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«WILSON INDEX> PARA ESTABLECER LA INDICACION
DE TRASPLANTE HEPATICO EN NINOS CON ENFERMEDAD
DE WILSON: EVALUACION RETROSPECTIVA

G. Munoz Bartolo, E. Frauca, R. Batista, C. Camarena, L. Hierro,
A. de la Vega, R. Diez, M. Lopez-Santamaria, M.C. Diaz y P. Jara

Servicio de Hepatologia y Trasplante. Hospital Infantil
Universitario La Paz. Madrid. Espafa.

Introduccion: La enfermedad de Wilson (EW) tiene tratamiento
eficaz. Los pacientes en estado grave al diagnostico pueden reque-
rir trasplante (TH) debido a riesgo vital hasta que se pueda obtener
recuperacion con el tratamiento médico. En Hospital King’s College
fue calculado un score (Wilson Index-WI) dirigido a seleccionar los
pacientes infantiles graves que pueden recuperarse con tratamien-
to médico (WI < 11) y los pacientes que deben recibir un trasplante
hepatico (WI =11).

Objetivos: Evaluar retrospectivamente el estado clinico-funcio-
nal y WI en ninos con EW grave, y la actitud tomada respecto al
tratamiento, médico o con trasplante.

Métodos: Desde 1980 a 2007 fueron atendidos 51 casos de EW en
nifios, de los cuales 12 (23,5%) presentaban hepatopatia severa,
definida por APP < 50%, en el momento del diagnostico.

El diagndstico de EW fue, segln los criterios de Leipzig, «muy
sugerente» (4 puntos o mas) en 10 casos, y «probable» (2-3 puntos)
en 2 (fallo agudo y hepatopatia colestatica de larga evolucion, res-
pectivamente).

Todos recibieron tratamiento médico (8 con penicilamina, 4
penicilamina+zinc). En 6 nifios fue indicado el trasplante hepatico
debido a la gravedad analitica, con ausencia de mejoria con trata-
miento (1) o coexistencia de complicaciones (sangrado: 1, encefa-
lopatia grado lll: 3, ascitis: 1)

Fueron revisados retrospectivamente los parametros que inte-
gran el score WI (bilirrubina total, albumina, AST, INR, Leucocitos)
para estimar si hubo concordancia entre score = 11 puntos y nece-
sidad de TH, y score < 11 con recuperacion sin necesidad de THOS-
PITAL

Resultados: En los 12 pacientes con hepatopatia grave el Wl fue
de 3 a 19. Hubo 6 nifios con score < 11 y 6 ninos con = 11.

De los 6 nifos que fallecieron (n = 1) o fueron trasplantados (n =
5), en 5 la puntuacion fue = 11.

De los 6 niflos que sobrevivieron sin trasplante, con recuperacion
de la funcién hepatica, solamente 1 de ellos presentaba una pun-
tuacion = 11.

Conclusiones: El sistema de puntuacion propuesto por KCH apli-
cado retrospectivamente en esta serie de pacientes con EW e insu-
ficiencia hepatica al diagnostico, tiene un valor predictivo negativo
de 83,3% (no necesitaron trasplante 5 de 6 pacientes con WI < 11)
y un valor predictivo positivo de 83,3% (necesitaron trasplante 5 de
6 pacientes con WI = 11). Es una herramienta 0til para la toma de
decisiones.

ADHERENCIA AL TRATAMIENTO CON SORAFENIB
EN PACIENTES CON HEPATOCARCINOMA

M. Inarrairaegui?, F. Alegre?, J.l. Herrero®®, J. Quiroga®®,
J. Prieto*® y B. Sangro®®

aUnidad de Hepatologia. Clinica Universitaria. Pamplona. Espaiia.
bCentro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepdticas y Digestivas. Pamplona. Espafa.

Introduccién: Sorafenib ha demostrado eficacia en el tratamien-
to del hepatocarcinoma avanzado. La aparicion de efectos secun-
darios puede obligar a interrumpir el tratamiento y afectar a su
beneficio terapéutico. Su repercusion en la funcion hepatocelular
no esta bien establecida.

Métodos: Pacientes con hepatocarcinoma avanzado tratados con
Sorafenib. Se realizd seguimiento telefonico semanal el primer mes
y ambulatorio mensual, registrando la incidencia de efectos adver-
sos y su severidad.

Resultados: 21 pacientes (edad media: 64 afos) iniciaron trata-
miento con Sorafenib (800 mg diarios). ELl 71% cirrdticos (34% Child-
Pugh B). La distribucion segin estadiaje BCLC era B el 52,4% y C el
47,6%. EL 86% de los pacientes habian recibido tratamientos pre-
vios. La mediana de duracion del tratamiento fue de 16 semanas
(rango 3-74 semanas). La mediana de supervivencia por intencion
de tratamiento fue de 9 meses (IC 95% 1,87-16,9). Los principales
efectos secundarios fueron: astenia 62% (24% grado 3); anorexia
48% (5% grado 3); diarrea 43% (9% grado 3); pérdida de peso 33%;
disfonia y boca seca 33%; toxicidad cutanea 33% (9% grado 3), sin-
drome mano-pie 28,5% (9% grado 3); hipertension arterial 19%; alo-
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pecia 9%. Por ello, el 33% de los pacientes redujo la dosis o suspen-
di6 temporalmente el tratamiento. Un paciente adicional suspendi6
temporalmente el tratamiento tras una HDA no varicosa. La media-
na del tiempo hasta la interrupcion temporal o reduccion de dosis
fue de 2 semanas (IC 95% 0,7-3,2 semanas).

Se produjo un incremento estadisticamente significativo de la
bilirrubina (mediana basal 1,53; RIC 1,16-2,62 y mediana del valor
maximo entre el 2.°y el 3.° mes de tratamiento 3,25; RIC 1,13-6.8)
sin cambios en la funcion hepatica estimada por la actividad de
protrombina. Un paciente desarroll6 hipertransaminasemia transi-
toria (> 10 veces VN). 2 pacientes presentaron encefalopatia hepa-
tica. El 43% de los pacientes suspendié definitivamente el trata-
miento. Los motivos fueron los siguientes: 2 pacientes rechazaron
continuar con el tratamiento en ausencia de toxicidad grado 3; en
1 paciente se suspendi6 por progresion con infiltracion duodenal y
hemorragia secundaria; en 1 paciente por toxicidad cutanea grado
3; y en 4 por la aparicion de los siguientes eventos, cuya relacion
con el tratamiento se juzgd posible: HDA por lesiones vasculares
duodenales (1 caso), angor sin cardiopatia isquémica conocida (1
caso) y encefalopatia hepatica (2 casos).

Conclusién: Fuera de ensayos clinicos, el tratamiento con sora-
fenib tiene una tolerancia aceptable en pacientes con HCC. Sus
efectos secundarios conocidos rara vez exigen la suspension del
tratamiento. El mejor conocimiento de su perfil toxicoldgico en los
pacientes cirroticos puede contribuir a aumentar mas la adheren-
cia al tratamiento. La hiperbilirrubinemia es frecuente pero no ne-
cesariamente implica insuficiencia hepatica ni debe obligar a sus-
pender el tratamiento.

ALTERACION DE LA EXPRESION GENICA CEREBRAL
EN UN MODELO MURINO DE ENCEFALOPATIA HEPATICA
MEDIANTE ANALISIS DE MICROARRAYS

E. Urtasun Sotil*><, M. Guevara®®<, M. Visser®<, J.J. Lozano,
M. Moreno®<, R. Bataller><, V. Arroyo®<y P. Gines*"¢

aLiver Unit. Hospital Clinic. Barcelona. Espana.

®/nstitut d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer
(IDIBAPS). Barcelona. Espana.

cCentro de Investigaciones Hepdticas y Digestivas (CIBERehd).
Barcelona. Espana.

Antecedentes: La encefalopatia hepatica (EH) es una complica-
cion neuropsicologica de la cirrosis caracterizada por alteraciones
cognitivas y motoras. Es conocido que el amonio juega un papel
fundamental en esta enfermedad, sin embargo su patogénesis no
estd bien caracterizada. Recientemente se ha descrito un nuevo
modelo animal de EH, la ligadura del conducto biliar con hiperamo-
nemia inducida por dieta (BDL+HD), que reproduce las caracteristi-
cas de la EH humana. El objetivo de nuestro estudio es evaluar las
alteraciones de la expresion génica cerebral en este modelo de EH
a través del analisis por microarrays.

Métodos: Ratas Wistar fueron sometidas a ligadura del conducto
biliar (n = 7) u operacion control (n = 5). A las 3 semanas de la liga-
dura, se inicid una dieta con amonio al 20% de una semana de du-
racion. Todos los animales fueron sacrificados a las 4 semanas. Eva-
luamos la presencia de dafio hepatico a través del analisis
bioquimico sérico e histologico. EL RNA de la corteza cerebral ante-
rior se obtuvo por columnas RNeasy y se procesaron en los mi-
croarrays 230 2.0 de Affymetrix mediante el método Robust Mi-
croarray Analisis (RAM). Para determinar la significacion estadistica
de la expresion diferencial de los genes se usaron los métodos Li-
near Models for Microarray Data (LIMMA) y Significance Analysis of
Microarrays (SAM). Finalmente, para el analisis de redes biologicas
se usaron Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) e Ingenuity pa-
thways. Los resultados fueron confirmados en un subgrupo de genes
por PCR en tiempo real.

Resultados: Las ratas sometidas a BDL+HD mostraron una fibrosis
hepatica marcada y elevacion de los niveles séricos de amonio. El
30% de los animales desarrollaron ascitis. El analisis por microarrays
de la corteza cerebral anterior mostro que 38 genes estaban sobre-
expresados, mientras que 3 genes estaban infraexpresados en valo-
res al menos 1,5 veces por encima o por debajo de los valores de
las ratas control respectivamente. Entre los genes sobreexpresa-
dos, encontramos genes cuyo aumento en la EH es conocido tal
como es el receptor de las benzodiacepinas tipo periférico, y de
otros no descritos tales como la metalotioneina 1a y la similar a 2,
S100a8, S100a9, Hephaestin, Xantina deshidrogenasa, receptor de
la proteina tirosina fosfatasa tipo C, inhibidor tisular de metalopro-
teinasa-3 y la histona 1.2. Asimismo, encontramos 3 genes infraex-
presados: el slc5a11, el slc25a18 y la troponina C tipo 2. Los genes
sobreexpresados en este estudio participan sobre todo en procesos
de inflamacion, estrés oxidativo y muerte celular, mientras que los
infraexpresados lo hacen en transporte de solutos.

Conclusién: Usando un analisis por microarrays de la totalidad
del genoma de la rata, hemos identificado genes sobre o infraex-
presados en la corteza cerebral de un modelo murino de EHOSPITAL
El estudio en mayor profundidad de estos genes podria ayudarnos a
avanzar en el conocimiento de la patogénesis y a mejorar las opcio-
nes terapéuticas de la EHOSPITAL

ALTERACION DE LAS UNIONES INTERCELULARES
Y LA POLARIDAD CELULAR POR EL VIRUS
DE LA HEPATITIS C EN HEPATOCITOS

|. Benedicto®¢, F. Molina-Jiménez>¢, J. Prietobe, R. Moreno-
Oteroce, R. Aldabebe, M. Lopez-Cabrera®¢¢ y P.L. Majano®¢

aUnidad de Biologia Molecular. Hospital Universitario

de la Princesa. Madrid. Espafa.

®Division de Terapia Génica y Hepatologia. Centro de
Investigacién en Medicina Aplicada (CIMA). Pamplona. Espafa.
cUnidad de Hepatologia. Hospital Universitario de la Princesa.
Madrid. Espana.

dCentro de Biologia Molecular Severo Ochoa. Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC). Madrid. Espana.
¢CIBERehd.

Introduccion: La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC)
puede causar alteraciones en la arquitectura hepatica y del arbol
biliar provocando colestasis. En el higado las uniones intercelula-
res estrechas (tight junctions/TJ) desempefnan un papel determi-
nante en el mantenimiento de la polaridad celular y en la forma-
cion del canaliculo biliar. En este trabajo empleamos un sistema
de replicacion in vitro del VHC con objeto de determinar el efecto
de este virus sobre la estructura y funcionalidad de las uniones
intercelulares y la polaridad en células derivadas de hepatocitos
humanos.

Materiales y métodos: La composicion, estructura y funcionali-
dad de las uniones intercelulares se analizd6 mediante microscopia
confocal y ensayo de permeabilidad en la linea celular derivada de
hepatoma humano Huh-7 y en clones generados en esta linea celu-
lar conteniendo un replicon gendémico del VHC (p1389/Core-3’/5.1).
Las distintas lineas celulares fueron cultivadas directamente sobre
placa, sistema en 2 Dimensiones (2D), o incluidas en matrigel, cul-
tivo en 3 dimensiones (3D), método que permite la formacion de
cultivos altamente polarizados (organoides).

Resultados: En el sistema en 2D, las proteinas asociadas a TJ
occludina, claudina-1y Zonula Occludens protein-1 (ZO-1) desapa-
recieron de su localizacion habitual en la zona de contacto interce-
llular en células que contienen el replicon gendmico del VHC. La
funcionalidad de las uniones intercelulares, medida como la per-
meabilidad paracelular a dextrano, también presentaba alteracio-
nes en células con el replicon genémico en comparacion con la li-
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nea parental. En el sistema en 3D, mientras que las células Huh-7
forman estructuras semejante a canaliculos biliares, en células
conteniendo el replicon del VHC estas estructuras no fueron detec-
tadas.

Conclusion: Estos resultados sugieren que las proteinas del VHC
alteran las uniones intercelulares estrechas, afectando a la polari-
zacion celular y a la formacion del canaliculo biliar.

ANALISIS DE LA REPLICACION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS
DELTA EN PACIENTES CON INFECCION CRONICA:
INFLUENCIA DE LA COINFECCION POR VIH

Y EL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

A. Madejon?, G.B. Gaeta®, J. Garcia-Samaniego?, M. Bottecchia?,
M. Romero?, L. Martin-Carbonero?, A. Garcia-Sanchez?
y V. Soriano?

aServicios de Hepatologia y Enfermedades Infecciosas.
Hospital Carlos Ill. CIBEREHD. Madrid. Espafa.

bUnidad de Hepatitis Virales. Servicio de Enfermedades
Infecciosas. Universidad de Ndpoles. Ndpoles. Italia.

Objetivo: Analisis virologico longitudinal en pacientes con hepa-
titis cronica delta (HCD) atendidos en dos hospitales de Espana e
Italia.

Métodos: Se analizaron 226 muestras de plasma correspondien-
tes a 42 pacientes con infeccion crdnica por el virus de la hepatitis
delta (VHD) con un tiempo medio de seguimiento de 26,1 + 16,4
meses. Veinticuatro (57%) pacientes eran VIH-negativos, 36 (85%)
presentaban anti-HBe y 39 (93%) eran seronegativos frente al VHC.
Seis (25%) pacientes VIH negativos fueron tratados con interferon
(IFN) estandar o pegilado y 18 pacientes VIH-positivos recibian TAR-
GA con farmacos anti-VHB (tenofovir y/o lamivudina/emtricitabi-
na). EL ARN-VHD se cuantificé por una técnica de PCR in-house (li-
mite de deteccion: 10 copias/ml). EL ADN-VHB se cuantifico con el
sistema COBAS-AMPLICOR (Roche, limite de deteccion: 400 copias/
mL) y los genotipos del VHB se determinaron mediante InnoLIPA
(Innogenetics).

Resultados: Los niveles basales de ARN-VHD fueron mas eleva-
dos en los pacientes VIH-positivos que en los VIH-negativos (4 X
107 vs 6,8 X 10°¢ copias/ml; p = 0,073). En los pacientes VIH-nega-
tivos no tratados se observaron diferentes patrones de replicacion
del VHD: el ARN-VHD fue persistentemente positivo durante el se-
guimiento en 11/18 (61%) pacientes, intermitente en 3 (17%) y
negativo en otros 3 (17%) pacientes. Todos los pacientes coinfecta-
dos por VIH tenian viremia delta detectable. Durante el tratamien-
to con IFN se observd una reduccion significativa de los niveles de
ARN-VHD en 5/6 (83%) de los pacientes tratados y en 10 (62,5%) de
los 18 pacientes VIH-positivos que recibian TARGA. Después del
tratamiento con IFN todos los pacientes presentaron recaida viro-
logica. EL ADN-VHB fue positivo en 11 (46%) pacientes VIH-negati-
vos, si bien con cifras bajas de carga viral (rango: 4 X 10* — 10*
IU/mL). La distribucion de los genotipos del VHB en 10 de estos
pacientes fue: D:8, A:1y E:1. Las cifras de viremia B fueron mayo-
res en el grupo VIH-positivo (rango: 2 X 10® — 107 IlU/mL) en 10
(56%) de 18 pacientes. La distribucion de los genotipos del VHB en
este grupo fue: D:6 y A:4.

Conclusiones: La mayoria de los pacientes con HCD presenta
viremia delta detectable a titulos elevados. Los pacientes VIH-
positivos presentan cifras de ARN-VHD mas elevadas que los pa-
cientes sin infeccion por VIHOSPITAL Los regimenes de TARGA que
incluyen farmacos activos frente al VHB parecen tener un efecto
inhibitorio indirecto sobre la replicacion del VHD. El tratamiento
con IFN suprime la replicacion del VHD en la mayoria de los pa-
cientes, pero la recaida después de su finalizacion es generali-
zada.

ANALISIS FUNCIONAL DE LA EXPRESION GENICA
HEPATICA POR MICROARRAYS EN PACIENTES
CON HEPATITIS ALCOHOLICA: IDENTIFICACION
DE NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS

M. Dominguez?, J.J. Lozano?, A. Loaeza?, R. Miquel®,
J. Colmenero?, M. Moreno?, J.C. Garcia-Pagan?, J. Bosch?,
V. Arroyo?, P. Ginés, J. Caballeria? y R. Bataller?

aServicio de Hepatologi. Institut Clinic Malalties Digestives
i Metaboliques. Barcelona. Espaiia.

bServicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Clinic. Institut

d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS).
CIBER de Enfermedades Hepadticas y Digestivas (CIBEREHD).
Barcelona. Espafia.

Introduccion y objetivo: La hepatitis alcohélica (HA) es una
enfermedad que ocurre en pacientes con abuso cronico de alco-
hol y forma parte del espectro de la enfermedad hepatica alco-
holica. En su forma grave, la HA se asocia a una elevada mortali-
dad a corto plazo, no siendo efectivos los tratamientos actuales.
La patogenia de la HA es poco conocida, existiendo una clara
necesidad de identificar vias patogénicas para desarrollar nuevas
dianas terapéuticas. El objetivo de este estudio fue identificar
vias patogénicas de la HA por medio del analisis funcional de la
expresion génica hepatica determinada por microarrays en pa-
cientes con HA.

Métodos: Se incluyd a 17 pacientes con HA que ingresaron pros-
pectivamente en el Servicio de Hepatologia del Hospital Clinic de
Barcelona durante el periodo 2003-2006. Se evalud la expresion
hepatica de 20.000 genes por microarrays de ADN (chip Affymetrix
Hgu133plus2) a partir de ARN extraido de pacientes con HA. Se
comparé la expresion génica con fragmentos de higado sano de
pacientes sometidos a hepatectomia (n = 7). Para el estudio funcio-
nal e identificacion de vias patogénicas se uso el programa GSEA
con la base de datos KEGG (Kyoto Enciclopedia of Gene and Geno-
mics). Se utilizd el software LIMMA para identificar genes expresa-
dos diferencialmente de una manera estadisticamente significativa
(FDR < 5%). Algunos genes fueron seleccionados para su validacion
por PCR cuantitativa.

Resultados: La edad mediana de los pacientes fue 49 anos, 72%
tenian una HA grave (segun el indice ABIC) y 55% presentaban signos
histologicos de cirrosis hepatica. El analisis no supervisado de clus-
tering diferencidé una expresion génica diferencial masiva entre los
pacientes con HA y los controles (p < 0,001). El analisis funcional
mediante la base de datos KEGG identificé 7 vias en pacientes con
HA: via de la comunicacion celular (24 genes), via de la interaccion
del receptor de matriz extracelular (24 genes), via de la adhesion
focal (58 genes), via del ciclo celular (49 genes), via de la interac-
cion del receptor de citocina-citocina (33 genes), via de la union de
GAP (15 genes) y la via de la sintesis del aminoacil-tARN (23 genes).
Se valido por PCR cuantitativa la expresion de 6 genes de la familia
de las quimiocinas CXC: CXCL-1, CXCL5, CXCL6, CXCL10, IL-8 y
CXCLA4.

Conclusiones: El andlisis funcional de la expresion génica hepa-
tica en pacientes con HA permite identificar 7 vias patogénicas im-
plicadas en esta enfermedad. Estas vias pueden constituir nuevas
dianas terapéuticas.
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APLICABILIDAD Y TOLERANCIA DEL SORAFENIB

EN PACIENTES CIRROTICOS CON CHC. EXPERIENCIA
DEL PRIMER ANO EN LA PRACTICA CLINICA
CONVENCIONAL

M.E. Reig?, A. Forner?, J. Rimola®, C. Rodriguez de Lope?,
C. Ayuso®, J.M. Llovet?y J. Bruix?

aUnidad de Hepatologia. Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBEREHD.
Universidad de Barcelona. Espafa.

bServicio de Radiodiagndstico. Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC). Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBEREHD. Universidad

de Barcelona. Espahfa.

Introduccion y objetivo: Sorafenib mejora la supervivencia y
enlentece la progresion tumoral en pacientes con carcinoma hepa-
tocelular (CHC) en estadio avanzado (Llovet et al. NEJM 2008). El
objetivo de este estudio es evaluar la aplicabilidad y tolerancia del
sorafenib en la practica clinica convencional. Se registro prospec-
tivamente los pacientes remitidos para valorar tratamiento con
sorafenib entre Oct. 2007 — Oct. 2008. Sdlo se considero el trata-
miento en pacientes Child-Pugh A o B: 7 puntos con tension arterial
controlada sin enfermedad vascular inestable.

Resultados: 111 pacientes se evaluaron para iniciar sorafenib;
41 presentaron contraindicacion, 10 no lograron recibir el trata-
miento y 60 iniciaron el tratamiento (edad mediana 66 ahos [41-
771, 83,3% hombres, 87% Child-Pugh A, 63% VHC+, 58% estadio B y
42% estadio C de la clasificacion BCLC). Tras una mediana de segui-
miento de 187 dias [4-354)], 46 pacientes necesitaron modificacion
de dosis (20 reduccion a mitad de dosis y 26 se suspension transito-
ria) en un periodo medio de 22 dias (3-296). Se reinicio el trata-
miento en 23 pacientes tras un mediana de 15 dias (3-182). Las
principales causas de modificacion de dosis fueron: sindrome mano-
pie (29,8%), deterioro funcional (19,1%), hipertension arterial
(10,6%) y pancreatitis aguda (6,4%). Doce pacientes suspendieron
definitivamente sorafenib y 5 fallecieron. No hubo muertes asocia-
das al tratamiento.

Conclusién: El tratamiento con sorafenib fue aplicado en el 66%
de los potenciales candidatos y es seguro si se aplica a en pacientes
correctamente seleccionados.

APLICACION DE UN NUEVO ENSAYO DE HIBRIDACION
REVERSA CON SONDAS INNO-LIPA PARA LA DETECCION
DE VARIANTES DEL VHB ASOCIADAS A LA RESISTENCIA
AL TRATAMIENTO CON ENTECAVIR

D. Tabernero**, M. Homs*", M. Schaper®®, R. Jardi*b=<,
F. Rodriguez-Frias*><, C. Carnicerc, M. Buti-Ferretbd
y R. Estebanb<

aCiberehd. Centro de Investigacién Biomédica en Red

de Enfermedades Hepaticas y Digestivas. Ministerio de Sanidad
y Consumo. Espana.

®ViRgil. European Network of Excellence on Antiviral Drug
Resistance (ViRgil LSHM-CT-2004-503359).

cServicio de Bioquimica. Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Barcelona. Espana.

dServicio de Hepatologia. Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Barcelona. Espana.

Introduccién: Las variantes de la polimerasa del virus de la he-
patitis B (VHB) asociadas a la resistencia al tratamiento con Ente-
cavir (ETV) se detectan habitualmente por secuenciacion directa.
Sin embargo este método es laborioso y poco sensible, especial-
mente para la deteccion de las poblaciones virales mixtas.

Objetivo: Evaluar un nuevo ensayo de hibridacion reversa (INNO-
LIPA HBV DR v3-LIPA Innogenetics) para la deteccion de mutaciones
de la polimerasa del VHB asociadas a la resistencia al tratamiento
con ETV.

Pacientes y métodos: Se ha analizado 119 muestras de suero de
59 pacientes con hepatitis cronica por VHB no respondedores al
tratamiento con analogos de nucledsidos/nucledtidos: 35 con La-
mivudina (LVD), 20 con Adefovir (ADV) y 4 con ETV. Las muestras se
obtuvieron en pretratamiento y al detectarse falta de respuesta a
éste. El ensayo INNO-LIPA permite obtener patrones de bandas para
variantes resistentes a ETV en los codones: rt184 (no-mutada Ty 2
grupos de mutantes S, C, G, Ay |, L, F; M); rt202 (no-mutada S y
mutantes G, C y I); rt250 (no-mutada M y mutantes V, | y L). Asi
mismo, permite estudiar la variante rtA194T, relacionada con resis-
tencia a Tenofovir (TDF) y la rtI233V relacionada con resistencia a
ADV, que no se han valorado en este trabajo. Para estudiar la sen-
sibilidad del ensayo las muestras que presentaron variantes resis-
tentes a ETV por INNO-LIPA se procesaron por secuenciacion. Para
testar la especificidad se analizaron 4 clones sin mutaciones para
LvVD, ADV, ETV y TDF.

Resultados: En pre-tratamiento se detectaron mutaciones aso-
ciadas a resistencia a ETV en 5 casos (8,5%) (2 en la posicion rt184,
2 en rt202 y 1 en rt250), ninguno con variantes resistentes a LVD;
estas variantes se continuaron detectando durante los tratamien-
tos posteriores con LVD o ADV. De los 35 pacientes no-respondedo-
res a LVD en 4 (11%) emergieron resistencias a ETV (2 en rt184, 2 en
rt202). En ninguno de los 20 no respondedores a ADV se selecciona-
ron variantes resistentes a ETV. De los 4 no respondedores a ETV, en
un caso con tratamiento secuencial previo con LVD y ADV, se detec-
toé la mutacion rtS202S/G, coincidiendo con un incremento del
ADN-VHB. Los resultados obtenidos por LIPA, en los pacientes que
se detectaron variantes resistentes a ETV, concuerdan con los ob-
tenidos por secuenciacion directa en 11 casos (73,3%), en los 4
restantes (26,7%) solo se detectaron variantes no-mutadas por se-
cuenciacion mientras que por LIPA eran mixtas. En el analisis de los
clones por el ensayo LIPA solo se detectaron las variantes no-muta-
das.

Conclusiones: Los resultados obtenidos demuestran que el ensa-
yo INNO-LIPA HBV DR v3 es un método especifico y con una sensibi-
lidad mayor que la secuenciacion, para la deteccion y monitoriza-
cion de variantes asociadas a la resistencia a ETV. La capacidad de
detectar mutaciones en ausencia de tratamiento con ETV (pacien-
tes naive y durante la terapia con LVD) permite una adecuada se-
leccion de la terapia antiviral.

ATROFIA NERVIOSA SIMPATICA COMO POSIBLE FACTOR
CONTRIBUYENTE A LA VASODILATACION DE LA ARTERIA
MESENTERICA SUPERIOR EN LA HIPERTENSION PORTAL
EXPERIMENTAL

M. Collz, I. Raurell?, J. Bosch®, J. Genesca? y M. Martell

2Laboratorio de Enfermedades Hepdticas. Departamento

de Medicina Interna. Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Institut de Recerca. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona. Espafia.
®Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica. IMDIM. Hospital Clinic.
Ciberehd. Institut de Investigaciones Biomédicas August Pi

i Sunyer. Barcelona. Espafa.

Antecedentes: La hipertension portal provoca una inhibicion de
la produccion de RNAm y proteinas implicadas en la transmision
adrenérgica en la arteria mesentérica superior (SMA) de ratas con
ligadura de la vena porta (PVL) y ratas con cirrosis por tetracloruro
de carbono. Esta inhibicion del sistema adrenérgico podria contri-
buir a la vasodilatacion esplacnica (Coll, et al. J Hepatol 2008).

Objetivos: 1) Averiguar si la inhibicion de la transmision adrenér-
gica se acompana de una atrofia nerviosa simpatica; 2) localizar el
origen de los RNAmM implicados en la transmision adrenérgica en
muestras de SMA, y 3) comprobar si también existe inhibicion de la
neurotransmision simpatica en arterias mesentéricas de resistencia
de ratas PVL comparadas con ratas sham.
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Material y métodos: La via de transmision adrenérgica se evalud
en ratas PVL y sham mediante: 1) immunohistoquimica de tirosina
hidroxilasa (Th) en muestras de SMA; 2) RT-PCR del gen de Th y de
la dopamina b-hidroxilasa (Dbh) en secciones de SMA proximales y
distales a la aorta. Deteccion de RNAm de Th en SMA'y en ganglio
mesentérico simpatico por hibridacion in situ con una sonda de RNA
marcada con digoxigenina, y 3) cuantificacion por Western blot en
arterias mesentéricas de resistencia de las proteinas Th, Dbh y
Dopa decarboxilasa (implicadas en la sintesis de noradrenalina) y
de la Proteina asociada al sinaptosoma (Snap25) (responsable de la
liberacion de neurotransmisores).

Resultados: 7) la immunohistoquimica de Th mostr6 una dismi-
nucion significativa (p < 0,05) del area total de los paquetes nervio-
sos, del area que expresa Th, asi como del nimero de paquetes
axonales que envuelven la SMA en ratas PVL con respecto a las
sham; 2) la RT-PCR revel6 una mayor cantidad de RNAm de Thy Dbh
en las secciones de SMA mas proximales. Ademas, se localizd RNAm
de Th por hibridacion in situ en el ganglio mesentérico y en los
paquetes axonales peri-SMA, y 3) la inhibicion de las proteinas re-
lacionadas con el sistema adrenérgico también se observo en las
arterias mesentéricas de resistencia de ratas PVL comparadas con
las sham.

Conclusiones: La hipertension portal podria provocar una atrofia
o regresion de la inervacion simpatica que rodea la SMAy las arte-
rias de resistencia mesentéricas de las ratas PVL, que contribuiria
a la vasodilatacion esplacnica asociada a la hipertension portal. Las
proteinas implicadas en la transmision adrenérgica se sintetizan en
el ganglio mesentérico simpatico, asi como en la zona proximal de
los paquetes nerviosos de la SMA.

CAMBIOS EN LA !EPIDEMIOLOGiAY FORMA
DE PRESENTACION DE LA HEPATITIS DELTA
EN LOS ULTIMOS 26 ANOS

M. Homs*¢, G. Funalleras®, D. Tabernero®¢, M. Schaper®<¢,
F. Rodriguez-Frias><¢, R. Jardi®<¢, S. Sauleda?, R. Esteban®®
y M. Buti»Pe

2CIBERehd. Ministerio de Sanidad y Consumo. Instituto Carlos Ill.
Madrid. Espana.

bDepartamento de Hepatologia. Hospital Universitario

Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.

“Departamento de Bioquimica. Hospital Universitario

Vall d’Hebron. Barcelona. Espafia.

dLaboratorio de Seguridad Transfusional. Banco de Sangre

y Tejidos.

eVirgil. European Network of Excellence on Antiviral Drug
Resistance (ViRgil-LSHM-CT-2004-503359).

Introduccion y objetivos: La prevalencia de infeccion por el Vi-
rus de la Hepatitis Delta (VHD) en Espaiia en la década de los 80-90
era del 7-10%. No existen datos recientes sobre la prevalencia de
esta infeccion.

El objetivo del estudio ha sido evaluar los cambios en el patrén
epidemioldgico de infeccion por VHD en los Gltimos 26 afos asi
como analizar la forma de presentacion y evolucion clinica de los
casos detectados.

Pacientes y métodos: Estudio retrospectivo, longitudinal y des-
criptivo que incluyé a todos los pacientes consecutivos a los que se
detect6 HBsAg y anti-VHD, entre 1983 y agosto de 2008. Se analiza-
ron los datos demograficos, factores de riesgo, tipo de infeccion y
marcadores serologicos del VHB, VHD, VIH y VHC. La evolucion cli-
nica se determind en todos los pacientes que tuvieron un segui-
miento minimo de 6 meses.

Resultados: En total se incluyeron 504 pacientes. De ellos, 407
(81%) eran varones, edad media de 29 + 11 afos y 95% nacidos en
Espaia. La forma de presentacion fue como hepatitis aguda Delta

1983-1995 1996-2008 p

NUm = 390 Nim = 113
Edad media 25+ 8 36 + 11 0.002
% Varones 82% 76% NS
% Inmigrantes 1% 19% 0,001
ADVP 75% 45% 0,001
HBeAg positivo 44% 23% 0,001
Anti-VIH positivo 71% 41% 0,001
Anti-VHC positivo 67% 46% 0,001
Hepatitis agudas 161 (41%) 6 (5%) 0,001
Coinfecciones 140 3 0,001
Sobreinfecciones 21 3 0,001
Hepatitis cronicas 167 (43%) 91 (80%) 0,001
Sin diagndstico 62 (16%) 16 (15%) 0,001

en 167 (33%) casos, 258 (51%) como hepatitis Delta cronicas y en 79
(16%) casos no se establecid un diagnostico por informacion insufi-
ciente y fueron excluidos. En la tabla se muestran las caracteristi-
cas destacables de los pacientes agrupados en dos periodos; 1983-
1995 y 1996-2008 que correspondian cada uno de ellos a la mitad
del tiempo total del estudio. La prevalencia de nuevos casos de
hepatitis Delta desde 2000-2007 fue de entre 1-2%.

La evolucion clinica se determino en 278 casos, de las 123 hepa-
titis agudas B y D (103 coinfecciones y 20 sobreinfecciones), 1,6%
presentaron un curso fulminante, 86% de las coinfecciones se cura-
ron y 95% de las sobreinfecciones cronificaron. De las 155 hepatitis
cronicas D, 16 (10%) presentaron una descompensacion de la enfer-
medad hepatica y/o 9 requirieron un trasplante hepatico. Veinti-
nueve pacientes fallecieron, 15 (52%) por causa hepatica, 8 (27%)
por complicaciones asociadas a SIDA'y 6 (21%) por causas no rela-
cionadas con su enfermedad hepatica.

Conclusiones: La prevalencia del VHD ha descendido en los Ulti-
mos 26 anos, especialmente los casos de hepatitis aguda Delta. En
la actualidad los casos nuevos de hepatitis delta se presentan en
forma de hepatitis cronica D y mas comUnmente en sujetos de ma-
yor edad, HBeAg negativo, inmigrantes y sin coinfeccion por VIHOS-
PITAL

CARACTERIZACION MOLECULAR E IMPACTO PRONOSTICO
DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR DE PROBABLE ORIGEN
EN CELULAS PROGENITORAS

A. Villanueva?, P. Newell®, V. Tovar?, C. Alsinet?, H. Cornella?,
B. Minguez?, D.Y. Chiang¢, J. Peix3, L. Cabellos®, S. Toffanin®,
M. Fiel®, S. Thung®, Y. Hoshidac, V. Mazzaferro?, J. Bruix3,
S. Roayaie®, M. Schwartz®, S.L. Friedman® y J.M. Llovet®®

2Laboratori de Recerca Translacional d’Oncologia Hepatica. BCLC
Group. CIBEREHD. IDIBAPS. Hospital Clinic. Barcelona. Espana.
bLiver Cancer Program. Mount Sinai School of Medicine.
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Introduccion: Estudios recientes sugieren la implicacion de can-
cer stem cells en la patogenia molecular del carcinoma hepatoce-
lular (CHC). Datos preliminares determinan que marcadores de
células progenitoras categorizan un subgrupo de CHC con un com-
portamiento clinico particularmente agresivo.

Objetivos: Evaluar (1) las alteraciones moleculares y (2) el im-
pacto pronostico de un subgrupo de CHC con marcadores fenotipi-
cos sugestivos de origen celular de estirpe progenitora.
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Métodos: Se analizaron 337 muestras de CHC humano en 2 co-
hortes (n = 73 CHC asociado a VHC, y n = 264 CHC de diferentes
etiologias). Se determind la presencia de marcadores de células
progenitoras (EpCAM, CK19 y CD133) mediante inmunohistoquimi-
ca, y se correlacionaron con datos de expresion génica (Affymetrix
U133 Plus 2.0 y sondas Tagman), alteraciones en el numero de
copias de DNA (Affymetrix 500K Sty-array) y activacion de vias de
sefalizacion (Bcatenina, EGFR, RAS, IGF y mTOR). Para evaluar
gene sets y firmas génicas significativamente asociadas a la pre-
sencia de marcadores progenitores se emplearon el Gene Set Enri-
chment Analysis (GSEA) y el SAMR package. Finalmente, se anali-
zaron las correlaciones clinico-patoldgicas y el impacto pronéstico
de la presencia de marcadores progenitores mediante curvas Ka-
plan-Meier (log-rank test) y el test de riesgos proporcionales de
Cox.

Resultados: EpCAM y CK19 fueron positivos en 14/73 (19.7%) y
9/73 (12.3%) de los CHC, respectivamente. Existia una alta correla-
cion entre los dos marcadores (p < 0,001) y ambos se agruparon de
forma significativa en la subclase de proliferacion de la clasifica-
cion molecular del CHC (p < 0,01). Asimismo, EpCAM y CK19 esta-
ban significativamente asociados a activacion de la via del IGF-AKT-
mTOR (p < 0,01). GSEA mostro desregulacion significativa de gene
sets relacionados con ciclo celular y sefializacién a través de PI3K
en tumores CK19+. Entre los genes mas sobreexpresados, destaca-
ban genes implicados en reparacion del DNA y recombinacion mito-
tica (RAD54L), asi como genes que interactiian con Rb (CENPF). Los
pacientes con tumores positivos para CK19 presentaban niveles
elevados de AFP (p < 0,01) y significativamente mas invasion ma-
crovascular (42 vs 6%, p = 0,01), mientras que EpCAM se asocia a
tumores multinodulares (41 vs 12%, p = 0,02). Con respecto al pro-
nostico de los pacientes, CK19+ (HR: 4,1, p = 0,004), satelitosis
(HR: 2,3, p = 0,001) y multinodularidad (HR: 1,8, p = 0,011) fueron
las variables asociadas independientemente con recurrencia tumo-
ral en la cohorte de validacion.

Conclusiones: Existe un subgrupo de CHC (15%) caracterizado
por marcadores fenotipicos que sugieren origen celular de estirpe
progenitora. Estos pacientes pertenecen a la subclase de prolifera-
cion de la clasificacion molecular del CHC, presentan rasgos pato-
logicos sugestivos de agresividad bioldgica (invasion macrovascular
y multinodularidad) y se asocian a peor pronostico en términos de
recurrencia tumoral.

CARCINOMA HEPATOCELULAR EN LA CIRROSIS BILIAR
PRIMARIA: ANALISIS COMPARATIVO DE LA INCIDENCIA
Y FACTORES DE RIESGO EN DOS SERIES EUROPEAS

A. Cavazza?, A. Floreani?, L. Caballeria®, D. Caroli?, M. Bruguera®,
F. Farinati® y A. Parés®

aDepartamento de Ciencias Quirurgicas y Gastroenterologicas.
Universidad de Papua. Italia.

®Unidad de Hepatologia. Institut de Malalties Digestives.
Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBEREHD. Barcelona. Espafa.

Existen pocos datos y cierta controversia sobre la prevalencia e
incidencia, asi como los factores de riesgo para el desarrollo de
carcinoma hepatocelular (CHC) en la cirrosis biliar primaria (CBP)
debido a la escasa frecuencia de esta enfermedad. Asimismo, tam-
poco se conoce la influencia geografica de este problema. Por este
motivo, se ha evaluado la incidencia y prevalencia de CHC en la
CBP asi como definir los factores de riesgo asociados al desarrollo
tumoral.

El estudio ha sido realizado en dos series de pacientes con CBP
procedentes de dos centros europeos (Barcelona y Padua). Se inclu-
yeron un total de 716 pacientes (389 de Barcelona y 327 de Padua),
seguidos durante un periodo medio de 9,5 + 6 afios en Barcelona y
de 9,1 + 7,7 afios en Padua. Las caracteristicas demograficas y los

factores posiblemente asociados al desarrollo tumoral (sexo varon,
edad superior a 52 afos, habito tabaquico, consumo de alcohol,
presencia del antigeno de superficie de la hepatitis B (HbsAg) y de
anticuerpos contra el virus de la hepatitis C (HCV), y estadio histo-
légico avanzado (llI-1V), se evaluaron como potenciales factores de
riesgo.

Veinticuatro pacientes (13 de Barcelona y 11 de Padua) desarro-
llaron un hepatocarcinoma. La prevalencia de CHC fue similar en
Barcelona y en Padua (3,34 y 3,36%, respectivamente). La inciden-
cia también fue similar en las dos series (0,35 y 0,37 casos/100
pacientes/afno, respectivamente). La edad superior a 52 afios, el
sexo masculino, el consumo de alcohol y de tabaco y la presencia
de HBsAg no se asociaron a la presencia de CHC. La presencia de
anticuerpos frente al VHC tampoco representé un factor de riesgo
de CHC (OR: 4,14 95% IC 1,15-14,94 p: n.s), aunque se observo una
tendencia en la serie de Padua, debido a la mayor prevalencia de
anticuerpos frente al VHC en la serie italiana (5,8%) con respecto a
la espafiola (1,8%). El estadio histologico avanzado en el momento
del diagnostico de la CBP fue el Unico factor asociado al desarrollo
de CHC (OR: 5,80, 95% IC: 2,34-14,38, p < 0,001). Cuando se anali-
zaron independientemente las series de Barcelona y de Padua se
observo que en Italia el sexo masculino también se asocio a mayor
probabilidad de desarrollo de CHC (OR: 8,09, IC 95%: 1,93-33,8, p
< 0,01).

En conclusion, la incidencia de CHC en la CBP es similar en Italia
y en Espafia, y el estadio histologico avanzado es el Unico factor de
riesgo comun de CHC en esta enfermedad. Las pequeiias diferen-
cias observadas en las dos series pueden explicarse por las caracte-
risticas de la CBP en el momento del diagnéstico en los dos cen-
tros.

CISTATINA C: MARCADOR DE FUNCION RENAL
Y CARDIACA EN EL PACIENTE CIRROTICO, ANTES
Y DESPUES DEL TRASPLANTE HEPATICO

V. Bernal?, I. Pascual®, C. Fernandez®, P. Esquivias?, A. Garcia Gils,
M.T. Serrano® y M.A. Simo6n?
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®Cardiologia. Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.
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cCirugia General. Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.
Zaragoza. Espana.

Introduccioén: El diagndstico precoz de la insuficiencia renal (IR)
es fundamental en el paciente cirrético. La Cistatina C (CisC) ha
demostrado ser un marcador sensible y precoz de IR. Se ha sugerido
su utilidad como marcador de riesgo de mortalidad y de eventos
cardiovasculares.

Objetivo: valorar la fiabilidad de la CisC para el diagnostico de
IR en el cirrético candidato a trasplante hepatico (TH) y su correla-
cion con la miocardiopatia cirrética y la aparicion de eventos car-
diovasculares post-TH.

Material y métodos: se determinaron CisC (Quantikine, R&D),
tasa de filtrado glomerular segiin la formula de Crockoft-Gault
(TFG), creatinina sérica (Cr) y aclaramiento de creatinina en orina
de 24 h (CICr) en 100 pacientes (81 hombres; edad media: 56 + 8
anos). La funcion cardiaca fue valorada mediante ecocardiograma
y cateterismo cardiaco.

Resultados: CisC se correlaciono significativamente con el MELD
score (r = 0,340, p = 0,001). Los pacientes en Child C presentaban
cifras superiores a aquellos en clase B y A, mostrando una clara
tendencia a la significacion (Child A = 1.294 ng/ml, Child B = 1647
ng/mly Child C = 1.869 ng/ml; F = 3,023, p = 0,054). El valor medio
de CisC fue elevado (1.463,8 + 697,6 ng/ml). Solo un 9% presenta-
ban valores de Cr superiores a 1,3 mg/dl y un 20,5% un CLICr inferior
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a 60 ml/min. CisC presentaba un area bajo la curva similar al resto
de técnicas (CisC = 0,753, Cr = 0,799, TFG = 0,842, urea = 0,823; p
< 0,001). Al analizar sensibilidad (S) y especificidad (E), para un
valor de corte de 1,3 mg/dl, la Cr presentaba una elevada E (96%)
y una baja S (13%). CisC, para un valor de corte de 1618 ng/ml,
presentaba una S del 80%, con una E del 66%. En cuanto a la funcion
cardiaca, CisC no mostro correlacion con ninguna variable del estu-
dio hemodinamico. Se correlacioné de forma significativa con la
fraccion de eyeccion (r = 0,274; p < 0,05), el diametro diastélico
del ventriculo izquierdo (r = —0,20; p < 0,05) y la fraccion de acor-
tamiento (r = 0,321; p < 0,01). Los pacientes con valores de CisC
superiores a 1618 ng/ml presentaron mayor numero de eventos
cardiovasculares, con una clara tendencia a la significacion estadis-
tica (p = 0,08).

