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Trasplante hepatico “Clinica”

PREDICCION Y DIAGNOSTICO DE RECHAZO EN
TRASPLANTE HEPATICO USANDO UN MODELO BASADO
EN CXCL-10 Y MICRORNAS 155-5P Y 181A-5P
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Introduccion y objetivos: El diagnostico de rechazo en trasplan-
te hepatico (TH) se realiza habitualmente mediante biopsia hepa-
tica (BH) en el contexto de alteraciones de las pruebas de funcion
hepatica (PFH). El uso de biomarcadores para la prediccion y diag-
nostico del rechazo no solo evitaria la invasividad de la BH, sino
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que ademas permitiria un ajuste mas eficiente de la inmunosupre-
sion. Ciertos biomarcadores como la expresion de algunos microR-
NA (155-5p, 122-5p, 181a-5p) o quimiocinas (CXCL-10) en plasma,
se han relacionado en estudios previos con el desarrollo de rechazo
en pacientes sometidos a trasplante de drgano sélido.

Métodos: Estudio prospectivo y observacional en una cohorte de
79 pacientes seguidos durante el primer afo tras el TH. Se recogie-
ron muestras de plasma antes del TH y en puntos sucesivos durante
el seguimiento para el analisis de los microRNA 155-5p, 122-5p,
181a-5p y de la quimiocina CXCL-10. En aquellos pacientes con al-
teraciones de las PFH se realizé una BH y se analizaron las variacio-
nes de los biomarcadores previamente y coincidiendo con el diag-
nostico de rechazo. Para su validacion, los mismos biomarcadores
se evaluaron en una cohorte independiente de 87 pacientes inclui-
dos en un estudio previo.

Resultados: Se diagnosticaron un total de 24 episodios de recha-
Zo en 22 pacientes (27,8% de la cohorte). La concentracion plasma-
tica de CXCL-10 y la expresion de los tres microRNA se encontro
significativamente elevada en las determinaciones previas y coinci-
dentes con el diagnodstico de rechazo. Estas y otras variables con
variaciones significativas se utilizaron para hallar un modelo de
regresion logistica optimo para la prediccion y diagnostico de re-
chazo. El modelo elegido incluyo la CXCL-10 y los microRNA 155-5p
y 181a-5p. El area bajo la curva ROC para la prediccion de rechazo
fue de 0,97 (sensibilidad 81,6%, especificidad 98,7%) y para el diag-
nostico de rechazo fue de 0,99 (sensibilidad 91,3%, especificidad
99,5%). Los mismos puntos de corte se usaron en la cohorte de va-
lidacion (n = 87, con 14 episodios de rechazo) obteniendo curvas
ROC para prediccion y diagnéstico de rechazo de 0,89 y 0,92 res-
pectivamente. Cuando se analizaron Unicamente los pacientes con
disfuncion del injerto (56 individuos con PFH alteradas que fueron
sometidos a BH: 37 con rechazo, 19 con otros hallazgos) de ambas
cohortes, el modelo permitié identificar a aquellos con rechazo
respecto a otras causas con un area bajo la curva ROC de 0,98
(sensibilidad 91,9%, especificidad 94,7%).

Conclusiones: El modelo basado en CXCL-10 y microRNAs 155-5p
y 181a-5p permite predecir y diagnosticar el rechazo y diferenciar-
lo de otras causas de disfuncion del injerto.
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Cancer de higado “Basica”

LOS MACROFAGOS CXCL10+ IDENTIFICADOS
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A INMUNOTERAPIA EN PACIENTES CON CARCINOMA
HEPATOCELULAR AVANZADO

Marta Piqué-Gili"?, Sarah Cappuyns'*43>¢ Roger Esteban-Fabrd'?2,
Gino Philips>¢, Roser Pinyol?, Vincent Vandecaveye’?,

Jordi Abril-Fornaguera'?, Philipp K. Haber"?, Chris Verslype®4,
Eric Van Cutsem?#, Diether Lambrechts>¢, Augusto Villanueva’,
Jeroen Dekervel®>*y Josep M. Llovet"?1°

"Mount Sinai Liver Cancer Program, Division of Liver Diseases,
Tisch Cancer Institute, Icahn School of Medicine at Mount Sinai,
New York, NY, EE.UU. 2Liver Cancer Translational Research
Laboratory, Institut d’Investigacions Biomediques August Pi i
Sunyer (IDIBAPS), Hospital Clinic, Universitat de Barcelona,
Espana. 3Digestive Oncology, Department of Gastroenterology, UZ
Leuven, Bélgica. “Laboratory of Clinical Digestive Oncology,
Department of Oncology, KU Leuven, Bélgica. *Laboratory for
Translational Genetics, Department of Human Genetics, KU
Leuven, Bélgica. °VIB Center for Cancer Biology, Leuven, Bélgica.
’Radiology Department, University Hospitals Leuven, Bélgica.
3Laboratory of Translational MRI, Department of Imaging and
Pathology, KU Leuven, Bélgica. °Department of Surgery, Campus
Charité Mitte and Campus Virchow-Klinikum, Charité
Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Alemania. "Institucié Catalana
de Recerca i Estudis Avancats, Barcelona, Espana.

Introduccion: La secuenciacion de ARN de células Unicas (single
cell RNA sequencing, scRNAseq) ha permitido la identificacion de
tipos celulares asociados a respuesta a inhibidores del punto de
control inmunitario (IPCl) en carcinoma hepatocelular (CHC) avan-
zado.

Objetivos: Este estudio tiene como objetivo generar firmas ge-
néticas que recapitulen los distintos tipos celulares inmunes y eva-
luar su asociacion con respuesta terapéutica a IPCl en CHC.

