universitario
de Guadalajara.

Introduccién. La respuesta celular citotéxica especifica puede te-
ner un doble papel en la infeccion persistente por VHC, ya que a la
vez que parece imprescindible para controlar el virus, si es vigorosa
puede asociarse al desarrollo de dafio hepdtico. Este ultimo aspecto
no ha sido suficientemente estudiado.

Objetivos. Estudiar la relacion entre la respuesta celular citotdxica
VHC especifica y el daflo hepatico en la hepatitis crénica por virus
C (HCC).

Materiales y métodos. Se obtuvieron células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de 20 pacientes con hepatitis crénica C
(HCC) CMH-A2+ mediante gradiente de Ficoll-Hypaque. Se mar-
caron con complejos pentaméricos-PE (Pent+) contra el epitopo
NS3 | 75.1051 Y anticuerpos anti-CD8-Cy5 y se analizaron mediante
Citometria de Flujo. El dafio hepdtico se evalué mediante los valo-
res de la transaminasa sérica ALT. La carga viral (CV) se evalud
mediante COBAS HCV Amplificacién y Deteccién v2.0; Roche
Diagnostics, CA. La frecuencia de células CD8+/Pent+ sobre el to-
tal de células CD8+ se expresa como la mediana mds la variacion
intercuartil (IQR).
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Resultados.

Porcentaje Edad Tiempo  Genotipo CYV basal ALT
(CDS8-Pent+)/ evolucion 1 VHC (millones

CD8+ (afios) de copias)

<0,02% 441IQR: 13,5 28IQR:20  66% 3,58 IQR: 3,8 85IQR: 32

20,02% 421IQR:5 20IQR:6 60% 3,66 IQR: 13,13 951IQR: 53
P valor NS NS NS NS p=0,029

Conclusiones. Tanto los pacientes con una respuesta CD8+ NS3
10731081 €specifica superior al 0,02% como los que la presentan infe-
rior, no son capaces de controlar el virus. Sin embargo la presencia
de una respuesta CD8+ NS3 ., ,0¢; €specifica superior al 0,02% de
las células CD8+ de sangre periférica se asocia a mayor grado de
dafio hepdtico en la infeccién persistente por VHC.

¢(ES POSIBLE EL TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS C EN LA
POBLACION PENITENCIARIA?

R. Jiménez, J. Ortiz, M. Roget, R. Pallas, M. Piqueras,

S. Galter y J. Boadas

Unidad de Digestologia, Servicio de Medicina Interna del Consorci
Sanitari de Terrassa.

Introduccién. La infeccién por VHC supone un grave problema de sa-
lud en la poblacién de los Centros Penitenciarios con una prevalencia
estimada en Catalunya del 44%. En nuestro centro se atienden pacien-
tes que estan en régimen penitenciario (P) y pacientes externos (E).
Objetivos. Evaluar y comparar la respuesta al tratamiento con IFN-
PEG + Ribavirina en los pacientes con hepatitis cronica C tratados
en régimen P y E, analizando qué variables influyen en la respuesta
viral sostenida (RVS).

Material y métodos. Desde el afio 2001 hasta agosto de 2006 109 pacien-
tes con hepatitis cronica C han sido tratados con IFN-PEG y Ribavirina. N
=109: P=49 E = 60. Caracteristicas basales de las dos poblaciones:

P (n=49) E (n = 60) p
Edad (X + 2DS) aiios 33,3+ 16,7 43,3 +20 0,000
% Hombres 98,00% 63,30% 0,000
Afios de infeccién (X + 1DS) 11,72 £ 6,7 19,40 £ 10,49 0,017
% ADVP 83,70% 25,00% 0,000
% Genotipo 1 51,00% 73,30% 0,016
% Genotipo 2 0,00% 3,30% 0,109
% Genotipo 3 32,70% 16,70% 0,049
% Genotipo 4 16,30% 6,70% 0,109

PCR cuantitativa VHC (X £ 1DS) 813.457 + 546.820 769.561 + 520.903 0,675
Indice Knodell (X + 1DS) 5,55 +2,81 6,32 +3,99 0,360
Fibrosis (X + 1DS) 0,67 £0,9 1,23+ 1,15 0,022

Para el andlisis estadistico comparativo se ha utilizado el Test de X*> U
Mann- Whitney y comparacion de medias. Las variables significativas
se han incluido en un andlisis de regresion logistica multivariante.
Resultados. La RVS por intencién de tratamiento ha sido: P: 57,1%
vs E: 56,7% (p = 0,96). El indice de abandonos en ambos grupos
fue P: 14,3% vs E: 6,7% (p = ns). Las pérdidas en el seguimiento
fueron superiores en P: 18,4% vs E: 1,7% (p = 0,003). Las variables
independientes que influyen en la RVS son el genotipo 3 y la edad.
Conclusiones. /) El factor més negativo en la poblacién P para la RVS
es la pérdida de seguimiento de los pacientes; a pesar de ello, la RVS no
presenta diferencias estadisticamente significativas respecto la poblacion
E. 2) La elevada prevalencia del genotipo 3 y el hecho de ser pacientes
mas jovenes favorece la buena respuesta al tratamiento de la poblacién P.

INFLUENCIA DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA (HOMA) EN
LOS NIVELES DE ALANIN AMINOTRANSFERASA EN PACIENTES
OBESOS NO DIABETICOS

R. Aller!, J.M. Gonzilez', D.A. de Luis?, M. Gonzdlez Sagrado?,
O. Izaola? y R. Conde?

!Digestivo. Hospital Clinico de Valladolid. *Instituto de Endocrinologia
y Nutricion. Facultad de Medicina de Valladolid.

La elevacion de las tranasminasas de los pacientes obesos es una al-
teracién bioquimica frecuente. La deteccion de los factores de ries-
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go que pueden influir en estas alteraciones es importante para ins-
taurar diferentes medidas preventivas y/o terapéuticas.

Objetivos. El objetivo principal de nuestro estudio fue evaluar la
influencia de la resistencia a la insulina en los niveles séricos de
alanina aminotransferasa (ALT) en pacientes obesos no diabéti-
coSs.

Material y métodos. Se evalu6 una muestra de 91 pacientes obesos
no diabéticos. Los criterios de exclusion fueron hepatitis B, C, in-
fecciones por citomegalovirus o Epstein Barr, presencia de anti-
cuerpos organoespecificos, consumo de alcohol, defectos heredita-
rios (hierro, cobre, Alfa-1 antitripsina), diabetes mellitus o
intolerancia a los hidratos de carbono. Se utilizé el HOMA (glucosa
(mmol/L) xinsulina (UI/L)/22,5) como determinante de la resisten-
cia a la insulina. A todos los pacientes se les realizé un estudio an-
tropométrico convencional, una bioimpedanciometria, encuesta nu-
tricional de 3 dias y analisis de lipidograma completo.

Resultados. La edad media fue de 39,2 + 16,7 afios con un indice
de masa corpora (IMC) de 34,4 + 5,2. Las variables antropométri-
cas mostraron las siguientes medias: circunferencia de la cintura
(109,2 + 14,7 cm), indice cintura-cadera (0,94 + 0,9) y peso (92,2 +
17 kg). La bioimpedancia mostré 49,8 + 14,4 Kg de masa magra y
40,1 + 12,7 kg de masa grasa. Los pacientes fueron clasificados en
el grupo I (controles, n = 74, niveles de ALT normales) y grupo II
(higado graso no alcohélico (HGNA), n = 17, ALT > 43 UI/L). La
circunferencia de la cintura, la masa grasa y el indice cintura cadera
fueron superiores en los pacientes del grupo II. Los niveles de insu-
lina (13,5 = 7,8 mUI/L vs 24,9 + 16,7 mUI/L; p < 0,05), HOMA
(1,9 £ 1,1 vs 3,9 £ 2,8) y triglicéridos (115,1 + 66,8 mg/dl vs 153,2
+ 71,2 mg/dl; p < 0,05) fueron superiores en el grupo II que en el 1.
Los niveles de HDL fueron superiores en el grupo I (54,9 + 10,3
mg/dl vs 45,2 + 15,7 mg/dl; p < 0,05). En el modelo de regresién
logistica con la variable dependiente ALT (dicotémica), la resisten-
cia a la insulina (HOMA) permanecié en el modelo, con una proba-
bilidad para tener ALT > 43 de OR 2,18 (CI: 95%: 1,12-4,2) con
cada unidad que aumenta la resistencia a la insulina ajustado por
edad, sexo, IMC e ingesta dietética.

Conclusién. La resistencia a la insulina en pacientes obesos se rela-
ciona de manera independiente con los niveles de ALT y por ello
con la presencia de higado graso no alcohdlico.

INFLUENCIA DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA Y DE
ADIPOCITOKINAS CIRCULANTES EN EL GRADO DE ESTEATOSIS
DE PACIENTES CON ENFERMEDAD HEPATICA GRASA NO
ALCOHOLICA

R. Aller!, L. Ferndndez!, F. de la Calle!, B. Velayos!,

J.L. Olcoz?, L. del Olmo!, T. Arranz', D.A. de Luis?, O. Izaola?,
M. Gonziélez Sagrado®, R. Conde® y J.M. Gonzdlez'

!Digestivo, Hospital Clinico de Valladolid. *Digestivo, Hospital de
Leon. *Instituto de Endocrinologia y Nutricion. Unidad de Apoyo a la
Investigacion. Facultad de Medicina de Valladolid.

El higado grado no alcohdlico (HGNA) es actualmente la patologia
hepiética crénica mas frecuente. Por ello los trabajos que intentan
valorar su etiopatogenia presentan alto interés al abrir las puertas
para posibles tratamientos.

Objetivo. Fue evaluar la influencia de la resistencia a la insulina y
los niveles de adipocitoquinas circulantes en los grados de esteato-
sis de pacientes con biopsia que mostraba HGNA

Material y métodos. Se estudio una muestra de 24 pacientes con
HGNA, en corte transversal. Se realizaron las siguientes determina-
ciones (peso, talla, indice de masa corporal, calorimetria indirecta,
bioimpedancia y encuesta nutricional de 3 dias). Se realizaron las
siguientes determinaciones analiticas en ayunas; glucosa, insulina,.
Colesterol total, LDL colesterol, HDL colesterol, triglicéridos, re-
sistina, leptina, adiponectina, interleukina 6 y TNF alfa. Se utiliz6 el
HOMA (glucosa (mmol/L) xinsulina (UI/L)/22,5) como determi-
nante de la resistencia a la insulina.

Resultados. La edad media fue de 41,6 + 8,7 afios y el indice de
masa corporal de 29,4 +4,7. Un total de 12 pacientes tenfan un gra-

do leve de esteatosis (grado 1 de Brunt) y 12 pacientes tenian un
alto grado de esteatosis (grado 2 y 3). Los datos antropométricos
convencionales, impedanciometria, ingesta nutricional y calorime-
tria indirecta fueron similares en ambos grupos. En el analisis uni-
variante, la resistencia a la insulina HOMA fue superior en los pa-
cientes con alto grado de esteatosis (1,4 = 0,5 vs 2,8 = 1,7; p <
0,05). Los niveles de adiponectina fueron superiores en el grupo de
bajo grado de esteatosis (37,7 + 22,5 ng/ml vs 24,2 + 33 ng/ml; p <
0,05). Los niveles de resistina fueron superiores en el grupo de alto
grado de esteatosis (2,36 + 0,6 ng/ml vs 2,8 + 0,6 mg/ml: p < 0,05),
sin existir diferencias en los niveles de TNFalfa e IL-6. En el anali-
sis de regresion logistica (variable dependiente grado de esteatosis
bajo/alto), solo la resistencia a la insulina (HOMA) permanecié en
el modelo, con una odds ratio de 7,8 (CI: 95%: 1,8-75) por cada au-
mento de 1 punto en la resistencia a la insulina ajustado por edad,
sexo e indice de masa corporal.

Conclusién. La resistencia a la insulina determinada mediante el
método HOMA influye en el grado de esteatosis de pacientes con
HGNA, siendo la resistina y adiponectina variables subrogadas a la
resistencia a la insulina.

SINDROME DE REYE EN EL ADULTO: ;TRASPLANTE HEPATICO
INNECESARIO A PESAR DE SIGNOS DE INSUFICIENCIA
HEPATOCELULAR AVANZADA?

A. Mas', J. Bernuau?, V. Das’, M. Bruguera', D. Cazals-Hatem?,
E. Maury?, O. Chazouilleres®, D. Lebrec?, G. Offenstadt?,

F. Durand? y D. Valla®

'Hospital Clinic, Barcelona, >Hopital Beaujon, Clichy, *Hépital Saint-
Antoine, Paris.