Conclusiones: La cistatina presenta una mayor sensibilidad que
la creatinina para el diagnostico de insuficiencia renal en el pacien-
te cirrotico. Por otro lado, valores elevados de cistatina C podrian
relacionarse con un riesgo mayor de presentar eventos cardiovas-
culares después del trasplante hepatico.

CLASIFICACION MOLECULAR DEL CARCINOMA .
HEPATOCELULAR MEDIANTE EL PERFIL DE EXPRESION
DE MICROARN

C. Alsinet?, S. Toffanin®, Y. Hoshidac, J. Lu¢, A. Villanueva?,

D. Chiang¢, B. Minguez®, P. Newell®, L. Cabellos®, S. Roayaie?,
M. Schwartz®, J. Bruix?, V. Mazzaferrod, S. Friedman®, T. Golub©
y J.M. Llovet?®
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®Mount Sinai Liver Cancer Program. Division of Liver Diseases/
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Introduccion: Datos recientes evidencian la implicacion de los
microARN (miARN) en el desarrollo y progresion del CHC. Ademas,
los perfiles de expresion de miARN pueden generar una clasifica-
cion molecular del CHC que tenga relevancia pronostica.

Objetivos: 1) Identificar subgrupos de CHC a nivel molecular en
base a la expresion de miARN. 2) Establecer una clasificacion mole-
cular del CHC integrando datos de expresion de miARN, genémicos
y bioldgicos. 3) Identificar los mecanismos involucrados en la des-
regulacion de miARN en CHC.

Métodos: La expresion de 358 miARN se evalu6 en 89 muestras
de tejido fresco de CHC en pacientes VHC+ mediante amplificacion
dependiente de ligacion. Se utilizd un método de agrupacion jerar-
quica no supervisada para identificar subgrupos moleculares. La
expresion génica y las alteraciones cromosémicas se evaluaron con
un microarray de expresion (Affymetrix U133 2,0°) y un array de
SNP (Affymetrix STY Mapping Array?). La activacion de diferentes
vias de sefalizacion se determind por inmunohistoquimica (pAkt,
pIGF-1R, pS6, pEGFR y B-catenina) y analisis mutacional (3-cateni-
na). La validacion de la expresion de miARN se realiz6 en tejidos
parafinados de CHC mediante PCR en tiempo real. El efecto de la
desmetilacion en la expresion de ciertos miARN se evalud en la li-
nea celular Huh-7 tratada con 5-aza-2'-deoxicitidina y acido 4-feni-
lbutirico.

Resultados: El analisis no supervisado de los perfiles de expre-
sion de miARN clasifico las muestras en 3 clases: la Clase A (32/89,
36%) mostré un enriquecimiento de muestras con activacion de la
via de WNT (p < 0,001), la Clase B (28/89, 32%) se caracterizo por
la expresion de genes relacionados con la respuesta a IFN (p = 0,01)
y la Clase C (28/89, 31%) mostré una mayor frecuencia de activa-

cion de la via de IGF (p = 0,01) y Akt/mTOR (p = 0,02). En la clase
C se definieron dos subclases moleculares que mostraban sobreex-
presion de dos regiones de miARN en el cromosoma 19 (8/89, 9%) y
el 14 (5/89, 6%). La sobreexpresion de tres miARN del cromosoma
19 normalmente expresados en placenta (miR-517a: Sobreexpre-
sion > 26 veces, p < 0,001; miR-520 g: sobreexpresion > 7 veces, p<
0,001 y miR-516b: Sobreexpresion > 3 veces, p = 0,025; respecto al
tejido normal), se confirmé en la validacion. El ensayo de desmeti-
lacion in vitro muestra la sobreexpresion del miR-517a, que tiene
el mayor incremento de expresion en el grupo de muestras inicial
(89) y en el de validacion (165).

Conclusién: Los perfiles de expresion de miARN permiten, junto
a los datos gendmicos y bioldgicos, definir tres clases moleculares
de CHC (WNT, inflamacion y proliferacion). En la clase de prolifera-
cion se identifican dos subgrupos caracterizados por sobreexpre-
sion de miARN localizados en los cromosomas 19 y 14, como conse-
cuencia de cambios epigenéticos. Estos resultados identifican tres
miARN, como nuevas potenciales dianas terapéuticas.

COMPARACION DE LA CINETICA VIRAL EN LAS PRIMERAS
12 SEMANAS DE TRATAMIENTO DE TELBIVUDINA VS
ENTECAVIR EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA B

D. Jin Suh?, E. Herrmann®, C. Avilas, P. Lopezy S. Zeuzem?

aDepartment of Internal Medicine. Asan Medical Center.
University of Ulsan.
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“Novartis Farmacéutica. Basel. Switzerland.

dDepartment of Internal Medicine. J.W. Goethe-University
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Antecedentes: La evolucion de la respuesta viral precoz durante
el tratamiento de la hepatitis cronica B (HCB) es un factor clave
para entender la potencia antiviral, definir el perfil de respuesta y
determinar la mejor estrategia terapéutica. Se presenta la primera
comparacion directa de la cinética viral de dos nuevos tratamien-
tos de la HCB.

Métodos: Estudio randomizado, abierto, que evalla la cinética
viral de telbivudina (LDT) 600 mg/d vs entecavir (ETV) 0,5 mg/d
durante 12 semanas de tratamiento y compara la supresion de la
replicacion del VHB en pacientes HBeAg positivo con HCB compen-
sada. El objetivo principal es medir la reduccion media del ADN-
VHB desde el nivel basal, medido mediante el test COBAS Tagman.
La cinética viral se determin6 mediante ecuaciones de estimacion
generalizada (GEE) y modelizacion bifasica.

Resultados: 44 pacientes (pts) HBeAg positivo fueron randomiza-
dos y recibieron LDT (n = 23) 0 ETV (n = 21) durante 12 semanas. El
ADN-VHB basal (media (+ SD)) fue 10,3 (£ 1,6) vs. 9,7 (£1,7) log,,
copies/mL en los grupos LDT y ETV respectivamente. La reduccion
media del ADN-VHB en la semana 12 fue similar entre los trata-
mientos: 6,6 (+ 1,6) log, copias/mL en el grupo LDT y 6,5 (+ 1,5)
log,, copias/mL en el grupo ETV. No hubo diferencias estadistica-
mente significativas entre los grupos para ningun parametro de ci-
nética viral: aclaramiento viral/d (0,809 vs 1,002 p = 0,314), ratio
de pérdida de células infectadas/d (0,075 vs 0,071 p = 0,627) o
eficacia de supresion de la produccion viral (0,991 vs 0,992% p =
0,736) para LDT y ETV, respectivamente.

Conclusiones: El tratamiento con LDT y ETV, no mostro diferen-
cias significativas en la reduccion media del ADN-VHB y la cinética
viral en pacientes con HCB HBeAg positivo compensada. Tampoco
hubo diferencias significativas entre los grupos para el aclaramien-
to del virus, la eliminacion de células infectas o la supresion de la
produccion viral. La cinética viral demuestra que LDT y ETV tienen
la misma potencia al inhibir la replicacion viral.
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DISMINUCION DE LA INFILTRACION DE MACROFAGOS
AL TEJIDO HEPATICO Y DE LA RESISTENCIA

A LA INSULINA EN EL TEJIDO ADIPOSO EN RATONES
DOBLE KNOCKOUT PARA LA APOE

Y LA 5-LIPOOXIGENASA

M. Martinez-Clemente?, N. Ferré?, M. Lopez-Parra?, R. Horrillo?,
A. Gonzalez-Périz?, E. Titos?, E. Moran-Salvador?, R. Miquel®,
V. Arroyoc, C. Funk?y J. Claria

aServicio de Bioquimica y Genética Molecular. Hospital Clinic.
CIBERehd. CIBEK. IDIBAPS. Universitat de Barcelona. Barcelona.
Espana.

bServicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Clinic. CIBERehd.
CIBEK. IDIBAPS. Universitat de Barcelona. Barcelona. Espana.
cUnidad de Higado. Hospital Clinic. CIBERehd. CIBEK. IDIBAPS.
Universitat de Barcelona. Barcelona. Espafia.

dQueen’s University. Kingston. Canada.

Introduccién: La obesidad, la resistencia a la insulina y la hiper-
lipidemia son condiciones que coexisten frecuentemente asociadas
a la enfermedad metabolica hepatica. En un estudio reciente de-
mostramos que los ratones deficientes en apolipoproteina E (rato-
nes ApoE~'~), un modelo experimental de hiperlipidemia, presenta-
ban un mayor grado de esteatosis e inflamacion hepatica y una
mayor susceptibilidad a desarrollar fibrosis hepatica. Ademas, se
observo que entre los genes diferencialmente sobreexpresados en
el higado de los ratones ApoE~'~ se encontraba la via pro-inflamato-
ria y pro-fibrogénica de la 5-lipooxigenasa (5-LO).

Objetivo: Dado que la deficiencia en 5-LO ha demostrado un
efecto protector sobre el sistema cardiovascular en ratones ApoE-
/=, en el presente estudio investigamos si la deficiencia en esta via
también ejerce efectos protectores en el higado.

Disefio estudio: Ratones control (wt) (n = 16), ratones ApoE~'~ (n
=12) y ratones doble knockout para la ApoEy la 5-LO (ApoE~'~/5-
LO~") (n = 13) se estudiaron en condiciones basales y tras recibir
una dieta rica en grasa (45% Kcal procedentes de grasa) durante 12
semanas.

Resultados: En comparacion con el grupo control, los ratones
ApoE~/~ presentaron un mayor grado de necroinflamacion, una ma-
yor expresion de las citoquinas pro-inflamatorias TNFalpha y IL-18
en el tejido hepatico y una respuesta alterada en el test de sensi-
bilidad a la insulina. En comparacion con el grupo ApoE~"-, los ra-
tones doble knockout ApoE~/~/5-LO~/~ presentaron una menor tin-
cion hepatica del antigeno F4/80, indicativo de una menor
infiltracion de macrofagos al higado, unos menores niveles séricos
de ALT y una menor expresion de TNFalpha y IL-18. Ademas, los
hepatocitos aislados de ratones doble knockout ApoE~/'-/5-LO~/~
presentaron una menor vulnerabilidad a la apoptosis inducida por
el TNFalpha. A nivel del tejido adiposo, los ratones doble-knockout
ApoE~/~/5-LO~'~ presentaron un aumento de la expresion de adipo-
nectina, la principal adipoquina hepatoprotectora y sensibilizante
a la insulina, una induccion de PPARgamma, un receptor nuclear
clave en la sensibilidad a la insulina, y una menor expresion de la
adipoquina pro-inflamatoria MCP-1. Por ultimo, los ratones doble-
knockout ApoE~/-/5-LO~'~ presentaron una mejoria en el test de
tolerancia a la glucosa y una disminucion de la expresion de genes
involucrados en la lipogénesis hepatica, incluyendo el factor de
transcripcion SREBP-1c y la sintasa de acidos grasos, FASN, tras re-
cibir una dieta rica en grasa.

Conclusién: Estos resultados indican que la deficiencia en 5-LO
ejerce un efecto protector frente al dafo hepatico y la resistencia
a la insulina en un modelo experimental de hiperlipidemia, lo que
sugiere que la 5-LO juega un papel relevante en el desarrollo de la
mayor susceptibilidad al dafo hepatico en la enfermedad metabo-
lica.

DOS ANOS DE TRATAMIENTO CON TENOFOVIR DISOPROXIL
FUMARATO (TDF) VS TRATAMIENTO SECUENCIAL CON
ADEFOVIR DIPIVOXIL (ADV) Y TDF EN PACIENTES HBEAG-
POSITIVO CON HCB (ESTUDIO 103), ANALISIS PRELIMINAR

T. Casanovas?, E.J. Heathcote®, E. Gane¢, R. de Man¢, S. Chane,
W. Sievertf, S. Mausse, P. Marcellin®, J. Sorbel, J. Anderson',
E. Mondou, J. Quinn'y F. Rousseau’

aCSU. Bellvitge. Espana.

®Toronto Western Hospital. University of Toronto. Canada.
°Middlemore Hospital. New Zealand.

dErasmus MC. Univ. Medical Center. Netherlands.
eDreamwork Medical Group. EEUU.

fMonash Univ. Australia.

¢Center for HIV and Gastroenterology. Germany.

PHospital Beaujon. France.

iGilead Sciences. Durham NC.

Introduccion: TDF es un analogo de nucleétido activo frente al
virus de la hepatitis B (VHB).

Métodos: Estudio aleatorizado 2:1, doble ciego, que compara la
actividad antiviral de TDF a dosis de 300mg/dia (n = 176) vs. adefovir
dipivoxil (ADV) 10mg/dia (n = 90) en pacientes HCB HBeAg-positivo.
Tras biopsia hepatica a la semana (S) 48, cambiaron en fase abierta
a TDF. A partir de la S72 los pacientes con ADN-VHB3400 copias/ml (69
Ul/mL) podian ser tratados con emtricitabina (FTC)+TDF.

Resultados: A la S96 el 84% de los pacientes continuaban en el
estudio. El analisis por intencion de tratar (AIT) mostr6 respuesta
viroldgica (ADN-VHB < 400c/mL) en el 77% de los tratados con TDF y
en el 78% con terapia secuencial (ADV 48S-TDF 48S). El analisis por
protocolo mostrd respuesta viroldgica en el 85% y 89% de los casos
respectivamente. El brazo con ADV y con ADN-VHB = 400 c/mL a la
S48 (n = 72), el cambio a TDF logro niveles de ADN-VHB indetecta-
bles (< 400 c/mL) a la S96 en el 82%, y se mantuvo en el 100% de los
tratados inicialmente con ADV y ADN-VHB < 400c/mL a la S48 (n = 12)
(analisis por protocolo). 28 pacientes cambiaron a FTC+TDF entre la
72 y 96S por presentar ADN-VHB = 400 c/mL. Tras 96S, 27 pacientes
(15 TDF-TDF; 12 ADV-TDF) tuvieron ADN-VHB = 400 c/mL, con una
media de 3.4 log10c/mL. De ellos 23 habian iniciado FTC+TDF antes
de la S96. La seroconversion de HBeAg fue del 27% en el grupo TDF-
TDF y del 22% en el grupo ADV-TDF (p = 0,31) y la pérdida de HBsAg
fue del 6% en ambos grupos (10 pacientes del grupo TDF-TDF y 5 de
ADV-TDF). 11 de los 15 pacientes presentaron anti-HBs. La media de
ALT a la S96 fue 36 U/L, sin diferencias significativas entre los gru-
pos. EL 9% de los pacientes abandonaron el estudio entre la 548 y 96.
Dos pacientes (ADV-TDF) presentaron incremento de creatinina de
0.5-mg/dL y uno requirid ajuste de dosis antes de la 596; No dismi-
nuyo el aclaramiento de creatinina < 50 mL/min.

Conclusién: TDF produjo una supresion viral potente y continua-
da durante los dos afos de tratamiento con buena tolerancia en
pacientes HBeAg+. Los pacientes en terapia secuencial mostraron
supresion viral significativa, con respuesta en la 596 similar a la de
los tratados con TDF durante dos afos.

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON MELATONINA EN
LA VIABILIDAD Y FUNCION CELULAR DE HEPATOCITOS
HUMANOS DURANTE SU AISLAMIENTO Y CRIOPRESERVACION

A. Solanas?, C. Sostres®, A. Campillo®, A. Serrabloc, A. Garcia Gil? y
M.T. Serrano®

2Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud.

®Aparato Digestivo. Hospital Clinico Lozano Blesa. Zaragoza. Espafia.
<Servicio de Cirugia. Hospital Miguel Servet. Zaragoza. Espania.
dServicio de Cirugia. Hospital Clinico Lozano BlLesa. Zaragoza. Espafia.

Introduccién: El aislamiento de hepatocitos y su criopreserva-
cion son pasos criticos en el proceso de obtencion de células para
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el trasplante celular hepatico. El estrés oxidativo causado por el
aislamiento disminuye la funcion y aumenta la apoptosis celular. La
criopreservacion produce importantes dafios en membranas y orga-
nélas de la célula, reduciendo considerablemente su viabilidad y
funcion. Mejoras en ambos procesos permitiria aumentar la dispo-
nibilidad y funcionalidad de hepatocitos para el transplante. Sus-
tancias antioxidantes, como la melatonina, reducen el estrés oxi-
dativo y la apoptosis celular. Su uso en el aislamiento de hepatocitos
humanos o durante su criopreservacion podria mejorar su viabili-
dad y funcionalidad.

Objetivo: Estudiar el efecto de la inclusion de melatonina en el
aislamiento (durante la perfusion), en una incubacion previa a la
congelacion y/o en el medio de criopreservacion, sobre la viabili-
dad, metabolismo y funcionalidad de hepatocitos humanos aisla-
dos.

Material y métodos: Se realizaron 9 aislamientos de hepatocitos
humanos a partir de resecciones hepaticas mediante la técnica de
perfusion con colagenasa en tres pasos. En 5 aislamientos, la pri-
mera perfusion se realizo en la mitad de la muestra con melatonina
(5 Mm) y en la otra mitad con el mismo medio sin melatonina. Tras
el aislamiento, se determind la viabilidad celular de cada muestra,
y tras una noche en cultivo se valoro su actividad celular, mediante
el test del MTT y la cuantificacion de albumina y urea. En el resto
de aislamientos, la mitad de los hepatocitos una vez aislados fue-
ron preincubados en medio con melatonina (5mM) a 4 °C una hora
antes de su congelacion. Posteriormente, se congelaron con y sin
melatonina (5mM) y tras su descongelacion se determiné su viabili-
dad y los mismos parametros que en el experimento anterior.

Resultados: La perfusion con melatonina aumento un 14% la via-
bilidad de los hepatocitos (p < 0,05) y un 55% su actividad metabé-
lica (p = 0,057) (por el test MTT), aunque no modifico la secrecion
de albumina y urea. La preincubacion y la congelacion con melato-
nina mejoraron un 9 y 11% respectivamente la viabilidad (p < 0,05)
de los hepatocitos tras su descongelacion, sin mostrar una mejora
significativa el resto de parametros a estudio. Los hepatocitos pre-
incubados y ademas criopreservados con melatonina presentaron
los mayores valores en viabilidad, funcionalidad y produccion de
albumina y urea, aunque dicho efecto solo resultd significativo en
la viabilidad celular.

Conclusién: La perfusion en el aislamiento con melatonina au-
menta la viabilidad y actividad metabdlica de hepatocitos humanos
aislados. Su preincubacion y congelacion con melatonina aumenta
también la viabilidad de los hepatocitos tras su descongelacion.

EFECTOS BENEFICIOSOS DE SORAFENIB .

EN LA CIRCULACION ESPLACNICA, INTRAHEPATICA
Y PORTOCOLATERAL DE RATAS CON HIPERTENSION
PORTAL Y CIRROTICAS

M. Mejias, E. Garcia-Pras, C. Tiani, A. de Gottardi, J. Bosch
y M. Fernandez

Laboratorio de Hemodindmica Hepadtica. Institut d’Investigacions
Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS). Hospital Clinic.
Ciberehd. Barcelona. Espana.

Introduccion y objetivos: La hipertension portal es la complica-
cion mas importante de los pacientes con cirrosis hepatica para la
cual las terapias no son muy abundantes. Por este motivo, existe
una necesidad médica de nuevas terapias efectivas para la hiper-
tension portal. Dado que la angiogénesis es un importante determi-
nante de la patofisiologia de la hipertension portal, este estudio
analiza los efectos de sorafenib, un potente inhibidor de las vias
proangiogénicas de VEGFR-2, PDGFR-B y RAF quinasas, en la circu-
lacion esplacnica, intrahepatica y portocolateral en dos modelos
experimentales de hipertension portal: ratas con hipertension por-
tal prehepatica y ratas con cirrosis biliar secundaria. Una aproxi-

macion de este tipo resulta necesaria para cualquier investigacion
translacional dirigida a definir la eficacia y la potencial aplicacion
clinica de nuevos elementos terapéuticos.

Métodos: Se indujo hipertension portal prehepatica en ratas me-
diante ligadura parcial de la vena porta (PPVL), e hipertension por-
tal intrahepatica y cirrosis biliar secundaria mediante ligadura del
colédoco (BDL). Se administré sorafenib o su vehiculo por via oral
durante dos semanas (1 o0 2 mg/kg/dia), iniciandose el tratamiento
una vez que la hipertension portal ya estaba plenamente estableci-
da (una semana tras la PPVL o dos semanas tras la BDL). El grado de
colateralizacion portosistémica se cuantificé usando microesferas
radioactivas. Se determiné la neovascularizacion esplacnica e in-
trahepatica, asi como la expresion de factores angiogénicos y mar-
cadores proinflamatorios, mediante inmunohistoquimica y western
blot. Las mediciones hemodinamicas se realizaron mediante flujo-
metria.

Resultados: El tratamiento con sorafenib inhibi6 las vias de se-
fializacion de VEGF, PDGF y RAF en los modelos de hipertension
portal y cirrosis, traduciéndose en efectos protectores, mediante
la disminucién en un 80% de la neovascularizacion esplacnica y una
atenuacion marcada de la circulacion hiperdinamica esplacnica. La
formacion de colaterales portosistémicas se redujo en un significa-
tivo 18%. En las ratas cirroticas, el tratamiento con sorafenib resul-
t6 en una reduccion del 25% en la presion portal y una mejora re-
marcable del dafio hepatico, la fibrosis hepatica, la inflamacion y
la angiogénesis. Los efectos beneficiosos de sorafenib sobre la in-
flamacion y el dafo tisular se observaron también en los drganos
esplacnicos.

Conclusiones: Tomando en consideracion las limitaciones de ex-
trapolar los hallazgos obtenidos en estudios con animales a huma-
nos, nuestros resultados sugieren que sorafenib podria ser una es-
trategia terapéutica efectiva en pacientes con hipertension portal
y cirrosis hepatica.

EFICACIA ACTUAL DEL TRATAMIENTO ANTIBIOTICO
EMPIRICO EN PACIENTES CIRROTICOS CON INFECCIONES
BACTERIANAS

J. Acevedo, J. Fernandez, M. Castro, O. Garcia,
C. Rodriguez de Lopez, M. Navasa, P. Ginés y V. Arroyo

IMDM e IDIBAPS. Hospital Clinic de Barcelona. Universidad
de Barcelona. Ciberehd. Espana.

Introduccion: Los cambios producidos en la epidemiologia de las
infecciones bacterianas en la cirrosis hepatica pueden haber dismi-
nuido la eficacia clinica de los antibioticos B-lactamicos.

Métodos: Estudio prospectivo que evalué las caracteristicas cli-
nicas y la respuesta al tratamiento antibiotico de todas las infec-
ciones bacterianas producidas en pacientes cirréticos entre sep-
tiembre del 2005 y Septiembre del 2007.

Resultados: Un total de 224 pacientes presentaron 500 infeccio-
nes bacterianas en 393 ingresos. La peritonitis bacteriana esponta-
nea (PBE, n = 126 casos), las infecciones urinarias (n = 96) y la ce-
lulitis (n = 66) fueron las complicaciones infecciosas mas frecuentes.
Un tercio de las infecciones fueron nosocomiales (n = 175). Los
principales microorganismos multirresistentes aislados fueron las
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro am-
pliado (BLEAs, 42 casos), seguidos de Pseudomonas aeruginosa (17
casos), Staphylococcus aureus MR (14 casos) y Enterococcus fae-
cium (14 casos). Dichas bacterias multirresistentes fueron aisladas
principalmente en infecciones nosocomiales: PBE (28 vs. 3%; p =
0,001), infecciones urinarias (63 vs. 22%; p = 0,0001), celulitis
(36 vs. 6%; p = 0,04) y neumonia (29 vs. 11%; p = ns). El tratamien-
to antibidtico empirico (cefalosporinas de tercera generacion o
amoxicilina-acido clavulanico) resolvié mas frecuentemente las in-
fecciones adquiridas en la comunidad: PBE (83 vs. 44%; p = 0,001),
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infecciones urinarias (78 vs. 34%; p = 0,0001), celulitis (87 vs. 36%;
p = 0,003), neumonia (53 vs. 17%; p = 0,05).

Conclusiones: Las bacterias multirresistentes causan frecuente-
mente infecciones nosocomiales en la cirrosis hepatica. El trata-
miento antibiético empirico actualmente recomendado fracasa en
una alta proporcion de dichas infecciones por lo que debe ser mo-
dificado e incluir un carbapenem vy, segln el tipo de infeccion, un
glicopéptido.

EFICACIA CLINICA Y SEGURIDAD DE LA,ADMINISTRACIC')N
DE TERLIPRESINA EN PACIENTES CIRROTICOS CON SHOCK
SEPTICO

J. Acevedo, J. Fernandez, A. Escorsell, A. Mas, P. Ginés y V. Arroyo

IMDM e IDIBAPS. Hospital Clinic de Barcelona. Universidad
de Barcelona. Ciberehd. Espafa.

Introduccioén: La terlipresina se esta empleando de manera cre-
ciente en el tratamiento del shock séptico refractario en la pobla-
cion general. Sin embargo, no existen datos sobre sus efectos en la
cirrosis hepatica.

Objetivos: Investigar los efectos de la administracion de la terli-
presina sobre la supervivencia hospitalaria en pacientes cirroticos
con shock séptico.

Métodos: Ensayo clinico prospectivo, aleatorizado, abierto y mo-
nocéntrico comparando terlipresina (1-2 mg/4h EV) + farmacos
alfa-adrenérgicos (grupo 1) vs farmacos alfa-adrenérgicos (grupo 2)
en 72 pacientes cirroticos con shock séptico.

Resultados: Hasta el momento se han incluido 24 pacientes, 12
en cada grupo de tratamiento. Los datos clinicos al ingreso en la
UCI fueron similares entre ambos grupos. Dos pacientes de cada
grupo murieron durante las primeras 24 horas de ingreso en UCI
(17%). La incidencia de hemorragia digestiva por hipertension por-
tal (0% en ambos grupos) y de insuficiencia renal grave (42% en el
grupo 1 vs. 67% en el grupo 2) fue similar entre ambos grupos de
tratamiento. Los pacientes que recibieron terlipresina presentaron
una menor incidencia de shock refractario aunque las diferencias
no fueron significativas (25 vs. 42%). La mortalidad en UCI (50% en
el grupo 1 vs. 67% en el grupo 2) y la hospitalaria (50 vs. 75%, res-
pectivamente) fueron similares entre ambos grupos de tratamien-
to. La incidencia de efectos adversos en relacion con la administra-
cion de terlipresina fue extremadamente alta (66%), siendo la
isquemia distal el efecto secundario mas frecuente. Cuatro pacien-
tes (33%) requirieron la suspension del tratamiento con terlipresina
en relacion con efectos adversos graves.

Conclusiones: La administracion de terlipresina en bolus no tie-
ne un claro efecto beneficioso en pacientes cirréticos con shock
séptico y se asocia a una alta incidencia de efectos adversos. Su
administracion en perfusion continua debe ser evaluada.

EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON INTERFERON PEGILADO
Y RIBAVIRINA EN 2.804 PACIENTES CON HEPATITIS C

M. Rabanal, M.J. Gaspar, N. Rams, T. Casanovas, X. Forns,
R. Planas, J.M. Sanchez-Tapias y R. Sola; por el Grupo Catalan
de Estudio de la Hepatitis C

Consell Assessor del Tractament Farmacologic de les Hepatitis
Viriques. Departament de Salut. Generalitat de Catalunya.

Introduccion: El genotipo viral y el grado de cumplimiento tera-
péutico son dos elementos claves en el éxito del tratamiento en
pacientes con hepatitis C cronica. Este estudio analiza estos dos
factores en la practica clinica real.

Objetivo: Evaluar la eficacia y el grado de adherencia terapéuti-
ca de pacientes tratados en Cataluiia durante el periodo 2001-
2005.

Métodos: Analisis retrospectivo de los casos de hepatitis C croni-
ca tratados en los hospitales de Cataluia durante el periodo 2001-
2005 segln la base de datos del Consell Assessor del Tractament
Farmacologic de les Hepatitis Viriques de la Generalitat de Cata-
lunya. La duracion del tratamiento fue de 12 meses en pacientes
infectados con genotipos 1-4 y de 6 meses en pacientes con genoti-
po 2-3.

Resultados: Se obtuvieron datos de 2804 pacientes. La media de
edad en el momento del diagndstico fue de 43 + 11 anos (media +
desviacion estandar). El 66,9% eran hombres. La distribucion geno-
tipica fue del 64,1% de pacientes con genotipo 1 (1a:16,8% y 1b:
66,9%), 5,7% genotipo 2, 21,9% genotipo 3 y un 8,3% genotipo 4. La
carga viral fue superior a las 800.000 Ul/ml en el 43,4% de los ca-
sos. El tratamiento fue completado (> 80% de la dosis y el tiempo
prescrito) por el 73,2% en pacientes con genotipo 1 0 4 y por el 90%
de los pacientes con genotipo 2 0 3 (p < 0,0001). La respuesta viral
sostenida (RVS) por ITT fue del 54,5% (genotipo 1: 44,7%, genotipo
2: 76,8%, genotipo 3: 78,4%, genotipo 4: 51,9%). La RVS fue supe-
rior en pacientes infectados con el genotipo 1b (44,5%) que en los
pacientes con genotipo 1a (36,8%) aunque la diferencia no resulto
ser estadisticamente significativa (p = 0,06). La RVS se increment6
al 68,8% en aquellos pacientes que realizaron el tratamiento com-
pleto (genotipo 1: 59,8%, genotipo 2: 84%, genotipo 3: 86,2%, geno-
tipo 4: 69,3%; p < 0,0001).

Conclusion: Los resultados obtenidos en la practica clinica real
son similares a los observados en los ensayos clinicos. La adheren-
cia al tratamiento es crucial para obtener una mejor tasa de RVS,
lo que pone de manifiesto la importancia de disponer de equipos
experimentados y con atencion multidisciplinar en el tratamiento
de la hepatitis C cronica.

EL EFECTO CITOPROTECTOR DE N-ACETILCISTEINA,

SOD Y COENZIMA Q FRENTE A LA MUERTE CELULAR

POR SALES BILIARES SE RELACIONA CON EL INCREMENTO
DE LA EXPRESION DE NOS-3 EN HEPATOCITOS

S. Gonzalez, A.B. Hidalgo, G. Ferrin, R. Gonzalez, I. Ranchal,
R.1. Bello, A. Poyato, M. de la Mata y J. Muntané

Liver Research Unit. Hospital Universitario Reina Sofia. Ciberehd.
Cérdoba. Espafia.

Introduccion: La acumulacion de sales biliares hidrofobicas in-
duce muerte celular en hepatocitos en cultivo. La regulacion del
estrés oxidativo y nitrosativo celular previene la muerte celular en
hepatocitos en cultivo. El objetivo del presente estudio es determi-
nar la regulacion de la produccion de 6xido nitrico (ON) y muerte
celular por diversos agentes antioxidantes durante la muerte celu-
lar inducida por sales biliares en hepatocitos.

Material y métodos: Se ha realizado un estudio cinético (0-24 h)
de induccion de muerte celular por acido glicochenodeoxicholico
(GCDCA) (0,5 mM) en HepG2. N-acetilcisteina (NAC, 0,5 mM),
MnTBAP (Mn(lll)tetrakis(4-benzoic acid) porphyrin chloride (1 mg/
ml), mitoQ (1 micro M) se coadministraron con GCDCA. La concen-
tracion de calcio intracelular se reguld con EGTA o Bapta, y la de
ON con un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (NOS) (L-NAME) o un
donador de ON (Nonoate). Se determinaron parametros de muerte
celular, expresion de la NOS-1, -2 y -3 por RT-PCR, Western-blot y
microscopia confocal. La movilizacion de calcio se valoré mediante
Fluo-3 en microsocopia de fluorescencia.

Resultados: GCDCA interfiri6 la entrada de calcio extracelular,
redujo la expresion de NOS-3 e increment6 la apoptosis y necrosis
celular en HepG2. La inhibicion de la produccion de ON por L-NAME
o el bloqueo de la entrada de calcio extracelular por EGTA incre-
mentaron la muerte celular por GCDCA en HepG2. La adicion de un
donador de NO (Nonoate) o la adicion de calcio ejercieron un efec-
to citoprotector sobre la muerte celular inducida por GCDCA. La
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administracion de NAC, MnTBAP y mito-Q incrementd la expresion
de NOS-3 y previno la muerte celular por GCDCA.

Conclusiones: 1) La induccion de muerte celular por GCDCA se
relaciona con una alteracion de la entrada de calcio y una disminu-
cion de la expresion de NOS-3 en HepG2. 2) La adicion de calcio o
de donadores de NO ejercio un efecto citoprotector en hepatocitos
tratados con GCDCA. 3) El efecto citoprotector de los antioxidantes
(NAC, MnTBAP y MitoQ) se relaciona con un incremento de la expre-
sion de NOS-3 en hepatocitos en cultivo.

EL FACTOR DE CRECIMIENTO PLACENTARIO (PLGF)
Y SU RELACION CON LOS MECANISMOS PATOGENICOS
DE LAS CELULAS ESTRELLADAS HEPATICAS

J. Ribera?, S. Tugues?, M. Pauta?, A.M. Geerts®, C. van Steenkiste®,
I. Colle®, P. Carmeliets, V. Arroyod, W. Jiménez?
y M. Morales-Ruiz?

2Bioquimica y Genética Molecular-CDB.

dHepatologia-IMD. Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.
Centro de Investigacion Biomédica Esther Koplowitz (CIBEK).
CIBERehd-Instituto de Salud Carlos Ill. IDIBAPS. Universidad

de Barcelona. Espana.

®Department of Hepatology and Gastroenterology. Ghent
University Hospital. Belgium.

“Department for Transgene Technology and Gene Therapy. Leuven.
Belgium.

Introduccién y objetivo: El Plgf es un miembro de la familia del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que desempena
una importante funcion fisiopatoldgica en procesos inflamatorios y
cardiovasculares a través de la induccién de angiogénesis patologi-
ca. Estudios previos han demostrado que el avance de la fibrosis
hepatica se correlaciona significativamente con un incremento de
la expresion de Plgf. Sin embargo, se desconoce cual es el signifi-
cado fisiopatoldgico de este hallazgo. Por otra parte, se ha demos-
trado que las células estrelladas hepaticas (HSCs) expresan VEGFR-
1, el receptor especifico de Plgf. En este contexto, el objetivo de
este estudio fue el de investigar la contribucion de Plgf en los me-
canismos patogénicos de las HSCs.

Métodos: La cirrosis fue inducida en ratas Wistar por inhalacion
crénica de CCl,. La abundancia de Plgf se cuantificé mediante téc-
nicas de inmunohistoquimica (anticuerpo anti rat-Plgf, Sta Cruz) y
de RT-PCR. Las HSCs fueron aisladas mediante perfusion con cola-
genasa (Roche) y centrifugacion en gradiente de densidad (Nyco-
denz, Sigma). La sefalizacion celular inducida por Plgf (100ng/ml)
en una linea celular humana de HSCs activadas (LX2) se analizé
utilizando un array comercial acoplado a anticuerpos anti-fosfo ti-
rosina (Hypromatrix). La viabilidad y la migracion de HSCs en res-
puesta al tratamiento de Plgf (100 ng/ml) se determinaron median-
te un ensayo de MTT y mediante el andlisis de la quimiotaxis
direccional, respectivamente.

Resultados: La inmunodeteccion de Plgf se localizo principal-
mente en los septos fibrosos de los higados cirroticos. En concor-
dancia con este resultado, la expresion del ARN mensajero de Plgf
fue significativamente mayor en HSCs que en resto de células hepa-
ticas. El tratamiento de LX-2 con Plgf indujo la fosforilacion de 34
proteinas relacionadas con procesos claves de sefializacion intrace-
lular. El analisis bioinformatico de estos resultados demostro que
estas proteinas se agrupaban significativamente en dos grupos fun-
cionales: desarrollo-viabilidad celular (ERK 1/2, CBL, IKK, PDGFRA,
SOCS1, TRAF5, TRAF6, VAV1 y YES1) y cancer-migracion celular
(CDK5R1, CDKN1B, Flt1, MET, MMP3, SRC, RBL1, y PI3-quinasa p85).
Con el fin de obtener una validacion funcional de los resultados, se
realizaron estudios de viabilidad y migracion celular. El tratamien-
to con Plgf provocé un incremento significativo de la viabilidad de
las HSCs en comparacion con la condicion control (7,8 X 10* + 1,4

X 10* vs 4,2 X 10* + 1,2 X 10*células/pozo, respectivamente; p <
0,05). Ademas, el tratamiento de las células LX2 con Plgf estimulo
significativamente la reorganizacion del citoesqueleto y la migra-
cion celular.

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran que Plgf aumen-
ta la viabilidad y estimula la migracion celular de las HSCs. Estos
datos sugieren que, en el contexto de la cirrosis hepatica, los agen-
tes angiogénicos podrian contribuir al proceso de fibrogénesis ac-
tuando sobre los mecanismos patogénicos de las HSCs.

EL GEN DE LA GHRELINA REGULA LA PROGRESI()N
DE LA FIBROSIS HEPATICA EN RATONES TRANSGENICOS
Y EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA C

M. Moreno?, M.L. Mansego®, J.F. Chaves®, M. Dominguez?,
J.Colmenero?, L.N. Ramalho?, X. Forns?, V. Arroyo?, C. Caballeria?,
P. Ginés® y R. Bataller?

aUnitat d’Hepatologia. Hospital Clinic. CIBEREHD. Institut
d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS).
Barcelona. Espafia.

5Fundacién de Investigacion. Laboratorio de Estudios Genéticos.
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Valencia. Espafa.

Introduccion y objetivo: La ghrelina es una hormona orexigé-
nica producida en el estdbmago. Puede ser sintetizada en otros
tejidos donde regula diversos procesos fisiopatologicos. Nuestro
laboratorio ha demostrado que la ghrelina se sintetiza en el higa-
do y que su administracion exogena tiene un efecto hepatopro-
tector y antifibrogénico. Objetivo: Investigar si la expresion endo-
gena del gen de la ghrelina regula la fibrogénesis experimental y
humana.

Métodos: Se incluyd a pacientes a los que se realiz6 una biopsia
hepatica (45 con hepatitis cronica C, 23 con esteatohepatitis no
alcohdlica y 37 con hepatopatia alcohdlica) y 5 pacientes control.
Se estudio la expresion hepatica del gen de la ghrelina y 40 genes
involucrados en fibrogénesis (PCR cuantitativa). Se analizo los nive-
les séricos de ghrelina en individuos control (n = 34), con hepatitis
cronica C (n = 73) y hepatitis alcohdlica (n = 25) mediante radioin-
munoanalisis. Asimismo, se estudio 6 polimorfismos del gen de la
ghrelina mediante minisecuenciacion en 384 pacientes con hepati-
tis crénica C. Se estudio la respuesta fibrogénica hepatica en rato-
nes C57/BL6 salvajes y knockout para el gen de la ghrelina tras la
administracion intraperitoneal de tetracloruro de carbono durante
8 semanas (n = 12 por grupo).

Resultados: La expresion hepatica de ghrelina fue similar en pa-
cientes con hepatopatia alcohodlica, VHC y en higados normales. Los
pacientes con esteatohepatitis no alcohodlica presentaron mayor
expresion de ghrelina (3,5 veces mas que en higados normales, p <
0,05). La expresion de ghrelina se correlacion6 con genes profibro-
génicos como TIMP1, MMP2 y TGFB1. Los niveles séricos de ghrelina
fueron menores en pacientes con hepatopatia cronica que en indi-
viduos control (p < 0,05). Entre los pacientes, los niveles séricos de
ghrelina fueron significativamente menores en aquéllos con fibrosis
avanzada (750 pg/ml vs 948 pg/ml). En el estudio de polimorfismos
genéticos, se identificd dos polimorfismos (—994CT y —604GA) en el
gen de la ghrelina que se asociaban con estadio mas avanzado de la
fibrosis en mujeres. En el estudio con ratones, se demostré que los
ratones deficientes en ghrelina eran mas susceptibles a la fibrosis
hepatica y al dano necroinflamatorio que los ratones salvajes (si-
rius red, score necroinflamatorio).

Conclusiones: La ghrelina endogena regula la progresion de la
fibrossis hepatica humana y experimental. La administracion de
ghrelina es un posible tratamiento antifibrogénico que debe ser
evaluado en futuros estudios clinicos.
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EL INTERFERON ALFA2B RECOMBINANTE MEJORA
LA RESPUESTA INMUNE DE LA VACUNA CONTRA LA
HEPATITIS B EN PACIENTES CON BAJA RESPUESTA:
RESULTADOS FINALES DE UN ENSAYO CLINICO
ALEATORIZADO

M.E. Miquilena Colina?, T. Lozano Rodriguez?, L. Garcia Pozo?,
A. Saez Saez?, P. Rizza, |. Capone®, M. Rapicetta®, P. Chionne®,
M. Capobianchic, M. Selleric, F. Belardelli®, O. Lo lacono?

y C. Garcia Monzon?

aLaboratorio de Hepatologia Experimental. Hospital Universitario
Santa Cristina. CIBERehd. Madrid. Espafa.

®Departamento de Biologia Celular y Neurociencias. Instituto
Superior de Sanidad. Roma. Italia.

Laboratorio de Virologia. Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas L.Spallanzani. Roma. Italia.

dSeccion de Aparato Digestivo. Hospital del Tajo. Aranjuez.
Madrid. Espana.

Introduccioén: El interferdon (IFN) alfa es una citoquina capaz de
estimular la respuesta inmune humoral y celular, lo que sugiere que
podria ser util como adyuvante de la vacuna anti-hepatitis B (HB)
en pacientes con baja respuesta.

Objetivo: Determinar cuantitativa y cualitativamente si el IFNal-
fa mejora la respuesta inmune de la vacuna anti-HB en pacientes
en hemodialisis no vacunados previamente.

Pacientes y métodos: Se incluy6 a 64 pacientes que fueron va-
cunados de manera aleatoria con cuatro dosis (0, 1, 2 y 6 meses) de
40 mcg de vacuna recombinante anti-HB (grupo A: 34 pacientes,
58,5 + 12,9 afos) o con la misma pauta de vacunacion mas 3 MUl de
IFNalfa2zb recombinante (grupo B: 30 pacientes, 60,3+9,7 anos).
Como variables de eficacia, se analizaron la tasa de seroproteccion
(anti-HBs = 10 UI/L), los diferentes isotipos de IgG anti-HBs y las
subpoblaciones linfocitarias Th1 y Th2 basalmente (T0), 1 mes des-
pués de la 3.2 (T3) y 4.2 (T7) dosis, y 6 meses después de completar
la vacunacion (T12). Se analizaron también las subpoblaciones lin-
focitarias Th1 y Th2 en la sangre periférica de 28 individuos sanos
(57,2 + 10,5 anos). Como variable de seguridad, se evaluaron los
efectos adversos (EAs), tanto clinicos como analiticos, 1 mes des-
pués de cada dosis.

Resultados: La tasa de seroproteccion precoz (T3) fue del 38,2%
en el grupo Ay del 73,3% en el grupo B (p = 0,005), siendo la tasa
de seroproteccion en T7 del 62% en el grupo Ay del 84,6% en el
grupo B (p = 0,061). El isotipo IgG anti-HBs predominante en los
pacientes que alcanzaron un titulo de anti-HBs = 10 UI/L fue IgG4
en los del grupo A e IgG1 en los del grupo B. La proporcion de linfo-
citos circulantes Th1, pero no la de Th2, estaba anormalmente ele-
vada en ambos grupos antes de la vacunacion (grupo A: 20,3 =
10,2%, grupo B: 21,9 + 14,1%, individuos sanos: 11,6 + 4,7%; p <
0,001 y p = 0,001, respectivamente). Considerando los pacientes
que lograron una seroproteccion precoz, la proporcion de linfocitos
circulantes Th1 se normaliz6 en los del grupo B (13,2 + 8,2 vs
11,6 + 4,7% en individuos sanos, p = 0,405), mientras que permane-
ci6 anormalmente elevada en los del grupo A (19,9 + 14,3% vs 11,6
+ 4,7%, p = 0,009). Ninguno de los pacientes del grupo A present6
EAs relacionados con la vacuna, mientras que el 83,3% de los pa-
cientes del grupo B present6 algun EA, siendo el mas frecuente la
fiebre de intensidad leve o moderada en las siguientes 24 horas de
la vacunacion. Ninguno de los 64 pacientes presentd EAs graves.

Conclusién: El uso de IFNalfa2b recombinante como adyuvante
de la vacuna anti-HB en pacientes en hemodialisis es seguro y pro-
duce un aumento significativo en la tasa de seroproteccion precoz
induciendo una respuesta inmune eficaz de tipo Th1. Estos resulta-
dos sugieren que estrategias similares podrian ser Utiles para otros
grupos de pacientes con alto riesgo de HB y baja respuesta a la
vacuna, como los cirréticos y los receptores de trasplante hepati-
co.

EL MEDICAMENTO HEPATOPROTECTOR SILIBININA INHIBE
LA RESPIRACION MITOCONDRIAL Y AUMENTA .

EL RENDIMIENTO Y EFICACIA DE LA FOSFORILACION
OXIDATIVA EN MITOCONDRIAS AISLADAS DE HIGADOS

DE RATAS «IN VITRO» Y «EX-VIVO»

M.N. Sanz?, C. Sanchez-Martin?, D. Detaille?, J.M. Recio-Cordova®,
M.V. Rascon-Trincados, E.A. Koceird, F. Alonso? y M.Y. ELl-Mir2

2Departamento de Fisiologia Animal y Farmacologia. Universidad
de Salamanca. Salamanca. Espafa.

®Servicio de Endicronologia. Hospital Universitario de Salamanca.
Salamanca. Espana.

‘Departamento de Medicina. Universidad de Salamanca.
Salamanca. Espana.

dLaboratoire de Biologie et Physiologie des Organismos. Faculté
des Sciences Biologiques. Argel. Argelia.

Antecedentes: La Silibinina (SB), principal flavonoide de la sili-
marina, se utiliza actualmente en clinica gracias a sus efectos he-
patoprotectores (Legalon). Estudios previos realizados por nuestro
grupo demostraron la capacidad de la SB de inhibir «in vitro» la
gluconeogénesis y glucolisis en hepatocitos.

Objetivos: Investigar, tanto «in vitro» como «ex-vivo», el efecto
de la SB sobre la respiracion mitocondrial y sobre el rendimiento de
la fosforilacion oxidativa en mitocondrias hepaticas.

Métodos: Utilizamos tres grupos experimentales de ratas Wistar
macho. Para los experimentos «in vivo» inyectamos durante 2 sema-
nas SB (50 mg/kg/dia, i.p.) o su vehiulo. En los experimentos «in vi-
tro» se utilizaron ratas control sin tratamiento previo. Obtuvimos las
mitocondrias hepaticas por centrifugacion diferencial. Las medidas
de la respiracion y de la fosforilacion oxidativa se realizaron, en pre-
sencia o ausencia de SB (100 wM), en una camara de oxigrafia cerra-
da, con agitacion magnética y termostatizada a 37 °C, y equipada con
un electrodo «de Clark». Como sustratros respiratorios utilizamos:
glutamato/malato (GM), succinato/malato/rotenona (SM), glutama-
to/succinato/malato (GSM) y palmitoil carnitina coenzima A.

Resultados: La SB inhibid la respiracion mitocondrial, tanto «in
vitro» como «in vivo». En ambas situaciones experimentales, la SB
no afect6 al estado 4, pero si inhibio significativamente la respira-
cion en el estado 3 con los dos sustratos empleados. La mayor inhi-
bicion de la respiracion fue del 38% en experimentos «in vitro» con
GM, respecto al 18% de inhibicion obtenido «ex vivo». Con SM obtu-
vimos un porcentaje de inhibicion similar «in vitro» e «in vivo», 22%
y 18%, respectivamente. Por el contrario, la SB aumento6 el P/O
tanto «in vitro» como «in vivo», aunque de forma mas acusada «in
vivo». En los experimentos «in vitro», la SB increment¢ la fosforila-
cion oxidativa un 16% con GM, 10% con SM'y GSM y 22% con palmitoil
coenzima A. El porcentaje de activacion ejercido por la SB «in
vivo» fue del 26% con SM, 23% con GM y 24% con GMS.

Conclusion: La SB ejerce acciones mitocondriales «in vitro» e
«in vivo». Estos efectos adquieren especial relevancia en situacio-
nes patologicas con disfuncion mitocondrial como la Diabetes.

EL MELD Y EL MELD SODIO VARIAN SINIFICATIVAMENTE
DEPENDIENDO DEL LABORATORIO EN QUE SE DETERMINAN

X. Xiol?, L. Castellsb, P. Gines¢, J. Twosed, A. Ribaltad,
J. Castellote?, I. Bilbao®, M. Navasacy R. Deulofeu?

aHospital Universitari de Bellvitge. Idibell. Barcelona. Espafa.
®Hospital Universitari Vall d’Hebron. CIBER de Enfermedades
Hepdticas y Digestivas (ciberehd). Barcelona. Espana.

‘Hospital Clinic (IDIBAPS). CIBER de Enfermedades Hepdticas

y Digestivas (ciberehd). Barcelona. Espafia.

90rganitzacié Catalana de Trasplantament (OCATT). Barcelona. Espania.

Introduccion: El MELD se utiliza en la priorizacion de los pacien-
tes en lista de espera de trasplante hepatico ya que las variables
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Laboratorio Laboratorio Laboratorio p

A B C
Creatinina 1,23 1,2 1,21 0,001
rango 0,5-5,10 0,53-5,47 0,64-5,09
Bilirrubina 2,96 3,28 3,11 0,001
rango 0,4-19,9 0,35-23,05 0,43-20,67
INR 1,4 1,52 1,67 0,001
rango 0,88-2,73 0,89-3,03 0,68-5,83
Sodio 138,9 135,2 134,5 0,001
rango 123-145 121-142 120-140
MELD 14,3 15,1 15,9 0,001
rango jun-29 jun-31 jun-40
MELD-Na 15,6 17,1 18,1 0,001
rango jun-42 jun-50 jun-59

que lo forman son objetivas, y reproducibles. Sin embargo, la cifra
de MELD puede estar influenciada por los métodos de laboratorio
utilizados y la incorporacion de la cifra de sodio en el MELD (MELD-
Na) puede mejorar su capacidad pronéstica.

Material y métodos: Para implementar un sistema de distribucion
de 6rganos basado en el MELD en un area con tres hospitales con pro-
grama de trasplante, se ha estudiado si hay variaciones en el MELD y
el MELD-Na determinado en los distintos hospitales. Todos los pacien-
tes en lista de espera se estudiaron el mismo dia practicandoles una
extraccion de sangre que se dividid en tres alicuotas que se analizaron
en cada laboratorio. Los métodos de laboratorio fueron los mismos en
los tres centros para la determinacion de creatinina y sodio y distintos
en los tres para la de INR y bilirrubina. El MELD se calculd con la mo-
dificacion UNOS y el MELD-NA: MELD + 1,59 (135-Na).

Resultados: La puntuacion de MELD y MELD-Na fue idéntica en
los tres centros en sélo 6 y 9 de los 70 casos, respectivamente. La
puntuacion de MELD obtenida en los laboratorios Ay C mostré la
maxima diferencia: en 22 casos fue de un punto y en 38 de dos o
mas puntos; la diferencia de MELD-Na fue en 22 casos de un punto
y en 33 mayor de dos. Las medias y rango de cada variable se mues-
tran en la tabla adjunta.

Conclusiones: Existieron diferencias significativas en la puntua-
cion MELD y MELD-Na obtenida en los tres laboratorios. En dos de
los centros, el MELD diferia en dos puntos o mas en el 54% de los
casos, y el MELD-Na en el 47%. Aunque habia diferencias significati-
vas en los tres parametros del MELD, el INR es el que produce mas
variaciones. Para garantizar una distribucion de drganos equitativa
basada en el sistema MELD o en el MELD-Na, se deberian implemen-
tar los mismos métodos de laboratorio en los centros de las areas
que comparten érganos, o incluso deberia considerarse la utiliza-
cién de un laboratorio central.

EL PEROXINITRITO INHIBE LA ACTIVIDAD DE LA CADENA
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL (CRM) Y REPRODUCE

LAS ALTERACIONES FUNCIONALES HALLADAS

EN LOS RATONES OB/OB CON ESTEATOHEPATITIS

NO ALCOHOLICA (EHNA)

I. Garcia-Ruiz, D. Fernandez-Moreira, C. Rodriguez-Juan,
T. Diaz-Sanjuan, M.T. Mufioz-Yaglie, P. Solis-Mufioz y J.A. Solis-Herruzo

Centro de Investigacion. Hospital «12 de Octubre».
Universidad Complutense. Madrid. Espafia.

Introduccion: En un estudio previo, mostramos que la actividad
de la CRM estad disminuida en el higado de pacientes con EHNA
(Hepatology 2003;38:999-1007) y en ratones obesos ob/ob (Hepa-
tology 2006;44:581-591). Mas recientemente hemos demostrado

que la baja actividad enzimatica hallada en los ratones ob/ob se
debia a un descenso en las proteinas que forman estos complejos
(57th Annual Meeting. AASLD. 2007).

Objetivos: Considerando que el tratamiento de los ratones ob/
ob con acido Urico —un captador del anién peroxinitrito— mejora la
actividad de la CRM, quisimos saber si este anion puede reproducir
«in vitro» las alteraciones funcionales mitocondriales existentes en
los animales obesos.

Material y métodos: Cincuenta a 2.800 mmoles de peroxinitrito
fueron afadidos a 5 mg/ml de mitocondrias aisladas del higado de
ratones normales, delgados. Tras esta exposicion, determinamos en
las proteinas modificadas por el peroxinitrito: actividad de la CRM
(espectrofotometria), actividad en gel del complejo |, consumo de
oxigeno y grado de ensamblaje del complejo | y sus subunidades.

Resultados: la exposicion de las proteinas mitocondriales al anién
peroxinitrito produce: 7) un descenso dependiente de la dosis de la
actividad del complejo | (determinada por espectrofotometria y en
gel) y de la citrato sintetasa; 2) reduccion del consumo de oxigeno
que era también dependiente dosis; 3) disminucion de los complejos
de la CRM completamente ensamblados; 4) descenso de todas las
subunidades estudiadas de los complejos I y Ill, asi como de la pro-
hibitina, y, finalmente, y 5) degradacion de la subunidad 39 kDa del
complejo | y de la subunidad core 2 y FeS del complejo Ill.

Conclusion: Este estudio demuestra que el tratamiento «in vi-
tro» de mitocondrias de ratones normales con dosis crecientes de
peroxinitrito reproduce las alteraciones funcionales y proteémicas
que se encuentran en los ratones obesos con EHNA. Es decir, dismi-
nuye su actividad enzimatica tras provocar su rapida degradacion
de las proteinas que componen los complejos de la CRM. Estos re-
sultados apoyan la idea de que el anidn peroxinitrito juega un pa-
pel critico en la patogenia de la disfuncion mitocondrial existente
en la EHNA. Estos hallazgos pueden contribuir al hallazgo de nuevos
tratamiento para estas lesiones.

EL POLIMORFISMO 1331T>C EN LA BOMBA EXPORTADORA
DE SALES BILIARES ES UN FACTOR DE SUSCEPTIBILIDAD
AL DANO HEPATOCELULAR INDUCIDO POR FARMACOS

R.J. Andrade?, E. Crespo®, E. Ulzurrunc, F. Ruiz-Cabellod,

Y. Borrazc, M. Robles?, M.C. Fernandez¢, G. Pelaez¢, A. Madrazof,
M. Romero-Gomez', S. Avila¢, H. Hachem", J.M. Navarro',

R. Planas), J.F. Salmeronk, C. Guarner'y M.l. Lucenac

2Unidad de Hepatologia. Hospital Virgen de la Victoria. Facultad
de Medicina. Mdlaga. Espana. CIBERehd.

®Departamento de Farmacologia. Facultad de Farmacia. Granada.
Espana.

<Servicio de Farmacologia Clinica. Hospital Virgen de la Victoria.
Facultad de Medicina. Mdlaga. Espafia.

dServicio de Andlisis Clinicos. Laboratorio de Inmunologia.
Hospital Virgen de las Nieves. Granada. Espaia.

eServicio de Farmacologia y Aparato Digestivo. Hospital
Torrecdrdenas. Almeria. Espana.

fUnidad de Hepatologia. Hospital Nuestra Sefiora de Valme.
Sevilla. Espana.

tUnidad de Hepatologia. Hospital Xeral-Calde. Lugo. Espana.
"Unidad de Hepatologia. Hospital Morales Messeguer. Murcia. Espana.
iUnidad de Hepatologia. Hospital Costa del Sol. Marbella. Mdlaga.
Espana.

iUnidad de Hepatologia y Servicio de Farmacologia Clinica.
Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona. Barcelona. Espana.
Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Clinico San Cecilio.
Granada. Espana.

Unidad de Hepatologia. Hospital Sant Pau. Barcelona. Espana.

Objetivos: Una disminucion en la expresion de los transportado-
res hepaticos canaliculares podria contribuir a la exposicion del
hepatocito a concentraciones elevadas del metabolito reactivo.
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Polimorfismos genéticos de la bomba exportadora de sales biliares
(BSEP, ABCB11) y proteinas resistentes a multidrogas (MRP2, ABCC2)
podrian conducir a un cambio en la funcion y expresion de dichos
transportadores, aumentando la susceptibilidad al desarrollo de
hepatotoxicidad idiosincrasica.

Material y métodos: Se genotiparon los polimorfismos de BSEP
(ABCB11 1331T > C (V444A)) y MRP2 (ABCC2 —24C > T, 4581G > A
(C1515Y), 3563 T > A (V1188E) y 1249 G > A (Val417le)) en pacientes
con toxicidad hepatica inducida por farmacos pertenecientes al Re-
gistro Nacional de Hepatotoxicidad (Andrade et al., Gastroentero-
logy 2005) con una causalidad definida o probable segun la escala
de CIOMS. EL grupo control estuvo constituido por sujetos Caucasi-
cos emparejados por edad, sexo y tipo de farmaco al que habian
sido expuestos. El genotipado se realizd mediante un ensayo de
discriminacion alélicas 5’ con sondas TagMan.

Resultados: En la tabla se muestran las frecuencias genotipicas
de ABCB11 y ABCC2 en los pacientes con hepatotoxicidad y contro-
les. La frecuencia del genotipo variante de ABCB11 1331T > C fue
mayor en pacientes con lesion hepatotoxica del tipo hepatocelular
respecto al grupo control. Los genotipos de ABCC2 C-24T, G1249A,
G4581A y T3563A fueron similares entre pacientes y controles.

Conclusiones: Nuestros datos sugieren que el polimorfismo
ABCB11 1331T > C podria ser un factor de susceptibilidad al desa-
rrollo de dafo hepatico inducido por farmacos de tipo hepatocelu-
lar. Sin embargo, los polimorfismos estudiados de ABCC2 no pare-
cen estar implicados en la susceptibilidad a desarrollar DILI.

Proyecto parcialmente financiado por el SAS PI-0082/2007 y por
la Agencia Espanola del Medicamento

EL TRATAMIENTO CON N-ACETIL,CISTEiNA Y UN ANALOGO
DE SOD ESTABILIZA LA EXPRESION Y LA ACTIVIDAD

DE LOS COMPLEJOS MITOCONDRIALES Y PREVIENE

LA MUERTE CELULAR EN HEPATOCITOS HUMANOS

EN CULTIVO

R. Gonzalez?, A.B. Hidalgo?, G. Ferrin?, |. Ranchal?, S. Gonzalez?,
R.1. Bello?, P. Lopez-Cillero®, G. Costan?, M.A. Gomez¢,

G. Lopez-Lluchd, M. Santos-Gonzaleze, J. Bricefo®, Rufian®,

J.M. Villalbae, P. Navas?, M. de la Mata® y J. Muntané?

aLiver Research Unit. Cérdoba. Espafa.

®Departamento de Cirugia. Hospital Reina Sofia. Cérdoba. Espafia.
cUnidad Cirugia HBP-THO. Hospital Virgen del Rocio. Sevilla.
Espana.

4CABD. Universidad Pablo Olavide. Sevilla. Espania.
eDepartamento de Biologia Celular. Fisiologia e Inmunologia.
Universidad de Cordoba. Cérdoba. Espana.

Introduccién: La N-acetilcisteina (NAC) y un analogo de la supe-
roxido dismutasa (MnTBAP) reducen el estrés oxidativo y muerte
celular en diversos modelos experimentales. La muerte celular por
D-galactosamina (D-GalN) se relaciona con disfuncion mitocondrial
y estrés oxidativo en hepatocitos.

Objetivos: El estudio investiga los mecanismos intracelulares de
prevencion por NAC y SOD de la muerte celular en hepatocitos.

Material y métodos: Los hepatocitos se aislaron de biopsias he-
paticas obtenidas de pacientes sometidos a reseccion hepatica.
NAC (0,5 mM) y MnTBAP (Mn(lll)tetrakis(4-benzoic acid) porphyrin
chloride (1 mg/ml), se co-administraron con D-GalN (40 mM) en
hepatocitos humanos en cultivo. Se determinaron parametros de
muerte celular, asi como el estrés oxidativo, coenzima Q (Q), GSH,
la actividad y la expresion de diversos complejos mitocondriales.

Resultados: La muerte celular por D-GalN se asocio con la induc-
cion del estrés oxidativo, oxidacion de Q, deplecion de GSH y re-
duccidn de la actividad de los complejos I+l y lI+l1l mitocondriales.
NAC y MnTBAP redujeron la muerte celular, previnieron la oxida-
cion de Q, redujeron el estrés oxidativo mitocondrial y restauraron

la expresion proteica de diversas subunidades y la actividad de los
complejos I+lll 'y II+1Il en mitocondrias.

Conclusién: 1) La deplecion en Q mitocondrial es clave en la
disfuncion mitocondrial y muerte celular por D-GalN. 2) El efecto
beneficioso de NAC se relaciona con la prevencion de la oxidacion
de Q, estabilizacion de la funcidn mitocondrial y prevencion de
muerte celular.

EL TRATAMIENTO CON VASOCONSTRICTORES

EN EL SINDROME HEPATORRENAL TIPO-1 SECUNDARIO
A PERITONITIS BATERIANA ESPONTANEA MEJORA
SIGNIFICATIVAMENTE LA FUNCION RENAL Y AUMENTA
LA SUPERVIVENCIA

M. Rivero, M.A. Rodriguez-Gandia, G. Arranz, X. Garcia-Aguilera,
V.F. Moreira, J.M. Milicia y L. Ruiz del Arbol

Unidad de Hemodindmica del Servicio de Gastroenterologia,
Hospital Ramén y Cajal. Universidad de Alcald. Madrid. Espana.

Introduccion: El tratamiento del Sindrome Hepatorrenal tipo-1
(SHR) con vasoconstrictores y albumina es eficaz en aproximadamen-
te el 40% de los pacientes. El SHR ocurre también durante infecciones
bacterianas activas (IBA), fundamentalmente, peritonitis bacteriana
espontanea (PBE). Previamente, los estudios terapéuticos no han in-
cluido a los pacientes con SHR e IBA hasta después de la curacion de
la infeccion. Actualmente, el SHR tipo-1 incluye pacientes con IBA
pero sin shock séptico, sin embargo, la eficacia del tratamiento en
estos enfermos no ha sido evaluada en estudios controlados.

Objetivos: Determinar la eficacia del tratamiento vasoconstric-
tor en pacientes con SHR tipo-1 secundario a peritonitis bacteriana
espontanea (SHR-PBE), estimada por mejoria de la funcion renal y
la supervivencia.

Material y métodos: Estudio prospectivo, comparativo en pa-
cientes con cirrosis hepatica y SHR tipo-1 sin IBA (SHRsinIBA) (n =
21) y con SHR-PBE (n = 20) los cuales recibieron tratamiento com-
binado con terlipresina (1-2 mg/4 h iv) y albamina (1 g/kg seguido
de 20-40 g/dia) durante un maximo de 15 dias. Se determiné en
condiciones basales y al final del tratamiento, parametros de fun-
cion renal y hepatica, la actividad plasmatica de renina, aldostero-
na y noradrenalina. La mejoria de la funcion renal se definié por
disminucion de la creatinina sérica inicial hasta < 1,5 mg/dl (res-
puesta completa).

Resultados: Basalmente, ambos grupos de enfermos fueron simi-
lares en la funcion renal. Los pacientes del SHR-PBE tenian un sig-
nificativo deterioro de la funcion circulatoria manifestado por me-
nor presion arterial media (70 vs. 75 mmHg; p < 0,05) y gran
activacion de los sistemas vasoactivos (p < 0,05) en comparacion al
grupo SHRsinIBA. Por el contrario, el grupo SHRsinIBA presentaba
mayor grado de insuficiencia hepatica en comparacion al grupo
SHR-PBE (MELD 34 + 7 vs. 26 + 7 puntos; respectivamente, p <
0,001). La respuesta completa en la funcion renal ocurrio en 15
(68%) pacientes en el grupo SHR-PBE en comparacion con 7 (32%)
enfermos del grupo SHRsinIBA (p = 0,007). Los factores predictivos
independientes de respuesta completa fueron la bilirrubina sérica,
noradrenalina plamatica y el desencadenante del SHR. La supervi-
vencia a los 60 dias fue estadisticamente significativa entre los gru-
pos (SHR-PBE: 55% vs SHRsinIBA 24%; p < 0,05). La respuesta com-
pleta de la funcion renal se asoci6 a una supervivencia mas
prolongada (supervivencia mediana 147 dias vs 13 dias en pacientes
con y sin respuesta completa, respectivamente; p < 0,001). No
hubo diferencias significativas entre los dos grupos con respecto a
la frecuencia de efectos adversos.

Conclusién. La administracion de terlipresina y albimina revier-
te en una elevada proporcion el SHR en pacientes con cirrosis he-
patica y PBE. La respuesta completa de la funcion renal se asocia a
un aumento de la supervivencia.
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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B
EN INMIGRANTES DE AFRICA SUB-SAHARIANA

M. Bottecchia, A. Madejon, P. Rivas, S. Puente, M.D. Herrero,
J. Garcia-Samaniego y V. Soriano

Servicios de Enfermedades Infecciosas y Hepatologia.
Hospital Carlos lll. CIBEREHD. Madrid. Espafa.

Introduccion: El intenso flujo de poblacion inmigrante proce-
dente de diferentes regiones de Africa hacia Espafa puede suponer
el aumento de la incidencia de determinadas infecciones. La pre-
valencia de infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) en las re-
giones sub-saharianas se sitta en torno al 8%-10%, Por otro lado, la
composicion genotipica del VHB en los paises africanos es diferente
de la existente en Espana. Por este motivo, el objetivo de este es-
tudio fue investigar la epidemiologia molecular de los inmigrantes
sub-saharianos con infeccion croénica por el VHB en un centro de
referencia en Madrid.

Métodos: Se realizé un estudio retrospectivo en 1705 inmigran-
tes de Africa sub-sahariana (1.295 [76%] procedentes de Guinea
Ecuatorial, 1.129 [66,2%] varones, edad media 35,6 + 11,6 afos)
atendidos en un hospital de referencia en Madrid. La serologia del
VHB se determin6 mediante una técnica comercial de EIA (BioRad).
La cuantificacion del ADN-VHB se realizd en los pacientes HBsAg-
positivos con muestras de plasma disponibles mediante un ensayo
comercial de PCR en tiempo real (Abbott, limite de deteccion: 10
Ul/ml). La identificacion de los genotipos del VHB se realizo me-
diante secuenciacion de la region codificante de la polimerasa del
VHB con un procedimiento comercial (Trugene, Siemens), y un ana-
lisis filogenético posterior.

Resultados: Ciento diecisiete (6,86%) pacientes tenian HBsAg-
positivo y no habian recibido nunca tratamiento para la hepatitis B.
El ADN-VHB fue positivo en 27 (51,9%) de los 52 pacientes con
muestras de plasma disponibles (20 [74%] varones, 18 [67%] proce-
dentes de Guinea Ecuatorial y 23 [85%] HBeAg-negativo). La cifra
media de carga viral fue de 0,03 X 10° Ul/ml. Cinco pacientes
(18,5%) presentaron coinfeccion por VIH, 3 (11%) anticuerpos fren-
te al virus de la hepatitis delta (VHD) y un paciente presentaba
coinfeccion por VIH y VHD. La distribucion de los genotipos del VHB
fue la siguiente: A: 19 (A1:5y A3:14), E:6 y D:2.

Conclusiones: Estos resultados evidencian una tasa de deteccion
del ADN-VHB relativamente baja en los inmigrantes procedentes de
Africa sub-sahariana, donde la mayoria pueden considerarse porta-
dores inactivos. Por otro lado, se ha observado una elevada inci-
dencia de infeccion por el subtipo A3, poco frecuente en Espaia.

ESTUDIO DE DISTRIBL}CION DE GENOTIPOS

Y VARIABILIDAD GENETICA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS
DELTA EN PACIENTES ESPANOLES, CON Y SIN INFECCION
POR VIH

A. Madejon, M. Bottecchia, B. Rodés, M. Sanchez-Carrillo,
M. Romero, J. Garcia-Samaniego y V. Soriano

Servicios de Enfermedades Infecciosas y Hepatologia. CIBEREHD.
Hospital Carlos Ill. Madrid. Espana.

Introducién: La complejidad de las cuasiespecies virales y la
composicion genotipica son factores importantes que afectan a la
evolucion de la enfermedad hepatica crdnica en pacientes con he-
patitis cronica B y C. Sin embargo, no existen datos concluyentes
acerca de la variabilidad genética del virus de la hepatitis delta
(VHD) en pacientes con hepatitis cronica por VHD (HCD).

Pacientes y métodos: Se incluyeron muestras retrospectivas de
suero de 16 pacientes con HCD y ARN-VHD positivo (7 coinfectados
por VIH). Las vias de transmision en los pacientes sin infeccion por
VIH fueron drogadiccion parenteral en 5 (56%) pacientes y contacto
sexual en 4 (44%). Todos los pacientes VIH-positivos se infectaron

por el VHD a través de practicas de drogadiccion. En todas las
muestras se amplificd un fragmento del genoma del VHD de 576
bases que contenia las regiones autocataliticas y la region codifi-
cante de los ultimos 90 aminoacidos del antigeno delta. Los ampli-
cones se analizaron mediante secuenciacion directa (DNA sequen-
cing kit, Applied Biosystems). Finalmente se realizd un analisis
filogenético con el paquete de programas SegMan que incluyo se-
cuencias tipo de los 7 genotipos descritos del VHD.

Resultados: Todas las muestras analizadas correspondian al ge-
notipo | del VHD. El analisis filogenético demostro la existencia de
dos grupos de secuencias con una composicion diferencial de se-
cuencias procedentes de pacientes VIH positivos y negativos. Asi,
6/7 (85%) de las secuencias del VHD de pacientes VIH-positivos se
agrupaban en la primera rama constituyendo el 60% (6/10) de las
secuencias. Por el contrario, la segunda rama estaba mayoritaria-
mente compuesta por secuencias del VHD procedentes de pacien-
tes VIH-negativos (4/5: 80%). La distancia evolutiva entre las se-
cuencias de ambos grupos fue diferente: la primera rama que
contenia un mayor porcentaje de secuencias de pacientes con in-
feccion por VIH fue mas homogénea (distancia media + DE: 0,051 +
0,027 vs 0,081 + 0,123). El analisis filogenético a nivel de aminoa-
cidos mostro el mismo patron de division de secuencias en dos gru-
pos obtenido en el analisis de nucleétidos. No se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de
secuencias en las cifras de carga viral B y delta, si bien los titulos
de ARN-VHD tendieron a ser mayores en las muestras de los pacien-
tes VIH positivos (media + DE: 4,7 X 107 vs 1,4 X 107; p = NS).

Conclusiones: El genotipo | del VHD es la variante predominante
en pacientes espafoles con HCD. La poblacion de secuencias circu-
lantes del VHD en pacientes VIH-positivos parece ser mas homogé-
nea que en pacientes sin infeccion por VIHOSPITAL. Aunque estas
diferencias podrian explicarse por las distintas vias de transmision
en ambos grupos de pacientes, no se puede descartar la existencia
de procesos de seleccion positiva de determinadas variantes del
VHD en pacientes infectados por VIHOSPITAL

ESTUDIO DE LA GLUTAMINASA DEPENDIENTE DE FOSFATO
POR BLUE-NATIVE PAGE: UNA APROXIMACION
PROTEOMICA

M.M. Diaz-Herrero®®, M. Jover®, M. Romero-Gomez® y J. Bautista?

2Departamento de Bioquimica, Bromatologia, Toxicologiay M.L.
Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla. Sevilla. Espafia.
SUGCED-CIBERehd. Hospital Universitario Valme. Sevilla. Espaia.

Introducciéon: La glutaminasa activada por fosfato (PAG; E.C.
3.5.1.2) es la principal enzima responsable de la hidrolisis de glu-
tamina a glutamato y amonio. Existen dos isoenzimas: K-PAG, pre-
sente en rindn, musculo e intestino y la isoenzima L-PAG, presente
principalmente en higado y cerebro. La enzima puede encontrarse
como dimero inactivo y/o como tetramero o polimero activo. La
forma dimérica es soluble en la matriz mitocondrial, mientras que
el tetramero activo esta unido a la cara externa de la membrana
mitocondrial interna.

Objetivos: Identificar la proteina PAG mediante una técnica ba-
sada en la Blue-Native PAGE (BN-PAGE) y MS, que nos permita iden-
tificar y cuantificar simultaneamente las formas activas e inactivas
de la PAG en diferentes tejidos.

Materiales: Se han utilizado extractos mitocondriales higado,
cerebro, rindn e intestino delgado.

Blue-Native PAGE: de acuerdo con el procedimiento descrito por
Schagger y revisado por Reisinger, permite la separacion de com-
plejos multiproteicos en su forma nativa con una alta resolucion.

Espectrometria de masas: las bandas seleccionadas se han some-
tido a digestion triptica in gel y se analizaran por espectrometria
de masas (fingerprinting) mediante la técnica de MALDI-TOF.
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Resultados: En la figura 1 se muestra la separacion de extractos
mitocondriales de rifén, intestino y cortex de rata; y en la figura-2
se muestra la identificacion de la K-PAG mediante técnicas de im-
munoblotting. La banda detectada presenta un tamano de unos 400
kDa, lo que corresponde a una estructura hexamérica.

Conclusiones: La BN-PAGE nos permite detectar y cuantificar si-
multaneamente la PAG mediante técnicas de MS.

Agradecimientos: FIS PI040384 y P1070425.

ESTUDIO OBSERVACIONAL, PROSPECTIVO .

DE SEGUIMIENTO DEL TRATAMIENTO CON INTERFERON
ALFA 2A PEGILADO ASOCIADO A RIBAVIRINA EN PACIENTES
CON HEPATITIS C CRONICA GENOTIPO 1 CON NIVELES
NORMALES DE ALT. ANALISIS INTERMEDIO DE EFICACIA

J.L. Calleja?, B. Ruiz-Antoran?, J. Garcia-Samaniego®, R. Morillasc,
R. Moreno?, J.C. Erdozaine, R. Martin-Vivaldif, D. Suarezs,

L. Grande Santamaria", R. Sol&', F. Bafios’, M. Miras*, M.A. Alvarez,
A. Castro™, M. Jiménez Pérez", M. Vergara Gomez°, B. Pefas?,

L. Bonetr, J. Salmero6nd, M. Moreno’, F. Jorquera®

y J. de la Revilla?; por el Grupo Espanol para el Manejo

de la Infeccion por VHC y Transaminasas Normales

2Hospital Puerta de Hierro. Majadahonda. Madrid. Espafa.
®Hospital Carlos Ill. Madrid. Espafia.

‘Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona. Barcelona. Espafia.
dHospital La Princesa. Madrid. Espaia.

¢Hospital la Paz. Madrid. Espafa.

fHospital Virgen de las Nieves. Espafia.

¢Hospital Arquitecto Marcide. Espafia.

PHospital de Valme. Sevilla. Espana.

Hospital del Mar. Barcelona. Espafia.

iConsorci Sanitari Integral de L’Hospitalet. Barcelona. Espafa.
“Hospital Virgen Arrixaca. Murcia. Espafa.

‘Hospital Altahia de Manresa. Barcelona. Espafia.

mHospital Juan Canalejo. La Corufia. Espana.

"Hospital Regional Carlos Haya. Mdlaga. Espafia.

°Hospital Parc Tauli. Barcelona. Espafa.
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9Hospital San Cecilio. Espana.

"Hospital General de Fuerteventura. Espafa.

sHospital de Leon. Ledn. Espania.

Introduccion: Del 25 al 46% de los pacientes con hepatitis C créni-
ca tienen niveles de transaminasas normales. El estudio que permitio
avalar el tratamiento de estos pacientes con transaminasas normales
utiliz6 dosis de rivabirina de 800 mg/dia. Sin embargo la dosis actual
recomendada es de 1.000-1.200 para genotipos 1. Por ello se consi-
dera atil confirmar los resultados del estudio, en condiciones de
practica clinica habitual con las dosis estandar de ribavirina.

Objetivos: Evaluar la respuesta al tratamiento con Peginterferon
alfa-2a asociado a ribavirina a dosis estandar (1.000-1.200 mg/dia)
en la erradicacion del virus C en genotipo 1. En este andlisis inter-
medio se ha evaluado la respuesta virologica rapida (RVR: ARN-VHC
< 50 IU/ml en la semana 4), la respuesta virologica precoz (RVP:
ARN-VHC negativo o disminucion = 2 log en la semana 12 de trata-
miento), y la respuesta virologica sostenida (RVS: persistencia de la
respuesta completa en las 24 semanas post tratamiento).

Métodos: Estudio multicéntrico, observacional, prospectivo de
seguimiento del tratamiento con interferdn alfa-2a pegilado aso-
ciado a ribavirina. Se han incluido pacientes de ambos sexos con
edades comprendidas entre los 18 y los 70 afos, con evidencia de
infeccion por VHC genotipo 1 y con cifras de ALT normales (< 40
Ul/ml) durante al menos 2 ocasiones en los ultimos 12 meses.

Resultados: Se han incluido para este analisis intermedio un to-
tal de 98 pacientes (31 varones, 67 mujeres). Un 74% de los pacien-
tes incluidos presentaba cargas virales basales = 600.000 1U/ml,

con una carga viral media de 8.241.833 IU/ml (+ 42.156.310 U/
ml). La respuesta viral rapida (RVR) fue del 22,6%. La tasa de RVR
fue significativamente mayor en pacientes con carga viral baja
(47,1 vs 13,3%) (p < 0,05). La tasa de pacientes con respuesta viral
precoz (RVP) ha sido de 93,3% sin observarse diferencias significati-
vas entre los pacientes con carga viral alta y baja. La tasa de res-
puesta viral sostenida (RVS) fue del 71,7%. El subgrupo de pacien-
tes con carga viral inicial alta (= 600.000 IU/ml), presento una RVS
69,7 vs 83,3% del grupo con carga viral baja, sin diferencias esta-
disticamente significativas.

Conclusiones: 1) En pacientes con infeccion cronica por virus C
y ALT normal el tratamiento con Peginterferon alfa 2.2 y Ribavirina
consigue una tasa de RVS del 71,7% en el analisis intermedio. 2)
Esta tasa de RVS, conseguida con dosis estandar de Ribavirina, es
superior a la publicada en los estudios de registro con dosis bajas
de Ribavirina.

ESTUDIO PROSPECTIVO ALEATORIZADO DE TERAPIA
ANTIVIRAL POST-TRASPLANTE: EFECTO DEL TIPO
DE IFN-PEGILADO E INMUNOSUPRESION DE BASE

C. Ortiz>f, F.X. Lopez-Labradors¢¢, R. Cafada®f, B. Risalde>f,
V. Aguilera®f, M. Prieto®’ y M. Berenguer®f

aUnidad de Inmunidad Experimental. Hospital la Fe. Valencia.
Espana.

®Servicio de Medicina Digestiva. Hospital la Fe. Valencia. Espafa.
CSISP. Servicio de Salud Publica. Generalitat Valenciana.
Valencia. Espafa.

dUnidad de Genética Evolutiva. Institut Cavanilles de Biodiversitat
i Biologia Evolutiva. Universitat de Valencia. Valencia. Espafia.
eCIBER-ESP (Centro de Investigacion Biomédica en Red

en Epidemiologia y Salud Publica). Madrid. Espafia.

fCIBER-EHD (Centro de Investigacion Biomédica en Red

en Enfermedades Hepdticas y Digestivas). Instituto de Salud
Carlos Ill. Madrid. Espana.

Introduccioén: La terapia antiviral post-trasplante de higado (TH)
posee una eficacia limitada. Es interesante determinar los factores
asociados con la repuesta virologica sostenida (RVS).

Objetivo: Determinar si la cinética de respuesta viral en recep-
tores de TH tratados con peglFN-ribavirina cambia en funcion de la
inmunosupresion de base (tacrolimus-Tac vs ciclosporina-CsA) y
tipo de IFN (pegintron vs pegasys).

Métodos: Estudio prospectivo aleatorizado iniciado en 2006 y ac-
tualmente en curso, de pacientes sometidos a TH aleatorizados a
recibir pegintron vs pegasys en combinacion con ribavirina. En 16
pacientes de TH (Tac-pegasys, n = 4, Tac-pegintron, n = 4; CsA-pe-
gasys, n = 4; CsA-pegintron, n = 4) y en 4 immunocompetentes (2
Pegintron and 2 Pegasys) se realizo un detallado estudio cinético.

Resultados: De 65 pacientes aleatorizados durante 2006-2007,
se dispone del seguimiento completo (6 meses postratamiento) de
25 pacientes (pegasys, n = 13; pegintron, n = 12); 21 hombres, con
una mediana de edad de 58 afios (rango: 39-69). La inmunosupre-
sion de base consistio de Tac en 17 y CsA en 8. La RVS total (24%) no
present6 diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos (pegasys 31% vs pegintron 17%, p = 0,6). La RVS no presento
diferencias en funcion de la inmunosupresion de base (tacrolimus:
29% vs ciclosporina: 13%; p = 0,6). Las Unicas variables asociadas
con la RVS fueron la viremia basal (p = 0,05) y la respuesta virolo-
gica rapida (p = 0,006). No se observaron diferencias en el descen-
so de la carga viral al dia 1, semana 1, mes 1y mes 3 en los 4 gru-
pos. Se observa una tendencia hacia un descenso mas pronunciado
de la carga viral en los 3 puntos temporales en los 4 pacientes in-
munocompetentes comparados con los 16 de THOSPITAL

Conclusiones: En la hepatitis C recurrente, no hay diferencias en
la cinética viral temprana entre el IFN pegilado alfa-2a 'y 2b a pesar
de la diferente inmunosupresion basal (Tac vs CsA).
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EVALUACION DE LA HIPERTENSION PORTAL )
CLINICAMENTE SIGNIFICATIVA MEDIANTE ELASTOGRAFIA
HEPATICA

L. Gomez-Escolar?, J.M. Palazon?, J. Portilla®, E. Alcarazs,
M. Niveiroc, F. de Espaia’y M. Pérez-Mateo®

2Unidad Hepadtica. Hospital General Universitario de Alicante.
Alicante. Espafia.

Unidad de Enfermedades Infecciosas. Hospital General
Universitario de Alicante. Alicante. Espana.

cServicio de Anatomia Patolégica. Hospital General Universitario
de Alicante. Alicante. Espaha.

dUnidad de Radiologia Vascular. Hospital General Universitario
de Alicante. Alicante. Espaha.

eServicio de Medicina Interna. Hospital General Universitario

de Alicante. Alicante. Espana.

Introduccion: El gradiente de hipertension portal (GPVH) es un
marcador prondstico en los pacientes con cirrosis hepatica. Un
GPVH = 10 mmHg predice el desarrollo de complicaciones de la
cirrosis, incluso la muerte. La medicion del GPVH se realiza me-
diante el estudio hemodinamico hepatico. La elastografia hepatica
(EH) es un método no invasivo que, mediante la determinacion de
la rigidez hepatica, es capaz de detectar la presencia de la fibrosis
hepatica.

Objetivos: El objetivo principal del estudio es la evaluacion de
la hipertension portal clinicamente significativa mediante la EHOS-
PITAL Los objetivos secundarios son determinar la relacion entre el
GPVH y los parametros de clasificacion histologica, especialmente
en el subgrupo de pacientes con virus de inmunodeficiencia huma-
na (VIH).

Material y métodos: 29 pacientes con enfermedad hepatica cro-
nica de diversa etiologia provenientes de la Unidad de Hepatologia
o de la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital General
Universitario de Alicante, a los cuales se les realiza una medicion
del GPVH junto con una biopsia transyugular y la elastografia hepa-
tica.

Resultados: El GPVH = 10 mmHg esta presente en 25 pacientes
y presenta una correlacion con la elastografia hepatica r = 0,713
con p < 0,0001. El area bajo la curva COR es de 0,94 (0,82-1,06).
Con un punto de corte para la prediccion de hipertension portal
significativa de 17,15 Kpa, se obtiene una S 96% y VPP 79%. Exis-
ten 4 parametros histoldgicos relacionados de manera indepen-
diente con la hipertension portal clinicamente significativa, me-
dida mediante EH: el engrosamiento septal, la nodularidad mixta,
la pérdida de los espacios porta y la perdida de venas centrolo-
bulillares, con p < 0,0001. La hipertension portal clinicamente
significativa, medida por GPVH, se relaciona de manera indepen-
diente con la nodularidad mixta y la pérdida de espacios porta,
con p < 0,0001. Los pacientes con infeccion VIH presentan con
mayor frecuencia hipertension portal significativa. (100 versus
81%, p < 0,05).

Conclusion: La elastografia hepatica representa un método no
invasivo para la identificacion de hipertension portal clinicamen-
te significativa. Existen parametros histologicos que se relacio-
nan de manera independiente con la presencia de hipertension
portal.

EVALUACION DEL TRATAMIENTO DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR (HCC) INDUCIDO POR HEPADNAVIRUS
CON UN VECTOR BASADO EN EL VIRUS DEL BOSQUE
DE SEMLIKI (SFV) QUE EXPRESA IL-12 EN UN MODELO
DE MARMOTA

J.R. Rodriguez-Madoz?, S.D. Butler®, J.I. Quetglas?,

M. Ruiz-Guillén?, I. Otano?, J. Crettaz?, K. Hospital Liu®,

I.A. Tochkov®, C.A. Bellezza®, N.L. Dykes®, B.C. Tennant®,

J. Prieto?, G. Gonzalez-Aseguinolaza?, C. Smerdou® y S. Menne®

2Divisién de Terapia Génica y Hepatologia. Facultad de Medicina.
Centro para la Investigacion Médica Aplicada. Universidad

de Navarra. Pamplona. Espana.

bGastrointestinal Unit. Department of Clinical Sciences, College
of Veterinary Medicine. Room C-2005 Cornell University. Ithaca.
New York. USA.

La infeccion de marmotas con el virus de la hepatitis de la mar-
mota (Woodchuck Hepatitis virus, WHV) es un modelo de mamifero
bien caracterizado para estudiar la patogénesis producida por el
virus de la hepatitis B (HBV), y también para evaluar en un estadio
preclinico las vacunas y drogas generadas para prevenir las secue-
las derivadas de la hepatitis B. Los hepatocarcinomas inducidos por
el WHV se caracterizan por su heterogeneidad, por presentar una
tasa lenta de crecimiento y un tamano similar al observado en pa-
cientes humanos con HCC inducido por el HBV. Todo esto hace que
este sea un buen modelo en el cual realizar los estudios preclinicos
de terapia génica antitumoral. Los vectores basados en el SFV que
expresan elevados niveles de IL12 (SFV-enh-IL12) han demostrado
ya poseer una potente actividad antitumoral en roedores de peque-
no tamano. En este trabajo, en primer lugar evaluamos la capaci-
dad infectiva de vectores basados en SFV en marmotas que habian
progresado a un estadio terminal de HCC. Para ello, se inyectaron
intratumoralmente 3 X 10° particulas virales (pv) de SFV expresan-
do luciferasa o IL12, lo que result6 en una elevada expresion de
luciferasa en los tumores y en la deteccion de IL12 en suero, res-
pectivamente. Posteriormente, determinamos la eficacia antitu-
moral de estos vectores inyectando intratumoralmente en marmo-
tas una Unica dosis de 3 X 10°pv (n = 2), 6 X 10° pv (n = 2) de
SFV-enh-IL12, o suero salino como placebo (n = 4). En tres de las
cuatro (75%) marmotas tratadas con el vector SFV-enh-IL12, se ob-
servo una regresion parcial de los tumores durante las cuatro pri-
meras semanas de tratamiento, tras las cuales los tumores recupe-
raron su tamafo original. En este trabajo también se discutiran los
efectos que tiene la inoculacion de SFV-enh-IL12 sobre la carga vi-
ral y antigénica, asi como sobre la induccion de respuesta celulares
frente al WHV.

EVOLUCION DE LA ACTIVACION SISTEMICA DEL SISTEMA
INMUNE-INFLAMATORIO EN CIRROSIS EXPERIMENTAL:
RELACION CON LA INFLAMACION EN GANGLIO LINFATICO
MESENTERICO (GM) Y HEPATICO (GH)

M. Ubeda®, L. Mufioz*®, M.J. Borrero®®, M. Lario*®, R. Francésbs,
L. L'ledéa, J. Monserrat®®, E. Sanz?, A. de la Hera®, J. Such<,
M. Alvarez-Mon*®d y A, Albillos*P¢

aDepartamento de Medicina. Universidad de Alcald.