El Sindrome de Reye (SR) cursa con una esteatosis hepatica micro-
vesicular, signos de insuficiencia hepatica aguda grave (IHAG) y
edema cerebral. Descrito fundamentalmente en pediatria y muy ra-
ramente en adultos, aparece tras una infeccion viral y/o ingesta de
acido acetilsalicilico (AAS). El objetivo de este estudio es analizar
los casos de SR en adultos en la era del trasplante hepatico urgente
en la IHAG. El diagndstico de SR se basé en el antecedente reciente
de ingesta de AAS, la presencia de signos de IHAG (encefalopatia
hepatica), en ausencia de otras causas de la misma, y la evidencia
de esteatosis microvesicular en la biopsia hepdatica. Un total de seis
pacientes (5 varones, edades limite 16-36 afios) han sido diagnosti-
cados de SR en base a los criterios mencionados en los tltimos 20
afios en 3 hospitales. Todos habian consumido AAS (entre 7-12 g
en los 5-7 dias previos a su ingreso), y habian presentado vémitos
por lo que 3 habian sido tratados con metoclopramida y uno con
domperidona. Los valores iniciales de bilirrubina fueron inferiores a
4 mg/dl en todos los casos, las transaminasas oscilaron entre 7 y
125 veces por encima del valor alto de la normalidad (en todos me-
nos en uno fueron superiores a 20 veces este limite), y la tasa de
protrombina entre 26 y 51%. En 4/4 pacientes se observé edema ce-
rebral en el TAC craneal. Las cifras de amoniemia (disponibles en 5
pacientes) fueron superiores a 120 umol/L en todos (< 200 umol/l
en 3 pacientes). El examen del liquido cefaloraquideo fue normal en
4/4 casos.

Un solo paciente falleci6 en el contexto de fallo multiorganico y
edema cerebral. Los 5 restantes, a pesar de que tenfan datos que in-
dicaban un mal pronéstico (encefalopatia grado III-IV, tiempo de
protrombina entre 16-36%, factor V 11-18%) se recuperaron sin ne-
cesidad de trasplante hepatico urgente. De hecho, éste se indic6 en
3 casos pero todos mejoraron en el tiempo de espera y pudieron ser
retirados de la lista.

Conclusiones: /. El SR es muy infrecuente en adultos, 2. Sus ca-
racteristicas clinicas corresponden a una IHAG de curso hiperagu-
do, 3. En ocasiones existen firmacos que quizds contribuyan al em-
peoramiento de la encefalopatia (metoclopramida), 4. La buena
evolucién espontdnea a pesar de la presencia de criterios de mal
prondstico (y por tanto indicacién de trasplante hepdtico urgente)
obliga a una valoracién especifica de la necesidad de trasplante en
esta situacion.
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ESTUDIO OBSERVACIONAL COMPARATIVO NO RANDOMIZADO
DE TRATAMIENTO CON IFN-PEGILADO 2A Y 2B ASOCIADOS A
RIBAVIRINA EN LA HEPATOPATIA CRONICA POR VIRUS C

A. Escudero, F. Rodriguez, M.A. Serra, J.A. del Olmo

y J.M. Rodrigo

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinico Universitario de Valencia.
Universistat de Valéncia.

Objetivo. Analizar si existen diferencias respecto a la eficacia y retirada
por efectos secundarios entre el Interferén pegilado 2a (Peg-IFN-2a) y 2b
(Peg-IFN-2b), en enfermos con Hepatitis cronica por virus C (HC-VHC+).
Material y métodos. Estudio retrospectivo en 162 pacientes diagnosti-
cados de Hepatitis Crénica por virus C (HC-VHC+), sin tratamiento
previo, tratados de forma consecutiva no randomizada con Peg-IFN (2a
6 2b), asociado a ribavirina segtin peso. Los grupos de tratamiento no
resultaron diferentes respecto a: sexo, edad, genotipo, carga viral basal,
peso basal, superficie corporal, lesion hepatica ni coeficiente de fibrosis
(APRI). El estudio estadistico se realiza mediante chi’ y test de Fisher.
Resultados. Analizamos los pacientes que iniciaron el tratamiento
no encontrando diferencias segtn el tipo de Peg-IFN respecto a res-
puesta sostenida (RNA-VHC negativo 6 meses postratamiento) ni
retirada por efectos secundarios (8 pacientes) tabla 1.

Tabla 1. Pacientes con intencion de tratar

Carga Gen  Peso  SupCorp Edad Sexo% APRI Retirada Resp.
(log) 1 (Kg) (m?) (H/M) efect 2° Sosten

Peg- 58+0,564% 784+13,8 19+02 44395 72/28 1,1£0,6 6,02% 68,7%
IFN-2a
Peg- 5804 67% 742+13,7 1,8 0,2 43,110 61/39 1,1+09 3,79% 60,8%
IFN-2b

Tampoco se observé diferencias en la respuesta viral al mes y a los
tres meses de tratamiento segtn el tipo de Peg-IFN tanto en el glo-
bal de pacientes como en genotipo 1. Analizamos los pacientes con
intencion de tratar con genotipos 1 (gen 1) exclusivamente, ambos
grupos son homogéneos respecto a: sexo, edad, peso, superficie cor-
poral, carga viral basal, lesién hepatica ni APRI, y tampoco existen
diferencias en cuanto a la respuesta sostenida al tratamiento.

Tabla 2.

Carga Resp. APRI Sup corp Edad Sexo% Peso
(log) Sosten (m2) (HM) (Kg)
Peg- 5,92+053 54,7% 1,06+0,65 1,89+020 456+102 679/32,1 782+14,6
IFN-2a
Peg- 5.84+0,37 453% 1,13+1,03 1,850,220 44,6+103 58,5/41,5 748145
IFN-2b

Analizamos los pacientes que completan el tratamiento en al menos
80%, tanto en el grupo global como en el grupo de genotipo 1 sin
encontrar diferencias estadisticamente significativas.

Conclusiones. /. En nuestra experiencia la eficacia en el tratamien-
to de la Hepatitis crénica por virus C es similar con ambos tipos de
Peg-IFN asociado a Ribavirina. 2. La respuesta viral al mes y a los
tres meses es superponible con los dos tipos de Peg-IFN. 3. La reti-
rada de tratamiento por efectos secundarios es poco frecuente, en
nuestra experiencia, y superponible en ambos tipos de Peg-IFN.

ESTUDIO COMPARATIVO RETROSPECTIVO DE LA EFICACIA DE
LOS INTERFERONES PEGILADOS EN EL TRATAMIENTO DE LA
HEPATITIS CRONICA C EN LA PRACTICA CLINICA HABITUAL

J. Fuentes', E. Sénchez!, R. Uribarrena-Amezaga', A. Martinez-
Sapifia?, R. Uribarrena-Echevarria!, H. Navarro®’y M.A. Simén*
!Digestivo Hospital Universitario Miguel Servet. Zaragoza.
’Microbiologia Hospital Universitario Miguel Servet. Zaragoza.
3Farmacia Hospital Universitario Miguel Servet. Zaragoza. *Digestivo
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa. Zaragoza.

Introduccién. Hay pocos datos acerca de la comparacién de los dos
interferones pegilados aprobados para el tratamiento de la hepatitis
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C. Sin embargo, un metaandlisis reciente ha encontrado diferencias
entre los dos interferones en términos de eficacia.

Objetivo. Comparar la eficacia de los regimenes de tratamiento ba-
sados en interferon pegilado alfa-2a (dosis fija) y alfa-2b (dosis se-
glin peso) + Ribavirina, en la practica clinica habitual en Espaiia.
Meétodos. Entre enero de 2003 y diciembre de 2004 se trataron 148
pacientes consecutivos con hepatitis cronica C en el Hospital Mi-
guel Servet de Zaragoza. Las pautas de tratamiento fueron 180
mcg/semana para el PEG-IFN alfa-2a y 1,5 mcg/kg/semana para el
PEG-IFN alfa-2b, en combinacién con Ribavirina. La duracién se
estableci6 en funcién del genotipo, y el tipo de interferon fue elegi-
do por el médico responsable del paciente. Todos los pacientes que
recibieron al menos una dosis de interferén se han incluido en el
andlisis. Se excluyeron los pacientes con infecciéon VIH. La res-
puesta viral mantenida (SVR) se definié como negatividad del RNA
del VHC 6 meses después de finalizar el tratamiento.

Resultados. Solamente se han podido evaluar 135 pacientes (59 tra-
tados con PEG-IFN alfa-2a y 76 con PEG-IFN alfa-2b). No se en-
contraron diferencias estadisticamente significativas entre los gru-
pos en cuanto a sexo (varones 72,1% vs 75,6%), edad > 40 afos
(62,3% vs 61,4%), cociente AST/ALT, recuento de leucocitos y
plaquetas, genotipo (63,9% vs 67,5% G1/4), fibrosis (35,8% vs
35,1% F3/4), presencia de cirrosis en la biopsia pretratamiento
(19,2% vs 22,1%) o dosis de Ribavirina (977 vs 949 g/d). Los nive-
les basales de RNA no se han incluido porque se han empleado di-
ferentes métodos de cuantificacién durante el periodo de estudio.
Los resultados de eficacia, recaidas y supresién de tratamiento por
efectos adversos se resumen en la siguiente tabla.

Resultados PEG-IFN o-2a

SVR

Genotipo 1,4 (n, %) 13/38 (34,2%) 26/52 (50%) 1,923 (0,811-4,558)
Genotipo 2,3 (n, %) 18/21 (85,7%) 18/24 (75%) 0,5 (0,108-2,314)
Todos los pacientes (n, %) 31/59 (52,5%) 44/76 (57,9%) 1,242 (0,626-2,462)
Recaidas

Genotipo 1,4 (n, %) 6/19 (31,6%)
Genotipo 2,3 (n, %) 0/18

Todos los pacientes (n, %)  6/37 (16,2%)  6/50 (12%) 1,3 (0,399-4,233)
Abandonos por EA (n, %)* 4/59 (6,6%) 5/76 (6,5%) 0,917 (0,235-3,572)

*No hubo abandonos de tratamiento en los genotipos 2, 3.

PEG-IFN o-2b OR (95% IC)

4/30 (13,3%) 3(0,718-12,532)
2/20 (10%) -

Conclusiones. Los tratamientos con PEG-INF a-2a o PEG-INF a-
2b logran tasas de SVR similares a las de los estudios de registro.
Pero parece que en los pacientes con infeccion por genotipo 1 trata-
dos con PEG-INF a-2b se obtiene una mejor SVR, que debe confir-
marse en estudios disefiados adecuadamente.

Posters hepatocarcinoma

ANALISIS DE CLONALIDAD DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR
MULTICENTRICO MEDIANTE LA SECUENCIACION DEL ADN
MITOCONDRIAL

M. Varela!, L. Boix? M. Solé’, A. Forner!, A. Hessheimer!

y J. Bruix!

Servicio de Hepatologia. IMDIM. *Laboratorio de Oncologia Hepdtica.
3Servicio de Anatomia Patolégica. CDB. Hospital Clinic. Universidad

de Barcelona. Institut d’Investigacions Biomediques August Pi I Sunyer,
IDIBAPS. Barcelona.

Introduccioén. Los hepatocarcinomas multiples de origen policlonal
(sincrénicos) presentan resultados excelentes en supervivencia post-
trasplante hepatico, mientras que en los tumores multifocales metas-
tasicos derivados de un dnico clon celular (monoclonales disemina-
dos) la recidiva de la neoplasia disminuye la supervivencia a medio
plazo. Actualmente no existe un criterio valido para tal distincién y
los criterios de seleccién de pacientes se basan en las pruebas de
imagen (nimero y tamafio de nédulos) por lo que pueden excluirse
candidatos 6ptimos que excedan los criterios convencionales. Por
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otro lado, el ADN mitocondrial (ADNmt) exhibe una tasa de muta-
cién 10 veces superior a la del ADN nuclear, debido al dafio genera-
do por las especies reactivas de oxigeno generadas por el metabolis-
mo celular, por carecer de histonas protectoras y porque los sistemas
de reparacion del ADNmt son ineficientes. Cada una de las células
contiene varios miles de copias de ADNmt y hasta un 90% de las
mitocondrias pueden exhibir mutaciones sin comprometer la viabili-
dad celular. Esto hace que las mutaciones persistan y que se puedan
considerar representativas de expansién clonal.

Objetivo. Detectar la presencia de cambios en el ADNmt del carci-
noma hepatocelular (CHC) y utilizar estas diferencias para definir
la naturaleza monoclonal o policlonal de los tumores multicéntricos
en pacientes cirréticos.

Pacientes, materiales y métodos. Se incluyeron en el estudio 13
pacientes cirréticos (11 hombres, 9 VHC, 9 trasplantados y 4 rese-
cados, 6 Child-Pugh A, edad media 56 afios, didmetro medio tumo-
ral 30 mm), con hepatocarcinoma multifocal que se pudieron clasi-
ficar de manera incontrovertible como sincrénicos (n = 6) o
diseminados (n = 7) desde el punto de vista anatomopatoldégico
(AP): grado de diferenciacién y localizacion relativa (satelitosis/ in-
vasion vascular). Se analizaron los cambios en la secuencia poli-C
localizada en la regién D-loop del ADNmt mediante secuenciacion
directa, de 2 o mads lesiones tumorales del explante/pieza de resec-
cién utilizando tejido fijado en formol e incluido en parafina. Se
compararon los resultados de la secuenciacion con el dictamen ana-
tomopatoldgico utilizado como gold-estandar.

Resultado. Se obtuvo una concordancia del 100% entre el criterio
AP y el analisis de la secuencia poli-C del ADNmt tanto en los ca-
sos de tumores sincrénicos (6 pacientes, 13 CHC analizados) como
en los casos de tumores diseminados (22 CHC analizados, 7 de
ellos correspondientes a un tnico caso).