Alcald de Henares. Madrid. Espana.

bCiberhed.

‘Hospital General. Alicante. Espana.

dHospital Principe de Asturias. Alcald de Henares. Madrid. Espana.
eHospital Ramén y Cajal. Madrid. Espana.

Introduccion: La activacion sistémica del sistema inmune-infla-
matorio es clave en la evolucion de la cirrosis (cir). A su patogenia
contribuye la recirculacion de células inmunes activadas en GM por
traslocacion bacteriana intestinal (TB). Se desconoce la secuencia
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Th-CD134* (%) Sangre GM GH
Control 2,6 +1 6,3+2 5.8 +1
C compensada 9,1 +4* 11,1£3* 14 + 5*

C descompensada 13,7 + 6** 16 + 2% 20,2 + 6*

p < 0,05 * vs. control, ¥ vs. compensada

de esta activacion en la evolucion de la cir, y la contribucion de
otros territorios del sistema inmune, como GHOSPITAL Objetivos:
Investigar en cir experimental compensada (sin ascitis) y descom-
pensada (con ascitis) la: 7) secuencia de activacion del sistema in-
mune en la circulacion sistémica, GM y GH; 2) contribucion de di-
ferentes compartimentos a la activacion sistémica, y 3) relacion
con TB.

Método: Andlisis por citometria de flujo de células T cooperado-
ras (Th) y monocitos de sangre periférica, GM y GH, en ratas cir por
CClL,, sin (n = 8) y con ascitis (n = 9), y controles (n = 7).

Resultados: Las ratas con cir compensada presentan activacion
del sistema inmune, expresada por aumento de células T coopera-
doras (Th) recientemente activadas (Th-CD134*), Th efectora no
terminada y monocitos en sangre, GM y GHOSPITAL Estas poblacio-
nes aumentan en los mismos compartimentos en cir descompensa-
da, pero el grado de activacion es mayor. Existe correlacion directa
(p < 0,05) entre el % de células Th-CD134* de sangre y el del GH (r
=0,59) en cir compensada, y el del GM (r = 0,80) en descompensa-
da. Existio TBI a GM, definida por cultivo convencional, en 33% de
ratas con cir descompensada, y en ninguna compensada. Se identi-
fico DNA bacteriano en GM en 60 y 100% de ratas con cir compensa-
da y descompensada. La decontaminacion intestinal con antibioti-
cos atenud la activacion inmune de GM en ratas con cir compensada
y descompensada, pero sélo disminuy6 la inflamacion sistémica en
esta Ultima.

Conclusién: La activacion sistémica del sistema inmune se inicia
en cir compensada y su intensidad aumenta al progresar la enfer-
medad. Se debe a recirculacion de células inmunitarias activadas
en GH en cir compensada y en GM en descompensada. La TB esti-
mula precozmente una respuesta inflamatoria en GM.

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON EL DESARROLLO
DE DIABETES MELLITUS DE NOVO EN PACIENTES
INMUNOSUPRIMIDOS CON TACROLIMUS

L. Gonzalez-Diéguez, V. Cadahia, P. Alonso, M.G. Mayor,
L. Rodrigo y M. Rodriguez

Unidad de Hepatologia. Servicio de Digestivo. Hospital
Universitario Central de Asturias. Oviedo. Espana.

Introduccion: El desarrollo de diabetes mellitus de novo (DMDN)
tras el trasplante hepatico incrementa las complicaciones cardio-
vasculares. Hasta el momento, no se han realizado estudios en gru-
pos homogéneos de pacientes trasplantados utilizando los criterios
de la ADA.

Objetivo: Determinar la prevalencia de DMDN al afio del tras-
plante en pacientes inmunosuprimidos con tacrolimus e identificar
posibles factores de riesgo.

Pacientes y métodos: Se utilizaron los criterios de la ADA para el
diagndstico de DMDN (glucemia basal en ayunas 3126 mg/dl) y de
glucemia anormal en ayunas(glucemia 100-125 mg/dl). Se incluy6 a
100 pacientes sin diabetes, sometidos a un primer trasplante, se-
guidos al menos durante un ano y que recibieron tacro+esteroides
(retirada de esteroides al 3.° mes para los trasplantados por cirrosis
virica y entre el 3-6.° mes para el resto). Etiologia de la enferme-
dad: alcohol (45%), VHC (35%) y otras (20%). Se analizaron las si-

guientes variables preTHO: glucemia basal, edad, sexo, anteceden-
te familiar de DM, infeccion VHC, IMC, cociente TG/HDL-colesterol
(como indice indirecto de resistencia a la insulina) y posTHO: IMC
al primer afo, nivel de tacro a 3, 6 y 12 meses, inmunosupresion
con MMF y dosis de esteroides.

Resultados: Al afo, el 27% tenian una DMDN. La prevalencia de
DMDN fue del 42% en cirrosis VHC, 22% cirrosis alcohol y 10% otras.
La existencia de DMDN no se asoci6 con edad, sexo, IMC ni cociente
TG/HDL-colesterol. La glucemia pretrasplante fue menor en los pa-
cientes que no desarrollaron diabetes frente a los que si (92,1 +
11,8 vs 98,3 + 11,1; p = 0,02). Los pacientes con glucemia anormal
en ayunas no presentaron mayor riesgo de DM (39 vs 22%; p = 0,1),
pero una glucemia >95 mg/dl si se asoci6 con DMDN (37 vs 18%; p =
0,04). La prevalencia de DMDN al afio fue mas frecuente en pacien-
tes con antecedentes familiares de DM (52 vs 20%; p = 0,009) y en
pacientes con infeccion por VHC (43 vs. 17%; p = 0,009). En el ana-
lisis multivariado solo el antecedente familiar de DM y la infeccion
VHC se asociaron a mayor riesgo de DMDN (p = 0,01; p = 0,03). Al
ano del trasplante tenian DMDN el 13% de los pacientes sin ninguno
de los 2 factores de riesgo, el 36% de los que tenian 1y el 66% de
los que tenian ambos. La dosis total de corticoides fue inferior en
los que hicieron DMDN que en los que no lo hicieron (1.850 + 749 vs.
2.709 + 1.968 mg; p = 0,03), y no hubo diferencias significativas en
los niveles de tacro ni en la proporcion de pacientes a los que se
anadio MMF.

Conclusiones: Una cuarta parte de los trasplantados tratados
con tacrolimus desarrollan DMDN. Dos variables sencillas, el ante-
cedente familiar de diabetes y la infeccion por VHC, permiten es-
tratificar a los pacientes antes del trasplante en grupos de diferen-
te riesgo para el desarrollo de DMDN. El conocimiento de estos
factores puede permitir la adopcion de medidas que disminuyan
este riesgo

FACTORES PREDICTIVOS DE MORTALIDAD HOSPITALARIA
EN PACIENTES CIRROTICOS QUE PRECISAN INGRESO
EN UNIDADES DE CUIDADOS CRITICOS

A. Huerta Madrigal, M.V. Catalina Rodriguez, M. Senosiain
Labiano, D. Rincon Rodriguez, C. Ripoll Noiseaux, M. Salcedo
Plaza, A. Matilla Pena, G. Clemente Ricote y R. Bahares Canizares

Servicio de Aparato Digestivo. Hepatologia. Hospital General
Universitario Gregorio Marafon. Madrid. Espafa.

Introduccion: La descompensacion grave en pacientes cirrdticos es
un fendmeno frecuente y con alta mortalidad que motiva la necesi-
dad de cuidados criticos. No existen criterios pronosticos claramente
definidos en esta poblacion que pudieran permitir la adopcion de
medidas agresivas de tratamiento como técnicas de soporte hepatico
artificial o por el contrario, la limitacion del esfuerzo terapéutico.

Objetivo: Analizar los factores predictivos de mortalidad hospi-
talaria (MH) detectados precozmente en pacientes cirroticos agu-
damente descompensados que ingresan en una Unidad de cuidados
criticos (UCC).

Pacientes y método: Analisis prospectivo de pacientes (n = 111)
que requirieron ingreso en UCC entre septiembre de 2007 y agosto
de 2008. Se evaluaron durante las primeras 24 horas del ingreso
variables demograficas (edad, sexo), de la enfermedad hepatica
(grado de Child-Pugh, puntuacion MELD, ascitis y encefalopatia he-
patica), motivo de ingreso en UCC, disfuncion renal (clasificacion
RIFLE) y escalas de deterioro multiorganico (SOFA, OSF). La varia-
ble resultado fue la MHOSPITAL Se utilizé un analisis de regresion
logistica jerarquizado para identificar las variables con valor pre-
dictivo independiente, construyéndose un modelo predictivo. La
capacidad predictiva del modelo fue analizada mediante el analisis
de las curvas ROC, realizandose posteriormente un analisis compa-
rativo de las curvas ROC de diferentes escalas pronodsticas.
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Resultados: Durante el ingreso hospitalario fallecieron 38 pa-
cientes (34,2%), 32 (84%) en el ingreso en UCC. La causa mas fre-
cuente de ingreso en UCC fueron la hemorragia digestiva (n = 40;
36%) y la sepsis grave (n = 40; 36%). En las primeras 24 horas 41
pacientes (36,9%) requirieron ventilacion mecanica y 32 (28,8%)
soporte inotropico. En el analisis univariado, la edad, la necesidad
de soporte inotropico, la presencia de ascitis, la puntuacion OSF, el
motivo de ingreso en UCC, la presencia de encefalopatia hepatica,
la puntuacion MELD y la categoria RIFLE se asociaron a la MHOSPI-
TAL El analisis de regresion logistica multivariante identifico6 como
variables independientes de MH la presencia de ascitis (OR: 45,8;
IC 95% 5,2-403,7), la categoria RIFLE (OR 2,5; IC 95% 1,2-5,2) y la
puntuacion OSF (OR 6,0; IC 95% 2,6-14,2), con una adecuada capa-
cidad predictiva (area bajo la curva ROC: 0,91; IC 95% 0,84-0,96) La
capacidad predictiva del modelo fue superior a la de la puntuacion
MELD (0,83, IC 95% 0,74-0,89; p = 0,046), a la de la puntuacion
SOFA (0,81, IC 95% 0,73-0,88; p = 0,014) y a la de la puntuacion de
Child-Pugh (0,76, IC 95% 0,67-0,84; p = 0,001).

Conclusiones: La presencia de ascitis, la disfuncion renal y el
fallo de varios 6rganos a las 24 horas del ingreso en UCC permiten
identificar a los pacientes cirroticos con mayor riesgo de mortali-
dad hospitalaria. La identificacion de estas variables en los pacien-
tes cirroticos que requieren ingreso en UCC podria contribuir a la
toma de decisiones terapéuticas en este grupo de pacientes.

FIBROSIS HEPATICA Y CELULAS T REGULADORAS
EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA C,
CON Y SIN COINFECCION POR VIH

N.I. Rallén?, M. Lopez?, J. Garcia-Samaniego®, V. Soriano?,
P. Labarga?, P. Barreiro?, M. Romero®, A. Madejon® y J.M. Benito*

aServicio de Enfermedades Infecciosas. Madrid. Espafa.
®Hepatologia. CIBEREHD. Hospital Carlos Ill. Madrid. Espafia.

Introduccion: La coinfeccion por VIH acelera la progresion de la
hepatitis cronica por virus C (VHC). El papel de las células T regu-
ladoras (Treg) en el desarrollo de inflamacion y fibrosis hepaticas
no es bien conocido. En este estudio se analizo la correlacion entre
los niveles de transaminasas (AST y ALT) y GGT, la gravedad de la
fibrosis hepatica y el nivel de las células Treg en pacientes VIH-po-
sitivos y VIH-negativos con hepatitis cronica C.

Métodos: Se incluyé a 70 individuos: 20 controles sanos, 20
VHC+/VIH- y 30 VHC+/VIH+ que no habian recibido tratamiento
para la hepatitis C. Las células Treg se definieron como células
CD4+ T que expresaban Foxp3+ y se analizaron en sangre periférica
por citometria de flujo. El estadio de fibrosis hepatica se determino
por elastometria de transicion (FibroScanr) y la fibrosis avanzada se
definié con una puntuacion por encima de 9,5 KPas. Las diferencias
entre los grupos y la existencia de asociacion entre los distintos
parametros se analizaron con tests no paramétricos.

Resultados: Los pacientes VHC+/VIH+ presentaron niveles mas
elevados de ARN-VHC en el suero y un porcentaje de linfocitos CD4
significativamente mayor que los pacientes VHC-/VIH+. La mediana
[rango intercuartil] del recuento de linfocitos CD4 en los pacientes
coinfectados fue de 426 [420] cels/ml y el 79% recibian tratamien-
to antirretroviral con niveles indetectables de ARN-VIH en plasma.
Las células Treg aumentaron significativamente en los pacientes
coinfectados en comparacion con los controles sanos y los pacien-
tes VHC+/VIH- (test de Kruskall-Wallis, p = 0,002) y se correlacio-
naron inversamente con el porcentaje de CD4 (rho de Spearman =
—0,52; p < 0,0001). Los pacientes VHC+/VIH+ presentaron un esta-
dio de fibrosis avanzada (F3/F4) en mayor proporcion que los mo-
noinfectados por VHC (46 vs 27%). Las cifras de AST/ALT y el por-
centaje de pacientes con elevacion de transaminasas fueron
similares en ambos grupos. Por el contrario, la cifra de GGT fue
significativamente mayor en los pacientes coinfectados. No se ob-

servo ninguna correlacion entre cifra de transaminasas y nivel de
células Treg. Con respecto al estadio de fibrosis, tampoco se obser-
varon diferencias en funcion de la edad, cifra de ARN-VHC o por-
centaje de CD4. Sin embargo, las células Treg aumentaron en los
pacientes con fibrosis hepatica avanzada en comparacion con los
que presentaban F = 2 (2,6% [4,5] vs. 1,4% [1,8], respectivamente,
p =0,1). En el analisis de regresion logistica ni la infeccion por VIH
ni el porcentaje de CD4 se asociaron de modo independiente con
los niveles de células Treg y solo se observo una tendencia entre
niveles de Treg y estadio de fibrosis (R = 0,3, p = 0,06).

Conclusiones: El nivel de células Treg aumenta significativamen-
te en pacientes VHC+/VIH+ y en los que presentan estadios avan-
zados de fibrosis. Estos resultados sugieren que las células Treg
pueden jugar un papel en la historia natural de la coinfeccion VHC/
VIHOSPITAL

HETEROGENEIDAD CELULAR EN LA EXPRESION
DE TRANSPORTADORES DE VITAMINA C (SVCT1 Y SVCT2)
EN EL PARENQUIMA HEPATICO NORMAL Y PATOLOGICO

E. Herraez, R.I.R. Macias, C. Hierro, M.J. Monte, F. Jiménez,
F. Gonzalez San-Martin y J.J.G. Marin

Laboratorio de Hepatologia Experimental y Vectorizacion
de Fdrmacos. Hospital Clinico. Universidad de Salamanca.
CIBERehd. Salamanca. Espana.

Introduccion: Entre los principales mecanismos de defensa celu-
lar frente al estrés oxidativo se encuentra la inactivacion de radi-
cales libres por el acido ascoérbico o vitamina C. La disponibilidad
de vitamina C dependen de la entrada a las células de este anion
organico, lo que requiere de sistemas especificos de transporte.
Recientemente se han identificado las proteinas «sodium-depen-
dent vitamin C cotransporter-1» (SVCT1) y SVCT2, que llevan a
cabo la captacion de vitamina C mediante cotransporte con sodio.

Objetivo: Localizar las isoformas de SVCT en las distintas pobla-
ciones de células hepaticas e investigar la evolucion ontogénica de
su expresion en el higado de rata y los cambios de expresion en
hepatopatias que se acompanan de estrés oxidativo.

Métodos: Los niveles de expresion se analizaron mediante RT-
PCR cuantitativa a tiempo real y Western blot y la distribucion tisu-
lar por inmunohistoquimica acoplada a microscopia confocal. Las
muestras humanas procedian de restos de biopsias realizadas con
fines diagnosticos o quirdrgicos. Las distintas situaciones patologi-
cas se catalogaron por las pruebas diagndsticas apropiadas en cada
caso y el analisis bioquimico del suero.

Resultados: En higado de rata se detectaron las dos isoformas,
siendo los niveles de expresion del ARNm de Svct1 mayores que los
de Svct2. La expresion de Svct1 era baja en neonatos de rata y
disminuy6 durante la senescencia comparada con la edad adulta.
La de Svct2 se mantuvo constante desde el nacimiento hasta la
senescencia.

La expresion de Svct1 era detectable en hepatocitos, células
ductulares, endoteliales y de Kupffer. Svct2 se detectd sobre todo
en células endoteliales y de Kupffer. No se encontraron cambios en
la expresion hepatica de ambas isoformas en ratas con diabetes
(inducida por estreptozotocina) ni obesas (Zucker), mientras que la
colestasis por ligadura del conducto biliar disminuyé la expresion
de Svct1 y aumentd la de Svct2, aunque se mantuvo la distribucion
celular caracteristica de la expresion de ambas isoformas en el
parénquima hepatico. En biopsias hepaticas de pacientes con co-
lestasis hepatocelular, cirrosis biliar primaria, ASH/NASH, y hemo-
cromatosis se encontré una sobreexpresion de SVCT1 y SVCT2.

Conclusién: El aumento de expresion de transportadores de vita-
mina C, sobre todo SVCT2, puede constituir un mecanismo de defen-
sa frente a la elevacion en la produccion de radicales libres asociada
a ciertas hepatopatias que se acompaiian de estrés oxidativo.
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HIPERTENSION PORTAL IDIOPATICA EN PACIENTES

CON INFECCION POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA (VIH). UNA CAUSA POCO RECONOCIDA

DE HIPERTENSION PORTAL

J.C. Garcia-Pagan®4, P.E. Chang?, R. Miquel®, J.L. Blanco¢,
M. Laguno<, M. Bruguera¢, J.G. Abraldes*¢y J. Bosch*¢

aHepatic Hemodynamic Laboratory. Liver Unit. Institut

de Malalties Digestives i Metaboliques. Hospital Clinic. Institut
d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS).
Barcelona. Espana.

bServei d’Anatomia Patologica. Centre de Diagnostic Biomeédic
(CDB). Hospital Clinic. Barcelona. Espaiia.

“Infectious Diseases Unit. Hospital Clinic. Barcelona. Espafia.
dCentro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (Ciberehd).

La introduccion de nuevos tratamientos antiretrovirales ha cam-
biado la historia natural de la infeccion por VIHOSPITAL Como con-
secuencia de ello, las enfermedades hepaticas, y especificamente
las complicaciones de la hipertension portal por coinfeccion por el
VHB o VHC estan adquiriendo una especial relevancia.

Reportamos una serie de 8 pacientes con VIH, identificados en
nuestra base de datos de pacientes con hipertension portal no ci-
rrética, que tras un analisis exhaustivo se diagnosticaron de hiper-
tension portal idiopatica (HPI). Describimos sus caracteristicas cli-
nicas, hemodinamica hepatica y sistémica, elastografia hepatica,
cambios histologicos y pronostico a corto y medio plazo.

Cuatro pacientes eran mujeres y la edad media de 47 afhos (36-
57). Todos recibian tratamiento antirretroviral por una mediana de
11 afos (5-16) y la infeccion VIH estaba controlada. La mediana de
tiempo desde el diagnostico de infeccion VIH y deteccion de hiper-
tension portal fue 10,5 anos (6-17). La forma de presentacion fue
hemorragia variceal en 5 pacientes, ascitis en 1 y esplenomegalia
en 2. Las transaminasas eran normales o discretamente elevadas.
La ultrasonografia mostr6 esplenomegalia y permeabilidad del eje
esplenoportal en todos los pacientes. La mediana de gradiente de
presion de venas suprahepaticas (GPVH) fue de 8mmHg (3,5-14,5).
El GPVH fue normal (= 5 mmHg) en 2 pacientes, moderadamente
elevado (GPVH entre 6-10 mmHg) en 4y > 10 mmHg en 2. La hemo-
dinamica sistémica, evaluada en 6 pacientes, mostré circulacion
hiperdinamica con incremento del gasto cardiaco y reduccion de la
resistencia periférica.

La mediana de elastografia hepatica fue de 8,9 kPa (6,8 kPa-14,9
kPa). Seis pacientes tenian un valor > 7,8 kPay 1 > 14,8 kPa, valores
asociados a fibrosis significativa o cirrosis en pacientes con hepati-
tis C. En ningln paciente el valor de elastografia era superior al
valor descrito, en pacientes con cirrosis, predictivo de varices. Sin
embargo, ningln paciente tenia fibrosis hepatica significativa o ci-
rrosis y todos tenian varices esofagicas.

Tras un seguimiento mediano de 15 meses (6-30) todos los pa-
cientes seguian vivos pero 6 (75%) desarrollaron trombosis del eje
esplenoportal. Los pacientes con hemorragia fueron tratados con
ligadura endoscopica y beta-bloqueantes sin presentar recidivas.

Nuestros datos muestran que la HPI es causa de hipertension
portal en pacientes con infeccion VIHOSPITAL Esta etiologia debe
sospecharse cuando existen signos de hipertension portal, con fun-
cion hepatica conservada, un valor de GPVH normal o ligeramente
elevado y/o un valor de elastografia hepatica no concordante con
las manifestaciones clinicas. Estos pacientes desarrollan frecuen-
temente trombosis del eje esplenoportal, lo que obliga a controles
ultrasonograficos seriados y considerar el tratamiento anticoagu-
lante.

HIPONATREMIA HIPOVOLEM[CA EN PACIENTES
CON CIRROSIS. COMPARACION CON LA HIPONATREMIA
HIPERVOLEMICA. ESTUDIO PROSPECTIVO

M.E. Baccaro, M. Guevara, M. Marinelli, E. Urtasun Sotil,
M. Martin-Llahi, A. Nazar, V. Arroyo y P. Ginés

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinic. Universitat
de Barcelona. IDIBAPS. CIBERehd. Ciber de enfermedades
Hepadticas y Digestivas. Barcelona. Espana.

La hiponatremia es una complicacion frecuente de los pacientes
con cirrosis, que se asocia a un mal pronodstico.Se pueden observar
dos tipos de hiponatremia: dilucional o hipervolémica e hipovolé-
mica. El diagnostico diferencial es importante ya que requieren
tratamientos distintos. En la hiponatremia dilucional el objetivo
es aumentar la excrecion de agua libre mientras que en la hipovo-
lémica es aumentar el contenido corporal de sodio. El objetivo de
este estudio fue evaluar de forma prospectiva la frecuencia, ca-
racteristicas clinicas y evolucion de la hiponatremia hipovolémica
en comparacion con la hiponatremia hipervolémica. Se incluyeron
en el estudio todos los pacientes con el diagnostico de hiponatre-
mia (sodio sérico < 130 mEq/L). Los pacientes con hiponatremia
hipervolémica fueron tratados con restriccion hidrica mientras
que los pacientes con hiponatremia hipovolémica fueron tratados
con administracion de suero salino. Durante un periodo de 2 afos
se identificaron 110 pacientes con hiponatremia. Noventa y nueve
(90%) tenian hiponatremia hipervolémica, definida como hipona-
tremia en presencia de ascitis y edemas, y 11 (10%) hiponatremia
hipovolémica, definida como hiponatremia en ausencia de ascitis y
edemas. Los pacientes con hiponatremia hipovolémica presenta-
ron hiponatremia mas intensa en comparacion con los pacientes
con hiponatremia hipervolémica (sodio sérico 121 + 5 vs 125 + 4
mEq/L, respectivamente, p = 0,009). Los pacientes con hiponatre-
mia hipovolémica eran de mayor edad (65 + 10 afos) y presenta-
ban un hematocrito mas elevado (39 + 7%) en comparacion con los
pacientes con hiponatremia hipervolémica (55 + 9 y 31 + 5%, res-
pectivamente; p < 0,05). La presencia de encefalopatia hepatica
en el momento del diagnostico de la hiponatremia fue mas fre-
cuente en los pacientes con hiponatremia hipovolémica que en los
pacientes con hiponatremia hipervolémica (64 vs 19%, respectiva-
mente; p = 0,003). Seis pacientes (54%) con hiponatremia hipovo-
lémica tenian previamente hiponatremia hipervolémica. En 8 de
los 11 pacientes con hiponatremia hipovolémica se observo una
recuperacion del sodio sérico tras el tratamiento. Los 3 pacientes
restantes en los que no aumento el sodio sérico tenian hiponatre-
mia hipervolémica previa. Por el contrario, en los pacientes con
hiponatremia hipervolémica no se observaron cambios significati-
vos en la concentracion de sodio sérico. La supervivencia a los 3
meses de los pacientes con hiponatremia hipovolémica fue similar
a la de los pacientes con hiponatremia hipervolémica (64 vs 63%,
respectivamente, p = 0,785). En conclusion, la hiponatremia hipo-
volémica en los pacientes con cirrosis es frecuente, puede ocurrir
en pacientes con hiponatremia hipervolémica previa y a menudo
se acompana de encefalopatia hepatica. La mayor frecuencia de
encefalopatia hepatica en la hiponatremia hipovolémica podria
ser debida a una mayor intensidad de la hiponatremia y/o a los
efectos de la disminucion rapida de la concentracion de sodio sé-
rico sobre el cerebro.
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IDENTIFICACION PROTEOMICA DE PEPTIDOS
BACTERIANOS EN EL LiQUIDO ASCITICO DE PACIENTES
CON CIRROSIS Y ASCITIS CON CULTIVO NEGATIVO

R. Cafo*®, P. Zapater®<, M. Pérez-Matea®, J. Such®® y R. Francés>®

aCIBERehd. Instituto de Salud Carlos Ill. Madrid. Espana.

bUnidad Hepdtica. Alicante. Espana.

<Servicio de Farmacologia Clinica. Hospital General Universitario.
Alicante. Espanfa.

Introduccion: La presencia de ADN-bacteriano ha sido validada
en el pasado como un marcador indirecto de traslocacion bacteria-
na en pacientes con cirrosis y ascitis. Se ha comprobado su implica-
cion en la activacion del sistema inmune y en la induccion de una
marcada actividad proinflamatoria que empeora el prondstico de
estos pacientes. Sin embargo, la intensidad de la respuesta inmu-
noldgica frente a microorganismos viables o frente a sus productos
puede ser diferente.

Objetivos: Encontrar nuevos marcadores de traslocacion que
complementen y faciliten el diagndstico precoz y la prevencion de
complicaciones de tipo infeccioso en estos pacientes, mejorando
por tanto su pronostico.

Metodologia: Andlisis mediante electroforesis en geles bidimen-
sionales de poliacrilamida del contenido proteico del liquido asciti-
co de pacientes con cirrosis (n = 34), distribuidos de acuerdo con la
presencia (n = 17) o ausencia (n = 17) de ADN bacteriano, y de
cepas bacterianas tipo frecuentes en estos pacientes. Los mapas
proteicos bidimensionales se compararon utilizando PDQuest™ Ad-
vanced (Biorad). La identificacion de posibles marcadores comple-
mentarios de traslocacion se realizo por espectrometria de masas
dentro de la red nacional ProteoRed. Se determinaron los niveles
de TNF-alpha, Interferon-gamma, Interleucina 12 y 6xido nitrico en
muestras de liquido ascitico de todos los pacientes mediante ELISA.
Las diferencias entre grupos se compararon mediante el test de la
U de Mann-Whitney.

Resultados: No se observaron diferencias clinicas o analiticas
entre los dos grupos de pacientes incluidos en el estudio. EL analisis
comparativo de los mapas protedmicos de pacientes con cirrosis y
ascitis y de las cepas bacterianas estudiadas revel6 la presencia de
productos proteicos bacterianos en 7 de los 17 pacientes con ADN-
bacteriano (41%). Las proteinas bacterianas identificadas fueron:
GAPDH-A, Porin ompC y HSP60. No se detecto presencia de pépti-
dos bacterianos en pacientes sin ADN-bacteriano. Los valores de los
mediadores estudiados se muestran en la tabla 1.

Conclusiones: Por primera vez se identifican péptidos de origen
bacteriano en el liquido ascitico de pacientes con cirrosis y ascitis
con cultivo negativo. Su presencia en este medio se asocia con un
incremento significativo en la respuesta inmunologica. La valida-
cion de estos péptidos como marcadores de traslocacion y viabili-
dad bacterianas, asi como la significacion clinica de su presencia en
el medio constituyen los objetivos de futuros trabajos.

TABLA 1

ADN ADN

bacteriano — bacteriano +

Prot bact Prot bact Prot bact

—(n=17) —(n=10) +(n=7)
TNF-alpha (pg/mL) 163 + 43 403 + 101* 608 + 53**
IFN-gamma (pg/mL) 238 + 62 339 + 60* 449 + 81*°
IL-12 (pg/mL) 340 + 85 747 + 156* 937 + 148*°
NOx (nmol/L) 16 + 4 25 + 4* 30 + 8

*p < 0,05 comparado con pacientes sin ADN-bacteriano. *p < 0,05 com-
parado con pacientes con ADN-bacteriano sin presencia de péptidos.

IMPACTO DE LA EDAD DEL DONANTE EN LA RVS
EN PACIENTES TRASPLANTADOS HEPATICOS (TH)
TRATADOS CON IFN-PEG + RIBAVIRINA

A. Rubin, M. Rodriguez, V. Aguilera, M. Prieto, C. Ortiz, F. Gentili,
A. Nevarez, R. Canada, B. Rizadle y M. Berenguer

Servicio de Medicina Digestivo. Hospital La Fe. Valencia
y Ciberehd. Valencia. Espafa.

Introduccién: La terapia antiviral postrasplante posee una efica-
cia limitada. Es interesante determinar los factores asociados con
la respuesta virologica sostenida (RVS).

Objetivos: Determinar si la edad del donante influye en la RVS
en pacientes TH tratados con IFN-peg+ribavirina.

Métodos: 96 pacientes TH (hombres 74%, mediana de edad: 56
anos (37-70)), 87% genotipo 1a o 1b, tratados con IFN-peg+ribavirina
(pegasys: 62%, pegintron 38%) con una mediana de duracion del
tratamiento de 356 dias (rango: 16-623), a los 576 dias (rango: 50-
3.978 dias) desde el trasplante. La inmunosupresion de base fue
tacrolimus-Tac en 62%. El 19% eran cirrdticos y 68% tenian fibrosis
avanzadas al inicio. La mediana de edad del donante fue de 48 afos
(rango: 12-78 anos).

Resultados: Se obtuvo una RVS en 36 pacientes (37,5%). Entre
otras variables estudiadas (género, edad al inicio del tratamiento,
edad del donante, Child-Pugh pretrasplante, historia de fracaso del
tratamiento antiviral pretrasplante, tiempo transcurrido desde el
trasplante, fibrosis basal, viremia, tests de laboratorio e inmunosu-
presion, tipo de IFN-peg, respuesta viral rapida (RVR), respuesta
viral temprana (RVT), genotipo, abandono prematuro del trata-
miento, reduccion de dosis, uso de factores de crecimiento), aque-
llas asociadas a la RVS en analisis univariante fueron la viremia
basal (p = 0,02), RVR (p = 0,002), RVT (p = 0,0001), abandono pre-
maturo del tratamiento (p = 0,02), genotipo (p = 0,05), peso (p =
0,05) y edad del donante (p = 0,007). En pacientes con fibrosis
avanzada y cirrosis existe una tendencia a conseguir menor tasa de
RVS (48 vs 32%, p = 0,09). En el analisis multivariante, solo perma-
necen en el modelo la edad del donante (p = 0,009) y la RVT (p =
0,001). La mediana de edad del donante en el grupo de no respon-
dedores fue de 54 anos (rango: 17-78) vs 44 anos (rango: 12-69) de
los que obtuvieron una RVS (p = 0,007).

Conclusiones: Los donantes afosos estan asociados a una peor
respuesta al tratamiento antiviral con IFN-peg+ribavirina.

IMPACTO DEL CONTROL DE LA HEPATITIS CRONICA C
EN EL ESTADIAJE Y LA SUPERVIVENCIA DE PACIENTES
CON CARCINOMA HEPATOCELULAR EN LA PRACTICA
CLINICA HABITUAL

S. Colly, L. Ilzarbe?, M.D. Giménez?, M. Busta®, J. Sanchez?,
G. Aguilar®, F. Burdio, I. Cirera®, M. Garcia-Retortillo?, N. Canete?,
F. Bory?, J. Perichd, L. Grandec y R. Sola

aSeccion de Hepatologia. Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Barcelona. Espafa.

®Diagnostico por la Imagen. Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Barcelona. Espaia.

<Servicio de Cirugia. IDIMAS. Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Barcelona. Espana.

Introduccion: La vigilancia de los pacientes con hepatitis croni-
ca por VHC (HC-VHC) esta ampliamente recomendada con el fin de
detectar el carcinoma hepatocelular (CHC) en una fase temprana.
No obstante, muchos pacientes con HC-VHC son controlados en
asistencia primaria con un grado de cumplimiento de los programas
de vigilancia desconocido.

Objetivos: Estudiar el estadio en el momento del diagndstico y
la supervivencia de pacientes con HC-VHC y CHC en relacion con su
previo esquema de control.
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Métodos: Durante el periodo 1996-2007 se diagnosticaron 327
pacientes de CHC y HC-VHC. Quince pacientes fueron excluidos por
pérdida del seguimiento o control en otro centro. Los pacientes se
dividieron en tres grupos en funcion de si el control de la HC-VHC
fue realizado por hepatélogos en nuestro hospital (grupo 1: n =
157), por médicos en la Atencion Primaria (grupo 2 n = 80) o si no
fueron controlados (grupo 3: n = 75). Los pacientes se clasificaron
y trataron segun el sistema BCLC por un equipo multidisciplinar.
Fueron seguidos hasta abril de 2008 o hasta su muerte.

Resultados: Se incluyeron 312 pacientes (edad 70 + 0,6 anos,
media + ES, varones 68,6%). La distribucion de pacientes en funcion
del BCLC fue A1: 32 (10,3), A2: 58 (18,6), A3: 63 (20,2), A4: 22
(7,1), B: 65 (20,8), C: 55 (17,6), and D: 17 (5,4). El tratamiento
inicial fue percutaneo en 88 (28,3), reseccion quirlrgica en 10
(3,2), transplante hepatico en 11 (3,5), embolizacion arterial o qui-
mioembolizacion en 62 (19,9), sorafenib en 3 (1%) y sintomatico en
137 (44,1). La probabilidad de supervivencia actuarial global fue
del 63,2y 16,6% a los 12 y 60 meses, respectivamente. La frecuen-
cia de pacientes con BCLC-A fue superior en el grupo 1 (71,3%) que
en los grupos 2 0 3 (51,2% y 29,3%) (p = < 0,001). La probabilidad
actuarial de supervivencia a los 12 y 60 meses fue del 71,1y 21,4%
en el grupo 1, 70,7 y 19,9% en el grupo 2, y 38,5y 2,9% en el grupo
3 (Log-Rank p < 0,0001).

Conclusién: Los programas de vigilancia orientados hacia la de-
teccion temprana de CHC en pacientes con hepatitis cronica C son
importantes y deberian de ser conocidos y practicados tanto en la
consulta externa hospitalaria como en la atencion primaria.

IMPLICACIONES DE LA NEGATIVIZACION DEL HBSAG ]
EN EL PRONOSTICO DE LOS PACIENTES CON INFECCION
CRONICA POR EL VHB

E. Lauret?, L.G. Diéguez?, M. Rodriguez®, M. Gonzalezc, S. Melon®,
L. Rodrigo? y M. Rodriguez?

aUnidad de Hepatologia. Hospital Universitario Central

de Asturias. Oviedo. Espafa.

bServicio de Microbiologia. Hospital Universitario Central

de Asturias. Oviedo. Espafa.

Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Universitario Central
de Asturias. Oviedo. Espana.

Introduccién: Existen ciertas discrepancias en el pronostico de
la enfermedad hepatica por VHB tras la negativizacion del HBsAg.

Objetivo: Investigar las caracteristicas clinicas y el prondstico
de una serie de pacientes caucasicos diagnosticados de infeccion
cronica por el VHB, de acuerdo a la persistencia o negativizacion
del HBsAg.

Pacientes y métodos: Se estudiaron prospectivamente 720 pa-
cientes con enfermedad compensada por VHB (482H; edad 36 + 14
anos). 149 pacientes (20,7%) recibieron tratamiento antiviral, 108
(15%) estaban coinfectados por otros virus y en 59 (8,2%) se registro
ingesta de alcohol. 66 pacientes (9,2%) tenian cirrosis al diagnosti-
co. El seguimiento fue de 114 + 72 meses. Periddicamente se lleva-
ron a cabo analisis clinicos y virologicos, y se registro el desarrollo
de complicaciones (CHC y/o descompensacion y/o muerte de causa
hepatica).

Resultados: En 85 pacientes se negativizo el HBsAg y en 635
permanecio positivo. La edad al diagndstico fue mas alta entre los
pacientes con pérdida del antigeno respecto a aquellos con persis-
tencia del mismo (41 + 12 vs. 35 + 14 anos, p < 0,001). La propor-
cion de pacientes HBeAg positivo (p = 0,7), diagnosticados de por-
tador inactivo (p = 0,6), con cirrosis (p = 0,05), con coninfeccion
por VHC/VHD (p = 0,06) y con consumo de alcohol (p = 0,2) fue si-
milar entre ambos grupos. La edad a la desaparicion del HBsAg fue
de 48 + 13 afos. El antiHBs (> 10 mUI/ml) se desarrollé en 56/85
pacientes (65,9%) y se asocio con la ausencia de coinfeccion viral y

con la pérdida del antigeno tras tratamiento. Después de la negati-
vizacion, se detectd ADN-VHB sérico en 1/43 pacientes (2,3%). Se
registro la reaparicion del HBsAg en 3/85 pacientes (3,5%) en rela-
cion a situaciones de inmunosupresion. Tras la pérdida del antige-
no, se produjeron complicaciones (1 CHC; 2 insuficiencia hepatica)
en 3 pacientes (3,5%), todos con cirrosis previa a la negativizacion.
En aquellos con persistencia del HBsAg, en 17 (2,7%) se desarrollo
un CHC, 46 (7,2%) tuvieron al menos un episodio de descompensa-
cion, 20 (3,1%) fallecieron de causa hepatica y 10 (1,6%) se tras-
plantaron. A 10 afos de seguimiento, la probabilidad acumulada de
presentar al menos una complicacion fue del 9,3% en aquellos que
mantuvieron el antigeno y de 1,4% para los que lo negativizaron (p
=0,01).

Conclusién: La pérdida del HBsAg confiere un prondstico clinico
favorable, si bien los pacientes cirroticos pueden desarrollar com-
plicaciones tras la negativizacion y la reaparicion del antigeno pue-
de ocurrir en casos seleccionados coincidiendo con situaciones de
inmunosupresion.

INCREMENTO DEL DETERIORO CIRCULATORIO
Y DE LA GRAVEDAD DE LA PERITONITIS BACTERIANA
ESPONTANEA EN EL MOMENTO ACTUAL

B. Merino Rodriguez, O. Nliez Martinez, D. Rincon Rodriguez,
A. Diaz Sanchez, M. Vega Catalina Rodriguez, M. Salcedo Plaza,
A. Matilla Pena, G. Clemente Ricote y R. Banares Cafizares

Seccion de Hepatologia. Servicio de Digestivo. Hospital Gregorio
Marafoén - CIBEREHD. Madrid. Espana.

Introduccion y objetivos: La PBE es una causa frecuente de
muerte en pacientes cirréticos lo que ha motivado estrategias de
profilaxis antibidtica que pueden modificar la flora responsable y su
comportamiento clinico. El objetivo de este estudio fue comparar
las caracteristicas clinicas, hemodinamicas y prondsticas de dos
cohortes de pacientes con PBE.

Pacientes y métodos: Se analizd una cohorte de 243 episodios
de PBE constituida por una cohorte historica de 158 episodios (ene-
ro 2003 a diciembre 2005) y una cohorte contemporanea (CC) de
recogida prospectiva desde septiembre 2007 a octubre 2008. El
manejo clinico de ambas cohortes fue similar incluyendo expansion
de volumen con albUmina y antibioterapia con cefalosporinas de 3.2
generacion. Se compararon datos clinicos, microbiolégicos, hemo-
dinamicos (disponibles en 87 pacientes) y evolutivos entre ambas
series y se construy6 un modelo de regresion logistica para identi-
ficar factores predictivos de mortalidad intrahospitalaria (MIH) en
la totalidad de la cohorte.

Resultados: No hubo diferencias en las caracteristicas demogra-
ficas ni de la gravedad de la enfermedad hepatica entre los pacien-
tes de ambas cohortes; pero, los pacientes de la CC presentaron al
ingreso con mas frecuencia origen etilico (55,6 vs. 39,9%, p =
0,024), ascitis a tension (23,3 vs. 12%, p = 0,03), ileo paralitico (6,1
vs. 1,3%, p = 0,028) e insuficiencia renal (48,9 vs 32,3%, p = 0,014).
La MIH y a tres meses fue superior en la CC [30,6% frente a 19,6%
(p = 0,054), y 63,5 frente a 25,3% (p = 0,001)]. Los pacientes de la
CC presentaron mayor deterioro hemodinamico sistémico [GC: 8,5
(1,5) Vs. 7,4 (2.2) L/min, p = 0,038; RVS: 758 (191) vs. 900 (312)
dyn.s.cm™>, p = 0,04] y esplacnico (GPVH [22 (4,2) vs. 17,8 mmHg,
p = 0,001]. Ademas en la CC hubo mayor proporcion de SHR (32,5 vs
10%, p = 0,015), mayor recuento de leucocitos en LA[3919,8 (771,7)
vs 1309,5 (255,1) p = 0,001], deteccion mas frecuente de bacterie-
mias (25,9 vs 8,4%, p = 0,001) y mayor proporcion de pacientes con
infeccion por bacterias G(+) (14,3 vs. 2% p = 0,002). No hubo dife-
rencias en la proporcion de PBE de origen nosocomial entre ambas
cohortes (25 vs. 30,6%, p = 0,429). En el analisis multivariado, los
factores predictivos independientes de MIH fueron la PAM < 75
mmHg (OR = 10,1 IC 95% 4,1-24,6), la EH (OR = 2,9 IC 95% 1,4-5,9),
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la insuficiencia renal (OR = 1,9 IC 95% 1,2-3,9), el tratamiento diu-
rético en la infeccion (OR = 1,5 IC 95% 1,3-2,1) y el pertenecer a la
CC (OR = 3,6 1C95% 1,6-8,5). Por su parte a largo plazo fueron la
PAM < 75mmHg (HR = 5,9 IC 95% 3,8-9,1), el CHC (HR = 1,97 IC 95%
1,3-2,9), la edad > 65 afos (HR = 1,6 IC 95% 1,1-2,2) y el pertenecer
ala CC (HR =5,91C 95% 3,8-9,1).

Conclusiones: La presentacion clinica de la PBE pudiera estar
cambiando en los Ultimos afios, con un mayor grado de deterioro
circulatorio y con incremento de la mortalidad hospitalaria y a lar-
go plazo.

INFLUENCIA DE LAICIRUGI'A BARIATRICA EN EL HIGADO
GRASO NO ALCOHOLICO (HGNA). EVOLUCION
HISTOLOGICA

M. Ferrer Marquez?, L. Miras Lucas®, A. Pérez Gonzalez®,
J. Gonzalez Garcia®, A. Galvez Miras®, C. Carvia Pousaillés,
J. Velasco Albendea? y M. Casado Martin®

aServicio de Cirugia General. Hospital de Torrecdrdenas. Almeria.
Espana.

bServicio de Aparato Digestivo. Hospital de Torrecdrdenas.
Almeria. Espana.

<Servicio de Radiodiagndstico. Hospital de Torrecdrdenas.
Almeria. Espana.

dServicio de Anatomia Patolégica. Hospital de Torrecdrdenas.
Almeria. Espafia.

Introduccion: La obesidad es la condicion mas frecuentemente
asociada al HGNA por lo que tedricamente la pérdida de peso debe-
ria seguirse de una mejoria del mismo. Por otra parte hay estudios
que evidencian que una rapida pérdida de peso puede dar lugar a
un empeoramiento de la inflamacion portal y la fibrosis. El efecto
de la pérdida de peso inducido por la cirugia bariatrica en las lesio-
nes histologicas asociadas al HGNA no es del todo conocido por lo
que es necesaria la realizacion de estudios que evallen es impacto
de la misma en el HGNA, fundamentalmente en aquellas formas de
HGNA con potencial evolucion a patologia hepatica grave como es
la esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA).

Objetivos: Los objetivos de nuestro estudio han sido evaluar el
impacto de la pérdida de peso inducida por la cirugia bariatrica en
el HGNA y describir el grado de lesion hepatica desde el punto de
vista histoldgico en pacientes con obesidad morbida subsidiarios de
cirugia bariatrica.

Material y métodos: Se han incluido 76 pacientes con obesidad
morbida subsidiarios de tratamiento con cirugia bariatrica (Inter-
vencion de Scopinaro) en los cuales se ha realizado una biopsia
hepatica en el momento de la intervencion. En 39 de ellos se ha
llevado a cabo una segunda biopsia hepatica a los 12-24 meses tras
la cirugia.

Resultados: De los 76 pacientes estudiados un 80% eran mujeres
con una edad media de 38 + 9 afos y un IMC de 51 + 8 Kg/m?. En la
primera biopsia 67 pacientes (88%) mostraban signos histologicos
de HGNA. De ellos, 26 (39%) tenian signos histologicos de EHNA
mientras que el resto presentaban esteatosis hepatica simple. En
los pacientes re-biopsiados el IMC disminuy6 a 35,2 + 6,3 Kg/m?2. En
esta serie de pacientes, en la primera biopsia 37 presentaban sig-
nos de HGNA, 16 de ellos con signos de EHNA. Tras la pérdida de
peso, 11 pacientes presentaban higado normal y 28 signos de HGNA,
de los cuales tan s6lo 2 mostraron signos de EHNA. Ningun paciente
mostro empeoramiento de las lesiones hepaticas y se evidencio una
mejoria de las mismas en 35 pacientes.

Conclusiones: El HGNA esta presente en la mayor parte de los
pacientes con obesidad morbida aunque tan solo un tercio de ellos
presentan formas potencialmente progresivas (EHNA). La pérdida
de peso inducida por la cirugia bariatrica se asocia con una mejoria
de las lesiones histologicas hepaticas, destacando que los signos de

EHNA desaparecen en casi la totalidad de los pacientes, por lo que
la cirugia bariatrica podria ser el tratamiento de primera eleccion
en pacientes con obesidad mérbida, fundamentalmente aquellos
diagnosticados de EHNA.

INFLUENCIA DE LA INMUNQSUPRESI()N SIN CORTICOIDES
EN LA EVOLUCION HISTOLOGICA DE LA RECIDIVA DEL VHC
TRAS EL TRASPLANTE: RESULTADOS DE UN ESTUDIO
PROSPECTIVO Y RANDOMIZADO

L. LLadé?, J. Castellote?, J. Fabregat?, C. Baliellas?, E. Ramos?,
X. Xiol?, J. Torras?, T. Serrano?, A. Garcia-Gil®, |. Gonzaléz-Pintoc
y A. Rafecas?; THOSIN Study Group

aUnidad de Trasplante Hepdtico. IDIBELL. Hospital Universitari
de Bellvitge. L’Hospitalet de Llobregat. Barcelona. Espana.
Hospital Lozano Blesa. Zaragoza. Espana.

Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo. Espana.

Objetivo: Evaluar la influencia de la inmunosupresion sin corti-
coides en la recidiva de la hepatopatia VHC tras el trasplante hepa-
tico.

Pacientes y métodos: Se randomizaron 198 pacientes a recibir
inmunosupresion con basiliximab y ciclosporina, con esteroides
(Grupo St) o sin corticoides (Grupo NoSt) tras el trasplante. El gru-
po de 89 pacientes VHC fueron seguidos durante 2 afos mediante
biopsias protocolizadas a los 6 meses y a 1y 2 afnos. Se analiza este
subgrupo de pacientes.

Resultados: La incidencia de rechazo fue del 19% (St: 21 vs.
NoSt: 17%; p = 0,67). Los pacientes del grupo St tuvieron mayor
incidencia de infecciones bacterianas (59 vs 38%; p = 0,05). Practi-
camente todos los pacientes tuvieron signos histologicos de recidi-
va del VHC, St: 39/49 (97%) vs NoSt 40/41 (97%), p = 1. El nlmero
de pacientes con inflamacion portal grado 4 a los 6 meses, 1y 2
anos fue de 1, 3y 3 en el grupo NoSt comparado con 4, 8y 10 en el
grupo St. El nimero de pacientes con fibrosis grave, grado 3 0 4 a
los 6 meses, 1y 2 anos fue de 0,3 y 8 en el grupo NoSt comparado
3, 7y 12 en el grupo St.

Conclusiones: La inmunosupresion sin corticoides es segura, re-
duce las complicaciones infecciosas y metabolicas y muestra una
tendencia a mejorar la evolucion histoldgica de la recidiva del
VHC.

INFLUENCIA DE LA VARIABILIDAD DE LOS DATOS
ANALITICOS Y DE LA EDAD EN LA VALORACION

DE LA FIBROSIS MEDIANTE LOS INDICES FORNS,
FIB4 Y APRI EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA
POR VIRUS C (HCC)

J. Aguilar Reina?, E. Gomez Delgado?, M.D. Cruz® y J.M. Praena®

aServicio de Aparato Digestivo. Hospitales Universitarios Virgen
del Rocio. Sevilla. Espana.

bUnidad de Metodologia. Hospitales Universitarios Virgen

del Rocio. Sevilla. Espaia.

Introduccion: Se han descrito numerosos métodos alternativos a
la biopsia hepatica para valorar el estadio de fibrosis del higado en
infectados cronicamente por VHC. Aparte de la posibilidad de iden-
tificar el estadio en un momento concreto, se ha propuesto su uso
para seguir la evolucion de la fibrosis.

Objetivo: Conocer la reproductibilidad de los resultados en la
clinica habitual teniendo en cuenta la variabilidad de la analitica
en momentos diferentes y la edad.

Pacientes y métodos: El estudio incluye todos los pacientes con
HcC (monoinfectados) biopsiados durante los afios 2006 y 2007 y
que tenian datos analiticos, realizados durante la semana antes de
la fecha de la biopsia, suficientes para calcular los 3 indices. Se
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calcularon los 3 indices en el momento de la biopsia y, ademas,
utilizando determinaciones analiticas realizadas en un plazo maxi-
mo de 12 meses antes (4,2 + 2,6 meses) y después (5,6 + 3,8 me-
ses), sin modificacion de la edad. Se realiz6 simulacion consistente
en mantener los datos analiticos del momento de la biopsia y cal-
culando cada uno de los indices suponiendo que los pacientes tu-
vieran 1 afio menos, y 1y 10 anos mas. Las biopsias se clasificaron
segln el I. de Knodell en fibrosis 0-1y 3-4.

Resultados: Pacientes: 119. Area bajo la curva ROC en el mo-
mento de la biopsia para identificar fibrosis 3-4, para los indices
(FORNS, APRI y FIB4): 0,74-0,79-0,75, respectivamente. Los datos
analiticos anteriores, en la biopsia y posteriores mostraron diferen-
cias significativas (> 0,05), asi como los valores calculados segln
FORNS y FIB4 (> 0,05), no asi con APRI. La mayor variabilidad apa-
rece para el cut off < 4,2 de FORNS (14% cambian de estadio). El
calculo de los indices con los mismos datos analiticos y la simula-
cion descrita demuestra que la edad por si sola induce sobrevalora-
cion de la fibrosis, que llega a cambiar de estadio entre el 16,2% de
los pacientes (Forns, cut off: 4,2) y el 14,3% (FIB4, cut off: 1,45) si
los pacientes tuvieran 10 afos mas

Conclusiones: La variabilidad analitica determina diferencias
significativas en la valoracion de la fibrosis. El aumento de edad
incrementa por si sola la valoracion, especialmente cuando la fi-
brosis es escasa. Este hecho hace, ademas, poco Utiles los indices
que incluyen este parametro para vigilar las modificaciones de la
fibrosis hepatica a lo largo de la evolucion de los pacientes.

INFLUENCIA PRONOSTICA A LARGO PLAZO DE LA RECIDIVA
PRECOZ EN LA PROFILAXIS SECUNDARIA DE HEMORRAGIA
VARICOSA

V. Hernandez-Gea?, A. Colomo?t, C. Aracil?, C. Alvarez-Urturi?,
J. Gordillo?, A. Gallego?, X. Torras*®, C. Villanueva®®
y C. Guarner®

aUnidad de Sangrantes. Servicio de Patologia Digestiva. Hospital
Santa Creu i Sant Pau. Barcelona. Espana.

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd).

Introduccion y objetivo: Después de un episodio de hemorragia
varicosa existe una probabilidad de recidiva > 60% a 2 anos, que
aumenta el riesgo de mortalidad. El riesgo de recidiva es especial-
mente elevado en las primeras semanas. Sin embargo, las implica-
ciones pronosticas de la recidiva precoz han sido poco evaluadas y
se desconoce si difieren de las de la recidiva tardia. Los B blo-
queantes * nitratos, la ligadura endoscépica o la combinacion de
ambos, son tratamientos de primera linea para la prevencion de
recidiva hemorragica. El objetivo del estudio fue evaluar la influen-
cia de la recidiva precoz en el prondstico a largo plazo de los pa-
cientes que reciben alguno de estos tratamientos para la profilaxis
secundaria de hemorragia varicosa.

Métodos: En un periodo de 10 afios, se incluyeron 400 pacientes
en profilaxis secundaria de hemorragia varicosa con Bbloqueantes +
nitratos, ligadura, o ambos. Se definié6 como recidiva cualquier epi-
sodio de hematemesis o melena durante el seguimiento y se consi-
der6 precoz la acaecida en las primeras 6 semanas.

Resultados: Un 48% de paciente tenia etiologia alcohodlica, 81%
eran Pugh B/C inicial y 38% presentaron respuesta hemodinamica.
En 47 + 44 meses de seguimiento, 152 pacientes (38%) presenta-
ron recidiva hemorragica que fue precoz en 69 (17%, 47% del total
de recidivas) y 229 (57%) fallecieron. La tasa de recidiva precoz
fue mayor en los tratados con ligadura (30%) respecto a los trata-
dos con farmacos (10%, P < 0,01) o ligadura+farmacos (14%, P <
0,01). Los pacientes con recidiva precoz tenian, respecto a aque-
llos sin ella, un peor Pugh basal y al 3er mes y una menor tasa de
respuesta hemodinamica (9 vs 40%, P < 0,001). 24 pacientes con

recidiva precoz recibieron tratamiento de rescate con TIPS. Se
produjo recidiva tardia en un 43% de los que recibieron TIPS vs
33% de los rescatados con ligadura+farmacos (p NS). La probabili-
dad de recidiva tardia fue mayor en los que presentaron recidiva
precoz respecto a los que no la presentaron (34 vs 21% a los 3
anos, P = 0,001). La supervivencia fue menor en los que presenta-
ron recidiva precoz respecto a los que no la presentaron (37 vs
64% a 3 anos, P < 0,001) y también respecto a los que presentaron
recidiva tardia (P = 0,002). La recidiva precoz, el tratamiento con
ligadura, la no-respuesta hemodinamica y el Pugh fueron predic-
tores independientes de mortalidad. Seglin el modelo CART, la
recidiva precoz fue el mejor predictor individual de mortalidad,
seguido por un Pugh > 7 al 3r mes y la no-respuesta hemodinami-
ca, estratificando grupos de riesgo con una mortalidad entre el 54
al 91%.

Conclusiones: Los pacientes que presentan una recidiva hemo-
rragica precoz tienen una mayor probabilidad de recidiva tardia y
mortalidad que los que no la presentan y una mayor mortalidad que
aquellos que solo presentan recidiva tardia. Dada la elevada mor-
talidad a pesar del tratamiento de rescate, incluido TIPS, el tras-
plante hepatico podria considerarse como alternativa en caso de
recidiva precoz

INHIBICION DE LA GLUTAMINASA INTESTINAL

M.M. Diaz-Herrero®®, M. Jover®, J.M. Vega-Pérez:,
F. Iglesias-Guerra, |. Perifianc, M. Romero-Gomez®
y J. Bautista?

2Departamento de Bioquimica, Bromatologia, Toxicologia

y M.L. Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla. Sevilla.
Espana.

®UGCED-CIBERehd. Hospital Universitario de Valme. Sevilla.
Espanfa.

“Departamento de Quimica Orgdnica y Quimica Farmacéutica.
Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla. Sevilla. Espafia.

Introduccion: La actividad glutaminasa (PAG) define el primer
golpe en la fisiopatologia de la encefalopatia hepatica. En el intes-
tino, la principal fuente de amonio deriva de la deamidacion de la
glutamina por accion de la PAG.

Objetivo: Busqueda de moléculas con capacidad de inhibir par-
cialmente la actividad glutaminasa.

Materiales y métodos: Programa de screening para inhibidores
de la PAG. Se seleccionaron sustancias de una bateria de productos
sintetizados a partir de la tiourea. Metodologia de screening:
adaptacion del método de Heini para medida de la actividad PAG
mediante un procedimiento en microplacas. Estudio cinético: Me-
dida de la actividad de la PAG a diferentes concentraciones de glu-
tamina y/o inhibidor. Analisis de datos mediante el paquete bioin-
formatico Enzfitter (Biosoft).

Resultados: Tras el cribado de la bateria de productos obtenidos
a partir de la tiourea se ha seleccionado un producto, el THDP-17,
que presenta una inhibicion de la PAG de riiion e intestino del 60%.
El estudio cinético de este producto muestra que el inhibidor THDP-
17 se comporta como un inhibidor de tipo acompetitivo, ya que
tanto la Km como la Vmax de la enzima son alteradas por el inhibi-
dor. La Vmax observada sin inhibidor es 11,1E3 + 0,78 U/L y para
THDP-17 es 4,73E3 + 1,4 U/L. La actividad inhibida se sitta entre el
44,8 y el 70%.

Conclusién: La inhibicion parcial, mostrada por este inhibidor,
hace pensar que podria ser un buen candidato para el control de la
hiperamonemia en pacientes con EH, ya que permite el funciona-
miento de la enzima pero a una menor tasa.

Agradecimientos: FIS P1040384 y PI070425.
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INMUNOSUPRESION DESPUES DE TRASPLANTE
HEPATICO EN NINOS: ENCUESTA DE 20 CENTROS
EUROPEOS

P. Jara; Estudio Colaborativo ESPGHAN*

Objetivos: La inmunosupresion (IS) primaria, su vigilancia, y las
decisiones frente a los episodios de disfuncion del injerto no son
practicas estandarizadas en el trasplante hepatico (TH) infantil.
Con el objetivo de conocer la practica en los centros europeos, el
comité de Hepatologia de ESPGHAN (Sociedad Europea de Gas-
troenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica) propuso una
encuesta y una reunion para debate.

Metodos: En Junio 2007 fue enviado un cuestionario a hepatélo-
gos de 25 centros europeos con programa de TH infantil. Hubo res-
puesta de 20 centros: en Alemania (4), Bélgica (1), Espaia (5),
Francia (3), Italia (2), Polonia (1), Portugal (1), Reino Unido (2) y
Suecia (1). En noviembre 2007 tuvo lugar la reunién de presenta-
cion y debate.

Resultados: 1) IS primaria: fue elegida por hepatdlogos en 11
centros (55%), cirujanos en 1 (5%) y ambos equipos en 8 (40%). EL
protocolo era decision del propio centro en el 80%, en el 20% estaba
sometido a un ensayo uni o multicéntrico. El inmunosupresor cen-
tral fue tacrolimus en 16 centros (80%), ciclosporina en 2 y compa-
racion en ensayo en 2. Los esteroides intraoperatorios eran aplica-
dos en el 80% de los centros, en el postoperatorio inicial en 14
centros, en la mitad de ellos sin proyecto de retirada a medio-largo
plazo. Un tratamiento inicial con anti CD25 era administrado en 11
centros (55%). En el postoperatorio a medio y largo plazo 9 centros
empleaban micofenolato (MMF), la mayoria correspondian a proto-
colos sin esteroide a medio-largo plazo. En conjunto, en el periodo
inicial hubo en los 20 centros 12 pautas diferentes de combinacion
de farmacos, y en el postoperatorio medio-largo las pautas fueron:
tacrolimus (21%), tacrolimus+esteroide (29%), tacrolimus+ MMF
(29%), ciclosporina+ MMF (13%), otros (8%). 2) Rechazo precoz:
Ocurre en < 30% (50% centros) a 40-50% (20% centros). Las opciones
secuenciales de tratamiento mas empleadas son 1.2: bolos de este-
roide, 2.2: aumento de nivel de tacrolimus, 3.2: MMF, 4.2: antiCD25.
3) Disfuncidn tardia del injerto, asintomatica: tras la exclusion de
causa vascular o biliar, no es practica habitual modificar empirica-
mente la IS. En ninos con aminotransferasas elevadas la biopsia es
Gtil para diagndstico (45% de centros) o solo evalla el dafo (55%);
en caso de ALT y GGT elevadas, el 70% de centros la considera Gtil
para diagnostico. La causa principal de patologia de injerto a largo
plazo es: biliar (9 centros), rechazo/incumplimiento (6 centros),
idiopatica (6 centros). El 45% realiza una biopsia rutinaria a largo
plazo.

Conclusiones: En el postoperatorio inicial hay multiples combi-
naciones de inmunosupresores en uso, por lo que deberian organi-
zarse ensayos para evaluar la 6ptima. La IS a largo plazo tiene op-
ciones limitadas que favorecen estudios multicéntricos para definir
objetivos de funcion de injerto, funcion renal, crecimiento y riesgo
de PTLD.

*Participantes:

Alemania: Hamburg-Eppendorf, Kiel, Tuebingen, Essen; Heidelberg;
Belgica: Louvain; Espafia: H La Paz Madrid; H12 de Octubre, Madrid; HVa-
Il d’Hebrén,Barcelona; H Reina Sofia, Cordoba; H La Fe, Valencia;Francia:
Bicetre,Necker-Enfants Malades; H Lyon; Italia: Ismett Palermo, HPadova;
Polonia: Warsaw; Portugal: Coimbra; Reino Unido: King’s College, Birming-
ham CH Suecia: Karolinska | Stockholm

LA ADMINISTRACION DE ANTIOXIDANTES SIN GLUTAMATO
NO DISMINUYE EL SOBRECRECIMIENTO BACTERIANO
INTESTINAL NI LA TRANSLOCACION BACTERIANA

EN RATAS CIRROTICAS CON ASCITIS

E. Sanchez?, M. Chiva?, G. Soriano, B. Mirelis®, E.J. Schiffrinc,
G. Reutelers, P. Coll® y C. Guarner?

aServicio de Patologia Digestiva. CIBEREHD. Barcelona. Espafa.
bServicio de Microbiologia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
Barcelona. Espafa.

Nestlé Research Centre. Lausanne. Suiza.

Introduccion: La administracion de antioxidantes como las vita-
minas Cy E y la glutamina es efectiva para disminuir el dafo oxida-
tivo en la mucosa intestinal y la translocacion bacteriana en ratas
con hipertension portal y con ligadura biliar (Schimpl, Gut 1996 y
Eur Surg Res 1997). Se ha observado en ratas cirrdticas con ascitis
tratadas con glutamato y con vitamina C una disminucion en el so-
brecrecimiento bacteriano intestinal y en la translocacion bacte-
riana (Chiva, J Hepatol. 2002). Sin embargo, el glutamato podria
tener efectos indeseables en pacientes cirroticos, ya que podria
favorecer el desarrollo de encefalopatia hepatica.

Objetivo: Determinar el efecto de una combinacion de antioxi-
dantes sin glutamato (vitamina C, vitamina E, selenio y zinc) sobre
la flora intestinal, el dano oxidativo en la mucosa intestinal y la
translocacion bacteriana en ratas cirrdticas con ascitis.

Métodos: Dieciocho ratas Sprague-Dawley con cirrosis inducida
por CCl, mediante sondaje gastrico y ascitis demostrada por para-
centesis fueron randomizadas para recibir antioxidantes (vitamina
C 2 mg, vitamina E 2 mg, selenio 0,05 mg y zinc 1 mg) diariamente
mediante sondaje gastrico, diluidos en 1 ml de agua estéril destila-
da (grupo I, n =9) o agua (grupo Il, n =9). Un grupo control de ratas
no cirroticas recibio agua (grupo I, n = 10). Tras 10 dias de trata-
miento, se realiz6 laparotomia para obtener muestras de ganglios
linfaticos mesentéricos, liquido ascitico y pleural, heces de ileon y
ciego para estudio microbiologico, y pared de ileon para determi-
nacion de malondialdehido (MDA), como indice de dafio oxidativo.

Resultados: En la laparotomia, todas las ratas de los grupos | y Il y
ninguna del grupo lll presentaron ascitis. En las ratas cirréticas, no se
observaron diferencias en la concentracion de enterobacterias en
ciego (grupo | 4,81 + 0,40 vs grupo 11 4,82 + 0,36 log, ufc/g) o en ileon
(3,97 + 0,29, vs 4,43 £ 0,35 log,ufc/g) (pNS). Los niveles de MDA en
las muestras de ileon fueron inferiores en el grupo | respecto al grupo
I, aunque sin alcanzar significacion estadistica (0,56 + 0,13 vs 0,86 +
0,20 nmol/mg proteinas). La incidencia de translocacion bacteriana
fue similar en ambos grupos de ratas cirroticas (3/9 en el grupo | y
4/9 en el grupo l), pero significativamente superior en las ratas ci-
rréticas respecto a las ratas control (7/18 vs 0/10, p = 0,03).

Conclusion: La combinacion de antioxidantes sin glutamato (vi-
tamina C, vitamina E, selenio y zinc) produce una disminucion no
significativa del dano oxidativo intestinal, pero no disminuye la
concentracion de enterobacterias intestinales ni previene la trans-
locacion bacteriana en este modelo experimental.

LAADMINISTRACION DE UNA DIETA RICA EN GRASA
DURANTE 3 DIAS INDUCE EN RATAS ESTEATOSIS E INSULINO
RESISTENCIA EN EL ENDOTELIO SINUSOIDAL HEPATICO

M. Pasarin, J.G. Abraldes, A. Rodriguez-Vilarrupla, V. la Mura,
J. Gracia-Sancho, J.C. Garcia-Pagan y J. Bosc Hospital

Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica. Servicio de Hepatologia.
Hospital Clinic-IDIBAPS. Ciberehd. Barcelona. Espana.

Introduccion y objetivos: La insulina ejerce un efecto protector
vascular activando la produccién endotelial de dxido nitrico (NO) a
través de la fosforilacion de eNOS. En el sindrome metabdlico, ca-
racterizado por la presencia de insulino resistencia (IR), se alteran
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los efectos endoteliales de la insulina, lo cual contribuye al dafo
vascular. La IR juega un papel clave en la patogénesis de la enfer-
medad hepatica por depdsito de grasa (EHDG). Recientemente he-
mos demostrado la existencia de disfuncion endotelial sinusoidal
hepatica en ratas con EHDG. El objetivo del presente estudio fue
evaluar si en la EHDG existe IR en el endotelio sinusoidal hepatico,
y su papel en la disfuncién endotelial sinusoidal.

Métodos: En ratas Wistar se administré una dieta control (n=30) o
una dieta con un 59% de grasa (DG; n = 30). Al tercer dia se evalud la
funcion vascular hepatica mediante perfusion hepatica ex-vivo, y se
realizaron los estudios histologicos (H/E y oil red) y de western blot
de eNOS y eNOS fosforilada en higado. La sensibilidad del endotelio
sinusoidal hepatico a la insulina se estudié evaluando la vasodilata-
cion hepatica dependiente de endotelio (en respuesta a acetilcolina;
ACh, en presencia o ausencia de insulina) y el grado de fosforilacion
de eNOS hepatica en respuesta a la inyeccion portal de insulina.

Resultados: Las ratas del grupo DG presentaron esteatosis hepa-
tica macrovesicular. No se observaron cambios en las ratas control.
Los higados del grupo control mostraron una vasodilatacion dosis-
dependiente en respuesta a la insulina. Esta respuesta estaba sig-
nificativamente atenuada en los higados del grupo DG (p = 0,031).
El pretratamiento con insulina potencid significativamente la vaso-
dilatacion dependiente de endotelio de la vasculatura hepatica en
ratas control (fig. 1A), pero no en ratas DG (fig. 1B). La inyeccion
portal de insulina provoco un marcado aumento de la fosforilacion
de eNOS a nivel hepatico en ratas control (X 2,54 + 0,1; p = 0,004),
pero no en ratas DG (X 1,21 £ 0,08; p = 0,2), datos que demuestran
la existencia de IR endotelial hepatica.

Conclusiones: La administracion de una dieta rica en grasa du-
rante 3 dias induce esteatosis hepatica e insulino resistencia en el
endotelio sinusoidal hepatico. Estos hallazgos sugieren que la insu-
lino resistencia podria contribuir a las alteraciones de la microcir-
culacion hepatica observadas en fases precoces de la EHDG.

LA CARDIOTROFINA-1 (CT-1) AUMENTA LA SUPERVIVENCIA
EN UN MODELO DE FALLO HEPATICO FULMINANTE (FHF)
POR HEPATITIS VIRICA EN EL CONEJO

M.J. Tuddn?, R. Garcia-Lastra®, I. Crespo?, B. San Miguel?,
M. I'ﬁiguezc, E. Larreas, I. Gonzalezs, I. Herrero<, J. Quiroga©,
M. Alvarez®, J. Gonzalez-Gallego® y J.Prietoc

3CIBEREHD. Instituto de Biomedicina. Universidad de Leén. Ledn.
Espana.

®Departamento de Sanidad Animal. Universidad de Ledn. Ledn.
Espana.

°CIBEREHD. Divisién de Hepatologia y Terapia Génica. CIMA.
Universidad de Navarra. Navarra. Espana.

Introduccion: La cardiotrofina-1 (CT-1) es una citoquina de la
familia de la interleucina-6 que, una vez unida a su receptor en
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los hepatocitos, promueve la activacion de diversas rutas de su-
pervivencia celular. Estudios previos han indicado que esta pro-
teina es capaz de estimular la regeneracion hepatica y proteger
a los hepatocitos en diversos modelos animales quirtrgicos y
toxicos de fallo hepatico fulminante (FHF). La enfermedad he-
morragica del conejo (RHD), producida por un virus pertenecien-
te a la familia Caliciviridae, causa en estos animales una hepati-
tis aguda mortal que cumple los criterios para ser considerada un
modelo animal adecuado de FHF. Esta enfermedad del conejo
reproduce los aspectos bioquimicos, histologicos y clinicos de la
hepatitis virica fulminante humana, enfermedad para la que no
existe tratamiento disponible salvo el de soporte o la sustitucion
del drgano.

Objetivo: Determinar si la administracion de CT-1 mejora la su-
pervivencia en un modelo animal de FHF de etiologia virica.

Métodos: Se han utilizado 24 conejos machos de raza Nueva Ze-
landa blanca de 9 semanas a los que se administr6 i.m. 2 X 10*
unidades hemoaglutinantes del virus de la RHD (aislado Ast/89).
Los animales se incluyeron en tres grupos: conejos que recibieron
2 dosis (400 microg/Kg peso) de CT-1 (i.v.) a las 12 y 18 horas pos-
infeccion (hpi), animales que recibieron 3 dosis de la misma canti-
dad de CT-1 a las 12, 18 y 24 hpi y conejos control que recibieron
solucion salina en los mismos periodos. Se determinaron en suero
las actividades AST y ALT.

Resultados: Todos los conejos se mantenian con vida a las 24 hpi.
Alas 36 hpi sobrevivian todos los animales tratados con CT-1 mien-
tras que la supervivencia en los animales infectados no tratados era
del 55%. A las 60 hpi solo un 18% de los conejos control se mante-
nian con vida frente al 80% en los dos grupos tratados. A los 7 dias
posinfeccion todos los animales infectados no tratados habian
muerto mientras que el 33% de los tratados con 2 dosis de CT-1y el
80% de los tratados con 3 dosis de CT-1 sobrevivian. A las 24 hpi las
actividades de ALT y AST en los conejos tratados con 2 y 3 dosis de
CT-1 se mantuvieron similares al periodo basal mientras que en el
grupo control alcanzaron valores 20 y 3 veces superiores, respecti-
vamente. A los 7 dias hpi las actividades ALT y AST se recuperaron
en los animales superviventes de los grupos tratados con CT-1. El
tratamiento con CT-1 fue bien tolerado sin haberse observado efec-
tos toxicos aparentes.

Conclusién: Los datos obtenidos en nuestro estudio ponen de
manifiesto el efecto protector de la CT-1 en el FHF producido por
el virus de la RHD. Este tratamiento permite alcanzar altas tasas de
sobreviencia en una enfermedad que es letal en el total de los
animales no tratados. La CT-1 debe ser considerada como un trata-
miento potencial de la hepatitis fulminante.

Financiado por el Fondo de Investigacion Sanitaria
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LA DETERMINACION REPETIDA DE LA RIGIDEZ HEPATICA

EN PACIENTES CON RECURRENCIA DE LA HEPATITIS C TRAS
EL TRASPLANTE HEPATICO IDENTIFICA PRECOZMENTE

A PACIENTES CON DIFERENTE PROGRESION DE LA FIBROSIS

J.A. Carrion?, F. Torres®, M. Bruguera?, J.C. Garcia-Valdecasas©,
X. Forns? y M. Navasa?

aUnidad de Hepatologia.

bEstadistica y Metodologia. Barcelona. Espana.

cCirugia y Trasplante Hepdtico del Hospital Clinic. IDIBAPS.
CIBERehd. Barcelona. Espafa.

Introduccion: La fibrosis hepatica significativa (F = 2) y el gra-
diente de presion portal elevado (GPP = 6 mmHg) al afo del tras-
plante hepatico (TH) identifican a pacientes con recurrencia severa
de la hepatitis C.

Objetivo: evaluar si la medicion repetida de la rigidez hepatica
(RH) durante el primer afno del TH puede diferenciar precozmente
a «fibrosadores» lentos y rapidos.

Método: Se incluyeron 66 pacientes receptores de TH entre
agosto del 2004 y octubre del 2006: 52 pacientes infectados por el
VHC y 14 trasplantados por otras etiologias (considerados contro-
les). Se determind la RH a los 3, 6, 9 y 12 meses después del THOS-
PITAL Se realizé una biopsia hepatica a los 12 meses del TH en todos
los pacientes con infeccion por el VHC y se determiné el GPP en 49.
Se defini6 «fibrosador» lento (FO-F1) y rapido (F2-F4) segin el esta-
dio de fibrosis al afno del THOSPITAL

Resultados: La biopsia mostré presencia de fibrosis F2-F4 en 23
(44%) pacientes y FO-F1 en 29 (56%). La mediana de la RH (kPa) a
los 6, 9 y 12 meses fue significativamente superior en pacientes con
F=2(9,0;9,5; 13,1) que en pacientes con F < 2 (6,7; 7,6; 6,8) (p
< 0,01 en todos los puntos). Las diferencias de RH entre pacientes
con GPP = 6 0 GPP < 6 mmHg fueron alin mas acentuadas. El incre-
mento de la RH (kPa/mes) fue significativamente superior en pa-
cientes con F = 2 (0,66) o GPP = 6 mmHg (0,67) que en pacientes
con F <2 (0,03) o GPP < 6 (0,01) (p < 0,01 en ambos casos), lo que
sugiere diferente velocidad en la progresion de la fibrosis. La com-
binacion de las variables independientes de F = 2 y GPP = 6 mmHg
(edad del donante, Alaninaminotransferasa y RH a los 6 meses del
TH) aument¢ la fiabilidad diagnostica de la prueba, realizada a los
seis meses del TH, para identificar pacientes con riesgo de desa-
rrollar F = 2 y/o GPP = 6 mmHg (ABC: 0,85 y 0,91, respectiva-
mente).

Conclusion: La medicion precoz y repetida de la rigidez hepatica
en pacientes con recurrencia de la hepatitis C, permite diferenciar
entre «fibrosadores~» rapidos y lentos a partir de los primeros seis
meses del THOSPITAL

LA DISTRIBUCION GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO
—24C>T EN EL TRANSPORTADOR CANALICULAR ABCC2 NO
ESTA RELACIONADA CON EL DESARROLLO DE TOXICIDAD
HEPATICA INDUCIDA POR FARMACOS (DILI). RELEVANCIA
DE SU VARIABILIDAD ETNICA EN LA POBLACION EUROPEA

M.1. Lucena?, E. Crespo®, E. Ulzurrun?, F. Ruiz-Cabellos, Y. Borraz?,
M.R. Cabello?, M.C. Fernandez?, G. Pelaez’, A. Madrazo¢, M. Romero-
Gomezs, A. Castiella’, H. Hachems, J.M. Navarro", R. Planas',

J. Costal, J.F. Salmeréns, C. Guarner, G. Soriano* y R.J. Andrade'

aServicio de Farmacologia Clinica. Hospital Virgen de la Victoria.
Facultad de Medicina. Mdlaga. Espafia.

®Departamento de Farmacologia. Facultad de Farmacia. Granada.
Espana.

<Servicio de Andlisis Clinicos. Laboratorio de Inmunologia.
Hospital Virgen de las Nieves. Granada. Espafia.

dServicio de Farmacologia y Aparato Digestivo. Hospital
Torrecdrdenas. Almeria. Espana.

eUnidad de Hepatologia. Hospital Nuestra Sefiora de Valme.
Sevilla. Espafa.

fUnidad de Hepatologia. Hospital Mendaro. Guipuzcoa. Espaiia.
sUnidad de Hepatologia. Hospital Morales Messeguer. Murcia. Espaiia.
"Unidad de Hepatologia. Hospital Costa del Sol. Marbella. Mdlaga.
Espana.

iUnidad de Hepatologia y Servicio de Farmacologia Clinica.
Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona. Barcelona. Espafa.
iServicio de Aparato Digestivo. Hospital Clinico San Cecilio.
Granada. Espana.

“Unidad de Hepatologia. Hospital Sant Pau. Barcelona. Espafia.
‘Unidad de Hepatologia. Hospital Virgen de la Victoria. Facultad
de Medicina. Mdlaga. CIBERehd. Espaiia.

Objetivos: El gen ABCC2 —que codifica para la proteina resisten-
te a multidrogas 2— juega un papel central en la excepcion y de-
toxificacion de aniones conjugados en el higado. Se han identifica-
do muchos polimorfismos en el gen ABCC2. El polimorfismo C-24T
se asocia a una menor expresion de mRNA. Daly et al. (2007) y
Haenisch et al. (2007) asociaron la presencia del alelo T en la posi-
cion —24 al riesgo de hepatotoxicidad por diclofenaco y al desarro-
llo de cancer renal, respectivamente. Nuestro objetivo fue deter-
minar si una alteracion del transportador ABCC2 de la membrana
canalicular, encargado de la excrecion biliar del metabolito reacti-
vo, podria ser un factor de riesgo general en la susceptibilidad a
desarrollar DILI. También comparamos la distribucion del polimor-
fismo —24C > T ABCC2 en nuestra poblacion control con otras po-
blaciones Europeas.

Métodos: Se genotipo el polimorfismo —24C > T ABCC2 (5’-UTR)
en 124 pacientes con toxicidad hepatica inducida por farmacos per-
tenecientes al Registro Nacional de Hepatotoxicidad (Andrade et
al., Gastroenterology 2005) con una causalidad definida o probable
seguin la escala de CIOMS. El grupo control estuvo constituido por
164 sujetos espanoles sanos emparejados por edad y sexo. El geno-
tipado se realizé mediante un ensayo de discriminacion alélica 5’
con sondas TagMan.

Resultados: No se encontraron diferencias significativas en la
distribucion genotipica del polimorfismo C-24T al comparar toda la
poblacion DILI con los controles espanoles y tampoco cuando el
analisis se realizo para los principales grupos farmacoldgicos.

La frecuencia alélica de polimorfismo —24C > T ABCC2 en pobla-
cion espaiiola fue de 0,72 y de 0,85 y 0,78 para los controles proce-
dentes del Norte (n = 100) y Centro de Europa (n = 164), respecti-
vamente.

Los portadores de los genotipos CC (52%) y CT (40%) en la pobla-
cion control espanola se diferenciaron significativamente de los
controles portadores de los genotipos CC (72%) y CT (25%) del Norte
de Europa (p = 0,002 y p = 0,018, respectivamente). Las mismas
diferencias se observaron al comparar los controles espafoles con
los genotipos CC (69%) y CT (25%) con los controles de Europa cen-
tral (p = 0,003 y p = 0,006, respectivamente). No se encontraron
diferencias en la distribucion genotipica entre la poblacion del Nor-
te y centro Europea.

Conclusiones: Nuestros datos sugieren que el polimorfismo —24C
> T no esta implicado en la susceptibilidad a desarrollar DILI. La
frecuencia del polimorfismo —24C > T varia significativamente en-
tre grupos étnicos siendo mucho mas baja en Caucasicos espanoles,
lo que reflejaria una mezcla étnica de su poblacion. Esto puede
tener implicaciones en las diferencias interindividuales en la res-
puesta a farmacos.

Proyecto parcialmente financiado por el SAS PI-0082/2007 y
Agencia Espafiola del Medicamento.
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LA DURACION DE LA SUPRESION DEL ARN-VHC
ES EL MEJOR PREDICTOR DE RESPUESTA VIRAL
SOSTENIDA EN PACIENTES VIH/VHC TRATADOS
CON PEG-IFN Y RIBAVIRINA

C. Quereda?, F. Ferrere?, A. Moreno?, J.L. Casado?,
M.J. Pérez-Elias?, E. Navas?, M.L. Mateos®, F. Dronda?,
J.M. Hermida? y S. Moreno?

aServicio de Enfermedades Infecciosas. Hospital Ramon y Cajal.
Madrid. Espafa.

bServicio de Microbiologia. Hospital Ramén y Cajal. Madrid.
Espana.

Antecedentes: La duracion 6ptima del tratamiento con peg-IFN
y RBV en pacientes VIH/VHC no esta bien definida, aunque se han
propuesto varios factores como predictores de RVS: genotipo VHC,
dosis de RBVY, niveles de ARN-VHC, y la duracion del tratamiento. La
hipotesis de este trabajo es que la duracion de la supresion del
ARN-VHC podria ser el factor mas importante de RVS.

Métodos: De enero 2001-marzo 2006, 171 pacientes consecutivos
VIH/VHC iniciaron su primer ciclo de peg-IFNa-2a (53%) o peg-IFNa-
2b (47%) y RBV ajustada a peso. Fueron incluidos en el analisis 94
pacientes (55%) con respuesta al final del tratamiento (EOT). Se
recogieron la duracion del tratamiento, la semana en la cual se
alcanzo ARN-VHC negativo, y la duracion de la supresion viral du-
rante el tratamiento. Se hizo analisis uni y multivariable para eva-
luar los factores independientes de RVS.

Resultados: 78% varones, mediana de edad, 41 afos (28-63),
ADVP 87%. La cifra basal de CD4, 513 céls/ml (45-1513). En los 94
pacientes con EOT, 61 (67%) el genotipo VHC era 2 o 3, y en 33 (33%)
10 4. Se alcanzd RVS en 78 (83%), y en 16 (17%) hubo recaida pos-
tratamiento (9 genotipo 2 o 3, 7 genotipo 1 o 4). En el analisis
univariable, la RVS se asoci6 con la duracion de la supresion viral (p
=0,001), y los niveles basales de ARN-VHC (punto de corte 800,000
Ul/mL) (p = 0,03). No se encontré asociacion con el genotipo VHC o
la duracion total del tratamiento. Tras analisis de regresion logisti-
ca, solo la duracion de la supresion del ARN-VHC permanecio como
factor independiente de RVS [RR 0,79; 95%Cl 0,66-0,94, p = 0,008].
La media (z DS) de duracion de ARN-VHC negativo fue 8,6 + 2,6
meses en pacientes con RVS vs 6 + 4,9 meses en los pacientes con
recaida, pero no pudo establecerse un punto de corte que pudiera
distinguir de forma clara RVS de fracaso.

Conclusiones: En pacientes VIH/VHC tratados con peg-IFN y RBV
ajustada a peso, el tiempo de ARN-VHC negativo fue el Unico factor
independiente de RVS. Es necesario realizar mas estudios para
identificar cual es el tiempo minimo de supresion viral necesario
para predecir con certeza la RVS.

LAEFICACIAY PRQTECCION EN LA ELIMINACION
DEL ANION SUPEROXIDO MITOCONDRIAL DEPENDE
DEL NIVEL DE GSH

C. von Montfort, C. Garcia-Ruiz y J.C. Fernandez-Checa

Unidad de Hepatologia. ICLMDiM-Hospital Clinic. CIBEREHD;
1IBB-CSIC, IDIBAPS. Barcelona. Espana.

Introduccién y objetivo: La mitocondria es el principal genera-
dor de radicales libres (RL), originados por el transporte de electro-
nes al oxigeno en la fosforilacion oxidativa, lo que genera anion
superoxido (AS). La eliminacion del AS por la superdxido dismutasa
mitocondrial (Mn-SOD) constituye la primera linea de defensa fren-
te a los RL. De hecho, una estrategia comin en la defensa hepato-
celular contra la generacion mitocondrial de RL es el uso de mimé-
ticos de Mn-SOD con actividad dismutasa frente al AS. Sin embargo,
la dismutacion de AS origina agua peroxidada, un potente oxidante,
cuyo destino metabdlico es controlado por el ciclo redox del GSH
mitocondrial. Por tanto, el objetivo de este estudio fue determinar

el papel del GSH mitocondrial en la eficacia y proteccion frente a
la eliminacion del AS.

Métodos: AS se gener6 en mitocondria hepatica aislada o hepa-
tocitos en cultivo mediante tratamiento con xantina/xantina oxi-
dasa (X/XO) o antimicina A (AA), un inhibidor del complejo Il de la
cadena respiratoria, con o sin disminucion previa del GSH mitocon-
drial con acido etacrinico (AE), dietilmaleato (DEM) o 3-hidroxi-4-
pentenoato (HP). Se utilizo Mn(lIl)TBAP como mimético de Mn-SOD
para la eliminacion de AS, analizando la formacion de AS (DEH) y
perdxidos (DCF) por fluorimetria, asi como la permeabilizacion mi-
tocondrial transitoria, liberacion de citocromo c y superivencia ce-
lular en respuesta a X/X0O o AA.

Resultados: La incubacion de mitocondrias con X/XO aumento6 la
fluorescencia de DEH y DCF, indicadores de formacion de AS y pe-
roxidos, respectivamente. La presencia de Mn(lll)TBAP redujo la
fluorescencia de DEH y de DCF, sin embargo la disminucion de GSH
mitocondrial por AE y exposicion con Mn(Ill)TBAP resulté en una
disminucion de la fluorescencia de DEH pero un incremento en la
de DCF. En estas circunstancias se observé una mayor permeabiliza-
cion de la membrana mitocondrial y liberacion de citocromo c al
citosol. En cultivo primarios de hepatocitos, se observo que la ad-
ministracion de X/XO o AA indujo la generacion de DEH y DCF, dis-
minuyendo ambas tras tratamiento con Mn(lIl)TBAP. En paralelo
con lo observado en mitocondria aislada, la disminucion selectiva
de GSH mitocondrial con HP result6 en un incremento de DEH y DCF
tras AA o X/XO, efecto que se potencio tras el tratamiento con
Mn(llI)TBAP resultando en una liberacion de citocromo c al citosol
y activacion de caspasa 3, resultando en una pérdida de la viabili-
dad celular.

Conclusién. El efecto protector de la defensa contra la genera-
cion de AS mitocondrial es estrictamente dependiente del nivel de
GSH mitocondrial, cuya limitacion genera un mayor grado de estrés
oxidativo y muerte hepatocelular por acumulacion de perdxidos
derivados de la dismutacion del AS.

LA ESTEATOSIS HEPATICA EN NINOS OBESOS PREPUBERES
NO ESTA RELACIONADA CON LA RESISTENCIA
A LA INSULINA (RI)

A. Ruiz Extremera?, A. Carazo®, A. Salmeron Ruize, J. Casado®,
J. Ledn®, J.M. Fernandez?, M. Gardfanos, E. Ocete?, A. Gila®,
L. Sanjuan®y J. Salmeron®

aServicio de Pediatria. Hospital Universitario «San Cecilio».
Centro de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades
Hepdticas y Digestivas (Ciberehd). Granada. Espana.

®Unidad de Aparato Digestivo. Hospital Universitario

«San Cecilio». Centro de Investigacion Biomédica en Red

de Enfermedades Hepadticas y Digestivas (Ciberehd). Granada.
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‘Radiologia. Hospital Universitario «San Cecilio». Centro

de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades Hepdticas
y Digestivas (Ciberehd). Granada. Espafa.

Introduccion y objetivo: La teoria del doble impacto aceptada
en los adultos esta basada en la Rl y determina la aparicion de es-
teatosis. Esta teoria se aplica también en nifios pero con menor
base cientifica. El objetivo del estudio fue conocer los factores
implicados en el desarrollo de esteatosis en nifios prepuberes y
adolescentes.