Conclusién. El andlisis de la secuencia poli-C localizada en la re-
gion D-loop del ADNmt clasifica correctamente los CHC multicén-
tricos de acuerdo con el gold-estandar anatomopatolégico. Ademads
de su potencial utilidad en la seleccién de los candidatos ideales
para el trasplante esta distincion es relevante para el prondstico de
pacientes con recidiva de la enfermedad tras tratamientos radicales.

INCIDENCIA Y FACTORES ASOCIADOS CON EL DESARROLLO DE
CARCINOMA HEPATOCELULAR EN PACIENTES ESPANOLES CON
INFECCION CRONICA POR VHB

L.G. Diéguez, A. Linares, R. Pérez, N.G. Sotorrios,

R. de Francisco, L. Rodrigo y M. Rodriguez

S. Digestivo. Hospital Universitario Central de Asturias.

Introduccién. La infeccién crénica por el VHB es un conocido fac-
tor de riesgo para el desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC).
Sin embargo, la incidencia y las condiciones que favorecen su apa-
ricién, varian entre las distintas dreas geograficas.

Objetivo. Conocer la incidencia y los factores que se asocian con el
desarrollo de CHC en pacientes de nuestro medio con infeccion cro-
nica por VHB.

Pacientes y métodos. Analizamos la incidencia de CHC en 834 pa-
cientes con infeccién crénica por VHB nacidos en Espaia, seguidos
prospectivamente y que no presentaban CHC en el momento del
diagnéstico. De ellos, 576 eran varones y en el momento de la in-
clusién 335 presentaban replicacién viral con DNA-VHB>10°
cop/ml (228 HBeAg+ y 107 HBeAg-), 129 estaban coinfectados por
VHC y/o VHD, 120 tenian cirrosis y 81 eran bebedores excesivos
de alcohol. Durante el seguimiento, 188 recibieron tratamiento.
Meétodos. Los pacientes fueron seguidos prospectivamente, con de-
terminaciones de AFP y/o ECO periddicamente. El diagnéstico de
CHC se basé en los criterios establecidos en cada momento. El se-
guimiento finalizé en caso de diagndstico de CHC, muerte, tras-
plante o pérdida. Se utilizaron las curvas ROC para conocer el valor
con mayor capacidad discriminante y las curvas de probabilidad se
obtuvieron mediante Kaplan-Meier y se compararon con la prueba
de log-rank. El andlisis multivariado se realizé6 mediante el modelo
de Cox.

Resultados. Durante un seguimiento medio de 9,3 afios, se diagnosti-
caron 32 casos de CHC (423,8 casos por 100.000 personas-afio). El
desarrollo de CHC se asoci6 con el sexo masculino (p = 0,01), con la
edad > 43 afos (p < 0,0001), con la presencia de replicacién viral (p
< 0,0001), con la existencia de cirrosis (p < 0,0001) y con el abuso de
alcohol (p < 0,0001). No hubo relacién con la presencia de HBeAg (p
=0,8) ni con la existencia de coinfeccién por otros virus (p = 0,1). En
el andlisis multivariado, inicamente se asociaron de forma indepen-
diente la presencia de cirrosis [11,5 (4,6-28,3); p < 0,0001], la ingesta
excesiva de alcohol [2,9 (1,3-6,5); p = 0,006] y la existencia de repli-
cacién viral [8,4 (1,0-68,2); p = 0,04]. La incidencia anual por
100.000 personas fue de 25 casos para los pacientes sin replicacion
viral y sin citrosis, de 2.870 para aquellos con replicacién y cirrosis y
de 202 para los que tenfan uno de los dos factores de riesgo.

Conclusiones. La incidencia de CHC en pacientes espafioles con in-
feccion crénica por VHB es similar a la observada en otras poblacio-
nes donde la infeccion es endémica. Sin embargo, en nuestro medio
su desarrollo se relaciona fundamentalmente con la presencia de ci-
rrosis y en menor medida con la replicacién viral y con la ingesta de
alcohol. El conocimiento de los factores de riesgo que se asocian con
el desarrollo de CHC en una poblacién determinada puede ser titil
para aplicar medidas preventivas y para seleccionar subgrupos de pa-
cientes que deben ser incluidos en programas de vigilancia.

PRONOSTICO EN EL CARCINOMA HEPATOCELULAR:
COMPARACION DE CUATRO SISTEMAS DE ESTADIFICACION
(OKUDA, CLIP, BCLC Y JIS) SOBRE UNA COHORTE
RETROSPECTIVA DE 215 PACIENTES

M. Ferndndez Ruiz!, J.M. Guerra Vales!, P. Ferrando Vivas?,

J. de la Cruz Bertolo? y F.Colina Ruiz Delgado®

IServicio de Medicina Interna. *Unidad de Investigacién-Epidemiologia
Clinica. *Registro Hospitalario de Tumores. Hospital Universitario “12
de Octubre”. Madrid.

Objetivos. La supervivencia de los pacientes con carcinoma hepa-
tocelular (CHC) esta condicionada tanto por la extensién tumoral
como por el grado de insuficiencia hepdtica. No existe consenso
acerca de la utilidad pronéstica de los diversos sistemas de estadifi-
cacion disenados para el CHC. Pretendemos comparar la capacidad
discriminante en cuanto a supervivencia de cuatro de ellos: Okuda,
Cancer of the Liver Italian Program (CLIP), Barcelona Clinic Liver
Cancer (BCLC) y Japan Integrated Staging system (JIS).

Pacientes y métodos. Analizamos retrospectivamente 215 pacien-
tes con CHC (153 varones; edad media: 66 + 11 afios), de los que
obtuvimos las variables clinicas y morfolégicas necesarias para su
clasificacion segtin los cuatro sistemas seleccionados. Las curvas de
supervivencia fueron disefiadas segtin el modelo Kaplan-Meier y
comparadas entre diferentes estadios mediante el test de log-rank.
El analisis multivariante se basé en el modelo de riesgos proporcio-
nales de Cox. Calculamos para cada sistema el area bajo la curva
ROC, empleando su capacidad de prediccion de supervivencia a los
12 meses del diagndstico.

Resultados. Finalizado el periodo de seguimiento (mediana: 10,4
meses; rango: 0,1-71), 180 pacientes (83,7%) habian sido censura-
dos. La supervivencia global de la cohorte estimada a los 12, 24 y
36 meses del diagndstico fue del 46%, 28% y 18%, respectivamen-
te. El analisis multivariante (modelo de Cox) identificé las siguien-
tes variables como predictores independientes de pobre superviven-
cia: estadio Child-Pugh, fosfatasa alcalina > 350 UI/L, albimina <
3,2 g/dL, a-fetoproteina > 20 ng/mL, y cardcter no localizado (se-
gun criterios de Mildn) (p < 0,05). Los cuatro modelos estratificaron
adecuadamente a los pacientes en funcion de su supervivencia (log-
rank, p < 0,001), si bien no se obtuvieron diferencias significativas
entre las curvas correspondientes a los estadios extremos de los sis-
temas JIS y CLIP. El drea bajo la curva ROC para el sistema BCLC
fue de 0,876, superior al CLIP (0,872), JIS (0,867) y Okuda (0,840).
Conclusiones. En nuestra cohorte, el grado de insuficiencia hepato-
celular (albimina y estadio Child-Pugh), niveles elevados de a-feto-
proteina y fosfatasa alcalina, y el caracter diseminado del CHC (exce-
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diendo los criterios de Milan) actuaron como variables prondsticas in-
dependientes. Si bien los cuatro modelos de estadificacion exhibieron
una notable capacidad de prediccion, el sistema BCLC parece mejo-
rar la capacidad discriminante de los modelos Okuda, CLIP y JIS.

RELEVANCIA DE LA EXPRESION DE P27, P21 Y P53 EN
HEPATOCARCINOMA

I. Ranchal, M. Pleguezuelo, P. Barrera, T. Marchal, J. Muntané
y M. de la Mata

Unidad Clinica Aparato Digestivo, Hospital Universitario Reina Sofia.
Cordoba.

Antecedentes. El carcinoma hepatocelular (HCC) representa el 5% de
los casos de cancer diagnosticados en todo el mundo, siendo uno de
los procesos neoplasicos mds letales. El trasplante hepatico ortotpico
(THO) es el tnico tratamiento terapéutico del HCC. Se ha sugerido
que la expresion de proteinas de ciclo celular como p21, p27 y p53 son
un factor prondstico en la evolucién de los pacientes sometidos a THO
por HCC. Los objetivos del estudio es evaluar la expresion de de p27,
p21 y p53 en pacientes diagnosticados de HCC y sometidos a THO.
Determinar la asociacion existente entre su expresion y diversos para-
metros asociados al tumor y a la evolucion clinica del paciente.
Material y métodos. La presencia de p27, p21 y p53 fue detectada
mediante inmunohistoquimica en cortes histolégicos de tejido hepa-
tico sano y tumoral procedentes de 24 pacientes sometidos a trans-
plante hepético en el Hospital Universitario Reina Soffa (entre 1990
y 2003, nddulo tnico igual o menor a 5 cms o hasta un maximo de
3 nédulos iguales o menores a 3 cms). Se diferenciaron dos grupos
de pacientes segtin tumores, bien diferenciados (n = 12) y modera-
damente diferenciados (n = 12), divididos por etiologias (HBV,
HBC y cirrosis alcohdlica). Se analizaron diversas variables bioqui-
micas, asi como la supervivencia y causa de la muerte.

Resultados. La expresion de p27 y p21 en el tejido sano peri-tumoral
es superior a la observada en el tejido tumoral de los pacientes con
HCC, por el contrario, la expresion de p53 en tumor es superior a la
observada en tejido sano, siendo superior la expresion en el caso de
los tumores moderadamente diferenciados frente a los diferenciados.
En el tejido tumoral se observa una leve expresién de p21 y p27, asi
como una marcada expresion de pS3 en los dos estadios de diferen-
ciacién del tumor. Los pacientes con HCC moderadamente diferen-
ciado presentan unos niveles mds elevados de g-GT, ALT, AST y
fosfatasa alcalina que en el caso de tumores diferenciados. La expre-
sién de p21 y p27 en el tumor y disminucién en el tejido sano se aso-
cia con una mayor supervivencia de los pacientes. Por el contrario, la
elevada expresion de p53 en el tumor o reducida en el tejido sano se
asocia una menor supervivencia de los pacientes con HCC.
Conclusiones. /) La disminucién de la expresién de p27 y p21, y
un incremento en la expresion de p53, caracteriza a las células tu-
morales del HCC en comparacién con la expresién en las células
peri-tumorales. 2) La elevada expresion de p21 y p27, asi como la
leve expresion de p53, en el tejido tumoral se correlaciona con una
menor mortalidad en los pacientes con HCC. 3) La disminucién de
la expresién de p21 y p27, asi como un incremento de la expresion
de p53 en el tejido sano se correlaciona con una mayor superviven-
cia en los pacientes con HCC.

EFICACIA Y SEGURIDAD DE LA COMBINACION DE
QUIMIOEMBOLIZACI()N TRANSARTERIAL E INYECCION
PERCUTANEA DE ETANOL SECUENCIALES COMO
TRATAMIENTO DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR EN
ESTADIO INTERMEDIO: RESULTADOS DE UN ESTUDIO PILOTO
J.F. Castroagudin', E. Molina', M. Garcia-Vdzquez?, C. Seoane?,
A. Villanueva!, J. Iglesias-Canle' y M. Alvarez del Castillo'
'Unidad de Hepatologia, Servicio de Aparato Digestivo. *Servicio de
Radiologia. Hospital Clinico Universitario de Santiago, Santiago de
Compostela, Espaiia.

Objetivo. Analizar la eficacia antitumoral y el perfil de seguridad
de la combinacién secuencial de quimioembolizacién transarterial
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(QETA) e inyeccién percutdanea de etanol (IPE) como tratamiento
del carcinoma hepatocelular (CHC) en estadio intermedio.
Meétodos. Criterios de inclusiéon: CHC en estadio B 6 intermedio de
la clasificacion de Barcelona (lesidn tnica >5 cms, 2-3 nédulos con
al menos uno >3 cms, >3 lesiones de cualquier tamafio, sin eviden-
cia de invasion vascular ni diseminacién extrahepdtica, estadio A de
Child-Pugh, PST 0). Tratamiento intravascular: Quimioemboliza-
cién transarterial mediante protocolo estindar con Adriamicina (1
mg/Kg), Iomeprol y Lipiodol. Evaluacién de la respuesta local se-
gun los criterios de la OMS-EASL a las 4 semanas mediante TC he-
licoidal. Tratamiento percutdneo: Los tumores con respuesta parcial
o enfermedad estable fueron sometidos a IPE secuencial. Re-eva-
luacion de la respuesta local a las 4 semanas mediante TC helicoi-
dal. End-points: Respuesta terapéutica local post-QETA y tras la te-
rapia combinada, supervivencia.

Resultados. Durante un periodo de 29 meses, fueron incluidos 15
pacientes (14 varones, edad media 67,9 + 7,1 afios, rango 53-77). Se
obtuvo consentimiento informado por escrito antes del tratamiento
en todos los enfermos. La etiologia de la cirrosis fue alcohdlica en
10 pacientes (66,7%), VHC en 2 y sendos casos de infeccién por
VHB, hemocromatosis y criptogénica. Los niveles de AFP basal
fueron 105 + 209,3 ng/mL (rango 1-731,9). El CHC era multifocal
en 11 enfermos (73,3%). Tras la QETA, la respuesta local fue com-
pleta (RC) en 1 caso, parcial (RP) en 5, enfermedad estable (EE) en
5 y enfermedad progresiva (EP) en 4 casos. Ocho pacientes fueron
sometidos a IPE secuencial obteniendo RC en 4, RPen 3 y EP en 1
caso. Las tasas de respuesta-objetivo (RC y RP) fueron mas eleva-
das con el tratamiento secuencial respecto a la QETA sola (87,5%
versus 33,3%, p = 0,027). La supervivencia global fue del 65,6% a
los 2 afios.

Conclusiones. La combinacién de QETA e IPE secuenciales cons-
tituye un procedimiento eficaz y seguro en el tratamiento del CHC
en estadio intermedio. La IPE secuencial permite, ademds, mejorar
la tasa de respuesta-objetivo del CHC previamente tratado mediante
QETA.

LA APLICACION DE CRITERI5S RESTRICTIVOS DE SELECCION
PERMITE OPTIMIZAR LOS RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA
DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR SOMETIDO A
TRATAMIENTO ABLATIVO PERCUTANEO

J.F. Castroagudin, E. Molina, A. Villanueva, F. Macfas,

S. Seijo, J. Mera y AM. Alvarez

Unidad de Hepatologia, Servicio de Aparato Digestivo. Hospital
Clinico Universitario de Santiago. Santiago de Compostela, Esparia.

Introduccién. Los tratamientos ablativos percutdneos constituyen
la alternativa més eficiente del carcinoma hepatocelular (CHC) no
quirdrgico. Aunque los resultados son excelentes en tumores en es-
tadio inicial (A de la clasificacion de Barcelona), varios autores han
propuesto el tratamiento percutineo del CHC que sobrepase estos
criterios, bien desde el punto de vista morfoldgico (didmetro, nime-
ro de nédulos) como funcional (PST, Child-Pugh).

Objetivo. Analizar la eficacia en términos de supervivencia del tra-
tamiento percutdneo del carcinoma hepatocelular (CHC) en funcién
del cumplimiento de criterios restrictivos de seleccion.

Métodos. Durante un periodo de 88 meses, 47 pacientes (41 varo-
nes, edad media 68,6 + 6,4 afos, rango 45-84) con CHC no candi-
datos a tratamiento quirdrgico fueron tratados mediante IPE y/o RF.
Se consideraron sobrepasados los criterios restrictivos en caso de
presentar al menos uno de los siguientes: Lesion tnica >5 cms de
diametro, 2-3 lesiones con al menos una >3 cms, >3 lesiones de
cualquier tamafio, performance status test (PST) >0, Child-Pugh B.
La etiologia de la cirrosis fue alcohdlica en 20 pacientes (42,5%),
VHC en 21 (44,7%), VHB en 3, hemocromatosis en 1 y criptogéni-
ca en 2 casos. El 80,8% de los pacientes eran Child-Pugh A. Los ni-
veles de AFP basal fueron 104,7 + 363,5 ng/mL (rango 1-2378). El
CHC era tinico en 35 pacientes (74,5%). Se trataron un total de 67
nédulos, con un didmetro medio de 32 = 15,2 mm. El 83% de los
tumores fueron clasificados como estadio A de la clasificacion de
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Barcelona. Catorce pacientes (29,8%) sobrepasaron los criterios res-
trictivos de seleccidn en el momento del procedimiento percutaneo.

Resultados. La supervivencia global fue del 83,1% al afio, 53,1% a
los 3 afios, y 30,1% a los 5 afios. El diametro de la lesién de mayor
tamafio (< 5 cms versus > 5 cms), el PST (0 versus > 0) y el estadio
segun la clasificacion de Barcelona (A versus B) se asociaron a una
mayor supervivencia. En definitiva, los enfermos que cumplian los
criterios restrictivos de seleccién presentaron mayores tasas de su-
pervivencia (90%, 60,7% y 41,7% a 1, 3 y 5 afios, respectivamente)
respecto a aquellos que los sobrepasaron (64,6%, 32,3%, 0% a 1, 3
y 5 afios, respectivamente; p = 0,009).

Conclusiones. Los métodos ablativos percutdneos son eficaces en
el manejo terapéutico no quirdrgico del CHC. Es fundamental el
aplicar criterios restrictivos de seleccion para obtener resultados 6p-
timos de supervivencia.

IMPACTO PRONOSTICO DE LOS NIVELES SERICOSDE &
FETOPROTEINA EN EL CARCINOMA HEPATOCELULAR: ANALISIS
RETROSPECTIVO DE 230 PACIENTES

M. Ferndndez Ruiz!, J.M. Guerra Vales!, J. Llenas Garcia',

J. de la Cruz Bertolo?, P. Ferrando Vivas?

y F. Colina Ruizdelgado'

Servicio de Medicina Interna. *Unidad de Investigacion-Epidemiologia

Clinica. *Registro Hospitalario de Tumores. Hospital Universitario “12
de Octubre”. Madrid.

Objetivos. La elevacion de los niveles séricos de o-fetoproteina (o
FP) en los pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC) ha motiva-
do su empleo generalizado en programas de diagnéstico precoz. Por
otra parte se ha propuesto su aplicacién como marcador prondstico
de la enfermedad; asi, su magnitud al diagnéstico del CHC se corre-
lacionaria con varias de sus caracteristicas, tanto clinico-patolégicas
(extension o grado tumorales) como evolutivas. Pretendemos anali-
zar el impacto prondstico de los niveles de o-FP en la historia natu-
ral del CHC.

Pacientes y métodos. Estudio longitudinal retrospectivo de 230 ca-
sos de CHC (167 varones; edad media: 65,2 + 11 afios) atendidos
en el Hospital Universitario “12 de Octubre” en el quinquenio
1999-2003. Fueron estratificados segtin el nivel de o-FP al diagnds-
tico: normal (< 20 ng/mL) [grupo 1], elevado (20-400 ng/mL) [gru-
po 2], y diagnéstico (> 400 ng/mL) [grupo 3]. Recurrimos al test de
x>y al andlisis de regresién logistica, estimando la supervivencia a
través del método de Kaplan-Meier y compardndola en distintos
subgrupos mediante la prueba de log-rank.

Resultados. La distribucion segin los niveles de o-FP fue: 115
(50%), 54 (23,5%) y 61 pacientes (26,5%) en los grupos 1, 2 y 3,
respectivamente. La supervivencia media global fue de 22,5 + 1,7
meses. Obtuvimos significacion estadistica entre un nivel elevado
de o-FP (> 400 ng/mL) y las siguientes variables: edad > 65 afios;
ascitis; invasion portal; caracter multifocal; extension bilobar; esta-
dio tumoral avanzado en los sistemas de Okuda, BCLC y JIS; y ca-
rcter no localizado (segun criterios de Milan). En el andlisis multi-
variante, por su parte, la presencia de invasion portal, edad > 65
afios y estadificacién avanzada en los modelos BCLC y JIS conser-
varon significacién estadistica. La supervivencia media observada
en el grupo 1 (29,6 meses) fue significativamente superior a la de
los grupos 2 (20,7 meses) (p < 0,05) y 3 (10 meses) (p < 0,005).
Esta capacidad predictora de la o-FP se mantiene tanto en los casos
sometidos a tratamiento quirdrgico (TOH o reseccién) (p < 0,05),
como entre los no subsidiarios de terapia especifica (p < 0,005), y
desaparece en el subgrupo tratado mediante quimioembolizacién
transarterial (p = 0,87).

Conclusiones. El nivel de a-FP al diagndstico del CHC actia como
un aceptable indicador prondstico. Su elevacion se asocia de forma
independiente con una estadificaciéon avanzada en los modelos
BCLC y JIS y con la presencia de datos clinico-patolégicos adver-
sos (invasion portal), y permite seleccionar a pacientes con pobre
supervivencia, particularmente entre los no subsidiarios de trata-
miento especifico.

FACTORES PRONOSTICO ASOCIADOS A LA SUPERVIVENCIA DE
LOS TRATAMIENTOS NO QUIRURGICOS EN EL CARCINOMA
HEPATOCELULAR

S. Pascual, J. Irurzun, J. Sénchez, S. Gil, P. de la Iglesia,

F. Carnicer, J.M. Palazén, J. Such, F. Espafia y M. Pérez-Mateo
Unidad Hepdtica, unidad de radiologia vascular e intervencionista 'y
unidad de epidemiologia. Hospital General Universitario de Alicante.

Introduccion. Menos del 10% de los pacientes con carcinoma he-
patocelular (CHC) son subsidiarios de tratamiento (TTO) quirtrgi-
co (trasplante hepdtico o reseccién), un tercio no recibe TTO y el
resto (60%) son tratados mediante técnicas de ablacion percutdnea
(AP), quimioembolizacién arterial (QE) o combinacién de ambas.
Objetivo. Determinar los factores prondsticos asociados a la super-
vivencia en los pacientes con CHC sometidos a tratamiento no qui-
rirgico.

Material y métodos. Se incluyé 115 pacientes diagnosticados de
CHC entre oct-96 y feb-04 sometidos a AP (n = 44), QE+AP (n =
12) y QE (n = 39). Seguimiento hasta ago-04, fallecimiento o pérdi-
da (mediana de seguimiento: 17 meses). Se incluyeron variables de-
mogréficas, clinico-analiticas, datos del CHC y tipo de TTO. Se
evalu6 la respuesta al TTO segtn el grado de necrosis como: res-
puesta completa (RC), parcial (RP) y no respuesta (NR). Se usé el
método de Kaplan-Meier para estimar la probabilidad de supervi-
vencia y para valorar las variables pronosticas de supervivencia en
el andlisis univariante. Como estadistico de contraste se usé el and-
lisis log-rank.

Resultados. Fallecieron 68 pacientes (13 atribuidos al TTO) y se
perdieron 5. La supervivencia global a 1, 2, 3 y 4 afios fue: 77%,
52%, 37% y 21% y la mediana global de supervivencia fue 25 me-
ses. La mediana de supervivencia fue 36 meses los grupos de TTO
con intencién curativa (supervivencia 1, 2, 3 y 4 afios, 82%, 63%,
55% y 34%, con AP y QE-AP) y la mediana de supervivencia fue
19 meses en el grupo de TTO paliativo (supervivencia a los 1,2, 3y
4 anos de 70%, 37%, 11% y 4% con QE) (p < 0,001). La RC fue
mayor en los TTO con intencién curativa (IPE 75%, RF 81% y QE-
IPE 50%) frente a la QE 26% (p < 0,001) y en nddulos < Scm (70-
88% < 5cm vs 0% =5cm) (p < 0,001). Los factores asociados a ma-
yor supervivencia fueron: Child-Pugh, tamafio y estadificacion
tumoral (< 4 cm y <2 nédulos 6 24 cm o =3 nddulos), plaquetas
(100.000/ul), AFP (100 ngr./ml), performance status, Okuda,
BCLC, CLIP, TTO, respuesta inicial, respuesta final. El andlisis
multivariante mostré 3 variables prondstico independientes: la AFP
(p =0,007; OR 3,1; IC95% 1,4-7,2), la estadificacion del nédulo (p
=0,002; OR 3,4; IC95% 1,5-7,4) y el tipo de respuesta inicial al tra-
tamiento (p=0,032; OR 2,4; IC95% 1,0-5,5).

Conclusiones. La supervivencia del CHC sometido a TTO no qui-
rirgico es mejor en pacientes con menor extension tumoral (< 5cm
y AFP< 100 ngr/ml) y que presentan una respuesta inicial al menos
parcial.

ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LA ENFERMEDAD POR
HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO Y EL CARCINOMA
HEPATOCELULAR EN PACIENTES CIRROTICOS

A. Hessheimer, M. Varela, A. Corner, L. Boix y J. Bruix
Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) Group. Unidad de Oncologia

Hepadtica. Servicio de Hepatologia. Hospital Clinic. Universidad de
Barcelona.

Introduccién. Estudios recientes sugieren que la enfermedad por
higado graso no alcohélico (EHGNA) es una de las principales cau-
sas de cirrosis criptogenética (CC), pudiendo predisponer a la apari-
cién de carcinoma hepatocelular (CHC). El objetivo de nuestro es-
tudio fue analizar la etiologia de la cirrosis y los factores de riesgo
cardiovascular de una cohorte de pacientes cirréticos con CHC en
comparacién con un grupo control.

Pacientes y métodos. Se incluyeron prospectivamente 134 pacien-
tes cirréticos (106 hombres, edad media 65 afios, 62% VHC, 84%
Child-Pugh A), 70 con CHC, pareados por sexo, edad y funcién he-
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pética con 64 cirréticos sin CHC, desde octubre de 2005 a julio de
2006. Se evalud la presencia de ascitis, encefalopatia, enfermedad
coronaria, diabetes mellitus (DM), dislipemia, hipertension arterial
(HTA), transfusiones de hemoderivados, consumo de alcohol y far-
macos e historia de sobrepeso. Se determinaron la altura, el peso, el
indice de masa corporal (IMC), el perimetro abdominal (aumentado
si > 102 cm en hombres, > 88 cm en mujeres) y la tension arterial.
Se analizaron pardmetros bioquimicos (glucosa, perfil lipidico, fun-
cién hepatica, proteinograma, ceruloplasmina plasmatica, ferritina y
transferrina), coagulacién y serologia virica (HBsAg, antiHBc,
DNA VHB si procedia, antiVHC y genotipo VHC).