Pacientes y métodos: Se estudié a 56 nifios obesos (IMC > p95)
entre 4-10 afios (G1) y 71 con mas de 10 afios (G2). Se determinaron
parametros bioquimicos, Rl por el método HOMA, marcadores de
estrés oxidativo (peroxidacion lipidica y nitritos en plasma), siste-
ma antioxidante del glutation (GSH, GSSG, GSHT, GPx y GRd intrae-
ritrocitarios) y citoquinas plasmaticas (receptor de TNFa, TNFaq,
leptina, adiponectina, resistina, IL-6 y MCP-1). La esteatosis hepa-
tica fue valorada mediante ecografia por el mismo observador.
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Resultados: En el G1, 20 (36%) de los nifios presentaron una es-
teatosis y en G2, 37 (52%) (P = 0,06). Al analizar el género, la estea-
tosis en ninas fue diferente entre los dos grupos: 28% (G1) frente a
54% (G2) (P < 0,05), mientras que en los nifios fue similar (43%, G1
vs 50%, G2). En el G1 no habia diferencias estadisticamente signifi-
cativas al analizar los nifos sin esteatosis frente a la esteatosis en
los siguientes parametros: insulina (11,12 + 6,9 vs 10,45 + 3,5),
HOMA (2,29 + 1,4 vs 2,25 + 0,9) y HOMA > 3,8 (14 vs 11%). En cam-
bio, los pacientes (G1) con esteatosis tenian menos tasa de hierro
(P < 0,04), GPx (P < 0,07) y GRd (P < 0,001) y mas GSSG (P < 0,07)
y resistina (P < 0,007). En la regresion logistica la Unica variable
que fue protectora frente a la esteatosis fue la mayor tasa de GRd
[6 = 0,036, IC 95% (0,002; 0,687) P = 0,027]. En el G2, las diferen-
cias estadisticamente significativas entre no esteatosis y esteatosis
fueron: insulina (14,5 + 4,3 vs 22.7 + 12), HOMA (2,9 + 0,9 vs 4,7 +
2,5) y HOMA > 3,8 (12 vs 59%) (P < 0,001). También los pacientes
(G2) con esteatosis tenian mas ALT (P < 0,001), AST (P < 0,05), tri-
glicéridos (P < 0,004), GSSG (P < 0,006), GSHT (P < 0,03), GSSG/GSH
(P < 0,034) y leptina (P < 0,019). En la regresion logistica las varia-
bles que se relacionaron con la esteatosis fueron el mayor HOMA [6
=1,81C95% (1,1; 2,88) P =0,001] y GSSG [0 = 8,5 IC 95% (1,8; 39,4)
P = 0,006]. Al comparar los nifos con esteatosis del G1 frente a la
esteatosis del G2, se demostré que G2 tenian mas insulina (10,5 =
3,5vs 22,7 + 12), HOMA (2,2 + 0,9 vs 4,7 + 2,5), HOMA > 3,8 (12 vs
59%) (P < 0,001) y menos IMC (Zscore) (P = 0,003) y adiponectina (P
< 0,008). En la regresion logistica la variable independiente entre
la esteatosis del G1 'y G2 fue el mayor HOMA [6 = 2,45, IC 95%(1,4;
4,3) P =0,002]. Por otro lado, existe una correlacion entre la edad
y HOMA (Rho Spearman: 0,511, P < 0,001), pero no con el tiempo
de evolucion de la obesidad.

Conclusioén: La resistencia a insulina no influye en la esteatosis
hepatica en los pacientes obesos preplberes, mientras que a partir
de los 10 afos la Rl es un factor determinante de la esteatosis,
como se ha descrito en el adulto.

LA MELATONINA ES CAPAZ DE REDUCIR LA PROGRESION
CELULAR EN LA LINEA DERIVADA DE HEPATOCARCINOMA
HUMANO HEPG2

J. Martin-Renedo, J.L. Mauriz, S. Carbajo, O. Ruiz-Andrés,
P. Gonzalez y J. Gonzalez-Gallego

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBEREHD) e Instituto de Biomedicina
de Ledn. Ledn. Espana.

Introduccién: La melatonina es un indol sintetizado a partir del
triptéfano principalmente por la glandula pineal. Dicha molécula,
dependiendo del tipo celular, parece tener efectos tanto pro- como
anti-apdptoticos. Se ha descrito que la melatonina es capaz de re-
ducir la proliferacion celular en algunas lineas tumorales, sin em-
bargo su efecto oncostatico en el tratamiento del hepatocarcinoma
no ha sido estudiado.

Objetivo: Analizar el potencial efecto de la melatonina sobre la
proliferacion, la apoptosis y la progresion del ciclo en células
HepG2 derivadas de hepatocarcinoma humano.

Metodologia: La melatonina fue anadida al medio de cultivo a
diversas concentraciones, desde 100 wM hasta 10.000 pM, siendo
administrada a diferentes tiempos: 2, 4, 6, 8, y 10 dias. Se analizo
la proliferacion celular mediante el test de MTT y la liberacion de
LDH al medio. También se cuantificaron las vias intrinseca y extrin-
seca de la apoptosis y la progresion del ciclo celular mediante cito-
metria de flujo.

Resultados: En el screening inicial observamos un efecto dosis y
tiempo dependiente de la melatonina sobre la proliferacion celu-
lar, siendo la concentracion minima efectiva la de 1000 uM admi-
nistrada durante 2 dias. El tratamiento con 1000 uM de melatonina

fue capaz de inducir la apoptosis, con un incremento en la activi-
dad de la caspasa-3 y la proteolisis de PARP. El efecto proapoptoti-
co de la melatonina se relaciono con la via intrinseca, observando
un aumento de la liberacion mitocondrial de citocromo c, sobre-
expresion de Bax e induccion de la caspasa-9. La melatonina tam-
bién indujo un incremento de la actividad de la caspasa-8, aunque
no cambi6 la expresion de Fas-L. El tratamiento modifico la progre-
sion del ciclo celular, conduciendo a la detencion del mismo en
G2/M. La disminucion de la proliferacion y la alteracion del ciclo
celular fueron coincidentes con un aumento significativo en la ex-
presion de las proteinas p53 y p21. Todos esto hallazgos fueron
paralelos a la sobreexpresion de varios miembros de la familia de
MAPK (JNK1-3 y p38) inducida por la administracion de la melatoni-
na.

Conclusion: La melatonina presenta un efecto antiproliferativo,
citostatico y pro-apoptotico en la linea HepG2. Estos resultados
indican que la melatonina podria ser potencialmente util en el tra-
tamiento del hepatocarcinoma.

LA MUERTE INDUCIDA POR FALLO HEPATICO AGUDO
SE PUEDE RETRASAR O PREVENIR BLOQUEANDO
EL RECEPTOR NMDA EN CEREBRO

0. Cauli, R. Rodrigo, J. Boix, B. Piedrafita, A. Agusti y V. Felipo

Laboratorio de Neurobiologia. Centro de Investigacion Principe
Felipe. Valencia. Espafia.

El fallo hepatico agudo (FHA) puede conducir rapidamente a un
fallo multiorganico y encefalopatia hepatica y a la muerte de los
pacientes si no reciben un trasplante. Sin embargo, el niUmero de
higados disponibles no es suficiente y un nimero relevante de pa-
cientes fallece antes de recibir un trasplante. El desarrollo de pro-
cedimientos que permitan retrasar los procesos por los que el FHA
conduce a la muerte podria aumentar la supervivencia de los pa-
cientes proporcionando tiempo adicional para recibir un higado
para trasplante o, en casos mas leves, para la regeneracion del
propio higado.

Uno de los principales factores que contribuyen a la muerte en
FHA es la hiperamonemia. Nuestro grupo demostr6 hace anos que
la intoxicacion aguda por dosis altas de amonio, que también con-
ducen a la muerte, induce la activacion en cerebro de los recepto-
res de glutamato del tipo NMDA. Ademas, la muerte inducida por
amonio se puede prevenir bloqueando los receptores NMDA con an-
tagonistas. Pensamos que la activacion de receptores NMDA por la
hiperamonemia asociada al FHA podria contribuir también a la
muerte en FHAy que, si esto fuera asi, se podria prevenir o retrasar
la muerte inducida por el FHA bloqueando los receptores NMDA. Los
objetivos de este trabajo eran averiguar si: a) el FHA conduce a la
activacion del receptor NMDA en cerebro; b) bloqueando el recep-
tor NMDA se puede prevenir o retrasar la muerte inducida por el
FHA en ratas.

Hemos comprobado, por microdialisis cerebral in vivo, que el
FHA en ratas (inducido por inyeccion de galactosamina) conduce a
la activacion excesiva del receptor NMDA en cerebro. Ademas, el
bloqueo del receptor NMDA por administracion continua de los an-
tagonistas MK-801 o memantina mediante mini-bombas osméticas,
aumenta al doble la supervivencia de los animales con FHA. Por
otra parte, cuando el dano hepatico no es 100% letal (ratas inyec-
tadas con dosis bajas de galactosamina), el bloqueo del receptor
NMDA aumenta el nimero de supervivientes del 23 al 62%. Estos
resultados apoyan la idea de que el bloqueo del receptor NMDA con
antagonistas selectivos puede tener utilidad terapéutica para
aumentar la supervivencia de los pacientes con FHA bien porque
permita la regeneracion del higado en casos menos severos o pro-
porcionando tiempo adicional para conseguir un higado para tras-
plante.
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LA PERSISTENCIA DE LA RESPUESTA VASODILATADORA
PATOLOGICA EN RATAS CON HIPERTENSION PORTAL
CRONICA (22 MESES) ES MEDIADA POR PROSTAGLANDINA I,

M.A. Aller?, J. Blanco-Rivero®, M. Ferrer®, M.P. Navac, A. Cruz¢,
M. Losada’ G. Balfagon®y J. Arias®

aDepartamento de Cirugia I. Facultad de Medicina. UCM. Cuenca.
Espana.

®Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina. UAM. Cuenca.
Espana.

“Departamento de Fisiologia (Fisiologia Animal Il). Bioldgicas.
UCM. Cuenca. Espanfa.

dServicio de Cirugia General. Hospital Virgen da la Luz. Cuenca.
Espana.

Introduccion y objetivo: La hipertension portal induce una res-
puesta vascular esplacnica y sistémica. El objetivo de éste estudio
es evaluar el efecto de la hipertension portal de larga evolucion,
tanto en la respuesta vasomotora al efecto vasoconstrictor de la
noradrenalina, como en la respuesta vasodilatadora a la acetilcoli-
na, asi como de los mecanismos implicados.

Métodos: En ratas pseudooperadas (PSO; n = 7) y ratas con hiper-
tension portal prehepatica por triple ligadura parcial de la vena
porta (TLVP; n = 8) a los 22 meses de evolucion p.o. se ha estudiado
la reactividad vascular adrtica analizando el efecto del 6xido nitri-
co y los prostanoides en respuesta a acetilcolina. Ademas, se mi-
dieron los niveles de oxido nitrico, tromboxano B, y 6-cetoprosta-
glandina F_ .

Resultados: La respuesta a noradrenalina fue similar en ambos
grupos de ratas. La respuesta vasodilatadora a acetilcolina fue ma-
yor en las ratas con hipertension portal. La secrecion y la respuesta
a tromboxano A, y éxido nitrico fue similar en ambos grupos de ra-
tas. La secrecion de prostaglandina I, no fue modificada por la hi-
pertension portal, pero la respuesta vasodilatadora a este prosta-
noide, fue mayor en las ratas con hipertension portal.

Conclusiones: En la hipertension portal de larga evolucion se
mantiene la vasodilatacion aumentada en respuesta a acetilcolina,
que es mediada por prostaglandina |,. Estos resultados indican que
en la hipertension portal experimental de larga evolucion son dife-
rentes los mecanismos a través de los cuales se produce la respues-
ta vasodilatadora a acetilcolina respecto de los obtenidos en fases
precoces.

LA RESISTENCIA A LA INSULINA CORRELACIONA
CON EL GRADIENTE DE PRESION PORTAL (HVPG)
Y PREDICE EL RIESGO DE SANGRADO POR VARICES
ESOFAGICAS EN PACIENTES CIRROTICOS

M. Jover?, E. Hoyas?, D. Rincon®, . Camacho?, O. Lo Lacono®,
L. Grande?, R. Banares® y M. Romero-Gomez®

aUGC Enfermedades Digestivas & CIBEREHD. Hospital Universitario
de Valme. Sevilla. Espana.

®Digestivo y CIBEREHD. Hospital General Universitario Gregorio
Marafién. Madrid. Espaiia.

Objetivos: Evaluar la influencia de la resistencia a la insulina (RI)
en la progresion de la hipertension portal en pacientes cirroticos
compensados.

Pacientes y métodos: Se incluyd a 115 pacientes cirroticos com-
pensados consecutivos seguidos en consulta [85 hombres (72%), 33
mujeres (28%), 58 + 10 afos de edad y, etiologia alcohdlica 58
(51%), virus de la hepatitis C 34 (30,5%), virus de la hepatitis B 10
(8,5%) y otras causas 12 (11%)]. El grado de varices se observo me-
diante endoscopia: NIEC (FO = 28; F1 = 36; F2 = 31y F3 = 13). La
funcion hepatica se determiné mediante los indices de Child-Pugh
(6,3 + 1,5) y MELD (9,95 + 4,9 puntos). Los nivesles de insulina y
glucosa en ayunas se midieron para el caculo del HOMA= Insulina

(mUI/ml) * glucosa (mmol/L) / 22,5. La glucagonemia se determind
por RIA. Los pacientes se siguieron cada 6 meses durante una media
de 23,7 + 13,9 meses hasta trasplante hepatico, exitus o aparicion
de descompensaciones como hemorragia por varices, encefalopatia
hepatica, ascitis, sindrome hepatorrenal o cancer hepatico. En una
cohorte de validacion (n = 48) de cirréticos que no recibieron beta-
bloqueantes a los que se les midi6 GPVH, determinamos el indice
HOMA y los niveles de adiponectina y leptina.

Resultados: En 16 pacientes (13,9%) se observd hemorragia por
varices (HV). En el analisis univariado se observo el indice de
HOMA, el tamano de las varices, la edad, glucagonemia y MELD
como variables asociadas con el riesgo de sangrado por varices.
Un indice de HOMA mayor que 4 fue fuertemente relacionado con
la hemorragia (Kaplan-Meier: 9,02; p < 0,002). Ademas, el 28% de
los pacientes con HOMA > 4 tuvieron sangrado por varices frente
solo al 8% en pacientes con HOMA< 4. En el analisis multivariado
empleando la regresion de backward LR, glucagonemia (p = 0,02),
puntuacion de Child-Pugh (p = 0,04), tamafo de varices esofagi-
cas (p = 0,01) y el indice HOMA (p = 0,003) fueron independiente-
mente asociadas con el riesgo de sangrado durante el seguimien-
to. En los pacientes cirroticos el indice HOMA correlaciond con el
gradiente de presion portal (r = 0,30; p < 0,05). Los pacientes con
HOMA > 4 mostraron un incremento del riesgo de HV (Kaplan-
Meier: log-rank: 3,7; p < 0,05). Los niveles de adiponectina se
asociaron con el grado de disfuncion hepatica (Child-Pugh (ug/ml)
A: 49 +£5,7; B:18,7 + 16,4; C: 29,3 + 20.1; p < 0,001) y se corre-
lacionaron con la presion portal (r = 0,68; p < 0,001). En el anali-
sis multivariado incluyendo la funcion hepatica, sexo, edad,
HOMA, y adiponectina, las variables asociadas con el GPVH fueron
los niveles de adiponectina y el HOMA r = 0,43; GPVH = 11,5 +
(0,11*adipo) + (0,146*HOMA).

Conclusiones: La resistencia a la insulina parece estar fuerte-
mente relacionada con la hipertension portal y podria ser una nue-
va diana para el tratamiento de esta complicacion. Agradecimien-
tos: P1070425 ISCIII, Ministerio de Sanidad.

LAS CELULAS BCLC-9 DERIVADAS DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR (CHC) HUMANO MUESTRAN FENOTIPO
DE CELULA MADRE ADULTA TUMORAL Y UNA ELEVADA
RESISTENCIA A DOXORUBICINA

L. Boix®b, J.M. Lopez-Oliva?, A. Forner?, M. Reig? y J. Bruix®b

3BCLC Group. Unidad de Hepatologia. Hospital Clinic i Provincial.
Barcelona. Espana.

®Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd). IDIBAPS.

Antecedentes: La «hipotesis de la célula madre adulta tumoral»
sugiere que los tumores contienen una poblacion minoritaria de
células madre adultas responsables del origen y mantenimiento de
un tumor. El aislamiento e identificacion de células madre adultas
a partir de muestras de CHC humano, demostraria que éstas exis-
ten en el tumor y proporcionaria un instrumento de investigacion
relevante. Ademas, las células madre muestran una elevada resis-
tencia a agentes citotdxicos, lo que impide la maxima eficacia de
los tratamientos, la prevencion de la recidiva tumoral y la poten-
cial curacion de la enfermedad.

Objetivo: Caracterizar la linea celular de CHC humano BCLC-9 y
establecer su posible perfil de células madre adultas tumorales.

Métodos: En estudios previos demostramos el potencial carcino-
génico y de auto renovacion de BCLC-9 in vivo. Para completar su
caracterizacion hemos realizado inmunofenotipado y ensayos de
extrusion de drogas en células BCLC-9 correspondientes a pases
tempranos y pases avanzados de cultivo.

Inmunofenotipado Se determiné la presencia de marcadores de
célula madre: CD133, CD44, CD90, CD117, EpCAM, Oct3/4, Sox2,
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Nanog y marcadores correspondientes a linaje hepatobiliar: Cito-
queratinas 7, 8, 18 y 19 mediante inmunocitoquimica.

Ensayos de extrusion y resistencia a doxorubicina Se utilizd
doxorubicina y rodamina123 para comprobar la funcionalidad de
los transportadores ABC, la extrusion fue analizada por citometria
de flujo. La resistencia de las células BCLC-9 a doxorubicina se
determiné analizando el crecimiento celular a las 24, 48, 72 y 96
horas de tratamiento y diferentes concentraciones de la droga.

Resultados: BCLC-9 es positiva para los marcadores: CD133,
CD44, CD117, EpCAM, Oct3/4, Sox2 y Nanog y para los marcadores:
CK7, 8, 18, y CK19. En los primeros pases, el 50% de las células son
CD133 positivas mientras que la tincion es homogénea en los pases
avanzados. No hay diferencias en intensidad y porcentaje de posi-
tividad para el resto de marcadores celulares.

Las células BCLC-9 eliminan activamente tanto rodamina123
como doxorubicina, mecanismo que es bloqueado mediante vera-
pamil, un inhibidor de los transportadores ABC. Los pases tardios
muestran una mayor capacidad de extrusion de rodaminai23 y
doxorubicina y, en consecuencia, exhiben una mayor resistencia a
doxorubicina (hasta 10 veces superior) respecto a pases iniciales.

Ademas, las células BCLC-9 de pases avanzados muestran la ca-
pacidad de formar esferoides tumorales sin necesidad de recurrir al
uso de estructuras artificiales.

Conclusioén: Estos resultados demuestran que las células BCLC-9,
tanto los primeros pases como los pases avanzados de cultivo, son
las primeras células tumorales humanas con fenotipo de célula ma-
dre adulta. Ademas de sus caracteristicas fenotipicas especificas
son capaces de formar esferoides tumorales por lo que la linea ce-
lular BCLC-9 constituye un modelo in vitro fundamental para el
estudio del potencial citotoxico de nuevas drogas.

LAS PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS

Y SU SENALIZACION ESTAN AUMENTADAS
SIGNIFICATIVAMENTE EN MODELOS EXPERIMENTALES
DE CIRROSIS E HIPERTENSION PORTAL

A. de Gottardi, M. Mejias, E. Garcia-Pras, A. Rodriguez-Vilarrupla,
J.C. Garcia-Pagan, M. Fernandez y J. Bosch

Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica. Hospital Clinic-IDIBAPS.
Ciberehd. Barcelona. Espaha.

Introduccion: Las proteinas morfogenéticas Oseas (bone mor-
phogenetic proteins, BMPs) pertenecen a la familia del TGF-B8 y
estan implicadas en diversos procesos, como la angiogénesis y el
control del tono vascular, que también desempefian un papel cen-
tral en la regulacion de la hipertension portal. Sin embargo, no
existen datos sobre la presencia y distribucion de las BMPs en la
cirrosis y la hipertension portal.

Métodos: Se indujo cirrosis experimental en ratas mediante
ligadura+seccion del colédoco (BDL) durante 4 semanas, o median-
te inhalacion de tetracloruro de carbono (CCl4) durante 12 sema-
nas. Se utilizé ligadura parcial de la vena porta (PPVL) como mode-
lo de hipertension portal prehepatica.

El aislamiento de RNA total y la transcripcion inversa, asi como
la extraccion de proteinas y la preparacion de muestras para histo-
logia fueron efectuados utilizando kits comerciales y métodos con-
vencionales. La expresion de las BMPs, de sus receptores y de pro-
teinas de transduccion de la sefnal intracelular se analizé6 mediante
PCR cuantitativa (low density arrays), western blot e immunohisto-
quimica.

Resultados: El analisis cuantitativo de la expresion proteica
(western blot) confirmé un aumento relativo de BMP4 (2,5 + 0,7
veces, p = 0,024) y de ID2 (1,6 + 0,2 veces, p = 0,025) en el higado
de las ratas BDL. La immunohistoquimica mostr6 la presencia de
BMP4 en hepatocitos y células endoteliales hepaticas. La expresion
del efector intracelular Smad 1, ni su fosforilacion, fueron signifi-
cativamente diferentes en higados de ratas cirréticas (BDL o CCL4)
en comparacion con ratas control.

A nivel esplacnico, se observé un aumento significativo de la ex-
presion del mRNA de BMP4 en la arteria mesentérica de ratas PPVL
(2,3 veces, p = 0,009). Ademas, mediante immunohistoquimica se
localiz6 expresion de ID2 en el endotelio y el mUsculo liso vascular
de vasos sanguineos mesentéricos.

Conclusiones: La via de sefalizacion de las BMPs esta activada
en modelos de cirrosis e hipertension portal en ratas. Esta activa-
cion parece independiente de la fosforilacion de Smad y podria
jugar un papel funcional relevante.

LAS SUSTITUCIONES DE AMINOACIDOS EN EPITOPOS
INMUNODOMINANTES HLA-I RESTRINGIDOS DEL VHC
SE DEBEN A LA PRESION INMUNOLOGICA SELECTIVA

S. Benito?, J.R. Larrubia®®, J. Miquel®, M. Calvino?,
E. Sanz de Villalobos®, M.L. Garcia-Bueyc, F. Gonzalez-Mateos®,
A. Gonzalez-Praetorius? y T. Parra?

aUnidad de Investigacién. Hospital Universitario Guadalajara.
Universidad de Alcald. Madrid. Espana.

bSeccion de Aparato Digestivo. Hospital Universitario
Guadalajara. Universidad de Alcald. Madrid. Espafa.

cServicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario de «La
Princesa.» Madrid. Universidad Auténoma de Madrid. Espana.
dServicio de Microbiologia. Hospital Universitario Guadalajara.
Universidad de Alcald. Madrid. Espana.

Introduccion: La sustitucion de aminoacidos (aa) en epitopos
HLA-I restringidos del VHC podria permitir la evasion viral de la
respuesta inmune. No esta claro si estas mutaciones de escape son
resultado de la deriva genética o de la presion inmunoldgica selec-
tiva. Por ello analizamos la aparicion de mutaciones en distintas
regiones de un epitopo inmunodominante del VHC (residuos de an-
claje al HLA, sitio de reconocimiento por el receptor de la célula T
[RCT] y otras posiciones).

Material y métodos: Se analiz6 a 15 pacientes HLA-A2(+) con
hepatitis C cronica (HCC) genotipo 1. Se estudio el epitopo NS3
1406-1415 (KLVALGINAV) tras amplificacion por PCR anidada. Se
realizé una transcripcion inversa del ARN del VHC previamente ex-

TABLA 1 Expresion del mRNA de los principales efectores de la via de sefalizacion de las BMPs, relativa al higado normal (n = 3):
BMP4 BMP6 BMP7 BMPR2 receptor  Alk-1 receptor Smad1 D2

Higado BDL 12,9 (7,7-21,6) 2,1 (1,7-2,6) 5,8 (2,6-12,9) 4,1 (2,4-6,9) 1,4 (0,9-2,2) 1,8 (1,0-3,3) 4,5 (2,9-6,8)
p = 0,002 p = 0,064 p = 0,064 p = 0,038 p = 0,305 p =0,274 p =0,018

Higado CCl4 16,6 (13,8-20,0) 3,5 (2,9-4,4) 2,3 (1,9-2,9) 1,45 (1,44-1,47) 3,0 (2,3-4,0) 1,46 (1,41-1,51) 2,7 (1,5-4,7)
p = 0,002 p =0,016 p = 0,026 p = 0,042 p = 0,011 p = 0,066 p = 0,104
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traido del suero con kit comercial de extraccion en columna. La
primera amplificacion se llevo a cabo usando los cebadores NS3-5
(5’-ACGTACTCCACCTACGGCAA-3’) y NS3-6 (5’-AAGGTAGGGTCA-
AGGCTGAA-3’). Los productos obtenidos se usaron para una segun-
da amplificacion usando los cebadores NS3-7 (5’-CATCCCAACAT-
CGAGGAGGT-3’) y NS3-8 (5’-TTG CAGTCTATCACCGAGTC-3’). Se
obtuvo una sola banda de 289pb en gel de agarosa 3%. Los produc-
tos finales se purificaron y secuenciaron con el secuenciador 377
DNA de Applied Biosystems. Se uso el test de Fisher para comparar
la frecuencia de substituciones de aa en las distintas regiones con
respecto al epitopo «wild-type». Se consider¢ significativo un valor
de p < 0,05.

Resultados: No se encontraron variaciones de aa en los principa-
les residuos de anclaje al HLA-A2 (KLVALGINAY) (0 de 30 aa; 0%). Sin
embargo las variaciones de aa fueron frecuentes en el lugar princi-
pal de interaccion del HLA-A2 con el RCT (KLVALGINAV) (8 de 45 aa;
18%) (p < 0,01). Estas substituciones de aa fueron A1409T, A1409G,
y L1410M. Ademas se detectaron substituciones de aa en lugares
secundarios de interaccion de HLA-A2 con el RCT (KLVALGINAV) (9
de 30 aa; 30%) (p < 0,01). Estas mutaciones fueron 11412L e 11412V.
Finalmente solo se detectd una substitucion en el resto de posicio-
nes del epitopo (KLVALGINAV) (1 de 45 aa; 2%).

Conclusiones: Los datos muestran evidencias estadisticas que
apoyan el papel de la presion inmunolégica selectiva de las células
T CD8(+) como causa de mutaciones en el epitopo HLA-A2 restrin-
gido NS3 1406-1415. Es poco probable que estas substituciones de
aa ocurran al azar debido a la preferencia de aparicion de las mu-
taciones en los sitios principales y secundarios de interaccion del
complejo HLA-A2/péptido con el RCT.

LOS EFECTORES DEL AMP C,I'CLICO EPACY PKA ESTAN
IMPLICADOS EN LA CISTOGENESIS HEPATICA
DE UN MODELO ANIMAL DE ARPKD

J.M. Banales*®, T.V. Masyuk?, S.A. Gradilone?, A.l. Masyuk?,
J.F. Medina® y N.F. LaRusso?

aCentro Miles y Shirley Fiterman para el estudio

de las Enfermedades Digestivas. Division de Gastroenterologia
y Hepatologia. Clinica Mayo Colegio de Medicina. Rochester.
MN. Estados Unidos.

®Divisién de Terapia Génica y Hepatologia. CIMA-CUN.

Escuela de Medicina. Universidad de Navarra y CIBERehd.
Pamplona. Espana.

Introduccion: En el modelo animal de enfermedad renal poli-
quistica autosomica recesiva (autosomal recessive polycystic kid-
ney disease, ARPKD), i.e. las ratas PCK, se desarrollan quistes bilia-
res derivados de colangiocitos asociados con un incremento en los
niveles intracelulares de adenosina 3’,5-monofostato ciclico
(cAMP), cuya inhibicion suprime el crecimiento de los quistes.

Objetivos: Estudiar si la elevacion de cAMP observada en los co-
langiocitos de las ratas PCK se asocia con un aumento en la prolife-
racion a través de dos efectores intracelulares, las proteias inter-
cambiadoras dependientes de cAMP (exchange proteins activated
by cAMP, Epac1 y Epac2) y la proteina quinasa A (protein kinase A,
PKA), asi como analizar si los niveles intracelulares de calcio parti-
cipan también en este proceso.

Resultados: Los colangiocitos normales de rata expresan las
isoformas de Epac (Epac1y Epac2) asi como las subunidades regu-
ladoras de PKA (PKA-Rs) a nivel de mRNA y proteina. Ademas, se
observé que la expresion tanto de Epact y Epac2, como de la
subunidad PKA Rif se encuentra elevada en colangiocitos PCK. El
estudio de proliferacion de colangiocitos tras activacion de Epac
o PKA mostré que tanto los colangiocitos normales como los PCK
aumentan su proliferacion tras estimulacion especifica de Epac
con un analogo del cAMP. En cambio, la estimulacion especifica de

PKA mostré efectos diferenciados, suprimiendo la proliferacion
de los colangiocitos normales pero acelerando este proceso en los
colangiocitos PCK. Por otro lado, utilizando el modelo de «estruc-
turas quisticas» generado mediante el cultivo de colangiocitos
(normales y PCK) en tres dimensiones (3-D), se observé que tanto
la activacion de Epac como la de PKA producen un incremento en
el crecimiento de los quistes, especialmente en los quistes deri-
vados de colangiocitos PCK. La utilizacion de inhibidores farmaco-
logicos especificos, o bien el silenciamiento génico mediante siR-
NAs, demostraron la especificidad de la activacion de cada
efector, asi como el papel de la via de sefalizacion MEK-ERK1/2
en todos los cambios proliferativos observados. La hiper-prolife-
racion de los colangiocitos PCK en respuesta a la estimulacion de
PKA, pero no tras la estimulacion de Epac, esta asociada con un
descenso en los niveles intracelulares de calcio, y su restauracion
bloquea la proliferacion dependiente de PKA, a través de la via de
sefializacion PI3K/AKT.

Conclusiones: Nuestros hallazgos aportan sdlidas evidencias de
que ambos efectores del cAMP, Epac y PKA, asi como los niveles
intracelulares de calcio estan implicados en la cistogénesis hepati-
ca de ARPKD.

LOS HEPATOCITOS DE RATA CIRR()TICA CON ASCITIS
EXPRESAN EL RECEPTOR PROFIBROGENICO CB1.
ESTUDIO EN CULTIVO PRIMARIO DE CORTA DURACION

G. Odena*b<, R. Bartoli®®<, R.M. Morillas*<, M. Miquelc, M. Sala®
y R. Planas®®<

aUnidad de Hepatologia. Servicio de Aparato Digestivo. Hospital
Germans Trias y Pujol. Badalona. Barcelona. Espana.
®Fundacién Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud
Germans Trias y Pujol. Barcelona. Espafia.

cCentro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (Ciberehd).

Introduccion: El sistema endocannabinoide de sefalizacion esta
implicado en la progresion de la fibrosis a cirrosis ya que el recep-
tor de cannabinoides CB1 esta presente y aumentado en células de
Kupffer y células estrelladas de higados cirréticos. Sin embargo,
hasta la fecha, no se ha descrito la presencia de este receptor en
hepatocitos, asi como su posible papel en la progresion de la fibro-
sis.

Objetivo: Determinar la expresion del receptor de cannabinoi-
des CB1 en un cultivo primario de corta duracion de hepatocitos de
rata y compararla entre hepatocitos de higados normales y de higa-
dos cirréticos.

Material y métodos: Se indujo cirrosis por tetracloruro de carbo-
no a 4 ratas Sprague-Dawley machos. Cuatro animales mas actua-
ron de controles. Se aislaron los hepatocitos mediante la técnica de
perfusion con colagenasa y se cultivaron un millon de células en
frascos recubiertos de colageno durante 3 dias. Se extrajeron las
proteinas totales de cada cultivo y se determiné la expresion de
CB1 mediante un ensayo Western blot ajustando los resultados a la
expresion de B-actina.

Resultados: En los hepatocitos obtenidos, la cantidad (5,3 X 10°
células [4,5 X 10%-6,02 X 10°] frente a 2,4 X 10° células [1,9 X
10°-2,9 X 10°]; p = 0,021) y la viabilidad (91% [87,7-94,2%] frente a
81,5% [78,5-84,5%]; p = 0,029) fue significativamente superior en el
grupo de ratas control respecto a las ratas cirroticas. La expresion
de CB1 fue positiva en todas las ratas controles y en 3 de las 4 ratas
cirroticas. La expresion fue muy variable sin diferencias entre gru-
pos.

Conclusiones: Se demuestra, por primera vez, que los hepatoci-
tos en cultivo primario de corta duracion expresan el receptor de
cannabinoides CB1 y esta expresion es variable independientemen-
te de si provienen de higados normales o cirroticos.
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MARCADORES TISULARES DEL PROCESO DE ANQIOGENESIS
Y EVOLUCION DEL HEPATOCARCINOMA DESPUES
DEL TRASPLANTE HEPATICO

A. Campillo Arregui®, M.J. Morandeira Garcia®,
T. Castiella Murduzabal®, C. Sostres Homedes?, S. Lorente Pérezc,
A. Garcia Gil¢ y M.T. Serrano Aullé?

aServicio de Aparato Digestivo. HCU Lozano Blesa. Espafa.
bServicio de Anatomia Patoldgica. HCU Lozano Blesa. Espaia.
‘Unidad de Aparato Digestivo. Hospital San Jorge. Huesca.
Espanfa.

dServicio de Cirugia General. HCU Lozano Blesa. Esparia.

Introduccion: La indicacion de trasplante hepatico en los pa-
cientes con hepatocarcinoma (HCC) sigue siendo un tema contro-
vertido ya que los sistemas de estadiaje actuales no tienen un valor
pronostico suficientemente bueno. Estudios recientes indican la
posible existencia de marcadores tisulares fundamentalmente rela-
cionados con la proliferacion y la angiogénesis que podrian tener
un papel pronoéstico.

Objetivos: Estudiar si la expresion de VEGF, COX-2 y la densidad
microvascular (DMV), se relacionan con una mayor extension del
tumor y con la aparicion de recidiva.

Métodos: Mediante inmunohistoquimica, se estudi6 la expresion
de CD34, VEGF y COX-2 en el tejido tumoral y peritumoral de 35
HCC obtenidos tras un trasplante hepatico. Ademas se usaron como
controles 10 higados con cirrosis sin tumor y 5 cufas de los implan-
tes obtenidas durante la cirugia de banco. La tincion de COX-2 y
VEGF fueron valoradas por un anatomopatélogo siguiendo una es-
cala semicuantitativa. La DMV fue evaluada mediante CD34 que se
cuantificé con un sistema morfométrico mediante el programa in-
formatico ContimUZ en las areas calientes del tumor. Se analizaron
la recidiva tumoral y supervivencia de los pacientes, con un segui-
miento minimo de 24 meses. Los datos obtenidos fueron estudiados
con el paquete estadistico SPSS.

Resultados: La COX2 en el tejido cirrético peritumoral de los
pacientes con HCC estaba incrementada de forma significativa con
respecto a la expresada en los pacientes con cirrosis sin HCC. El
VEGF en el tejido peritumoral, pero no en el tumoral, estaba incre-
mentado en los explantes de los pacientes que presentaron recidi-
va con respecto a los que no recidivaron. Una expresion de esta
proteina en mas del 50% de las células peritumorales se relaciona
significativamente con la aparicion de recidiva (p= 0,010). El au-
mento de esta proteina en el tejido peritumoral, se asocio6 asi mis-
mo, con factores anatomopatoldgicos de extension tumoral. Sin
embargo, ni la COX2 ni la densidad vascular del tejido tumoral de-
mostraron asociacion con ningln factor anatomopatologico ni con
la recidiva tumoral.

Conclusién: Una mayor expresion de VEGF en el tejido peritu-
moral se relaciona con la presencia de hepatocarcinoma avanzado
y con una mayor probabilidad de recidiva.

MAYOR SUSCEPTIBILIDAD AL DANO HEPATICO POR LPS
EN RATONES TRANSGENICOS TG-SREBP-2

A. Fernandez., F. Caballero, M. Elena, C. Garcia-Ruiz
y J.C. Fernandez-Checa

Unidad de Hepatologia. ICMDiM-Hospital Clinic. CIBEREHD.
1IBB-CSIC. IDIBAPS. Barcelona. Espana.

Introduccién: La esteatohepatitis (EH), tanto alcohodlica (EHA)
como no alcohdlica (EHNA), es una de las principales causas de
muerte en los paises occidentales. Estudios recientes identifican al
acumulo de colesterol, particularmente en la mitocondria, como
un factor clave en la progresion de la esteatosis a EH y a estadios
mas avanzados de la enfermedad (ej. cirrosis y hepatocarcinoma).
El factor de transcripcion SREBP2 (Sterol Regulatory Element Bin-

ding Protein-2), activa genes implicados en la sintesis y captacion
del colesterol. Por tanto, niveles elevados de SREBP2 podrian estar
implicados en la progresion de la enfermedad.

Objetivo: Estudiar el papel del colesterol en ratones transgéni-
cos que sobreexpresan el factor de transcripcion SREBP2 (tg-SRE-
BP2) en la susceptibilidad hepatica a alcohol y LPS.

Métodos: Ratones Tg-SREBP2 y salvajes B6SJLF1/J fueron ali-
mentados durante 4 semanas con dieta liquida alcohdlica Lieber
DeCarli, y posterior exposicion a LPS (5 mg/Kg) 24 horas antes de
ser sacrificados. El dafo hepatico se evalud por transaminasas en
suero e histologia. Se analizaron los niveles de colesterol, triglicé-
ridos y acidos grasos libres. La mitad de los animales en estudio
recibieron una dosis diaria de atorvastatina (10 mg/Kg) durante
10-15 dias.

Resultados: Los animales Tg-SREBP2 muestran un incremento en
el nivel hepatico de colesterol (esterificado y libre), y en particu-
lar, del colesterol mitocondrial, que se correlaciona con la disminu-
cion del nivel de GSH mitocondrial. Los ratones Tg-SREBP-2 expues-
tos a LPS, mostraron un incremento de 4 veces respecto a los
salvajes en la liberacion de transaminasas al suero. El consumo
cronico de alcohol susceptibilizd a los salvajes al LPS, pero no in-
cremento el dafo observado tras LPS en animales transgénicos. El
tratamiento con atorvastatina, redujo los niveles de colesterol he-
patico esterificado y libre, y previno la disminucion del nivel de
GSH mitocondrial, resultando en menor daio hepatico medido por
transaminasas e histologia tras consumo de alcohol o exposicion al
LPS.

Conclusién: El aumento de los niveles de colesterol, en particu-
lar en la mitocondria, que se observa en ratones transgénicos Tg-
SREBP2 sensibiliza al dafio hepatico producido por endotoxina y
consumo croénico de alcohol. Estos datos confirman el papel clave
del colesterol mitocondrial en el desarrollo de EH debido, en parte,
a la disminucion del GSH mitocondrial.

MECANISMO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA
A LA INSULINA EN EL HIGADO DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO: PAPEL DE LAPTP1B

A. Gonzalez-Rodriguez>®, J.A. Gutiérrez-Masc, M. Ros¢,
J.M. Carrascosa? y A.M Valverde®

2Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols (CSIC/UAM).
Madrid. Espana.

°CIBER de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas Asociadas. ISCIII.
Madrid. Espafa.

“Departamento de Ciencias de la Salud Ill. Universidad

Juan Carlos I. Madrid. Espafa.

dDepartamento de Biologia Molecular. Facultad de Ciencias.
Universidad Autonoma de Madrid. Madrid. Espaia.

Durante el envejecimiento se produce una pérdida de la sensibi-
lidad a la insulina en los tejidos periféricos. Dado que la proteina
tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) es un modulador negativo de las ac-
ciones de la insulina en el tejido hepatico, en este estudio hemos
investigado el papel de la PTP1B en la sensibilidad a la insulina en
el higado durante el envejecimiento. Para ello, empleamos ratones
viejos (15 meses) y ratones jovenes (3 meses) de los genotipos sal-
vaje (PTP1B*'*) y deficientes en PTP1B (PTP1B~/-).

Los ratones viejos presentaron una disminucion significativa de
la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en compa-
racion con los jovenes. Ademas, los ratones viejos presentaban
aumentada la masa de tejido adiposo blanco con respecto a los
jovenes. Tras la inyeccion i.p. de insulina, la actividad PI 3-quina-
sa asociada a IRS-1 e IRS-2, asi como la fosforilacion de Akt y Foxo1
se encontraban disminuidas en el higado de ratones viejos en com-
paracion con los jovenes. Por tanto, los hepatocitos procedentes
de los ratones viejos presentaron disminuida la respuesta a la in-
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sulina en la inhibicion de los mRNAs de los enzimas gluconeogéni-
cos PEPCK y G6Pasa en comparacion con los jovenes. Curiosamen-
te, la expresion de PTP1B se encontraba aumentada en el higado
de los ratones viejos en comparacion con los jovenes a nivel de
mRNA y cantidad de proteina. Ademas, durante el envejecimiento
la actividad enzimatica de la PTP1B aumentaba de manera signifi-
cativa. Los ratones viejos PTP1B~/~ presentaban una marcada hi-
persensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa durante el
envejecimiento en comparacion con los ratones viejos controles.
Ademas, la pérdida de PTP1B protegia frente al aumento de adipo-
sidad durante el envejecimiento. A nivel molecular, la activacion
de la ruta IRS-1,-2/PI 3-quinasa/Akt/Foxo1 en respuesta a la in-
yeccion de insulina se encontraba aumentada el higado de los ra-
tones PTP1B~/~ viejos en comparacion con los controles. En conse-
cuencia, los hepatocitos primarios procedentes de ratones viejos
PTP1B~/~ presentaban una hipersensibilidad a la insulina en rela-
cion con la inhibicion de los enzimas gluconeogénicos PEPCK y
G6Pasa en comparacion con los controles. Nuestros resultados de-
muestran que la activacion de la PTP1B es un componente esencial
en la resistencia a la insulina en el higado durante el envejeci-
miento.

MIOCARDIOPATIA EN PACIENTES CON CIRROSIS
HEPATICA. FRECUENCIA, CARACTERISTICAS

Y RELACION CON LA DISFUNCION CIRCULATORIA
Y EL PRONOSTICO

A. Nazar®Pb<, M. Sitgesd, M. Guevara*®<, C. Terra®®<,

M. Marinelliz®<, F.P. Villa¢, M. Martin-Llahi>b<, M.E. Baccaro®®s<,
J.C.G. Pagan>b<, M. Pavesi®<, S. Poyatos?, V. Arroyo®®<

y P. Ginés2b<

aServicio de Hepatologia. Hospital Clinic. Universitat

de Barcelona. Barcelona. Espana.

®/DIBAPS. Barcelona. Espafa.

°CIBERehd. Ciber de Enfermedades Hepdticas y Digestivas.
Barcelona. Espana.

dServicio de Cardiologia. Hospital Clinic de Barcelona. Barcelona.
Espana.

Estudios recientes han descrito una alteracion miocardica tipica
de la cirrosis que se caracteriza fundamentalmente por disfuncion
diastdlica. No obstante, la frecuencia de esta alteracion y su rele-
vancia clinica en la historia natural de la cirrosis se desconocen. El
objetivo de este estudio fue evaluar la frecuencia de miocardiopa-
tia, su relacion con la disfuncion circulatoria y su posible impacto
sobre la evolucion de los pacientes con cirrosis.Se estudiaron de
forma prospectiva 102 pacientes consecutivos (71 hombres / 31
mujeres; 56 + 11 anos, media + DE) con cirrosis en diferentes fases
de la enfermedad (Child-Pugh A 26, B 39 y C 37). Se realizé un
ecocardiograma Doppler convencional con Doppler tisular en el
que se determinaron las dimensiones de las cavidades cardiacas,
la funcion sistolica y diastolica ventricular y se estimé la presion
capilar pulmonar. La disfuncion diastdlica se clasificd en una esca-
la de 0 a 4 en base a criterios internacionales bien establecidos
(American Society of Ecocardiography). En 85 pacientes se deter-
mind, ademas, los niveles plasmaticos de hormonas vasoactivas y
en 54 se realizé un cateterismo hepatico y cardiaco derecho. Los
pacientes fueron seguidos durante un periodo minimo de 6 meses.
Dos pacientes fueron excluidos por valvulopatia severa. Las di-
mensiones y la fraccion de eyeccion (63 + 8%) del ventriculo iz-
quierdo fueron normales. Se observé disfuncion diastdlica en el
57% de los pacientes (41% grado 1y 16% grado 2). Estos pacientes
mostraron presion capilar pulmonar mayor que los pacientes sin
disfuncion diastolica (8 + 3, 10 + 3, y 14 + 6 mmHg, sin y con dis-
funcion diastolica grados 1 y 2, respectivamente; p < 0.001). En
comparacion con los pacientes sin disfuncion diastolica o con dis-

funcion diastolica grado 1, los pacientes con disfuncion diastélica
grado 2 presentaron una insuficiencia hepatica mas severa (Child-
Pugh 8 + 2 vs 10 + 2 y MELD 14 + 6 vs 20 + 11,respectivamente,p <
0,05), una disfuncion circulatoria mas intensa (resistencias vascu-
lares sistémicas: 877 + 330 vs 626 + 151 din/seg/cm-5, p < 0,05;
gasto cardiaco: 9 + 3 vs 10 + 2, p = 0.07; noradrenalina plasmatica:
338 + 233 vs 620 + 646 pg/ml, p < 0,0001) y unos niveles plasmati-
cos mas elevados de factor natriurético atrial (42 + 32 vs 64 + 49
fmol/ml, p < 0,01) y péptido natriurético cerebral (54 + 76 vs 91 +
94 pg/ml; p < 0,07). La frecuencia de disfuncion diastolica grado 2
fue de 8, 11 y 28% en los pacientes del grupo A, B y C de Child-
Pugh, respectivamente (p < 0,05). La supervivencia libre de tras-
plante a los 6 meses fue significativamente inferior en los pacien-
tes con disfuncion diastélica grado 2 en comparacion con el resto
de los pacientes (25 vs 61%, p < 0,01). En conclusion, la miocardio-
patia es frecuente en los pacientes con cirrosis, en especial en
aquellos con insuficiencia hepatica avanzada. La presencia de dis-
funcion diastolica grado 2 se asocia con una mayor severidad de la
enfermedad hepatica, mayor disfuncion circulatoria y peor pro-
nostico.