Resultados. La etiologia de la cirrosis fue similar en ambos grupos
de pacientes (p > 0,05) (grupo CHC: VHC 40 (57%), alcohol 23
(33%), VHB 4 (6%), VHC y VHB 1 (1%) y CC 2 (3%) versus gru-
po control: VHC 43 (67%), alcohol 18 (28%), y VHB 3 (5%)). Los
dos pacientes con CC tenian sobrepeso actual (IMC 25-30), perime-
tro abdominal aumentado y antecedentes de obesidad (IMC > 30).
Un caso presentaba HTA. Sin embargo, no hubo diferencias signifi-
cativas entre el grupo con CHC y el grupo control cuando se exami-
naron los factores de riesgo para EHGNA: sobrepeso actual (grupo
CHC 53% vs control 45%), obesidad actual (20% vs 36%), sobre-
peso previo al desarrollo de la cirrosis (49% vs 52%), obesidad pre-
via (26% vs 23%), perimetro abdominal aumentado (40% vs 49%),
cardiopatia coronaria (7% vs 2%), DM (37% vs 31%), dislipemia
(23% vs 20%) e HTA (46% vs 47%), respectivamente.

Conclusién. La presencia de CHC en los pacientes cirréticos de
nuestro medio no se asocia con la existencia de los factores de ries-
go cardiovascular implicados en el desarrollo de la enfermedad por
higado graso no alcohdlico.

TRATAMIENTO CON RADIOFRECUENCIA

DEL HEPATOCARCINOMA: COMPLICACIONES

Y SUPERVIVENCIA A LARGO PLAZO

A. Gallego', E. Montserrat?, J.C. Pernas?, M.P. Estrada®

y J. Enriquez’

!Servicios de Patologia Digestiva y *Radiodiagndstico. Hospital Sta.
Creu i St. Pau. Barcelona.

La ablacién con radiofrecuencia (RF) se estd imponiendo como una
alternativa a la inyeccion percutdnea de etanol intranodular (IPEI)
en el tratamiento del hepatocarcinoma (HCC) de pequefio tamafio al
proporcionar un mejor control local del tumor, sin embargo existen
pocos datos sobre resultados a largo plazo.

Objetivo. Analizar las complicaciones del tratamiento con radiofre-
cuencia, recidivas y supervivencia a largo plazo de los pacientes
con HCC tratados en nuestro centro.

Meétodos. Se analizan 56 pacientes (edad media: 71,73 + 5,49 afos;
35 hombres (62,5%); Child-A: 42 (75%) / B: 14) con HCC tnico <
5 cm (91%) o muiltiple (hasta 3 nédulos < 3 cm). El tamafio medio
tumoral fue 2,77 + 0,84 cm. El tratamiento se realiz via percutinea
con monitorizacion ecogrifica, bajo sedacién del paciente. La res-
puesta inicial y recurrencias se evaluaron mediante TAC helicoidal
al mes del tratamiento y cada 4-6 meses posteriormente. El segui-
miento medio fue: 28,82 + 18,47 meses. La probabilidad de super-
vivencia se analizé mediante Kaplan-Meier.

Resultados. Se obtuvo una respuesta completa inicial en 52 pacientes
(93%) siendo el nimero medio de sesiones de 1,11 +0,31. La respues-
ta completa inicial en nddulos < 3 cm. fue del 100% frente a 83% en
aquellos de 3 a 5 cm. (p = 0,017). Hubo complicaciones mayores en 4
pacientes (7%): 1 hemotdrax, 1 hemoperitoneo, 1 estenosis biliar con
colangitis severa y 1 trombosis masiva porto-mesentérica con insufi-
ciencia hepdtica, resultando las dos ultimas en exitus (mortalidad:
3,6%). Adicionalmente hubo complicaciones menores en 9 casos
(16%). La supervivencia global a 1,3 y 5 afos fue 89%, 72% y 50%
respectivamente. La supervivencia de los pacientes Child-A a 1,3y 5
afios fue 92%, 72% y 60% respectivamente frente a 78%, 68% y 23%
en Child-B (p = 0,04). De los 52 pacientes con respuesta completa ini-
cial hubo recidiva en 29 (56%): local 9/29 y a distancia en 20/29. Las
recurrencias fueron tratadas en el 79% de casos.

Conclusiones. /. Los pacientes con HCC en estadio temprano trata-
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dos con RF alcanzan una significativa supervivencia a largo plazo
(60% a 5 aiios para Child-A) a pesar de un alto porcentaje de recidi-
va. 2. La tasa de complicaciones mayores con RF en nuestra serie
(7%) es mayor a la publicada para IPEI.

Posters trasplante

CARACTERIZA CION INMUNOLOGICA DE LA TOLERANCIA
OPERACIONAL EN EL TRASPLANTE HEPATICO

M. Martinez Llordella', I. Puig-Pey', P. Garcial, J. Lozano?,
L. Sumoy?, I. Bilbao?, J. Lerut*, G. Tisone’, A. Rimola'

y A. Sdnchez-Fueyo!

!Unidad Trasplante Hepdtico, Hospital Clinic, Barcelona. >’C.R.G.,
Universitat Pompeu Fabra, Barcelona. Unidad Trasplante Hepdtico,
Hospital Vall d’Hebrd, Barcelona. *Clinica Universitaria Saint-Luc,
Université Catholique de Louvain, Bruselas, Bélgica. *Unidad
Trasplante Hepdtico, Universidad de Roma “Tor Vergata”, Roma,
Italia.

En el trasplante hepético hasta un 20% de los pacientes pueden
abandonar de manera completa el tratamiento inmunosupresor
manteniendo una funcién hepatica normal durante afios, y estos pa-
cientes son considerados “operacionalmente” tolerantes. Los meca-
nismos responsables de este estado en humanos no son bien co-
nocidos y carecemos de un test diagndstico que nos permita identi-
ficar a los pacientes tolerantes. En el presente estudio hemos utili-
zado sangre periférica y empleando técnicas de inmunofenotipaje
por citometria de flujo y de cuantificacion de la expresion genética
para caracterizar a una cohorte de 16 receptores hepdticos toleran-
tes. Estos pacientes han sido comparados con receptores hepdaticos
no-tolerantes y con individuos sanos. Nuestros resultados indican
que los pacientes tolerantes exhiben en sangre periférica una mar-
cada expansion de linfocitos gammadelta. Esta expansion es debida
a una inversién en el ratio de las subpoblaciones deltal/delta2, y
esta medicién parece tener valor diagnéstico a la hora de identifi-
car a los pacientes tolerantes. Por otra parte, los estudios de expre-
sién genética nos han permitido identificar una lista de 24 genes
con alto poder discriminatorio a la hora de diferenciar entre pacien-
tes tolerantes y no-tolerantes. En definitiva, estos resultados, ac-
tualmente en fase de validacién prospectiva, son un primer paso
para la obtencién de un test diagndstico no invasivo que nos permi-
ta identificar a aquellos receptores hepaticos que han desarrollado
tolerancia, y pueden por tanto abandonar el tratamiento inmunosu-
presor.

ESTUDIO COMPARATIVO DE TRES PAUTAS )
INMUNOSUPRESORAS EN PACIENTES CON DISFUNCION RENAL
AGUDA EN EL PERIOPERATORIO DEL TRASPLANTE HEPATICO

1. Bafios', L. Gutiérrez?, B. Iglesias?, P. Silva?, A. Noblejas', V.
Sénchez Turrién'? y V. Cuervas-Mons'*

!Unidad de Trasplante Hepdtico. Hospital Universitario Puerta de
Hierro. Madrid. *Facultad de Medicina. Universidad Auténoma de
Madrid.

La disfuncién renal aguda (DRA) en el perioperatorio inmediato en
pacientes con TH es una complicacion frecuente, con elevada mor-
talidad asociada. La no administracion, o la utilizacién de dosis ba-
jas, de inhibidores de calcineurina (ICN) durante los primeros dias
del TH, hasta la normalizacién de la funcién renal, son estrategias
aconsejadas para disminuir la incidencia y gravedad de la DRA. El
objetivo fue estudiar el impacto de tres pautas inmunosupresoras en
la evolucion de la funcidn renal en pacientes con DRA en el perio-
peratorio del TH.

Pacientes y métodos. Analisis retrospectivo de base de datos elec-
trénica recogida prospectivamente de todos los pacientes adultos
con TH consecutivamente en nuestra unidad que presentaron DRA
(creatinina sérica (Crs) = 1,5 mg/dl) al finalizar la cirugia del TH
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durante el periodo 1986 — agosto/2005. Se identificaron 67 pacien-
tes (13,2%) con DRA, que se dividieron en tres grupos segtn la
pauta de inmunosupresion inicial recibida: Grupo I (n=50) pauta
convencional con esteroides + dosis reducida de ICN +/- azatiopri-
na / micofenolato mofetil; Grupo II (n = 11) anticuerpos anti-CD3
+esteroides, e introduccién tardia de ICN; Grupo III (n = 6) anti-
cuerpos anti-CD25 + esteroides + micofenolato mofetil e introduc-
cién tardia de ICN.

Resultados. Los grupos fueron comparables en datos demograficos
generales, enfermedad hepética de base, caracteristicas del donante
y Crs (mg/dl) a la finalizacién de la cirugia del TH (1,84 + 0,51;
1,90 + 0,49 y 2,03 + 0,80, en grupos I, Il y III, respectivamente). No
hubo diferencias significativas intergrupos en el pico de Crs durante
el ingreso del trasplante, en la necesidad de técnicas de depuracion
extrarenal (12%, 18,2% y 16,7%, respectivamente en grupo I, IT y
III), ni en la Crs (mg/dl) al alta hospitalaria (1,91; 1,46 y 1,7, res-
pectivamente en grupo I, IT y III). El gradiente entre el pico de Crs
durante el ingreso hospitalario y el valor basal fue significativo (p <
0,005) en las pautas I (gradiente + 1,19) y II (gradiente + 1,30),
mientras que no fue significativo en la pauta III (gradiente +0,83, p
=0,2). La incidencia de rechazo agudo (16,7%), infeccién bacteria-
na (0%) y enfermedad por citomegalovirus (0%) en los pacientes
del grupo III fue menor (p < 0,05) que en los grupos 1 (52%; 36%;
12%, respectivamente) y II (36%; 45%; 9%, respectivamente). La
Crs y la supervivencia del paciente a los seis meses (78%, 81,8% y
66,7%, respectivamente en grupos I, I y III) fue similar en los gru-
pos de estudio.

Conclusion. Las tres pautas estudiadas son similares en su efecto so-
bre la funcién renal, si bien la asociacion de anticuerpos anti-CD25
+ esteroides + micofenolato mofetil e introduccién tardia de ICN es,
en nuestra experiencia, la mejor en estos pacientes, por asociarse a
menor incidencia de rechazo y de complicaciones infecciosas.

EL POLIMORFISMO 308 DEL TNF-4 SE ASOCIA A LA PRESENCIA
DE RECHAZO AGUDO EN EL TRASPLANTE HEPATICO

C. Valiente Martinez, M.P. Lasierra Diaz, L. Larrad Mur,

A. Garcia Gil y M.T. Serrano Aull6é

Servicio de Aparato Digestivo, Servicio de Inmunologia, Servicio de
Cirugia. Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.

El rechazo agudo del injerto es una complicacion frecuente tras el
transplante hepatico. Factores inmunolégicos dependientes del re-
ceptor y del donante, como la secrecién de diversas citoquinas, jue-
gan un papel importante en la aparicion de éste. Existen polimorfis-
mos en los genes de estas citoquinas que regulan su produccion y
que podrian influir en la aparicion de rechazo agudo.

Objetivo. Investigar si los polimorfismos genéticos del transfor-
ming growth factor- B (TGF- B), factor de necrosis tumoral-o.
(TNF-a), interleuquina-10 (IL-10), interleuquina-6 (IL-6) e interfe-
rén-y (IF-y) estdn relacionados con la aparicion de rechazo agudo en
los receptores de trasplante hepatico.

Material y métodos. Se extrajo el ADN genémico de las células
mononucleares periféricas de 91 receptores y 96 donantes y fue ti-
pado mediante técnicas de PCR para el estudio de polimorfismos en
genes de las distintas citoquinas: TGF-B, TNF-¢, IL-10, IL-6 e
INF-y. La presencia de rechazo agudo se evalué mediante biopsia
hepatica siguiendo los criterios de Banff.

Resultados. El alelo “a” del polimorfismo en la posicion 308 del
gen del TNF-o. estaba presente con mayor frecuencia en los recep-
tores de transplante hepatico que sufrieron algin episodio de recha-
zo agudo que en aquellos que no (43,6% vs 21,2%; OR = 2,88; 95
IC 1,15-7,22; p < 0,05), sin embargo, no parece que la presencia de
este alelo en el donante de transplante hepatico implique un mayor
riesgo de rechazo agudo. No se ha encontrado asociacion entre la
presencia de rechazo agudo y el resto de citoquinas estudiadas en
los receptores ni en los donantes de transplante hepatico.
Conclusiones. La presencia del alelo “a” en el polimorfismo del
TNF-a (posicién —308) en los receptores de transplante hepatico se
asocia con una mayor incidencia de rechazo agudo.

APLICABILIDAD Y RESULTADOS DEL TRASPLANTE HEPATICO
EN PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR EN EL SENO DE UN PROGRAMA DE
VIGILANCIA

L.G. Diéguez, A. Linares, R. Pérez, V. Cadahia, 1. Martinez,
L. Rodrigo y M. Rodriguez

S. Digestivo. Hospital Universitario Central de Asturias.

Introduccion. El trasplante hepdtico (TH) es la mejor opcién tera-
péutica en pacientes con cirrosis hepatica (CH) y hepatocarcinoma
(CHC) seleccionado. Por otra parte, el diagndstico precoz del CHC
parece mejorar la supervivencia de estos pacientes, aunque existen
controversias sobre la utilidad y la eficacia de los programas de vi-
gilancia.

Objetivo. Conocer la aplicabilidad del TH en una serie de pacientes
con CH diagnosticados de CHC durante un programa de vigilancia
y comparar su supervivencia tras el TH con la de pacientes trasplan-
tados por CHC diagnosticados fuera del programa de vigilancia y
con la de pacientes trasplantados por CH, sin CHC.

Pacientes y métodos. Entre octubre/92 y octubre/05, 84 de 539 pa-
cientes con CH incluidos en un programa de vigilancia fueron diag-
nosticados de CHC, de los que 29 fueron trasplantados (grupo A).
Durante el mismo periodo, 60 pacientes con CHC, diagnosticados
fuera del programa fueron trasplantados (grupo B), asi como 34 pa-
cientes incluidos en el programa que recibieron un trasplante por
CH, sin CHC (grupo C). Se consideré6 el TH cuando el tumor no ex-
cedfa los criterios aceptados. Los 3 grupos fueron equiparables en
edad, sexo y etiologia de la cirrosis.

Resultados. De los 84 pacientes incluidos en el programa y diagnos-
ticados de CHC, 34 (40%) fueron incluidos en lista de trasplante.
Las razones de no inclusién en los 50 restantes fueron: estadio tumo-
ral en 20, edad avanzada en 17, reseccion en 3 y existencia de con-
traindicaciones en 10. De los 34 incluidos en lista, 29(85%) fueron
trasplantados, 2 excluidos por progresion tumoral, 1 por aparicién de
contraindicacion, y 2 fallecieron en lista. No hubo diferencias en la
proporcién de pacientes con CH alcohdlica o virica que fueron in-
cluidos en lista o trasplantados. 4 de los 29 (13%) pacientes del gru-
po Ay 11 de los 60 (18%) del grupo B desarrollaron recidiva tumo-
ral durante el seguimiento, con una probabilidad acumulativaa 1,3y
5 afios del 0, 10, 16% y 8, 20, 28% respectivamente (p = 0,5). No se
observaron diferencias en la supervivencia entre los grupos A 'y B (1
afio 82-82%, 3 afios 78-60%, y 5 aios 54-47%; p = 0,8). Tampoco se
observaron diferencias significativas en la supervivencia de los gru-
pos Ay C (82-84% al afio, 78-81% a los 3 y 54-76% a los 5; p =
0,06). La supervivencia del grupo B fue inferior a la del C (82-84%;
78-81% y 47-76% a 1, 3 y 5 afios respectivamente; p = 0,04).
Conclusiones. La aplicabilidad del trasplante hepdtico en pacientes
cirréticos diagnosticados de CHC en el seno de un programa de vi-
gilancia es alta. No obstante, en un 25% de los casos el tumor es
diagnosticado en estadios en los que el trasplante estd contraindica-
do. Aunque en estos pacientes las recidivas tras el trasplante son
tardias, la probabilidad de las mismas, asi como la supervivencia,
no difieren a las observadas en pacientes diagnosticados fuera de un
programa de vigilancia.

COMPARACION PROSPECTIVA ENTRE ELASTOGRAFIA, APRI Y
TEST DE FORNS PARA LA VALORACION DE LA FIBROSIS
HEPATICA EN EL POSTRASPLANTE. ESTUDIO PRELIMINAR

J.C. Marin Gabriel'. J. de la Cruz Bértolo?,

1. Ferndndez Vézquez', A. Martin Algibez', J.C. Meneu Diaz*.
R. Mufioz G6émez', F. Colina Ruizdelgado?,

E. Moreno Gonzélez* y J.A. Solis Herruzo'

IServicio de Medicina de Aparato Digestivo. *Unidad de Epidemiologia
Clinica. *Servicio de Anatomia Patoldgica. “Servicio de Cirugia
General y Trasplante de Organos Abdominales. Hospital Universitario
12 de Octubre. Madrid.

Objetivos. La elastografia de transicion permite cuantificar el grado
de fibrosis hepdtica (FH) de manera no traumadtica. El objetivo de

Gastroenterol Hepatol. 2007;30(Supl 1):119-89 181



XXXIl CONGRESO NACIONAL DE LA ASOCIACION ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DEL HiGADO

este estudio es evaluar la utilidad del FibroScan® (FS) y de los mar-
cadores bioquimicos mas sencillos de aplicar en la practica clinica
para cuantificar el grado de FH en el periodo postransplante, inde-
pendientemente de la causa de la hepatopatia.

Pacientes y métodos. Se incluyeron 26 pacientes consecutivos so-
metidos a un biopsia hepdtica (BH), percutdnea (n = 25) o transyu-
gular (n = 1), por distintos motivos en el periodo postrasplante. Para
estadificar el grado de fibrosis en las muestras histolégicas se utili-
z6 la clasificacion de Scheuer. El estudio con FS y la extraccion de
muestras séricas para los andlisis bioquimicos se realizaron el mis-
mo dia de la BH. La utilidad para detectar el grado de fibrosis me-
diante las pruebas no invasivas se estimé mediante el cdlculo del
area bajo la curva (ABC)-ROC.

Resultados. La distribucién por sexos fue: 57,7% H'y 42,3% M. La
mediana de edad fue de 62 afos (rango: 42 - 74). La mediana de
dias transcurridos desde el trasplante fue de 663 (rango: 10 — 3600).
Los diagndsticos histoldgicos de la BH fueron: VHC (n = 12; de los
cuales VIH positivos n = 1), rechazo (n = 4), hepatopatia grasa (n =
3), inmunosupresién excesiva (n = 2) y otras (n = 5). La distribu-
cién por grados de fibrosis evaluada por el estudio histolégico fue:
FO en 11 pacientes (42,3%), F1 en 10 (38,5%), F2 en 4 (15,4%) y
F3 en 1 (3,8%). No se encontraron pacientes con datos histologicos
de cirrosis (F4; 0%). La medicién de la elasticidad (E) con el FS se
logré obtener en 19 pacientes (73%) con una mediana de 8,8 kPa
(rango: 4,1 — 54,3). Por grados de FH, la media y su DE fueron: 7,5
+ 2,9 kPa para FO; 11,63 + 9,2 kPa para F1 y 24,4 + 19,9 kPa para
F2. El valor de la mediana del APRI fue de 1,05 (rango: 0,28 —
11,01). Con el test de Forns la mediana fue 7,6 (rango: -0,26 -
11,02). Las ABC-ROC para el FS, APRI y test de Forns fueron:
0,87, 0,61 y 0,60 respectivamente para F>2 (p = 0,01).

Conclusién. El FS es un método simple para cuantificar el grado de
FH en pacientes trasplantados hepaticos. Su precisiéon diagndstica
es superior a la obtenida cuando se utilizan el APRI y el test de
Forns como marcadores séricos de FH para grados de F > 2.

PAPEL DE LA ACTIVACION DE LAS CELULAS ESTRELLADAS
HEPATICAS EN LA FIBROSIS ACELERADA DE LA RECIDIVA DE
HEPATITIS C POSTRASPLANTE HEPATICO

M.C. Londofio, L. Cisneros, C. Blasco, R. Bataller, R. Miquel
y A. Rimola

Introduccién. La recidiva de hepatitis C postrasplante se caracteri-
za por una fibrosis mucho mas rapida que la observada en pacientes
no trasplantados con hepatitis crénica C. El mecanismo de esta fi-
brosis acelerada en pacientes trasplantados no es bien conocido. Ya
que las células estrelladas hepaticas (CEH) activadas son las princi-
pales responsables de la fibrosis hepética, una posibilidad seria que
la activacion de CEH fuera mds intensa en pacientes trasplantados
con recidiva de hepatitis C que en pacientes no trasplantados con
hepatitis crénica C. Por otra parte, se ha sugerido que la ciclospori-
na podria aumentar la produccién de TGF (1 (un potente factor acti-
vador de CEH) y, asi, estimular la fibrosis, mientras que tacrolimus
no tendria dicho efecto.

Objetivos. /) Cuantificar la activacion de CEH en pacientes tras-
plantados con recidiva de hepatitis C y compararla con pacientes no
trasplantados con hepatitis crénica C y con pacientes controles. 2)
Determinar el efecto de ciclosporina y tacrolimus en la activacién
de CEH.

Meétodos. Se incluyeron 46 pacientes con trasplante hepatico y reci-
diva de hepatitis C (grupo I), 35 pacientes no trasplantados con he-
patitis crénica C (grupo II) y 16 controles (pacientes laparotomiza-
dos, sin infeccién por virus C; grupo III). Se realizaron biopsias
hepaticas para determinar: a) estadio de fibrosis (METAVIR), y b)
inmunohistoquimica con andlisis morfométrico de expresién de (-
actina, como indice de la activacién de CEH y su consiguiente paso
de células quiescentes a células con fenotipo miofibroblastico.
Resultados. Los pacientes de los grupos I y II presentaron mayor
expresion de (-actina que los pacientes del grupo III. No obstante, la
expresion de (-actina en los grupos I y II fue similar, tanto de forma

182  Gastroenterol Hepatol. 2007;30(Supl 1):119-89

global como después de estratificarlos segtin el estadio de fibrosis.
En el grupo I, los pacientes con fibrosis marcada (estadios 3-4; n =
11) presentaron una mayor expresién de (-actina que los pacientes
con menor fibrosis (estadios 0-2; n = 32). Asimismo, en el grupo I,
la expresion de (-actina fue mayor en pacientes con progresion rapi-
da de fibrosis que en pacientes progresores lentos (tasa de progre-
sién > 0,32 y < 0,32 unidades METAVIR / afio, respectivamente).
No se encontraron diferencias entre los pacientes tratados con ci-
closporina y tacrolimus en relacion a la expresion de (-actina.
Conclusiones. /) La activacion de CEH se correlaciona directa-
mente con el estadio y progresion de la fibrosis en pacientes con re-
cidiva de hepatitis C postrasplante hepatico. 2) Sin embargo, no pa-
rece que la fibrosis acelerada frecuentemente observada en estos
pacientes pueda ser explicada por una sobreactivacion de CEH en
comparacion con pacientes no trasplantados con hepatitis crénica C.
3) No se observé ningtin efecto diferencial de ciclosporina y tacroli-
mus en la activacién de CEH.

ENFERMEDAD LINFOPROLIFERATIVA EN EL PACIENTE CON
TRASPLANTE HEPATICO (ELPT): ANALISIS DE 82 CASOS

A. Noblejas', V. Cuervas-Mons', C. Jiménez?, I. Herrero?,

R. Charco?, F. Sudrez’, M.A. G6mez®, M. Prieto’, E. Fraga?,

M. Salcedo?, P. Ramirez'?, F. Casafont'!, C. Ramos'?

y M. Rodriguez'?

!Puerta de Hierro. *Doce de Octubre. *C.U. de Navarra. *Clinic. *Juan
Canalejo. °Virgen del Rocio. "La Fé. *Reina Sofia. °Gregorio Mararion.
OVirgen de Arrixaca. '"Marqués de Valdecilla. *Carlos Haya. *Central
de Asturias.

Objetivo. Analizar la incidencia, extirpe histolégica, caracteristicas
clinicas y evolutivas de la enfermedad linfoproliferativa (ELPT)
que aparece en pacientes adultos con trasplante hepatico (TH).
Pacientes y métodos. Andlisis de la base electrénica del registro
multicéntrico de tumores de novo en pacientes con TH.