NIVELES SERICOS DE IL-23 E IL-17 EN EL RECHAZO
CELULAR DEL TRASPLANTE HEPATICO

E. Fabrega®, M. Lopez-Hoyos®, D. San Segundo®, F. Casafont?
y F. Pons-Romero?

aServicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario Marqués
de Valdecilla. Santander. Espana.

bServicio de Inmunologia. Hospital Universitario Marqués

de Valdecilla. Santander. Espafa.

Introduccién y objetivo: El equilibrio Th1/Th2 se ha empleado
habitualmente para explicar los mecanismos inmunopatologicos
implicados en la respuesta alorreactiva del trasplante hepatico
(TH). Recientemente se ha descrito un nuevo tipo de célula T CD4+,
las células Th17 que podrian participar en el rechazo celular (RC)
de los aloinjertos. Las células Th17 secretan diversas citocinas en-
tre las que destaca IL-17 y que es la que las define. La induccion de
estas células depende de la senal generada por diversas citocinas,
entre las que destaca IL-23. Hasta el momento no existen eviden-
cias del papel de las células Th17 en TH humano. El objetivo de
nuestro estudio ha sido investigar si IL-23 e IL-17 se elevan en el RC
del TH humano.

Métodos: Se incluyeron prospectivamente 50 pacientes someti-
dos a TH sin complicaciones vasculares ni infecciosas. Se dividieron
en dos grupos: 15 pacientes con RC y 35 sin RC. Se analizaron IL-23
e IL-17 en los dias 1, 7 del postoperatorio del TH y en el dia de la
biopsia hepatica. Como grupo control se incluyeron 20 sujetos sa-
nos.

Resultados: La concentracion de IL-23 fue similar en los pacien-
tes con RC respecto a los pacientes sin RC en el postoperatorio in-
mediato. Sin embargo, objetivamos un incremento significativo de
los niveles de IL-23 en los pacientes con RC en el momento del
diagnostico del mismo. El comportamiento de IL-17 fue similar, con
un aumento significativo de sus niveles en el grupo de pacientes
con RC en el momento de su diagndstico. Ademas, al analizar todos
los pacientes incluidos en el estudio comprobamos que los niveles
séricos de IL-23 e IL-17 fueron significativamente superiores en to-
dos los tiempos respecto al grupo control.

Conclusiones: En los pacientes con RC se produce un incremento
significativo en los niveles circulantes de IL-23 e IL-17 en el mo-
mento de su diagnostico. Por tanto, nuestros resultados sugieren
que las células Th17 podrian participar en el RC del TH humano.
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OPTIMIZACION DEL CULTIVO DE LiQUIDO ASCITICO
EN EL CONTEXTO CLINICO DE LA PERITONITIS
BACTERIANA ESPONTANEA
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J.A. Pajares Diaz?, A. Huerta Madrigal?, A. Matilla Pefa?,
R. Banares Canizares® y G. Clemente Ricote?
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Introduccion y objetivos: La peritonitis bacteriana espontanea
(PBE) es la infeccion del liquido ascitico en ausencia de foco infec-
cioso intraperitoneal en pacientes con enfermedad hepatica e hi-
pertension portal. El método adecuado para el cultivo de liquido
ascitico (LA) es su inoculacion en frascos de hemocultivos a la ca-
becera del paciente. El objetivo del estudio fue valorar la rentabi-
lidad del cultivo del LA con la inoculacion de un volumen de 5ml
frente a 10ml en practica clinica habitual.

Material y métodos: Se analizaron de manera retrospectiva los
datos provenientes de las historias clinicas de 158 episodios conse-
cutivos de PBE en pacientes cirréticos durante el periodo de enero
de 2003 a diciembre de 2005, en los que se realizé de forma siste-
matica la recogida de cultivos de LA con 5ml por bote de hemocul-
tivo (grupo 1). Este grupo de pacientes ha sido comparado con un
grupo prospectivo desde octubre de 2007 a octubre de 2008, cons-
tituidos por un total de 85 episodios, en los que se modificd el
protocolo diagnostico de PBE con recogida de 10ml de LA para cada
bote de hemocultivo (grupo 2).

Resultados: No se demostraron diferencias significativas en las
caracteristicas basales epidemiologicas y clinicas entre los episo-
dios de PBE, salvo la presencia mas frecuente en el grupo 2 de
origen etilico de la hepatopatia (55,6 vs. 39,9%, p = 0,024), ascitis
a tension (23,3 vs. 12%, p = 0,03), ileo paralitico (6,1 vs. 1,3%, p =
0,028) e insuficiencia renal al diagndstico (48,9 vs 32,3%, p =
0,014).). Se consigui6 aislamiento microbioldgico en el 13,3% de los
episodios del grupo 1, frente al 54,1% en el grupo 2 (OR 7,7 IC 95%
4,11-14,5; p 0,0001). El microorganismo mas frecuentemente aisla-
do en liquido ascitico en el grupo 1 fue E. Coli (33,6%) seguido de
Estafilococo Aureus (14,2%), de forma similar al grupo 2 (22,5 y
13,5%, respectivamente).

Conclusiones: La inoculacién de 10 ml de LA en botes de hemo-
cultivo incrementa de forma significativa la efectividad diagndstica
de los cultivos en los episodios de PBE.

PAPEL DE CXCR4/SDF-1 EN EL FENOTIPO MIGRATORIO

DE CELULAS DE HEPATOMA QUE HAN SUFRIDO
TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA EN RESPUESTA

AL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE TIPO BETA
(TGF-BETA)

E. Bertran?, L. Caja?, E. Navarro?, P. Sancho?, J. Mainez?,
M.M. Murillo?, A. Vinyals?, A. Fabra? e |. Fabregat®®

3Laboratori d’Oncologia Molecular. Institut d’Investigacio
Biomedica de Bellvitge (IDIBELL). Barcelona. Espana.
bDepartament de Ciencies Fisiologiques Il. Universitat

de Barcelona-IDIBELL. L’Hospitalet de Llobregat. Barcelona.
Espana.

El factor de crecimiento transformante tipo beta (TGF-B) es in-
hibidor del crecimiento e inductor de apoptosis en hepatocitos. Sin
embargo, numerosos estudios indican que podria jugar un papel
dual en hepatocarcinogénesis. En células de hepatoma el TGF-3
induce sefales pro- y anti-apoptoticas, del balance de las cuales
depende el destino celular (Caja et al. Cel Signal. 2008). Las célu-

las que son capaces de sobrevivir responden a este factor inducien-
do cambios morfologicos caracteristicos de un proceso de transi-
cion epitelio-mesénquima (EMT), lo que les confiere capacidad
migratoria e invasiva. En este sentido, se ha descrito recientemen-
te que los pacientes de carcinoma hepatocelular humano que
muestran un patron de expresion de genes modulados por el TGF-3
tardiamente (genes de invasion) muestran un prondstico peor y me-
nor supervivencia (Coulouarn et al. Hepatology. 2008).

Nuestro grupo esta interesado en estudiar los mecanismos que
permiten a las células tumorales hepaticas superar los efectos
apoptdticos del TGF-B y responder al mismo induciendo EMT. He-
mos establecido una linea celular a partir de células FaO de hepa-
toma de rata que han sido seleccionadas por su capacidad de so-
brevivir al TGF-B (TRT-FaO, de células FaO tratadas con TGF-B).
Estas células muestran un fenotipo mesenquimatico en presencia
de TGF-B, siendo resistentes a sus efectos inhibidores del creci-
miento y mediadores de muerte. En ausencia de TGF-B, las células
recuperan el fenotipo epitelial, lo que coincide con una recupera-
cion de la respuesta a los efectos supresores del TGF-B. Las células
TRT-FaO muestran una mayor capacidad migratoria e invasiva que
las células parentales, FaO. Buscando la implicacion de una posible
quemoquina, hemos encontrado que dichas células expresan altos
niveles de CXCR4, receptor de SDF-1/CXCL12, que muestra, ade-
mas, una localizacion en el frente de migracion. Un antagonista
especifico de CXCR4 (AMD3100, ampliamente utilizado en clinica)
atenua significativamente la capacidad migratoria de las células
TBT-Fa0. EL TGF-B es responsable de este aumento en la expresion
de CXCR4, a través de un mecanismo NFkappaB-dependiente. El
aumento de CXCR4 sensibiliza a las células TBT-FaO para responder
a SDF-1a, que activa la via de las ERKs, y aumenta su fenotipo mi-
gratorio y su capacidad de sobrevivir en circunstancias adversas,
como la ausencia de suero. En resumen, hemos establecido un nue-
vo modelo celular para el estudio de un proceso reversible de EMT
que podria tener lugar en respuesta al TGF-B durante la carcinogé-
nesis del higado. Proponemos que el CXCR4, cuya expresion se ve
incrementada en respuesta al TGF-B, podria tener una gran rele-
vancia en la diseminacion del tumor, mediando migracion y super-
vivencia celular.

Este trabajo esta financiado por Proyectos del Ministerio de Edu-
cacion y Ciencia, (BFU2006-01036), Ministerio de Sanidad, (ISClII-
RETICC RD06/0020) y AGAUR-Generalitat de Catalunya (2005SGR-
00549).

PAPEL DE LOS RECEPTORES DE TNF (TNFR1 Y TNFR2)
EN LA PROLIFERACION DE LAS CELULAS ESTRELLADAS
HEPATICAS

N. Tarrats, A. Moles, J.C. Fernandez-Checa y M. Mari

Unidad de Hepatologia. Hospital Clinic i Provincial. CIBEREHD.
IDIBAPS. 1IBB-CSIC. Barcelona. Espana.

Introduccion y objetivo: Las células estrelladas hepaticas (CEH)
sufren una transformacion fenotipica, o activacion celular, clave en
la patogenia de la fibrosis hepatica. El TNF juega un papel funda-
mental en la mayoria de hepatopatias y, en el caso concreto de la
fibrosis hepatica, se ha observado que ratones deficientes en los
receptores de TNF (TNFR1 y TNFR2) son resistentes a la fibrosis in-
ducida por CCl, debido a un menor dafio hepatico e inflamacion. Sin
embargo, mientras que es conocido el papel que ejercen TGF-B y
PDGF sobre la activacion de las CEH, la contribucion del TNF a este
proceso resta por determinar. El objetivo de este estudio es anali-
zar si la ausencia de TNFR1 y TNFR2 en las CEH modula su activa-
tion, y por tanto, su potencial fibrogénico.

Métodos: Cultivo en plastico (2 a 7 dias) de CEH primarias de
ratones salvajes y deficientes en receptores de TNF (TNF-DKO).
Proliferacion celular por incorporacion de H3-timidina al DNA. AKT,
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p-AKT y PDGFBR por western blot. Silenciamiento de TNFR1 y
TNFR2 en linea LX2 humana mediante siRNA comerciales.

Resultados: Se observd una menor proliferacion en los estadios
iniciales de activacion (de dia 3 a dia 7) de las CEH de ratones
TNF-DKO respecto a ratones salvajes (60 vs 100%, dia 7), acompa-
nada de una menor actividad de las metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9. A su vez, se detectd una menor activacion de la ruta de
AKT en respuesta a PDGF (10ng/ml, 30min) en los ratones TNF-
DKO, a pesar de que ambas CEH mostraban niveles similares de
receptor de PDGF (PDGFBR). Para verificar si esta menor fosfori-
lacion de AKT era debida a la ausencia de receptores de TNF se
empleod la linea humana LX2 a la que se disminuyeron los niveles
de TNFR1, de TNFR2, o de ambos mediante silenciamiento con
siRNA. Mientras que las LX2 transfectadas con siRNA control o con
TNFR2 siRNA respondian a PDGF-BB fosforilando AKT, esta activa-
cion era inferior en las LX2 transfectadas con TNFR1 siRNA o
TNFR1/R2 siRNA, poniendo de manifiesto que una correcta sefali-
zacion a través de TNFR1 es necesaria para la respuesta prolifera-
tiva frente a PDGF.

Conclusion: La ausencia de receptores de TNF en las células
estrelladas hepaticas, en especial de receptor TNFR1, reduce su
capacidad proliferativa y de respuesta a mitégenos como el
PDGF.

PAPEL DEL SINDROME METABOLICO EN EL DESARROLLO
DE HEPATOCARCINOMA EN PACIENTES CIRROTICOS

E. Hoyas?, M. Jover?, A. Pérez?, R. Aparcero?, L. Grande?,
I. Camacho®, D. Garcia?, B. Figueruela?, E. Suarez?, J. Funuyet?
y M. Romero-Gomez?

2UGC Enfermedades Digestivas y CIBEREHD. Sevilla. Espana.
bServicio de Bioquimica. Hospital Universitario de Valme. Sevilla.
Espana.

Objetivo: Analizar el papel de la resistencia a la insulina en el
riesgo de desarrollar hepatocarcinoma en pacientes con cirrosis he-
patica.

Pacientes y Métodos: Una cohorte de 115 cirrdticos (72% hom-
bres; 57 + 10 afos; Child-Pugh: 6,3 + 1,5; MELD: 9,4 + 2,9) conse-
cutivos seguidos en nuestra Unidad se sometieron a estudio meta-
bolico incluyendo insulina, glucosa, leptina, adiponectina y TNF
mediante método de ELISAy ECLIA, R&D system. Los pacientes fue-
ron seguidos cada 3 o 6 meses durante 34,6 + 16 meses en una
consulta de cribado de cancer de higado. Durante el seguimiento
desarrollaron hepatocarcinoma 9 pacientes (8%) y fallecieron 19
pacientes (16,5%).

Resultados: En el analisis univariado los factores basales asocia-
dos con mayor riesgo de desarrollar hepatocarcinoma fueron los
niveles de TNF ((19,5 + 5,8 vs. 15,1 £ 6,5) ng/ml; U-Mann-Whitney
p = 0,042), las cifras de adiponectina (47,6 + 36 vs. 20,1 + 16,7; p
= 0,013) micrg/ml y las cifras de alfa-fetoproteina (29,9 + 42 vs.
7,6 + 28; p = 0,039) ng/ml. No encontramos asociacion entre los
niveles basales de insulina, leptina, glucosa o el indice de HOMA y
el desarrollo de cancer de higado. Desarrollaron hepatocarcinoma
5 de 33 pacientes con cirrosis C (15%) frente a 4 de 79 cirroticos con
otras etiologias (5,1%); p = 0,12. El desarrollo de hepatocarcinoma
fue del 4% el primer afio y del 3% en el segundo. Los pacientes con
adiponectina superior a 30 microg/ml presentaron una mayor tasa
de desarrollo de hepatocarcinoma; log-rank: 9,43; P = 0,002. En el
analisis multivariado mediante regresion de Cox se comprobo que
la Unica variable independiente asociada con el riesgo de desarro-
llo de hepatocarcinoma fue la elevacion de la adiponectina (HOSPI-
TALR: 1,04 (IC 95%: 1,02-1,07; p = 0,005).

Conclusiones: Las cifras basales de adiponectina predicen el
riesgo de hepatocarcinoma. La via de la adiponectina puede jugar

un papel relevante en el desarrollo de cancer de higado en pacien-
tes cirroticos debido a la sobreexpresion de receptores de adipo-
nectina (t-cadherina) en el endotelio vascular de hepatocarcino-
mas resecados. Por tanto, podria ser una nueva diana terapéutica
en la prevencion del cancer.

PRONOSTICO DE LA ATRESIA BILIAR: CASUISTICA
1975-2004

L. Hierro, E. Frauca, G. Munoz-Bartolo, A. de la Vega,
C. Camarena, J. Murcia, M. Gamez, R. Batista, R. Diez,
M. Lopez-Santamaria, M.C. Diaz y P. Jara

Servicio de Hepatologia y Trasplante. Hospital Infantil
Universitario La Paz. Madrid. Espafa.

Introduccion: La atresia biliar (AB) es la hepatopatia grave mas
frecuente en nifos. Incide en 1 por 17000 recién nacidos y necesita
un diagnostico temprano y portoenteroanastomosis (PE) antes de
60-90 dias de vida para mejorar el prondstico natural (fallecimien-
to en el primer afio). El trasplante hepatico sera necesario en la
mayoria de los casos antes de la edad adulta.

Objetivos: Describir los posibles cambios en caracteristicas,
edad de diagnostico-cirugia y pronostico de nifios con AB en el pe-
riodo 1975 a 2004.

Métodos: Un total de 112 nifios con AB fueron atendidos desde el
diagndstico, con PE realizada en el propio centro. Fueron divididos
en 2 grupos: A: n = 58 atendidos en 1975-1989 y B: n = 54 en 1990-
2004. Se analiz6 la supervivencia con higado propio (hasta falleci-
miento o trasplante) hasta 2007.

La indicacion de trasplante se produjo: por ausencia de flujo bi-
liar a los 6 meses de edad, o por complicaciones (colangitis, ascitis,
sangrado, malnutricion) o insuficiencia

Resultados: Edad de realizacion de PE: la media fue A: 71 vs B:
62 dias (p = 0,04) pero no hubo diferencias en la proporcion de ni-
flos operados a edad optima < 60 dias: A: 39% B: 42%.

Tipo de AB: fue completa (toda la via biliar extrahepatica) en A:
70,6% (n = 41) y B: 83% (n = 45), el sindrome de poliesplenia afect
aA:n=8yB:n=8

Evolucion tras PE: No fueron operados A: 2y B: 6 nifios, por diag-
nostico tardio. Tras la PE, al 6.° mes de edad hubo igual proporcion
con buen flujo biliar, en A: 50% (n = 28) y B: 52% (n = 25)

Los nifios fallecidos sin recibir trasplante fueron en A: n = 18
(31%) y en B: n = 6 (11%).

La supervivencia global con higado propio a los 5 afos fue (grafi-
co): en A: 47,5% y en B: 29% (p = 0,01) Al comparar el subgrupo con
atresia de toda la via extrahepatica la supervivencia a 5 afos fue:
A: 40% y B: 30% (p = 0,04)

Se observo diferencia en el manejo de la enfermedad, con indi-
cacion de trasplante mas precoz en nifos del grupo B. En los que
restablecieron flujo biliar, con bilirrubina < 2 mg/dl al 6.° mes de
edad, la supervivencia con higado propio a los 5 afios fue: A: 85,7%
y B: 59% (p = 0,07)

En el periodo 1997-2007 se realizaron 84 trasplantes en nifios con
AB (del propio y otros centros) La supervivencia post-trasplante en
AB fue 96% a 10 anos post-TH.

Conclusiones: Comparando antes y después de 1990, no ha me-
jorado el diagndstico precoz de AB, el porcentaje de nifos opera-
dos antes de 60 dias, ni los resultados de la PE. El mejor acceso y
buenos resultados del trasplante motivan que, comparativamente
al pasado, los nifios con AB tengan una menor supervivencia con
higado propio.
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QUIMIOEMBOLIZACION EN CARCINOMA HEPATOCELULAR
EN ESTADIO INTERMEDIO

S. Pascual, J. Irurzun, C. Barquero, F. Sanchez, J.M. Palazon,
F. Carnicer, P. de la Iglesia, S. Gil, F. de Espana, J. Duch
y M. Pérez-Mateo

Unidad Hepadtica. Servicio de Medicina Interna. Unidad
de Radiologia Vascular e Intervencionista. Servicio de Radiologia.

Introduccion: La quimioembolizacion (QM) se ha convertido en
el tratamiento (tto) de eleccion en los pacientes con carcinoma
hepatocelular (CHC) en estadio intermedio (grupo B del BCLC: tu-
mor Unico, grande, no susceptibles de tratamiento curativo o CHC
multinodular, con buena funcion hepatica).

Objetivo: Determinar la eficacia, seguridad y supervivencia tras
la QM en los pacientes en estadio intermedio comparando los resul-
tados entre los pacientes con tumor Unico frente a CHC multinodu-
lar.

Pacientes y métodos: Se incluyeron en el estudio a los pacientes
sometidos a QM entre enero de 1996 y diciembre de 2007, con se-
guimiento hasta septiembre de 2008. Se han analizado variables
demogréficas, de la hepatopatia y del tumor. Para el analisis esta-
distico de los datos se ha empleado el programa SPSS version 11.0
y para el analisis de supervivencia el test de Kaplan Meyer.

Resultados: Se incluy6 a 145 pacientes con edad media 68 afos
(74% varones), 64% Child A, 36% Child B, 8% BCLC A, 92% BCLC B.
Tumor Unico (didmetro entre 48-140 mm) en el 48% de los casos, 2
noédulos 23%, 3 nodulos 14%, > 3 nodulos 15%. Al clasificar a los pa-
cientes segln el numero de nodulos (tumor Unico vs tumor multino-
dular) no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en las caracteristicas basales. El porcentaje de pacientes
que alcanzaron una respuesta completa tras la 1.2 QM fue mayor en
caso de tumor Unico (24 vs 0%, p = 0,034). No hubo diferencias en
el nimero de complicaciones (25% en cada grupo). El analisis de
Kaplan Meier no mostro diferencias estadisticamente significativas
en la mediana de supervivencia entre los dos grupos de pacientes:
651 dias (EE 107,24; IC 95% 440,8-861,1) tumor Unico vs 566 dias
(EE 51,9; IC 95% 464,1-667,8) tumor multinodular. Tampoco hubo
diferencias al analizar por separados la supervivencia de los pa-
cientes con mas de 3 nddulos frente a los otros grupos.

Conclusiones: La quimioembolizacion es una técnica segura y
eficaz en los pacientes con CHC en estadio intermedio tanto si pre-
sentan un tumor Unico como en los casos con tumor multinodular.

RELACION ENTRE REACTIVIDAD DE LAS CELULAS T
CITOTOXICAS Y RECAIDA TRAS RESPUESTA AL FINAL
DEL TRATAMIENTO CON INTERFERON PEGILADO

Y RIBAVIRINA EN LA INFECCION CRONICA POR VHC

S. Benito?, J.R. Larrubia®®, J. Miquel®, M. Calvino?,
E. Sanz-de-Villalobos®, M.L. Garcia-Buey¢, F. Gonzalez-Mateos®,
A. Gonzalez-Praetorius? y T. Parra?

aUnidad de Investigacion. Hospital Universitario Guadalajara.
Universidad de Alcald. Madrid. Espana.

bSeccién de Aparato Digestivo. Hospital Universitario
Guadalajara. Universidad de Alcald. Madrid. Espafa.

<Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario de

«La Princesa» Madrid. Universidad Autonoma de Madrid. Espana.
dServicio de Microbiologia. Hospital Universitario Guadalajara.
Universidad de Alcald. Madrid. Espana.

Introducciéon: El mantenimiento de una respuesta celular cito-
toxica tras tratamiento anti-VHC podria tener un importante papel
para controlar los posibles reservorios del VHC. Se analizaron la
reactividad y la expresion de PD-1 en las células CD8+ VHC especi-
ficas segln el desarrollo de respuesta viroldgica sostenida (RVS) en
pacientes con hepatitis cronica C (HCC) tratados.

Material y métodos: Entre 6 y 24 meses después de alcanzar
respuesta virologica al finalizar el tratamiento anti-VHC, se obtu-
vieron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 21
pacientes HLA-A2(+) (11 con RVS y 10 recaedores). Se dispuso de
datos longitudinales antes y justo tras finalizar el tratamiento en
10 pacientes. Como control se utilizaron 19 sujetos HLA A2(+) con
HCC no tratados. La frecuencia de células CD8(+) VHC especificas
directamente ex-vivo y tras estimulacion antigeno especifica se
analiz6 mediante marcaje con complejos pentaméricos HLA-A2/
péptido (Pent) y anticuerpos anti-CD8. La expresion de PD-1 tras
expansion especifica in-vitro fue evaluada tras tincién con Pent y
anticuerpos anti-PD1. El analisis se realizd mediante citometria
de flujo. Se usaron test no-paramétricos para las comparacio-
nes.

Resultados: Tras 6-24 meses de finalizar el tratamiento, la fre-
cuencia de células CD8(+)/Pent(+) en sangre periférica fue mayor
en pacientes con RVS (73%) que en recaedores (30%) y no tratados
(26%) (p = 0,033). Ademas, en pacientes con células CD8(+)/Pent(+)
detectables tras expansion, la expresion de PD-1 fue mayor en re-
caedores (MFI: 18.4) y no tratados (MFI: 17,2) que en pacientes con
RVS (MFI: 10.2) (p = 0,021). También se analizo6 la respuesta cito-
toxica especifica de forma longitudinal, antes y tras terminar el
tratamiento en recaedores y pacientes con RVS. En ambos casos la
restauracion de una respuesta citotoxica especifica tras tratamien-
to fue similar. Sin embargo, la expresion de PD-1 en las células VHC
especificas tras tratamiento fue distinta en los dos grupos. Se ob-
servo una sobreexpresion de PD-1 tras el encuentro antigénico en
pacientes recaedores (MFl: 18,0) con respecto a los pacientes con
RVS (MFI: 7,6) (p = 0,034).

Conclusiones: El tratamiento con interferon pegilado y ribaviri-
na restaura la respuesta citotoxica VHC especifica en pacientes con
respuesta al final del tratamiento. Sin embargo, la expresion de
PD-1 tras el encuentro antigénico es mayor en recaedores que en
pacientes RVS. Este hecho podria ser el responsable de la atenua-
cion de la respuesta citotoxica observada durante el seguimiento
en los recaedores.

RESPUESTA INMUNE CELULAR EN DONANTES DE SANGRE
CON INFECCION OCULTA POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B

M. Bes<, V. Vargas®™<, N. Casamitjana?, J.I. Esteban®c, M. Piron®<,
LL. Puig®c, R. Esteban®<, J. Guardia®c y S. Sauleda®¢

3L aboratorio de Seguridad Transfusional. Banc de Sang i Teixits.
Barcelona. Espafia.

bServicio de Medicina Interna/Hepatologia. Hospital Universitari
Vall d’Hebron. UAB. Barcelona. Espanfa.

°CIBERehd.

Introduccion: Las técnicas de cribado NAT de alta sensibilidad,
han permitido la deteccion de donantes de sangre con infeccion
oculta por VHB (I0B).

Objetivos: Determinar la respuesta inmune celular frente a an-
tigenos del VHB en donantes de sangre con |OB.

Pacientes y métodos: Se estudio la respuesta inmune celular de
30 donantes de sangre con 0B [HBsAg (—), ADN VHB (+), anti-HBc
(+)], y se compar6 con la obtenida en los siguientes grupos: 31
portadores inactivos del VHB [HBsAg (+) y ALT normal], 18 expues-
tos al VHB [anti-HBc (+); HBsAg (—) y ADN VHB (—)], 19 vacunados
[anti-HBs (+)] y 17 seronegativos. Las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) se estimularon in vitro con HBsAg, HBcAg
y HBeAg. El nimero de células productoras de spots de IFN-gamma
se determind mediante ELISpot y las citoquinas solubles por cito-
metria de flujo (CBA). Los resultados se expresaron como medianas
de células productoras de spots por millon de CMSP (CPS-IFN-gam-
ma/10¢ CMPS) para los ensayos de ELISpot y como concentracion
para los ensayos de CBA.
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Resultados: La media de edad de los IOB fue de 56 + 8 anos, el
73% eran hombres y el 61% presentaban el genotipo D. Los donantes
10B presentaban un nimero de células productoras de IFN-gamma
superior a la observada en portadores inactivos, y similar a los do-
nantes previamente expuestos al VHB [anti-HBc (+)]. Frente al HB-
sAg, los donantes IOB presentaban una mediana de 300 CPS-IFN-
gamma frente a 130 CPS de los HBsAg (+) (p = 0,011) y 780 CPS de
los anti-HBc (+) (p = ns). Para HBcAg, la mediana del grupo IOB fue
de 320 CPS frente a los 140 CPS de los HBsAg (+) (p = 0,014) y 120
CPS de los anti-HBc (+) (p = ns). La respuesta frente a HBeAg fue
superior en I0B que en donantes HBsAg (+) (220 vs 90; p = 0,001) y
similar a los donantes anti-HBc (+) (220 vs 120; p = ns). La produc-
cion de IFN-gamma, frente a las tres proteinas del VHB, en sujetos
seronegativos fue mas baja que en el grupo I0B (p < 0,05) y similar
a la de los portadores inactivos. Los vacunados presentaban una
produccion de IFN-gamma similar a la de los donantes anti-HBc (+)
(500 vs 780; p = ns) y superior a la de los IOB (500 vs 300; p = 0,021)
en respuesta al HBsAg. El perfil de la produccion de IFN-gamma
soluble fue similar y confirmé los resultados obtenidos por ELISpot.
La produccion de TNF-alfa fue superior en 10B que en los seronega-
tivos en respuesta a HBsAg (596 vs 209 pg/ml; p = 0,013) pero no
frente a HBcAg y HBeAg. La produccion de IL-10 frente a HBsAg del
grupo |OB fue inferior a la de los anti-HBc (+) (82 vs 178 pg/ml; p =
0,005), y similar a la del resto de grupos.

Conclusiones: Los donantes I0B muestran una respuesta mul-
tiespecifica de las células T de perfil Th1 frente a los antigenos
estructurales del VHB. Esta respuesta es mas intensa que la obser-
vada en portadores inactivos y similares a la observada en donantes
previamente expuestos al VHB. La persistencia de la respuesta in-
mune celular en los IOB, podria ayudar a mantener su bajo nivel de
actividad viral.

RESULTADOS A DOS ANOS DE TRATAMIENTO

CON TENOFOVIR DISOPROXIL FUMARATO (TDF)

VS TRATAMIENTO SECUENCIAL CON ADEFOVIR DIPIVOXIL
Y TDF EN PACIENTES CON HEPATITIS B CRONICA
HBEAG-NEGATIVO

M. Buti?, P. Marcellin®, Z. Krasteve, S. Gureld, R. Balabanskas,
G. Dusheikof, R. Myers?, E.J. Heathcote", J. Sorbel’, J. Anderson,
E. Mondou' y F. Rousseau!

2Hospital Vall d’Hebroén. Barcelona. Espafia.

®Hospital Beaujon. France.

Univ. Hospital «St Ivan Rilsky~. Bulgaria.

dUniv. of Uludag. Turkey.

¢Tokuda Hospital. Bulgaria.

fRoyal Free H. U.K.

eUniv. of Calgary. Canada.

"Toronto Western Hospital. University of Toronto. Canada.
iGilead Sciences. Durham NC.

Introduccion: TDF es un analogo de nucledtido y terminador de
cadena obligado, aprobado para el tratamiento de la hepatitis cro-
nica B (HCB).

Métodos: Pacientes monoinfectados con HCB HBeAg-negativo
fueron aleatorizados 2:1 (doble-ciego) a recibir TDF 300 mg (N =
250) o adefovir dipivoxil 10 mg (ADV) (N = 125). A las 48 semanas,
el estudio se abrid y los pacientes en TDF continuaron con TDF y los
tratados con ADV se cambiaron a TDF. A la semana 72 o posterior-
mente, los pacientes con DNA-VHB = 400 copias (c)/mL (69 Ul/mL)
podian ser tratados a criterio del investigador con TDF y emtricita-
bina. EL ADN-VHB fue determinado a través de COBAS TagMan (Ro-
che) (Limite de deteccion = 169 ¢/mL =29 IU/mL).

Resultados: A los 2 afos de tratamiento, 335 (89%) pacientes con-
tinuaban en el estudio. El analisis por intencion de tratar mostro
una respuesta virologica (DNA-VHB < a 400 copias/mL) en el 90% de

los casos tratados con TDF y en el 89% de los tratados con terapia
secuencial (adefovir 48 semanas seguido de TDF 48 semanas). En el
analisis por protocolo se observo respuesta virologica en el 98% y en
100% de los casos, respectivamente. Los pacientes con ADN-VHB =
400 c/mL tras 48 S de ADV (n = 35) y los pacientes estables con ADV
(n = 77), con ADN-VHB < 400 c/mL, respondieron favorablemente al
cambio a TDF. Ademas, solo ~1% de los pacientes con TDF en la fase
abierta del estudio iniciaron tratamiento con FTC+TDF a partir de la
S 72. Los valores medios de ALT fueron similares en la S 96 en ambos
grupos terapéuticos (media global de ALT a los 2 afios = 37 U/mL).
Ningln paciente negativizd el HBsAg. El 7% de los pacientes inte-
rrumpieron el tratamiento entre la S 48 y 96 (3 por efectos adver-
sos: 1 por hepatocarcinoma, 1 caso por astenia y otro por colangio-
carcinoma). No se observaron alteraciones renales salvo en un
paciente que requiri6 ajuste de la dosis de TDF (300 mg/48 h).

Conclusiéon: TDF produjo una supresion viral potente y continua-
da durante los dos anos de tratamiento con buena tolerancia en
pacientes HBeAg-. Los pacientes que cambiaron a TDF tras 48 se-
manas de tratamiento previo con ADV mostraron ademas una su-
presion viral significativa y tuvieron una respuesta similar a la de
los pacientes tratados con TDF durante las 96 semanas.

RESULTADOS DEL TRASPLANTE HEPATICO INFANTIL 1997-
2007: ANALISIS DE 244 CASOS EN UN CENTRO PEDIATRICO

M.C. Diaz, A. de la Vega, E. Frauca, C. Camarena, L. Hierro,
G. Munoz-Bartolo, R. Batista, R. Diez, F. Hernandez, N. Leal,
M. Gamez, J. Murcia, M. Lopez Santamaria y P. Jara

Servicio de Hepatologia y Trasplante. Hospital Infantil
Universitario La Paz. Madrid. Espafa.

Introduccion: El trasplante hepatico (TH) pediatrico se realiza en
Espana desde 1985, con resultados mejorados en la Gltima década.

Objetivo: De 455 TH realizados en el centro (1986-2007), el ob-
jetivo fue evaluar los resultados desde 1997 (244 TH).

Métodos: En la casuistica enero 1997 a diciembre 2007 se anali-
zaron las caracteristicas de los nifios antes del trasplante, técnica
quirdrgica, complicaciones que motivaron la pérdida de injertos,
supervivencia del injerto y de los pacientes. Los resultados de 2007
se analizaron por separado como indicadores de la actividad re-
ciente.

Resultados: 1) Periodo 1997-2006 (208 TH en 180 nifos). El mo-
tivo del TH fue atresia biliar (46%), Alagille (8%), colestasis familiar
(7%), deficiencia alfa-1-antitripsina (4%), metabolopatias (11%) fa-
llo agudo (9%), tumor (7%), idiopatica (3%) y otras (5%). La edad de
los nifios era < 2 afios en 94 (52%) Los diagnosticos con mas porcen-
taje de nifios pequenios fueron atresia biliar y fallo agudo. El injer-
to fue entero (63; 35%), reducido (60; 33%), Split (15; 8,3%) y de
donante vivo (42; 23%). La modalidad técnica no repercutio signifi-
cativamente en la tasa de fracaso del injerto. La probabilidad de
supervivencia de injerto a 5 anos fue: Entero: 90,4% Reducido:
82,7% Split: 100% Vivo: 77,7%. Los problemas graves del injerto
fueron trombosis arterial en 6,1% y fallo primario en 2,2%. Se rea-
liz6 retrasplante en 17 nifos (9,4%).

La supervivencia de los pacientes es 92,7% (167/180). La pro-
babilidad de supervivencia del paciente (PSP) fue igual en nifos
pequenos (PSP a 5 afos: < 2 anos: 92,6%, > 2 anos: 93,8%), sin dife-
rencias significativas segun diagnostico previo, aunque cuantitati-
vamente menor en tumores, por recidiva (PSP 5 afhos: 80,8%), y en
fallo agudo (PSP 5 afios: 88,2%). Los nifios con metabolopatias,
atresia o colestasis tuvieron PSP 5 anos > 95%. Comparando hepato-
patia aguda (n = 17) y cronica (n = 163) la PSP a 5 afos fue 88,2 vs
93.6% (ns). El principal determinante de mortalidad fue el fracaso
del injerto: la supervivencia en nifios que no precisaron retrasplan-
te fue 96% (156/163), frente a 65% (11/17) en los retrasplantados.
2) Periodo enero-diciembre 2007 (36 trasplantes en 29 nifos). El
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59% eran < 2 afos. Los diagndsticos principales fueron atresia biliar
(38%), metabolopatia (14%), colestasis intrahepatica (10%), tumor
(10%), fibrosis hepatica congénita (7%, con trasplante renal). La
técnica fue: donante vivo (n = 12; 41%), reducido (27,5%), entero
(20,6%), split (10%). Fue necesario retrasplante en 6, todos sobre-
vivieron. La supervivencia global de pacientes fue 96,5% (28/29).

Conclusiones: El TH obtiene muy buenos resultados en los ulti-
mos 11 afios. En la época actual los injertos de donante vivo (41%)
permiten mejorar el acceso a THOSPITAL

RESULTADOS TRAS 1.000 EXPLORACIONES

CON FIBROSCAN. ANALISIS DE LA MEDICION DE FIBROSIS
EN RELACION CON EL INDICE DE MASA CORPORAL,
ETIOLOGIAY RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

A. Escudero, F. Rodriguez, M.A. Serra, J.A. del Olmo, A. Wassel,
L. Aparisi y J.M. Rodrigo

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinico Universitario.
Universidad de Valencia. Valencia. Espafa.

Objetivo: Analizar la elasticidad hepatica en pacientes con dife-
rentes diagndsticos de hepatopatia. Influencia de los resultados
segun: etiologia, operador, indice de masa corporal (BMI) y res-
puesta al tratamiento entre los pacientes con hepatopatia por virus
C (VHC).

Material y métodos: Se realizaron 1.005 exploraciones desde di-
ciembre de 2007 a julio de 2008, correspondientes a 951 pacientes
(975 pruebas fueron validas, de los cellas 926 eran de nuestro ser-
vicio).

Se analizo el resultado del fibroscan en relacion a las diferentes
etiologias, la intensidad de la fibrosis seglin biopsia reciente (me-
nos de un ano), al BMI y a los resultados del tratamiento antiviral
en los pacientes virus C+.

A todos ellos se les realizo estudio con fibroscan con técnica ha-
bitual obteniendo 10 mediciones validas. Si tras realizar 20 medi-
ciones no se conseguia medicion correcta se abandonaba la prueba
o si el indice intercuartil era superior al 30% se consider6 la explo-
racion no valida.

La exploracion fue realizada por 5 operadores.

El estudio estadistico se proces6 con programa SPSS13.

Resultados: La edad media de los pacientes era de 51,58 + 12,43
anos (rango 25-85). 30 exploraciones no validas de 1.005 (2,9%): la
causa principal del fallo fue el sobrepeso (BMI validos 25,9 + 4y
fallidos 31,0 £ 5,3; p = 0,008).

Resultados de las exploraciones validas: 926 de ellos la distribu-
cion fue la siguiente: por VHC el 68%; VHB el 9%, por alcohol 9,1%,
sindrome metaboélico 2,4%, y otras el 11,3%.

El peso medio era de 72 + 13 Kg, talla de 1,66 + 0,09 m con BMI
de 25,9 + 3,9.

En el subgrupo de 87 pacientes con biopsia reciente (< 1 afo) la
medicion de elasticidad, mostrd una buena correlacion (p = 0,000)
siendo en Estadio 0: 6,7 + 2,6 kpa, Estadio 1: 6,7 + 2,4 kpa, Estadio
2: 7,9 + 3,8 kpa, Estadio 3: 11,3 + 6,7 kpa y Estadio 4: 27,4 + 3,5
kpa. Resultados similares se observan en 63 pacientes con VHC +y
biopsia reciente (p = 0,000).

No existian diferencias interoperadores (F: 1,162 p = 0,326).

En los 150 pacientes con VHC y respuesta sostenida a tratamien-
to antiviral hay mejoria en las mediciones de elasticidad con res-
pecto a la biopsia previa al tratamiento, observando los siguientes
valores: 6,4 + 3, 5,4+ 1,5,5,3+1,4,6,2+2,2,7,0+3,1segin la
biopsia previa al tratamiento mostrase EO, E1, E2, E3 o E4 respec-
tivamente. El intervalo entre el final de tratamiento y realizacion
de la prueba era superior al afio. Los pacientes en tratamiento an-
tiviral VHC muestran mejoria significativa de elasticidad ya en los
primeros meses (p = 0,035).

Conclusiones: 1) La prueba con Fibroscan es un método valido
con escasa variabilidad interobservador. 2) Se observa buena rela-
cion tanto en la ausencia de fibrosis como en fibrosis avanzada. 3)
Existe una mejoria de la fibrosis en pacientes con respuesta soste-
nida a tratamiento antiviral incluso en fases avanzadas. Por ello el
fibroscan es un buen metodo para control evolutivo de la fibrosis.
4) Durante el tratamiento de la hepatitis C se observa mejoria de
la fibrosis ya en fases tempranas.

SEGUIMIENTO A LARGO PLAZO DEL PACIENTE
CON CIRROSIS HEPATICA'Y HEMORRAGIA POR VARICES:
ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS

L. Muntaner?, J.T. Altamirano?, S. Augustin?, A. Gonzalez?,
E. Saperas® y J. Genesca?

aServicio de Medicina Interna-Hepatologia. Hospital
Vall d’Hebron.Barcelona. Espana.
bServicio de Digestivo. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona. Espanha.

Introduccion: Pocos estudios han evaluado el pronéstico a largo
plazo del paciente con cirrosis hepatica que sobrevive a un episo-
dio de hemorragia por varices.

Objetivo: Analizar cudles son los factores que influyen en la apa-
ricion de una recidiva hemorragica y en la mortalidad a largo plazo
de pacientes con cirrosis hepatica que han sobrevivido al periodo
de 6 semanas después de una hemorragia por varices.

Pacientes y métodos: Estudio de cohortes prospectivo en el que
se incluyeron todos los pacientes con cirrosis hepatica que presen-
taron una hemorragia por varices esofagicas e ingresaron en la Uni-
dad de Sangrantes de nuestro centro entre enero de 2001 y diciem-
bre de 2007. Se registraron las caracteristicas clinicas y de
laboratorio basales para cada paciente en el momento de la hemo-
rragia y posteriores recidivas. Se ha realizado el seguimiento de los
que sobrevivieron a las 6 semanas hasta la fecha de la Gltima visita,
muerte o trasplante, analizando la evolucion clinica, el nimero de
recidivas, asi como el tratamiento realizado y cumplimiento del
mismo. Para la identificacion de factores de riesgo independientes
de recidiva y mortalidad a largo plazo se aplicé el modelo de regre-
sion de Cox.

Resultados: De un total de 210 pacientes, 54 fallecieron durante
las 6 primeras semanas (25,7%), pudiéndose realizar el seguimiento
a 138 (95 varones y 43 mujeres), con una edad media de 58 anos.
Al inicio del seguimiento, 41 pacientes eran Child A (34,8%), 65
Child B (44,2%) y 36 Child C (26,1%), con una media de 7,9 puntos.
Sesenta y tres de los pacientes (45,6%) estaban en un estudio pros-
pectivo de profilaxis de la recidiva hemorragica. El tiempo de se-
guimiento medio fue de 27 meses (rango 1-74). Presentaron recidi-
va hemorragica 45 (32,6%), 42 de ellos por varices esofagicas. Los
factores independientes asociados a recidiva durante el seguimien-
to en el analisis multivariado fueron la dosis media de betablo-
queantes administrada (hazard ratio, HR 0,99, intervalo de con-
fianza 95%, IC: 0,98-0,99, p=0,037), la abstinencia alcoholica (HR
3,41C:1,6-7,1, p = 0,002) y el hecho de estar incluido en el estudio
(HR 2,6 1C:1,3-5,4, p = 0,010). Durante el seguimiento fallecieron
39 pacientes (28,3%) y se trasplantaron 18 (13%). El analisis multi-
variado mostr6 como variables independientemente asociadas a
mortalidad o trasplante: la puntuacion de Child-Pugh (HR 1,9
IC:1,1-1,4, p = 0,004), la creatinina basal (HR1,6 1C:1,2-2,3, p =
0,004) y la presencia de HCC (HR 2,8 I1C:1,6-4,9, p< 0,001).