Resultados. De los 516 tumores incluidos en el registro aparecidos
en 7135 pacientes trasplantados en el periodo 1986-2003 se detecta-
ron 82 pacientes (73,2% varones, edad media 52,5 afios) con ELPT
(incidencia 1,15%). La ELPT constituye el 15,2% de los tumores
del registro, siendo los segundos en frecuencia tras los tumores de
piel. La indicacion de TH fue cirrosis por virus C (31,4%), cirrosis
alcohélica (31,4%), hepatocarcinoma (10%) y otras (27,2%). El in-
tervalo de tiempo entre el TH y el diagndstico fue 38,6 + 42,6 afos
(mediana 19,85 meses). Sesenta de los setenta linfomas eran de cé-
lulas B (85,7%), en su mayoria tipo no Hodgkin (91,4%). La locali-
zacion mas frecuente fue ganglionar (28%), seguida del injerto he-
patico (20,1%), aparato digestivo (7,3%), pulmones (2,4%) y
sistema nervioso central (3,4%). El 62,7% de los episodios de
ELPT estaban en estadio IV en el momento del diagnéstico. Los
sintomas B (53,5%) y la elevaciéon de LDH (28,6%) fueron poco
frecuentes. El tratamiento recibido fue quirdrgico en 12,2%, radio-
terapia en 14,6%, quimioterapia en 64,6%, reduccién de la inmuno-
supresion en 63,4% y anticuerpos monoclonales anti-CD20 en 17%.
Después de un seguimiento medio desde el diagnéstico de 31,7 +
41,5 meses, el 68,3% de los pacientes habian fallecido, fundamen-
talmente por el tumor (supervivencia global al afio del diagnéstico
55,5% y alos 5 afios 34%). La supervivencia media desde el diag-
nostico fue de 14 meses, observandose mayor mortalidad en los pa-
cientes con linfoma trasplantados después del afio 1997 (mortalidad
a los 5 afios 78%) que en los trasplantados antes de 1997 (mortali-
dad a los 5 afos 68%, NS). En los pacientes en los que se redujo la
inmunosupresioén la supervivencia fue mayor (38,46%) que en los
que no (20%). No se encontraron diferencias en la supervivencia a 5
afios en los pacientes tratados con rituximab. Los linfomas del injer-
to aparecieron mas precozmente (media 26,9 meses), tenian mayor
incidencia de infeccién por virus C (37,5%) y mayor mortalidad
(81,25%) que los linfomas que afectaban a otras localizaciones
(41,5 meses; 25,8%; 65,2%, respectivamente). Las caracteristicas y
la respuesta al tratamiento de los linfomas no Hodgkin B en pacien-
tes VHC (+) y VHC (-) fueron similares.
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Conclusiones. La ELPT es una complicacién infrecuente en los pa-
cientes adultos con trasplante hepatico en Espafia, siendo su inciden-
cia en el registro espafiol similar a la descrita en la literatura. Su pro-
ndstico es muy malo y no parece haber mejorado en los tltimos afios.

INFLUENQIA DE LOS DONANTES MARGINALES ENLA
EVOLUCION DEL TRASPLANTE HEPATICO POR VIRUS C
R. Ciria!, J. Bricefio!, M. Pleguezuelo?, P. Lépez-Cillero!,
S. Rufidn!, J.M. Sénchez-Hidalgo' y M. de la Mata?

'Unidad de Trasplante Hepdtico, Departamento de Cirugia General.
2Unidad de Hepatologia, Hospital Reina Sofia, Cérdoba.

Introduccién. La presencia de algunos factores en el donante de
riesgo puede condicionar el resultado del trasplante hepatico reali-
zado por cirrosis por virus C. No existe una conclusién firme sobre
qué factores del donante deben considerarse cuidadosamente a la
hora de asignar estos injertos a receptores con virus C.

Meétodos. 120 trasplantes hepaticos por cirrosis por virus C se realizaron
en nuestra unidad entre 1995 y 2005. Los factores considerados en el
donante fueron: edad, sexo, grado de esteatosis, grado de lesién de pre-
servacion, empleo de altas dosis de inotropos, sodio (> 155 mEq/L), hi-
potension (< 60 mmHg y > 1 hora), tiempo de isquemia fria, estancia en
UCI (> 4 dias), bilirrubina, AST y ALT. Se realizé un andlisis retrospec-
tivo sobre la supervivencia del injerto con cada uno de estos factores
(andlisis univariante, Kaplan Meier-log rank) y un estudio multivariante
(analisis de supervivencia de Cox) para establecer variables predictoras
independientes de supervivencia tras el trasplante en estos receptores.
Resultados. 56 injertos (46%) se perdieron en este intervalo de tiem-
po. La distribucién de pérdidas segtin el score MELD del receptor fue
similar para cada categoria. En el andlisis univariante, los injertos con
esteatosis moderada-grave (30-60% y > 60%) (p = 0,012), aquéllos
con lesion de preservacion grave (p = 0,007) y un prolongado tiempo
de isquemia fria (> 12 horas) (p = 0,0001) presentaron peores super-
vivencias a 1, 3 y 5 afios de seguimiento. En el analisis multivariante,
el grado de esteatosis (p = 0,0076; OR = 4,2) y un tiempo de isque-
mia fria superior a 12 horas (p = 0,034; OR = 7,001) resultaron pre-
dictores independientes de la supervivencia de estos injertos.
Conclusion. Segiin estos resultados, los injertos de donantes con
esteatosis superior a 30% deben ser implatados cautelosamente o
desestimados en receptores con cirrosis por virus C, especialmente
si se prevé un tiempo de isquemia fria prolongado.

SEGUIMIENTO DE LA FUNCION INMUNOLOGICA VALORADA
MEDIANTE EL ENSAYO IMMUKNOW® EN PACIENTES
SOMETIDOS A TRASPLANTE HEPATICO

1. Baiios!, R. Castején?, S. Rosado?, M.J. Citores?, A. Noblejas',
J.A. Vargas® y V. Cuervas-Mons!

'Unidad de Trasplante Hepdtico y *Laboratorio de Medicina Interna.
Hospital Universitario Puerta de Hierro. Madrid.

Las dosis de farmacos inmunosupresores y sus niveles plasmaticos no
reflejan la situacién inmunoldgica de los pacientes receptores de tras-
plante de drgano sdlido. El ensayo Immuknow® (Cylex) valora la
funcién inmunoldgica global al cuantificar la produccién de ATP en
los linfocitos T CD4+ estimulados in vitro con fitohemaglutinina
(PHA). Nuestro objetivo es comprobar que las variaciones de la con-
centracion de ATP se corresponden con la situacion clinica de los pa-
cientes sometidos a trasplante hepatico. Se han realizado 30 determi-
naciones en 5 pacientes durante el primer afio post-trasplante en
diferentes momentos de su evolucién y en 8 voluntarios sanos para
establecer un rango de funcién inmunoldgica normal. La concentra-
cién de ATP en los controles fue de 267,8 + 105,3 ng/ml. Los pacien-
tes sin complicaciones clinicas relevantes (sepsis o rechazo) durante
el primer afio post-trasplante presentaron unos niveles bajos de ATP
(116,6 + 92,2 ng/ml), mientras que los pacientes sépticos alcanzaron
concentraciones de ATP elevadas. El tinico paciente con rechazo cré-
nico del injerto presentaba una concentracion de ATP dentro del ran-
go de funcién inmunoldgica normal (ver figura). También se han rea-

lizado 13 determinaciones en 11 pacientes en momentos puntuales
post-trasplante observandose una concentracion de 92,4 + 39,6 ng/ml
en 6 pacientes sin complicaciones clinicas y de 190,7 + 73,3 ng/ml en
3 situaciones de infeccion localizada. Tres pacientes con recidiva gra-
ve de hepatitis C post-trasplante presentaron los niveles mas bajos de
ATP (50,7 + 42,2 ng/ml). Nuestros resultados preliminares sugieren
una correlacion entre los valores obtenidos con el ensayo Immuknow
y la situacién clinica de los pacientes post-trasplante, pudiendo ser
una herramienta ttil en el diagndstico etiolégico de disfuncion del in-
jerto y en el manejo de la inmunosupresion.

FRECUENCIAS DE CELULAS T REGULADORAS (TREGS)

EN EL TRASPLANTE HEPATICO ESTABLE A LARGO PLAZO
E. Fabrega!, M. L6pez Hoyos?, D. San Segundo®

y F. Pons-Romero!

IServicio de Gastroenterologia y Hepatologia. *Servicio de
Inmunologia. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

La induccién de tolerancia en los trasplantes de 6rgano sélido ha
sido tradicionalmente uno de los objetivos fundamentales en la in-
vestigacion en trasplante. Recientemente han adquirido gran impor-
tancia las células reguladoras T CD4+CD25highFoxp3+ (Tregs)
como inductoras de alotolerancia. Por otro lado los diferentes regi-
menes y grados de inmunodepresién parecen influir en la expresion
de estas células. El objetivo del presente estudio fue cuantificar el
ndmero de células Tregs en sangre periférica de pacientes trasplan-
tados hepdticos estables y evaluar si existian diferencias en funcién
del grado de inmunodepresion farmacoldgica.

Material y métodos. Se evaluaron 33 pacientes trasplantados hepati-
cos en monoterapia con ciclosporina A o FK506 sin episodios de re-
chazo celular y un minimo de 8 afios de seguimiento. Los pacientes
se dividieron en 2 grupos en funcién del grado de inmunodepresion:
a) 20 pacientes presentaban niveles bajos de anticalcineurinicos: ci-
closporina A (<80 ng/ml) o FK506 (<6 ng/ml); y b) 13 pacientes con
niveles superiores de ciclosporina A o FK506. Como grupo control se
incluyeron 38 sujetos sanos.

Resultados. Los valores de células T con fenotipo regulador
(CD4+CD25highFoxp3+) fueron inferiores en los pacientes estudia-
dos respecto al grupo control. Cuando comparamos los porcentajes en
los dos grupos considerados, el grupo con mayor inmunodepresion
presenté un menor nimero de células Tregs. Por otro lado, observa-
mos que el grupo menos inmunodeprimido presentaba un nimero de
células Tregs similar al grupo control.

Conclusiones. a) La induccién de tolerancia en el trasplante hepati-
co estable a largo plazo puede verse influida por el grado de inmu-
nodepresion al modificar este el nimero de células Tregs; b) La
cuantificacion en sangre periférica de células Tregs puede ayudar-
nos en la toma de decisiones cuando nos planteamos disminuir el
régimen inmunodepressor.

Este trabajo ha sido financiado en parte por beca FIS P1030330 y
la RNIGH.

EVOLUCION GENETICA DE LAS REGIONES NS3-PROTEASA

Y NS5B-POLIMERASA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C DESPUES
DEL TRASPLANTE HEPATICO: RELACION CON LA GRAVEDAD
DE LA RECURRENCIA DE LA HEPATITIS C

A. Massaguer, S. Ramirez, J.A. Carrién, P. Gonzélez,

J.M. Sanchez-Tapias y X. Forns

Servicio de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives, Hospital
Clinic, Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer
(IDIBAPS).

En pacientes sometidos a un trasplante de higado (TH) por cirrosis
hepdtica causada por el virus de la hepatitis C (VHC), el nuevo hi-
gado se infecta de forma universal. Las variables que influyen en
la gravedad de la recurrencia de la infeccién no estan bien estable-
cidas. El objetivo de nuestro estudio es analizar la relacién entre la
evolucion genética precoz de 2 regiones del genoma del VHC
(NS3-proteasa y NS5b-polimerasa) y la severidad de la recurrencia

Gastroenterol Hepatol. 2007;30(Supl 1):119-89 183



XXXIl CONGRESO NACIONAL DE LA ASOCIACION ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DEL HiGADO

de la hepatitis C. Se han seleccionado 33 pacientes sometidos a TH
por cirrosis hepdtica por el VHC y se han agrupado en funcién de la
gravedad histoldgica de la recurrencia un afio después del TH: 16
pacientes presentaron una recurrencia leve y 17 pacientes una recu-
rrencia severa. Durante 1 afio, se han recogido 5 muestras consecu-
tivas de suero de cada paciente (pre-TH y a las semanas 1, 4, 12 y
48) en las que se ha cuantificado la carga viral y se ha secuenciado
las regiones NS3 y NS5b. En todos los pacientes, el VHC infecta
rapidamente el injerto (el 91% de los pacientes presenta ARN-VHC
detectable a la semana 1). Los niveles de VHC en suero son maxi-
mos 3 meses después del TH. En este punto, los niveles de viremia
son significativamente mds elevados en pacientes con recidiva seve-
ra que en pacientes con recurrencia leve. El andlisis de las distan-
cias genéticas entre muestras de un mismo paciente revela que: /)
en la regiéon NS3-proteasa no se observa ninguna relacién entre la
evolucion genética y la severidad de la hepatitis en ninguno de los
puntos analizados y 2) la regiéon NS5b presenta mayor evolucion
genética en los pacientes con una recurrencia leve, pero esto se pro-
duce a partir del tercer mes post-TH. Estos resultados sugieren que
en las fases iniciales del TH la evolucién genética de dos protefnas
no estructurales fundamentales en el ciclo vital del VHC no se rela-
ciona con la gravedad de la recidiva tras el TH.

EL TRASPLANTE HEPATICO EN NINOS; VALORACION DE LOS
SUPERVIVIENTES 10 Y 15 ANOS DESPUES

M.C. Diaz, E. Frauca, L. Hierro, A. de la Vega, C. Camarena,
G. Muiioz Bartolo, A. Gonzalez de Zarate, R. Diez-Dorado,
J. Murcia, M. Gdmez, M. Lépez Santamaria y P. Jara

Servicio de Hepatologia y Trasplante. Hospital Infantil Universitario
La Paz, Madrid.

Objetivo. Describir el estado en el que se encuentran los pacientes
10 y 15 afos después de un trasplante hepético (TH) realizado en
edad pediatrica.