Conclusiones: La optimizacion del tratamiento farmacolégico y
un buen cumplimiento terapéutico, consiguen disminuir la tasa de
recidiva hemorragica. Sin embargo, el prondstico a largo plazo de
los pacientes cirrdticos con hemorragia por varices depende en su
mayor parte de la enfermedad de base y el grado de disfuncion
hepatica.
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SENALIZACION DEL CALCIO EN HEPATOCITOS HUMANOS
TRANSFECTADOS CON LAS PROTEINAS NS5AY CORE
DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

M.V. Garcia Mediavilla?, S. Sanchez Campos?, N.A. Dionisio®,
C. Galan®, J.A. Rosado® y J. Gonzalez Gallego?

2Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepdticas y Digestivas (CIBEREHD). Instituto de Biomedicina.
Universidad de Ledn. Ledn. Espaiia.

®Departamento de Fisiologia. Universidad de Extremadura.
Cdceres. Espafa.

Introduccién: Tanto la proteina estructural core como la no es-
tructural NS5A del virus de la hepatitis C (VHC) contribuyen al de-
sarrollo y evolucion de la hepatitis C al causar alteraciones intrace-
lulares asociadas con la formacion de especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno. Dada la existencia de una relacion entre el estrés oxi-
dativo y la alteracion de la homeostasis del Ca?* intracelular, nos
propusimos investigar el efecto de dichas proteinas sobre la movi-
lizacion del calcio en una linea celular derivada de hepatocitos
humanos.

Objetivos: Evaluar, en un modelo in vitro de hepatitis C, el efec-
to de las proteinas NS5A y core sobre la homeostasis intracelular
del calcio mediante el estudio de la concentracion de calcio libre
citosolico y de los mecanismos involucrados en la movilizacion de
dicho ion.

Métodologia: Se utilizaron células de origen hepatico (Chang li-
ver) transfectadas establemente con la proteina core o NS5A del
VHC. Como control se utilizaron células transfectadas con el co-
rrespondiente plasmido vacio. Se estudio el efecto de las proteinas
del VHC sobre la concentracion de Ca? libre citosdlico mediante
espectrofluorimetria, utilizando como fluoréforo intracelular fura-
2 en presencia o ausencia de fenilefrina o tapsigargina.

Resultados: La expresion de las proteinas NS5A y core indujo un
incremento de la concentracion de Ca? libre citosolico basal en
comparacion con sus grupos control. Dichas proteinas viricas dis-
minuyeron la capacidad de las células para acumular Ca? en los
depositos intracelulares, lo que redujo la liberacion de Ca* en res-
puesta a la fenilefrina. La concentracion de Ca? citosolico post-
estimulo también fue superior en las células que expresan las pro-
teinas del VHC, sugiriendo que la actividad de los mecanismos
encargados de disminuir la concentracion de Ca* citoplasmatico
esta reducida. Asi, en las células transfectadas la actividad de la
bomba Ca*-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA) se encuen-
tra disminuida, incrementando la concentracion citosolica de Ca%,
lo cual estimula la salida de Ca* de los depdsitos reduciendo la
cantidad de Ca? acumulado en los mismos.

Conclusiones: La expresion de las proteinas NS5Ay core del VHC
esta directamente relacionada con la alteracion de la homeostasis
del Ca? en células Chang liver, contribuyendo en la patogénesis de
las alteraciones hepaticas asociadas a la infeccion con VHC.

SOBREINFECCION EN PACIENTES SEROPOSITIVOS

PARA EL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC) QUE RECIBEN
UN TRASPLANTE DE HIGADO CON INJERTOS INFECTADOS
CON EL VHC: RAPIDA EXCLUSION DE LA CEPA

DEL DONANTE O DEL RECEPTOR

S. Ramirez, S. Pérez del Pulgar, M. Coto, P. Gonzalez,
J.A. Carrion, M. Navasa y X. Forns

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinic. IDIBAPS. Barcelona. Espania.

La cirrosis hepatica producida por la infeccion del VHC es la pri-
mera indicacion para el trasplante hepatico (TH) en nuestro medio.
El nimero de personas que necesitan un TH aumenta constante-
mente, mientras que el nimero de donantes permanece estable.

Una manera de subsanar este desequilibrio es el uso de injertos
procedentes de donantes infectados por el VHC. El objetivo de este
estudio fue estudiar el principio de exclusion competitiva en el
contexto de la sobreinfeccion con una cepa del VHC distinta a la
cepa original del paciente. Para la realizacion de este estudio se
obtuvieron muestras de suero antes del TH (donante y receptor) y
en diferentes momentos durante el seguimiento post TH (receptor)
de 6 pacientes a los que se les trasplantaron injertos de donantes
seropositivos. Para establecer el origen (donante o receptor) de las
secuencias del virus obtenidas en el post TH, se estudié un frag-
mento del gen NS5B del VHC mediante analisis filogenético. En los
6 pacientes estudiados, las cepas del donante y las del propio pa-
ciente trasplantado fueron del mismo genotipo. La cepa del donan-
te reemplazo a la cepa original del receptor en cuatro de los seis
casos. Durante la primera semana tras el TH se detect6 coexisten-
cia de las dos cepas en al menos dos pacientes. En el resto de pa-
cientes la exclusion de la cepa correspondiente sucedié durante
esta primera semana. El analisis de las muestras de suero 4 meses
después del TH y un afio (en 2 casos) no mostroé cambios en la cepa
que establecié la dominancia durante las primeras semanas post
TH. Estos resultados demuestran que la sobreinfeccion con una
cepa del VHC del mismo genotipo durante el TH conduce a una
exclusion de la cepa del donante o del receptor rapidamente des-
pués del TH.

TELBIVUDINA PROPORCIONA ALTAS TASAS DE RESPUESTA
MANTENIDA EN PACIENTES HBEAG POSITIVO DESPUES
DE 3 ANOS

E. Gane?, M. Buti®, M. Diago°, M. Rodriguez? y N. Naoumove®

aMiddlemore Hospital. Auckland. New Zealand.

®Hepatologia. Hospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espana.
‘Hospital General de Valencia. Valencia. Espana.

dHospital Central de Asturias. Oviedo. Espana.

¢Novartis AG. Basel. Switzerland.

Antecedentes: La supresion profunda y mantenida de la replica-
cion del VHB y la seroconversion son los principales objetivos tera-
péuticos del tratamiento de los pacientes con hepatitis cronica B
(HCB) HBeAg positivo. De todos modos, no existen muchos datos
sobre el mantenimiento de la respuesta terapéutica con agentes
antivirales orales. El objetivo de este estudio ha sido evaluar el
mantenimiento de la respuesta a los 3 anos en pacientes HBeAg
positivo tratados con telbivudina que consiguieron ADN-VHB inde-
tectable y seroconversion después de 104 semanas en tratamien-
to.

Métodos: La poblacion de estudio incluye 87 pacientes HBeAg-
positivo que participaron en dos ensayos clinicos fase 3 y que des-
pués de 104 semanas en tratamiento cumplian criterios de i) sero-
conversion a anti-HBe, ii) ADN-VHB indetectable en suero por PCR
(< 300 copies/ml) y iii) habian completado al menos 3 anos de tra-
tamiento continuado con telbivudina.

Resultados: A los 3 afos, los 87 pacientes mantenian la pérdida
de HBeAg, 81/87 (93.1%) mantenian la seroconverison a anti-HBe,
y 88% mantenian ALT normalizadas. En 79 de 87 (90,8%) pacientes
perdieron el HBeAg y el ADN-VHB estaba por debajo de 10° copies/
ml a los 3 anos. En 8/87 (9,2%) pacientes, el ADN-VHB estaba entre
103-10° copias/ml a los 3 afos. La seroconversion se mantuvo en 7
de los 8 pacientes, indicando que a pesar de la presencia de VHB la
produccion de HBeAg no era posible.

Conclusion: El tratamiento mantenido con telbivudina en los pa-
cientes que consiguen seroconversion permite un control sostenido
de la replicacion del VHB, siendo estos pacientes candidatos para
discontinuar el tratamiento.
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TENOFOVIR DISOPROXIL FUMARATO EN MUJERES
GESTANTES. HALLAZGOS DEL REGISTRO DE USO DE
ANTIRRETROVIRALES DURANTE EL EMBARAZO

M. Buti?, D. Goodwin®, S. Zhang® y E. Fagan®

aHospital Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.
bGilead Sciences. Inc. Foster City. CA.

Introduccién: Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) fue aprobado
en 2001 para el tratamiento de la infeccion por VIH-1y en el 2008
para el tratamiento de la hepatitis cronica B. Esta clasificado como
un farmaco de Categoria B por la FDA (no teratogénico en anima-
les). Tenofovir se ha utilizado para prevenir la transmision del VHB
y VIH, sin embargo su seguridad no esta bien establecida.

Métodos: El Registro de Uso de Antirretrovirales durante el em-
barazo (APR)' es un registro internacional que recoge de forma
prospectiva las notificaciones voluntarias sobre los principales
efectos teratogénicos hallados en mujeres embarazadas tratadas
con antiretrovirales (ARVs) y anti-virales para VHB. Este registro
empezo6 a funcionar en 1989 e incluye datos de ~900 mujeres em-
barazadas/afno en los EE.UU. (~14% de nacidos vivos de mujeres
infectadas con VIH). El nimero de exposiciones a los 11 antirretro-
virales (ARV) incluido el TDF, registradas en mujeres gestantes du-
rante el 1°" trimestre, es suficiente para detectar un incremento de
al menos 2 veces el numero total de los defectos de nacimiento.

Resultados: Hasta el 31 de enero de 2008 se han registrado en el
APR 11.209 casos prospectivos de mujeres gestantes (incluidos 98
pacientes coinfectados VIH/VHB y 78 pacientes con monoinfeccion
por VHB) y 9.400 nacidos vivos. De ellos, 800 recién nacidos vivos
eran de mujeres gestantes expuestas al tenofovir (la mayoria de
mujeres con infeccion VIH-1 y tratadas en combinacion con otros
ARV). Globalmente, no se ha observado ninglin incremento en el
numero de malformaciones congénitas de recién nacidos tras la ex-
posicion a ARV durante cualquier trimestre, en comparacion con el
registro de defectos congénitos en la poblacion general de EE.UU.

Conclusion: Las tasas de anomalias congénitas observadas en
mujeres gestantes expuestas al tenofovir son comparables a las del
Sistema de Vigilancia de Defectos Congénitos basada en la pobla-
cion de los CDC (2,72/100 nacidos vivos).

TRASPLANTE HEPATICO POR HEPATITIS FULMINANTE.
INDICACIONES Y RESULTADOS

I. Conde Amiel?, V. Aguilera Sancho-Tello*?, A. Nevarez Heredia?,
A. Rubin Suarez?, M. Berenguer Haym>® y M. Prieto*®

aServicio de Hepatologia. Hospital Universitario La Fe. Valencia.
Espana.
°CIBERehd.

Introduccion: La insuficiencia hepatica aguda grave (IHAG) es
una entidad poco frecuente con elevada morbi-mortalidad. El tras-
plante hepatico (TH) ha mejorado su prondstico. Nuestro objetivo
fue determinar las indicaciones y resultados del TH por IHAG en
nuestro medio asi como los posibles factores predictores de morta-
lidad.

Material y métodos: Se estudiaron retrospectivamente pacien-
tes trasplantados hepaticos por IHAG desde 1991 hasta 2007 en
nuestro hospital. Se analizaron datos epidemioldgicos, clinicos y
analiticos del pre y post-trasplante. Se analizo la supervivencia glo-
bal del paciente y del injerto asi como las variables pre-TH asocia-
das con la mortalidad. Se compararon los pacientes de etiologia
virica respecto al resto.

Resultados: 41 pacientes fueron sometidos a TH por IHAG. La
prevalencia ha aumentado con el tiempo (0,04% hasta 1995 frente
a 5,3% de 2004 a 2007). La mediana de edad fue de 39 anos, 49%
varones. La etiologia mas frecuente fue la virica (34%) frente a
autoinmune (7,3%), criptogénica (29,3%) y toxico-medicamentosa

(29,3%), con presentacion aguda (41%) y encefalopatia llI-IV/IV
(73%). Mas de un 1/3 de los pacientes presentaba insuficiencia re-
nal y respiratoria pre-TH. Casi todos los donantes fueron compati-
bles. La supervivencia al 5.° y 10.° afno fue del 75% con una morta-
lidad global del 24,4%, en el 1.° mes post-TH, por complicaciones
infecciosas. Las complicaciones precoces post-TH mas frecuentes
fueron: infecciones (32%), insuficiencia renal (29%) y disfuncion ini-
cial del injerto (36%), y tardias: complicaciones biliares (30%) e
hipertension arterial (46%). La diabetes pre-trasplante fue la Unica
variable asociada con mortalidad (p = 0,002). La evolucion post-TH
fue peor en los pacientes con etiologia virica frente al resto: dis-
funcion del injerto 57 vs 26%, p = 0,04, re-TH 21 vs 0%, p = 0,04.

Conclusién: El TH permite mejorar la supervivencia de estos pa-
cientes. La identificacion de factores pronésticos pre-TH es funda-
mental para una correcta seleccion de pacientes. La etiologia viri-
ca tiene peor evolucion post-TH.

TRATAMIENTO CON TENOFOVIR EN PACIENTES
CON HEPATITIS CRONICA B «DIFICILES DE TRATAR~»

L.G. Diéguez?, V. Cadahia?, S. Melon®, M. Varela?, M. Ona®,
L. Rodrigo? y M. Rodriguez?

aUnidad de Hepatologia. Hospital Universitario Central

de Asturias. Espana.

bUnidad de Virologia. Hospital Universitario Central de Asturias.
Espana.

Introduccion: El tenofovir (TNF) es el ultimo farmaco aprobado
para el tratamiento de la hepatitis cronica B (HCB), por lo que
existen pocos datos de su uso en la practica clinica. No obstante, el
hecho de ser utilizado en el tratamiento de la infeccion VIH, ha
permitido adquirir cierta experiencia en la HCB.

Objetivo: analizar los resultados del tratamiento con TNF en una
serie de pacientes con HCB, la mayoria de ellos con resistencia a
otros analogos.

Pacientes y métodos: 24 pacientes (21 varones; edad 52 + 10
anos) con HCB recibieron tratamiento con TNF a la dosis de 300
mg/d o ajustada a la funcion renal en caso de deterioro de la mis-
ma, junto con lamivudina o emtricitabina. Doce estaban coinfecta-
dos por VIH y 3 eran trasplantados hepaticos. Al inicio del trata-
miento el HBeAg era + en 16 (66%); 11 infectados por genotipo A,
11 por D y 2 por otros. Cuatro pacientes eran naive (coinfectados
por VIH), 13 resistentes a lamivudina (5 con respuesta suboptima a
adefovir) y 7 resistentes a lamivudina y adefovir. Todos fueron se-
guidos a intervalos regulares, realizando determinaciones de DNA-
VHB por una técnica de PCR.

Resultados: Los niveles basales de DNA-VHB descendieron desde
6,4 + 1,5 log,, cop/ml al inicio del tratamiento a 2,4 + 2,6 al mes,
2,1 +2,3alos 3 meses, 1,9 +1,5alos 6 mesesy 1,5 +2,0a los 12
meses. Durante un tiempo medio de tratamiento de 25 + 21 meses,
17/24 (71%) negativizaron el DNA-VHB. La probabilidad acumulada
de negativizar el DNA-VHB fue de 47% a los 6 meses y 61% al ano. No
se observaron diferencias en dicha probabilidad entre pacientes con
y sin resistencia a adefovir (p = 0,9). Un paciente, con mal cumpli-
miento terapéutico, present6 durante el tratamiento un rebote vi-
roldgico, sin detectarse la mutacion A194T. El tratamiento fue inte-
rrumpido en un trasplantado hepatico por un cuadro de astenia,
cefalea y deterioro general, que revirtio tras la interrupcion. En dos
pacientes se ha producido la negativizacion del HBsAg; a los 6 meses
del inicio en un trasplantado hepatico con reactivacion y resistencia
a lamivudina y en un coinfectado por VIH con resistencia a lamivu-
dina a los 4 afos. En ningln caso se observaron incrementos en los
valores de creatinina > 0,5 mg/dl con respecto a los basales.

'Antiretroviral Pregnancy Registry Website: www.APRegistry.com



170 XXXIV Congreso Anual de la Asociacion Espafola para el Estudio del Higado

Exposicion temprana a ARVs TDF Todos los ARVs en APR
1¢" Trimestre N.° de defectos/Nacidos vivos 11/491 117/3951

Prevalencia (95% Cl) 2,2% (1,1-4,0) 3,0% (2,5-3,5)
2°/3° Trimestre N.° de defectos/Nacidos vivos 4/309 143/5446

Prevalencia (95% Cl)

1,3% (0,4-3,3) 2,6% (2,2-3,1)

Conclusiones: El TNF es un farmaco util en el tratamiento de
pacientes con hepatitis cronica B «dificiles de tratar». Aparente-
mente, la presencia de resistencia a adefovir no limita su utilidad.
La frecuencia de efectos adversos es baja, aunque debera analizar-
se la posible interaccion con farmacos utilizados en el trasplante
hepatico. Es posible que logre la resolucion de la infeccion en una
proporcion no despreciable de casos.

TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS CRONICA B:
EXPERIENCIA DURANTE LOS ULTIMOS 20 ANOS

L.G. Diéguez?, V. Cadahia?, M. Rodriguez®, N.G. Sotorrios?,
S. Melon®, R. Pérez?, L. Rodrigo? y M. Rodriguez?

aUnidad de Hepatologia. Hospital Universitario Central

de Asturias. Espana.

®Unidad de Virologia. Hospital Universitario Central de Asturias.
Espana.

Introduccién: A pesar de los avances logrados, el tratamiento de
la HCB no es satisfactorio.

Objetivo: Conocer los resultados del tratamiento en una serie de
HCB tratadas durante los Ultimos 20 afios en un Unico centro.

Pacientes y métodos: Entre 1988 y 2007, 207 pacientes con in-
feccion crénica por VHB recibieron tratamiento. Aquellos con cirro-
sis descompensada (32) o CHC (3) al inicio, los tratados tras un
trasplante hepatico (8) y los coinfectados por VHC y/o VHD (14)
fueron excluidos. De los 150 restantes (42 + 14 a), 80 recibieron IFN
y 70 analogos (ANA) como 1.2 linea. Al inicio del tratamiento, 58%
eran HBeAg+ y 22% tenian cirrosis. Infeccion por genotipo A 44% y D
45% (determinado en 92). Todos fueron seguidos de forma prospec-
tiva (9,2 + 5,8 anos).

Resultados: Con respecto a los tratados con ANA, los que reci-
bieron IFN fueron mas jovenes (38 + 12 vs 47 + 15; p = 0,0001) y con
mayor frecuencia HBeAg + (66 vs. 48%; p = 0,02), sin observar dife-
rencias en sexo (p = 0,8) ni en la proporcion de cirrosis (p = 1). Los
tratados con ANA recibieron con mayor frecuencia mas de una linea
de tratamiento (58 vs 34%; p = 0,003). Durante el seguimiento,
26/150 (17,3%) negativizaron el HBsAg, con una probabilidad a 15
anos del 30%, siendo la misma mayor en los tratados con IFN que en
los que recibieron ANA (30 vs. 10% a 10 afos; p = 0,02) y entre
aquellos en los respondedores que en los no respondedores (50 vs.
11% a 15 afos; p = 0,002). La negativizacion del HBsAg no se asocio
con HBeAg (p = 0,4), edad (p = 0,7), sexo (p = 0,5) ni con cirrosis (p
=0,7). Presentaron descompensacion de la enfermedad 7 (4,7%) y
5 (3,3%) desarrollaron un CHC, con una probabilidad de cualquiera
de los 2 eventos del 9,7% a 15 anos. El riesgo de complicaciones fue
mayor en pacientes con cirrosis (30 vs. 1% a 15 afos; p = 00001) y
en aquellos > 45 anos (23 vs 3% a 15 anos; p = 0,003), sin observar
diferencias en sexo (p = 0,07), HBeAg (p = 0,9) o tipo de tratamien-
to (p = 0,7). Aunque la aparicion de complicaciones fue menos fre-
cuente en pacientes que negativizaron el HBsAg (1/26 vs. 10/124),
las diferencias no fueron significativas (p = 0,2). Desarrollaron re-
sistencia 31/70 (44%) tratados en 1.2 linea con ANA. Un paciente
preciso trasplante hepatico y 16 fallecieron (5 de causa hepatica),
con una supervivencia global a 15 afos del 85% y del 95% teniendo
en cuenta Unicamente la mortalidad hepatica.

Conclusiones: A pesar de las limitaciones que tiene el trata-
miento de la hepatitis cronica B, los resultados obtenidos en los
Ultimos 20 afios son buenos en lo que se refiere a riesgo de compli-
caciones de la enfermedad, necesidad de trasplante y superviven-
cia. El tratamiento deberia iniciarse antes de alcanzar el estadio
de cirrosis, ya que una vez establecida ésta no evita la aparicion de
complicaciones. En una proporcion no desdeiable de pacientes,
especialmente los respondedores a IFN, se consigue erradicar la
infeccion.

TRATAMIENTO DE METASTASIS HEPATICAS DE CANCER
DE COLON MEDIANTE EXPRESION PERI-TUMORAL DE
INTERLEUQUINA 12 EN COMBINACION CON OXALIPLATINO

M. Gonzalez-Aparicio?, P. Alzuguren?, |. Mauledn?, J. Crettaz?,
G. Gonzalez-Aseguinolaza?, M. Zabala?, J. Prieto®
y R. Hernandez-Alcoceba?

sArea de Terapia Génica y Hepatologia. CIMA de la Universidad
de Navarra. Fundacioén para la Investigaciéon Médica Aplicada.
Pamplona. Espana.

®CIBERehd. Clinica Universitaria. Pamplona. Espafia.

Antecedentes: Las metastasis hepaticas se observan con fre-
cuencia en pacientes de cancer de colon, ya sea en el momento de
presentacion del tumor primario, o tiempo después de su trata-
miento quirdrgico. Las opciones terapéuticas en estos casos son
escasas, y esto condiciona el pronostico de la enfermedad. La in-
munoterapia ofrece la posibilidad de actuar de modo sistémico so-
bre tumores multifocales y evitar las recidivas. La interleuquina-12
(IL-12) es una potente citoquina inmunoestimuladora que ha mos-
trado efecto antitumoral en diversos modelos de cancer, aunque su
aplicacion en la clinica depende de la existencia de métodos segu-
ros y eficaces para lograr su expesion.

Métodos: En el presente trabajo hemos utilizado un sistema re-
gulable y hepato-especifico para la produccion de interleuquina-
12, vehiculizado por un vector adenoviral de alta capacidad (HC-
Ad) que consigue expresion a largo plazo. Nuestro modelo de
estudio se basa en la inoculacion de células tumorales MC-38 en el
higado de ratones singénicos. Estas células han sido modificadas
para que expresen de modo constitutivo el gen reportero lucifera-
sa, de modo que puede realizarse un seguimiento no invasivo de la
progresion tumoral. Con estas herramientas hemos optimizado la
pauta de produccion de IL-12 y hemos estudiado las posibilidades
de sinergia con otros tratamientos.

Resultados: La produccion mantenida de IL-12 en el higado peri-
tumoral consigue bloquear la progresion de los tumores y eliminar-
los en la mayoria de los ratones. Para ello son necesarios varios
ciclos de induccion. La combinacion con oxaliplatino consigue el
mismo efecto en un Unico ciclo de induccion, y favorece el desarro-
llo de una proteccion inmunolégica a largo plazo frente a los tumo-
res.

Conclusién: Nuestros resultados indican que el efecto antitumo-
ral de la IL-12 se ve potenciado por el tratamiento simultaneo con
quimioterapia (oxaliplatino). Este protocolo es potencialmente
aplicable en el ambito clinico.
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TRATAMIENTO DEL FALLO HEPATICO FULMINANTE (FHF)
EXPERIMENTAL CON CELULAS PROGENITORAS
ENDOTELIALES (EPC) TRANSDUCIDAS CON UN VECTOR
ADENOVIRAL CODIFICANTE PARA CARDIOTROFINA 1
(CT-1)

V. Fernandez-Ruiz?, M.P. Kawa?, D. Campos?, M. liiguez?,
C. Berasain?, J. Quiroga® y J. Prieto®®

2Division de Hepatologia y Terapia Génica del Centro

de Investigacion Médica Aplicada (CIMA) y CIBERehd.
Instituto Carlos Ill. Universidad de Navarra. Navarra. Espaha.
bClinica Universitaria. Pamplona. Espana.

Introducciéon y objetivos: El endotelio vascular produce factores
hepatoprotectores capaces de defender a los hepatocitos frente a
agentes injuriantes. Uno de los factores hepatoprotectores de ori-
gen endotelial es la CT-1. Recientemente se ha descrito que el
transplante de Células Progenitoras Endoteliales (EPC) mejora la
supervivencia de los ratones con dafo hepatico agudo inducido por
tetracloruro de carbono y aumenta la proliferacion hepatocelular.
En el presente trabajo se ha evaluado el efecto de EPC solas o in-
genierizadas geneticamente para sobreexpresar CT-1 en un modelo
de fallo hepatico fulminante inducido por la administracion de un
adenovirus que expresa el ligando del CD40 (Ad-CD40L; Schmitz et
al. 2006). Este modelo esta caracterizado por la aparicion de am-
plias areas de necrosis hepatocelular por sobreproduccion de cito-
quinas proinflamatorias en el higado y remeda la hepatitis fulmi-
nante o subfulminate humana de alta mortalidad.

Métodos: Las EPC de raton se obtuvieron mediante el aislamien-
to de las células mononucleares de médula 6sea y su posterior cul-
tivo durante 7 dias en presencia de un medio selectivo endotelial.
La expresion de factores hepatoprotectores como VEGF, HGF, IGF-I
y CT-1y de factores mobilizantes de EPC como SDF-1, se analizaron
mediante PCR cuantitativo y ELISA. Se indujo FHF mediante la in-
yeccion intravenosa de 10" pfu/raton de Ad-CD40L (dosis letal).
Los animales se trataron a las 48 h con 2x10° EPC sin manipular o
transducidas con un adenovirus codificante de CT-1 (EPC CT-1) a las
48 horas. Se estudio la tasa de supervivencia, se determinaron los
niveles séricos de transaminasas y se realizd un analisis histologico
del tejido hepatico daiado.

Resultados: Se comprob6 que las EPC derivadas de células mono-
nucleares de la médula 6sea producen factores citoprotectores in-
cluyendo VEGF, HGF, IGF-I, SDF-1y CT-1. La administracion intrave-
nosa de una dosis letal del Ad-CD40L produjo la muerte de todos los
ratones C57BL/6 a partir de las 120 h tras la administracion del
adenovirus. La tasa de supervivencia de los animales con dafo he-
patico tras la administracion intravenosa de EPC, no modificadas
genéticamente fue del 20% en tanto que la sobrevivencia alcanzo
el 50% en los animales que recibieron EPC transducidas con un vec-
tor adenoviral que sobreexpresa CT-1. La mejoria de la sobreviven-
cia se acompafno de un mejoria paralela en los parametros bioqui-
micos e histoldgicos.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran que las EPC deriva-
das de células mononucleares de la médula 6sea tienen capacidad
para proteger al higado frente al dafio provocado por citoquinas
proinflamatorias y que este efecto puede ser potenciado mediante
su ingenierizacion para hiperexpresar factores hepatoprotectores
como la CT-1. Estos hallazgos sugieren que la administracion de
EPC humanas ingenierizadas puede constituir un tratamiento til
para el FHF y otras situaciones de dafo hepatico agudo severo.

UNA SOBRECARGA ORAL DE GLUTAMINA ALTERADA

EN PACIENTES CON ENCEFALOPATIA HEPATICA MINIMA

VALORADA MEDIANTE LA MEDICION DE LA FRECUENCIA
CRITICA DE PARPADEO (FCP) PREDICE ELEVADO RIESGO
DE ENCEFALOPATIA'Y MENOR SUPERVIVENCIA

M. Jover?, E. Hoyas?, L. Grande?, B. Pardo?, |. Camacho®,
A. Madrazo?, D. Garcia?, B. Figueruela?, E. Suarez?, J. Funuyet?
y M. Romero-Gémez?

2UGC Enfermedades Digestivas y CIBEREHD. Sevilla. Espafa.
bServicio de Bioquimica. Hospital Universitario de Valme. Sevilla.
Espana.

Objetivo: Analizar el desarrollo de encefalopatia hepatica (EH) y
la supervivencia en pacientes con EHM valorada mediante la medi-
cion de la frecuencia critica de parpadeo (CFF) sometidos a una
sobrecarga oral de glutamina (SOG).

Pacientes y métodos: Una cohorte de 107 cirréticos (72% hom-
bres; 28% mujeres; 57,92 + 10,76 anos; Child-Pugh: 6,21 + 1,3;
MELD: 9,1 + 3,9) consecutivos seguidos en nuestra Unidad se some-
tieron a estudio de EHM, mediante la medicion de la FCP (Hepato-
norm™ Analyzer, R&R Medi-Business Freiburg GmbH, Freiburg, Ger-
many), se diagnosticé EHM en pacientes con FCP < 38 Hz. Medimos
el area bajo la curva de amonio tras la ingesta de 10 gramos de L-
glutamina, basal y a los 60 minutos. El area bajo la curva (AUC) se
considero alterada cuando fue mayor de 104 mg/dl/Hospital Valo-
ramos la funcién hepatica mediante el indice de Child-Pugh y MELD.
Los pacientes fueron seguidos cada 3 o 6 meses durante 33,2 + 15,2
meses. Durante el seguimiento presentaron ascitis 30 (28,3%), en-
cefalopatia hepatica 19 (18,3%), hemorragia por varices 10 (9,3%) y
fallecieron 21 pacientes (19,6%).

Resultados: En la regresion de COX se identificaron como varia-
bles independientes relacionadas con el desarrollo de EH en el se-
guimiento: La SOG alterada en pacientes con EHM [HR 2,37 (IC
95%:1,03-5,44); p < 0,05]; Child-Pugh [HR 1,8 (IC 95%: 1,19-2,74).
Los pacientes con SOG normal y normal FCP mostraron una supervi-
vencia del 93,8% mientras que los pacientes con EHM y SOG altera-
da alcanzaron una supervivencia del 56,4%; log-rank: 19,5; p <
0,0001. El analisis multivariante mediante regresion de COX la al-
teracion de la SOG en pacientes con EHM (HR 5,9 (IC 95% 2,4-14,6);
p < 0,0001 y el indice MELD (HR 1,19 (IC 95% 1,03-1,38); p < 0,02
fueron las variables predictoras de supervivencia.

Conclusiones: La medicion de la frecuencia critica de parpadeo
es un método facil, rapido, seguro y muy util para el diagnéstico de
la encefalopatia hepatica minima. La realizacién de una SOG en
pacientes con EHM definido por la FCP permite definir el riesgo de
EH y la supervivencia. Por lo tanto, esta combinacién puede resul-
tar (til en la seleccion de pacientes candidatos para trasplante de
higado.

VALIDACION DE EFICACIAY SEGURIDAD

DE QUIMIOEMBOLIZACION CON ESFERAS DE POLIVINILO-
ALCOHOL CARGADAS CON QUIMIOTERAPIA (TACE-DEBS)
EN PACIENTES CON CARCINOMA HEPATOCELULAR

M.E. Reig?, M. Burrel®, M.l. Real®, A. Forner?, M. Varela?,
J. Rimola®, C. Rodriguez de Lope?, C. Ayuso®, J. M Llovet?
y J. Bruix?

aUnidad de Hepatologia. Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC).
Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBEREHD. Universidad de Barcelona.
Barcelona. Espafa.

bServicio de Radiodiagndstico. Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC). Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBEREHD. Universidad

de Barcelona. Barcelona. Espafa.

Introduccién y objetivos: En la mayor parte de pacientes con
carcinoma hepatocelular no es posible realizar tratamientos cura-
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tivos. En aquellos casos con enfermedad multifocal sin invasion
vascular ni extrahepatica y funcion hepatica compensada (estadio
BCLC B), el Unico tratamiento eficaz es la quimioembolizacion
(TACE), que se asocia a una supervivencia mediana de 20 meses.
A pesar de lograr una respuesta objetiva inicial, el tumor se re-
vasculariza y se produce progresion tumoral. Con objeto de au-
mentar la respuesta se efectué un ensayo clinico inyectando mi-
croesferas (500-700 um de diametro) de polivinilo-alcohol
cargadas con quimioterapia (TACE-DEBs) que, al mismo tiempo
que obstruyen el flujo arterial, liberan la quimioterapia de mane-
ra progresiva. La tasa de respuesta objetiva (RO) segun EASL fue
del 66% y el perfil farmacocinético fue favorable (Varela et al. J
Hepatol. 2007). El objetivo de este estudio es determinar el tiem-
po a progresion radiologica (TTP segun RECIST) y la supervivencia
de los pacientes incluidos en dicha serie, y al mismo tiempo eva-
luar la eficacia y la seguridad del tratamiento en pacientes en la
practica clinica convencional (noviembre 2007 a septiembre 2008)
usando DEBs de 300-500 um con objeto de conseguir una emboli-
zacion mas distal.

Resultados: Se incluyeron 57 pacientes (edad mediana 70 afos
[42-84], 80% varones, 63% VHC+). En la 1.2 serie 2 pacientes presen-
taron absceso hepatico con 1 exitus a 3 meses. Con una mediana de
seguimiento de 42 meses [15-55] la mediana del TTP fue 15 meses
y la mediana de supervivencia de 32 meses. La tasa RO segun EASL
en la 2.2 serie fue del 63%, registrando 1 diseccion de arteria hepa-
tica y 1 hemorragia intratumoral.

Conclusién: Estos resultados validan la eficacia terapéutica de
las DEBs como agente para quimioembolizacion y confirman su
buen perfil de seguridad.

VALIDACION DEL SISTEMA DE CLASIFICACION BCLC
EN PACIENTES CON VHC Y CARCINOMA HEPATOCELULAR
(CHC) EN LA PRACTICA CLINICA HABITUAL

S. Coll?, L. Ilzarbe?, M.D. Giménez?, M. Busto®, J. Sanchez®,
G. Aguilar®, F. Burdios, I. Cirera?, M. Garcia-Retortillo?, N. Canete?,
F. Bory?, J. Perichd, L. Grandec y R. Sola®

aSeccion de Hepatologia. Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Barcelona. Espana.

®Diagnostico por la Imagen. Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Barcelona. Espana.

Servicio de Cirugia. Hospital del Mar. IMIM. Universitat Autonoma
de Barcelona. Barcelona. Espana.

4IDIMAS, Hospital del Mar. IMIM. Universitat Autonoma

de Barcelona. Barcelona. Espana.

Introduccién: El sistema de clasificacion del carcinoma hepato-
celular (CHC) Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) ha sido recien-
temente validado en Europa y Estados Unidos y se usa ampliamente
en nuestro pais.

Objetivo: Confirmar la correlacion entre el sistema BCLC y la
supervivencia de los pacientes con CHC asociado a VHC tratados en
la practica clinica habitual.

Métodos: Durante el periodo 1996-2007 se diagnosticaron 327
pacientes de CHC y HC-VHC. Quince pacientes fueron excluidos
por pérdida del seguimiento o control en otro centro. El proceso
diagnostico incluye al menos dos pruebas de imagen dinamicas,
biopsia si es preciso y discusion en Comité de Tumores Hepati-
cos. Los pacientes fueron clasificados segin el sistema BCLC y
tratados en consecuencia. Los pacientes fueron controlados has-
ta abril de 2008 o el exitus. La supervivencia se calculé median-
te curvas de Kaplan Meyer y se compararon con el log-rank
test.

Resultados: Se incluyeron 312 pacientes (edad 70 + 0,6 afos,
media + SE; varones 68,6%). La distribucion de pacientes en fun-

cion del BCLC fue A1: 32 (10,3%), A2: 58 (18,6%), A3: 63 (20,2%),
A4: 22 (7,1%), B: 65 (20,8%), C: 55 (17,6%), y D: 17 (5,4%). El
tratamiento inicial fue la ablacion percutanea en 88 (28,3%),
reseccion quirurgica en 10 (3,2%), transplante hepatico en 11
(3,5%), embolizacion arterial o quimioembolizacion en 62
(19,9%), sorafenib en 3 (1%) y sintomatico en 137 (44,1%). La
probabilidad de supervivencia actuarial global fue de 63,2, 30,9
y 16,6% a los 12, 36 y 60 meses, respectivamente. La probabili-
dad de supervivencia en los diferentes grupos del BCLC, en los
mismos periodos fue: A1: 96,9, 71,8 y 50,7%; A2: 82,1, 46 y
31,2%; A3: 77,4, 31,8 y 14,9%; A4: 65,7, 29,6 y 14,8%; B: 66,9,
29,1y 5,9%; C: 18.3, 0y 0%; D: 5,9, 0, y 0%, respectivamente
(log-rank p < 0,0001).

Conclusioén: El sistema de clasificacion BCLC se correlaciona es-
trechamente con la supervivencia de los pacientes con VHC y CHC
tratados en practica la clinica habitual.

VALOR DIAGNOSTIQO Y PRON()STICQ DEL FRAGMENTO
N-TERMINAL DEL PEPTIDO NATRIURETICO CEREBRAL
EN LA CARDIOMIOPATIA CIRROTICA'Y SU EVOLUCION
TRAS EL TRASPLANTE HEPATICO

V. Bernal?, I. Pascual®, C. Fernandez®, P. Esquivias?, A. Garcia Gile,
J.M. Mateo?, M.T. Serrano? y M.A. Simén?

aAparato Digestivo. Espana.
®Cardiologia. Espana.

cCirugia General. Espafa.
dAnestesiologia y Reanimacion. Espana.

Introduccién: La cirrosis hepatica (CH) se asocia a alteraciones
estructurales y funcionales cardiacas que se conocen como cardio-
miopatia cirrotica. Se desconoce su evolucion después del trasplan-
te (TH). El fragmento N-terminal del péptido natriurético cerebral
(NT-proBNP) tiene una mayor sensibilidad que el BNP para la detec-
cion de insuficiencia cardiaca.

Objetivos: 1) Definir las alteraciones cardiacas en los pa-
cientes con CH mediante: NT-proBNP, ecocardiograma-doppler
y hemodinamica. 2) Correlacionar el NT-proBNP con la CH y la
cardiomiopatia. 3) Describir la evolucion post-TH de la cardio-
miopatia.

Material y métodos: Se estudi6 a 100 pacientes, antes y después
del TH, y 25 controles.

Resultados: Los parametros ecocardiograficos y los niveles de
NT-proBNP quedan resumidos en la tabla 1 en pagina siguiente.
1) Pre-TH presentan circulacion hiperdinamica, hipertrofia ven-
tricular izquierda, un alto porcentaje de disfuncidn diastolica y
niveles elevados de NT-proBNP, respecto a los controles (p <
0,05). 2) NT-proBNP mostré una correlacion significativa con la
clasificacion de Child y el MELD score y existian niveles superio-
res en pacientes con ascitis, ascitis e insuficiencia renal y sin-
drome hepatorrenal. Se comprob6 una correlacion significativa
con: indice cardiaco (r = 0,38), presion capilar pulmonar (r =
0,31), resistencia vascular sistémica (r = —0,25) e indice de
masa ventricular (r = 0,29). 3) Post-TH presentaban hipertrofia
ventricular izquierda y disfuncién diastolica con diferencias sig-
nificativas respecto a controles y pre-TH, asi como una disminu-
cion significativa del NT-proBNP sin alcanzar la normalidad.

Conclusién: Confirmamos la existencia de la cardiomiopatia ci-
rrotica. EL NT-proBNP tiene valor prondstico en la progresion de la
cirrosis y la cardiomiopatia pre y post-TH. Post-TH existe un dete-
rioro de la funcién cardiaca que puede ser causa de morbimortali-
dad.
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TABLA 1

Ecocardiograma y NT-proBNP en los diferentes grupos

Pre-TH (N = 100)

Post-TH (N = 70) Controles (N = 25)

NT-proBNP (pg/ml) 1551 + 471
Diametro auricula izquierda (mm) 42+ 617
Diametro diastolico VI (mm) 52+7°
Diametro sistolico VI (mm) 317
Tabique interventricular (mm) 1057
Pared posterior VI (mm) 10+3
indice de masa VI (g/m?) 106 + 34 1
Fraccion de eyeccion (%) 66+9 7
Ratio E/A 1,17 + 0,40
E (cm/s) 0,87 £+ 0,22 1
A (cm/s) 0,76 + 0,20
Presion pulmonar sistolica (mmHg) 34+ 13

1150 + 589+* 856 + 123
40 + 4% 36+4
52 + 6% 48 +5
325 304
11 + 2% 8+2
11+ 13 8+1

123 + 35¢* 75+ 19
63+ 7* 62 +4

0,78 + 0,25%* 1,20 + 0,25

0,66 + 0,19t+* 0,78 + 0,08

1,05 £ 1,31 0,66 + 0,13
24 + 7* 28 +6

Diferencias significativas (p < 0,05) comparando: "pre-TH y controles;  post-TH y controles; * pre-TH y post-TH VI = ventriculo izquierdo

VIRUS DE LA HEPATITIS B Y TRASPLANTE HEPATICO.
EXPERIENCIA DE 20 ANOS

I. Campos-Varela?, L. Castells?, V. Vargas?, F. Rodriguez-Frias®,
I. Bilbao¢, C. Dopazo¢, M. Buti?, R. Charco, R. Esteban?
y J. Guardia?

2Unidad de Hepatologia. Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Barcelona. Espana.

®Laboratorio de Bioquimica. Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Barcelona. Espana.

Unidad de Trasplante Hepdtico. Hospital Universitario

Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.

Objetivo: Analizar la evolucion de los pacientes trasplantados
por hepatopatia crdnica por VHB y los factores relacionados con la
recurrencia del VHB y la supervivencia post-TH.

Métodos: Se han incluido todos los pacientes trasplantados por
VHB entre 1988-2006 (n = 56). Se analiza la recurrencia post-TH
segln las pautas de profilaxis realizadas: 1) HBIG incompleta en
21,8% (12/55); 2) HBIG completa (al menos durante un afo y un 80%
de las dosis) en 7,3% (4/55); 3) HBIG con LAM en 70,9% (39/55)
pacientes; y segin el periodo de TH (1988-1996 y 1997-2006). Se
comparo la supervivencia con la de los pacientes VHC y alcoholi-
cos.

Resultados: Desde 1988 a 2006 se trasplantaron 740 pacientes,
56 (7,5%) por hepatopatia cronica por VHB. Uno fallecié durante el
TH y no se introdujo en el andlisis. La edad media fue 51 afios + 9,7.
En 51 se determind el ADN-VHB pre-TH (en todos negativo con téc-
nicas de deteccion con limite inferior a 7 X 10° copias/ml). Se de-
tecto la presencia de HBeAg en el 19,6% (11/56) de los pacientes y

la coinfeccion por VHC en 19% (11/56) y por VHD en 16% (9/56)
pacientes. La recurrencia global fue del 19,6% (11 casos): 53,3%
(9/16) durante el primer periodo y 5,1% (2/39) durante el segundo
periodo, (p < 0,0001). Segln la profilaxis, la recurrencia fue: 66,7%
(8/12) en la HBIG incompleta, 25% (1/4) en la HBIG completa, y
5,1% (2/39) en HBIG mas LAM, (p < 0,0001).

En el analisis univariado los factores asociados con la recurrencia
del VHB post-TH fueron la pauta de profilaxis, el periodo de reali-
zacion del TH y el farmaco anticalcineurinico. El analisis multiva-
riado mostré como Unica variable asociada de forma independiente
con la no recurrencia la administracion de HBIG con LAM (p <
0,0001).

En el analisis univariado los factores asociados con la mejoria de
la supervivencia post-TH fueron la pauta de profilaxis, el periodo de
realizacion del TH y el farmaco anticalcineurinico. El analisis multi-
variado mostré como Unica variable asociada de forma independien-
te con la mejoria de la supervivencia el periodo de TH (p < 0,0001).

La supervivencia actuarial de los pacientes trasplantados por
VHB comparada con otras etiologias globalmente no mostré dife-
rencias (p = 0,39). Sin embargo, durante el segundo periodo, pre-
sentaron una mejor supervivencia actuarial en comparacion con los
grupos etiologicos (p = 0,02).

Conclusiones: La frecuencia de TH por VHB se ha mantenido
estable a lo largo de los anos (7,5%). La combinacion de HBIG y LAM
es la mas eficaz, con una baja tasa de recurrencia (5,1%). Hay un
aumento de supervivencia en los pacientes del segundo periodo. La
causa es multifactorial, pero el hecho de que se produzca esta
mejoria respecto al resto de etiologias, confirma la importancia de
una profilaxis eficaz con HBIG y LAM.