Meétodos. Los pacientes proceden de la cohorte 1986 y 1996 (n =
164 nifios), en la que la supervivencia a los 6 meses fue 78%, a los
10 aflos de 70%, y a los 15 afios de 69%. A los 10 afios del trasplan-
te hepdtico (114 casos, edad media: 15 afios) y a los 15 afios (33 ca-
sos que siguen en centro pediatrico) fueron evaluados: los principa-
les problemas ocurridos, y el estado final del injerto. Los datos
basales de los 114 supervivientes a 10 afios son: /. Enfermedad ori-
ginal: Atresia biliar 46,4%, Colestasis genética 16,6%, Def. alfal
antitripsina 9,6%, Metabolopatia 7,9%, Fallo agudo 5,2%, Otros:
13,8%. 2. Edad al TH: mediana 4 afos, 31,5% menores de 2 afios.
3. Tipo de injerto: entero en 79,8% y reducido en 20,1%.
Resultados. Principales problemas entre los 6 meses y 15 afios post-
TH: /. Linfoma-PTLD: afect6 a 11 pacientes (9,6%), al final del se-
guimiento 6 siguen sin inmunosupresién, 10 estdn asintomaticos,
uno fallecid. 2. Estenosis biliar: En 10 pacientes (8,7%), todos trata-
dos por via percutanea, con resolucién en 9. 3. Disfuncién del injerto
con ictericia (idiopatica o rechazo): afecté a 10 nifios (8,7%), de los
cuales 3 fueron retrasplantados, uno fallecid, 3 siguen con patologia
y 5 (41,6%) se recuperaron a normalidad con mayor inmunosupre-
sién. 4. Otros problemas del injerto: a) resueltos con tratamiento:
Hepatitis autoinmune 2, estenosis portal 3, Budd-Chiari 1, trombosis
arterial 1. b) permanentes: Trombosis portal 4. 5. Repercusion renal:
a los 10 afios post-TH 10 nifios (8,7%) tienen Crea >1,5 mg/dl y un
paciente ha precisado trasplante renal. 6. Afectacion neurolégica por
complicacién post-TH: 3 (2,6%). 7. Otros: Déficit auditivo/visual: 3,
Diabetes de novo 2, hipogammaglobulinemia 3, policitemia 3, mio-
cardiopatia 1, colitis ulcerosa 1. Injerto a los 10 aiios (n = 114): a)
La inmunosupresion consistia en prednisolona+ ciclosporina en 63%
y prednisolona +Tacrolimus en 32%, con AZA o MMF asociado en
24%. b) La bioquimica es normal (ALT y GGT <50 UI/L) en 89 ca-
sos (77,9%), hubo leves alteraciones (ALT y/6 GGT <100 U/L) en
9,5%, alteraciones significativas sin ictericia (ALT y/6 GGT >100
U/L) en 10,5% y presentan ictericia 2 casos (1,7%). En 14 existe in-
feccion VHC adquirida en el trasplante, de ellos 9 tienen funcién
normal. Injerto a los 15 afios (n = 33): Tienen funcionamiento nor-
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mal el 66,6%, leve alteracion en 15%, ALT 6 GGT >100 U/L en
15% e ictericia en 1 (3%). En 12 hay infeccion VHC por TH antes
de 1990, de ellos 7 tienen funcién normal.

Conclusiones. Tras recibir trasplante hepético en la infancia, los su-
pervivientes a los 10 afios han padecido patologia biliar (8,7%), re-
chazo con ictericia (8,7%), PTLD (9,6%), y disfuncién renal
(8,7%), pero al final del seguimiento tienen en el 78% de los casos
una funcién enteramente normal.

FACTORES PRONOSTICOS EN EL TRASPLANTE HEPATICO POR
HEPATOCARCINOMA ASOCIADO A CIRROSIS POR VIRUS C

J. Bricefio Delgado, J. Ruiz Rabelo, P. Lépez Cillero,

R. Ciria Bru, A. Luque Molina, M. Mata Garcia y S. Rufidn Pefia
Unidad de Trasplante Hepdtico Hospital Reina Sofia. Cordoba.

Objetivo. Establecer factores tumorales que influyan en las super-
vivencias de receptor e injerto, y crear un modelo prondstico capaz
de predecir la evolucién del trasplante hepético y la recurrencia de
hepatocarcinoma asociado a cirrosis por virus C.

Meétodos. 63 pacientes adultos fueron trasplantados por enfermedad
hepatica terminal secundaria a hepatitis por virus C con hepatocar-
cinoma concomitante. Las caracteristicas tumorales que se analiza-
ron fueron: grado de diferenciacién, pTNM, tamaiio, nimero de le-
siones, bilobularidad, multifocalidad, invasién vascular, trombosis
portal y recurrencia. Se determinaron las supervivencias de receptor
e injerto, la recurrencia, el tiempo libre de enfermedad y se realizé
un andlisis multivariante de Cox para obtener variables predictoras
independientes para las mismas.

Resultados. La supervivencia del receptor a 1-, 3-, y 5 afios fue de
82%, 80% y 69%, respectivamente, y mejor para los hepatocarcinomas
incidentales en comparacién con aquéllos conocidos preoperatoriamen-
te (p = 0,04). La supervivencia libre de enfermedad fue de 91%, 83% y
77% a 1, 3, y 5 afios, respectivamente. En el andlisis univariante, los
hepatocarcinomas no incidentales (p = 0,04), el estadiaje pTNM (p =
0,012) y la invasion vascular (p = 0,003) se correlacionaron con la mor-
talidad del receptor. La invasién vascular (OR = 2,12; p = 0,001) y
pTNM (OR = 1,50; p = 0,008) fueron factores predictores independien-
tes de la supervivencia global. La combinacién de invasion vascular
por el tumor y pTNM avanzado se asociaron a un mal prondstico (log-
rank = 21,89; p = 0,0001). El grado de diferenciacién (OR = 1,2; p =
0,04), pTNM (OR = 3,7; p = 0,001) e invasién vascular (OR = 1,6; p =
0,002) fueron predictores independientes de recurrencia.
Conclusiones. El trasplante hepatico para hepatocarcinoma asocia-
do a virus C es una modalidad efectiva de tratamiento, con acepta-
bles resultados en cuanto a la supervivencia del paciente, injerto y
recurrencia tumoral. Un estadio pTNM avanzado y la presencia de
invasién vascular son potentes predictores de un peor prondstico y
una mayor recurrencia.

MARCADORES SEBICOS DIRECTOS DE FIBROSIS Y SU UTILIDAD
ENLA EVALUACIQN DE FIBROSIS HEPATICA EN PACIENTES CON
TRASPLANTE HEPATICO Y RECIDIVA DE HEPATITIS C

M.C. Londoiio, J. Fernandez, R. Deulofeu, C. Blasco,

J. Caballeria, A. Parés, G. Guevara, F. Corradi y A. Rimola

Introduccion. La biopsia hepdtica estd considerada como el méto-
do de eleccion en la evaluacion de la fibrosis hepética. No obstante,
debido a problemas inherentes a la biopsia hepdtica (técnica invasi-
va, errores de muestra y variabilidad inter-observador), actualmente
existe un creciente interés en el desarrollo de métodos alternativos
en la evaluacién de la fibrosis hepatica. Entre estos métodos alter-
nativos estdn diversos marcadores séricos de fibrosis, llamados
marcadores directos porque estdn relacionados con los dos procesos
involucrados en la patogenia de la fibrosis: la fibrogénesis y la cola-
genolisis. A pesar de que la fibrosis es el fendmeno mas destacado
en pacientes con recidiva de hepatitis C postrasplante hepético, no
hay estudios acerca del papel de los marcadores séricos directos de
fibrosis en la evaluacidn de la fibrosis hepatica en estos pacientes.
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Objetivo. Determinar la utilidad de diversos marcadores séricos di-
rectos de fibrosis en la evaluacion de fibrosis hepatica en pacientes
con trasplante hepatico y recidiva de hepatitis C.

Meétodos. Se incluyeron 97 biopsias hepdticas realizadas a 65 pacien-
tes con recidiva de hepatitis C postrasplante hepatico. El estadio de fi-
brosis se semicuantificé mediante el sistema METAVIR. El dia de la
biopsia se extrajo una muestra de sangre para determinar la concentra-
cion sérica de: a) péptido amino-terminal de procoldgeno-III (P-III-P)
y 4cido hialurénico, como marcadores de fibrogénesis, y b) metalopro-
teinasa-2 e inhibidores tisulares 1 y 2 de las metaloproteinasas (TIMP-
1 y TIMP-2), como marcadores involucrados en la colagenolisis.
Resultados. Los pacientes con fibrosis severa (estadios 3-4; n = 10)
presentaron niveles séricos significativamente mas elevados de P-III-P
y TIMP-1 que los pacientes con fibrosis leve-moderada (estadios 0-2; n
=87): 14,1 £5,1 vs 7,3 + 3,8 ng/mL (p = 0,02) y 14756 + 13073 vs
3228 + 4237 ng/mL (p = 0,02), respectivamente. Ello sugiere que los
procesos dirigidos a incrementar la fibrosis (fibrogénesis e inhibicion
de colagenolisis) estdn exacerbados en los pacientes con mayor fibrosis
en sus injertos. P-III-P y TIMP-1 también fueron predictores indepen-
dientes de fibrosis en un andlisis multivariado, a partir del cual se cal-
culd un score S con estos dos marcadores y sus coeficientes: S = (P-1II-
P x 0,1796) + (TIMP-1 x 0,0001125). La capacidad de este score para
predecir fibrosis severa fue evaluada mediante una curva ROC, con un
area bajo la curva muy elevada: 0,93 (95% IC: 0,87-0,97; p = 0,000).
Conclusiones. /) En la recidiva de hepatitis C postrasplante hepati-
co, los niveles séricos de algunos marcadores de los procesos invo-
lucrados en la fibrosis muestran relacion directa con el grado de fi-
brosis del injerto. 2) Determinadas combinaciones de estos
marcadores podrian ser de utilidad en la evaluacion de la fibrosis
hepitica en estos pacientes.

EVOLUCION DEL DOBLE TRASPLANTE DE HIGADO Y RINON
EN PACIENTES CON CIRROSIS. ESTUDIO CASO-CONTROL
M.E. Baccaro', M.N. Pépin', M. Guevara', M. Martin-Llah{',
C. Terra!, V. Torregrosa?, A. Mas', M. Navasa!, A. Rimola!,
J. Garcia-Valdecasas®, V. Arroyo' y P. Gines!

Unidad de Hepatologia', Unidad de trasplante renal?, Departamento de
Cirugia®. Hospital Clinic. Barcelona.

El trasplante doble de higado y rifion (THR) es un trasplante que
se realiza con cierta frecuencia en los pacientes con cirrosis e in-

suficiencia renal de tipo organico. La utilizacién del THR ha au-
mentado desde que se utiliza la puntuacién de MELD como crite-
rio para la asignacién de 6rganos en el trasplante hepdtico. Se
desconoce hasta qué punto el THR afecta la evolucién de los pa-
cientes con cirrosis en comparacioén con el trasplante hepatico
aislado. Por tanto, el objetivo de este estudio fue comparar los re-
sultados de una serie de pacientes con cirrosis e insuficiencia re-
nal sometidos a THR con la de un grupo coetidneo de pacientes
con cirrosis sometidos a trasplante hepatico aislado (TH) aparea-
dos (relacién 1:3) segiin edad, afio de realizacion del trasplante y
severidad de la cirrosis (segun la clasificacién de Child-Pugh). Se
incluyeron 20 pacientes con cirrosis tratados con THR y 60 pa-
cientes con cirrosis tratados con TH, trasplantados en un periodo
de 10 afios. El objetivo primario del estudio fue analizar la super-
vivencia al afio y al tercer afio del trasplante. Los objetivos se-
cundarios fueron analizar la evolucién de la funcién renal, com-
plicaciones dentro de los 6 primeros meses post-trasplante y
duracién de la hospitalizacién. Las caracteristicas basales de los
pacientes incluidos en el estudio fueron similares en ambos gru-
pos, excepto los niveles séricos de creatinina que fueron superio-
res en los pacientes con THR. Los pacientes con THR presenta-
ron hemorragia intraabdominal mas severa que los pacientes con
TH (requerimientos transfusionales totales: 12 vs 7 u; p < 0,01).
La funcién renal mejoré de forma notable en los pacientes con
THR, de manera que al mes del trasplante no hubo diferencias
significativas en la creatinina sérica entre los dos grupos de pa-
cientes. Los pacientes con THR presentaron mds infecciones bac-
terianas que los pacientes con TH (55% vs 33%, p = 0,08). No
hubo diferencias en la incidencia de rechazo entre ambos grupos
de pacientes. La estancia hospitalaria fue mds prolongada en los
pacientes con THR (33 vs 26 dias; p = 0,01), a consecuencia de
una estancia mas prolongada en UCI (14 vs 6 dias; p = 0,037). La
probabilidad de supervivencia a 1 y 3 afios fue del 80% y 75% en
pacientes con THR y de 97 y 88% en los pacientes con TH (p =
0,01 y 0,13, respectivamente). En conclusion, la supervivencia a
corto plazo (un afio) de los pacientes tratados con THR es inferior
a la de los pacientes tratados con TH con una gravedad similar de
la enfermedad hepatica, posiblemente debido a una mayor inci-
dencia de hemorragia intraabdominal e infecciones en el posttras-
plante inmediato. No obstante, la supervivencia a los tres afios es
buena y no es significativamente distinta de la de los pacientes
tratados con TH.
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