Métodos: Mediante el analisis de expresion génica diferencial de
datos de scRNAseq de 31 biopsias de CHC (91,169 células Unicas)
generamos firmas genéticas que permiten identificar 35 fenotipos
celulares inmunes. Dichas firmas fueron validadas con datos de
scRNAseq de una cohorte independiente de 22 CHCs. Con el fin de
expandir la aplicabilidad de estas firmas derivadas de scRNAseq, se
llevaron a cabo a) analisis de enriquecimiento de genes a nivel de
muestra individual (ssGSEA) y b) analisis de prediccion de clases
[nearest template prediction (NTP)] en datos de secuenciacion del
transcriptoma entero de 399 pacientes con CHC y de 83 pacientes
con CHC avanzado tratados con IPCl, 28 de los cuales en primera
linea. Finalmente, se evalud el enriquecimiento de dichas firmas
en las distintas subclases inmunitarias de CHC, asi como su presen-
cia en pacientes respondedores a inmunoterapia.

Resultados: De las 35 firmas genéticas generadas que recapitu-
lan tipos celulares inmunes, 21 demostraron ser altamente especi-
ficas. El analisis de enriquecimiento de estas 21 firmas en el trans-
criptoma de 399 pacientes con CHC demostré que las subclases
inmunologicas de CHC “Immune-active” y “Exhausted” estaban
enriquecidas en firmas tanto de células T como de células mieloi-
des, mientras que las subclases “Immune-like” e “Intermediate”
presentaron un enriquecimiento en poblaciones mieloides. En el
contexto de 28 muestras de pacientes con CHC avanzado tratados
con IPCl en primera linea, los pacientes respondedores presentaron
un enriquecimiento de la firma de macrofagos CXCL10+ PDL1+ (p =
0,001) en comparacion con los no respondedores, confirmando los
resultados obtenidos en datos de scRNAseq. La presencia de dicha
poblacion de macrofagos CXCL10+ PDL1+, evaluada mediante NTP,
también se encontré significativamente asociada con respuesta a
ICPI (p = 0,02). Asimismo, los pacientes respondedores presentaron

un enriquecimiento en firmas de células B (p = 0,035) y de células
T cooperadores foliculares CD4+ y CXCL13+ (p = 0,039), lo cual su-
giere un rol potencial de las estructuras linfoides terciarias en la
respuesta a inmunoterapia en CHC.

Conclusiones: Se generaron firmas genéticas representativas de
21 tipos celulares inmunes obtenidos con single-cell sequencing en
pacientes con CHC tratados con ICPI. La firma que recapitula la
presencia de macrofagos CXCL10+ PDL1+ se asocid a respuesta a
inmunoterapia, y en la actualidad se esta validando en una cohorte
independiente de pacientes tratados con atezolizumab y bevacizu-
mab.

Complicaciones de las cirrosis “Clinica”
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ARTERIAL PULMONAR PORTOPULMONAR IDENTIFICAN

A UN GRUPO DE PACIENTES CON CIRROSIS CON ALTO
RIESGO DE MUERTE
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Introduccion: Los nuevos criterios diagnosticos de hipertension
arterial pulmonar (HAP) utilizan puntos de corte inferiores de pre-
sion arterial pulmonar media (PAP) (antes > 25; ahora > 20 mmHg)
y de resistencias vasculares pulmonares (RVP) (antes > 3; ahora > 2
UW) para definir HAP portopulmonar (HAPoP). Estos criterios iden-
tifican un grupo de pacientes con HAPoP incipiente (HAPoP-i, PAP
20-25 mmHg), cuyo significado prondstico en la cirrosis no se ha
estudiado. Nuestro objetivo fue analizar el impacto en el prondsti-
co de los nuevos criterios de HAP en pacientes con cirrosis e hiper-
tension portal.

Métodos: Estudio observacional de una base de datos prospectiva
que incluyo todos pacientes consecutivos con cirrosis y GPVH > 5
mmHg a los que se realizé cateterismo hepatico y cardiopulmonar
entre 2015-2022. Los pacientes se clasificaron en: No-HAP (PAP < 20
mmHg); HAPoP-i (PAP = 20-25 mmHg y RVP > 2UW); HAPoP-clasica
(PAP > 25 mmHg y RVP > 3 UW); HAP-poscapilar (PAP > 20 mmHg y
PCP > 15 mmHg); HAP-indeterminada (PAP > 20 mmHg, PCP < 15
mmHg y RVP < 2 UW). Se analizaron las variables asociadas a peor
prondstico (muerte y/o trasplante) mediante regresion de Cox y las
predictoras de HAPoP mediante regresion logistica binaria.

Resultados: (Media [DE]). Se incluyeron 258 pacientes seguidos
durante 104 [28] meses (72,5% varones; edad 58,6 [9,1] afos), dis-
tribuidos en: No-HAP: 48,4%; HAPoP-i: 20,9%; HAPoP-c: 11,6%;
HAP-poscapilar: 16,7%. Una peor funcion hepatica (MELD), mayor
hipertension portal (GPVH) y la existencia de HAP se asociaron in-
dependientemente con una peor supervivencia global y superviven-
cia libre de trasplante (p < 0,01). El pronostico de los pacientes con
HAPoP, ya sea incipiente (HR 4,5 [1,9-10,7]) o clasica (HR 5,4 [2,2-
13,1]), fue peor (p < 0,01) que el de aquellos sin HAP o con HAP-
poscapilar. Aquellos con HAPoP (incipiente o clasica) presentaban
niveles mas altos (p < 0,05) de proteina C reactiva, BNP y acido
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Urico y mas bajos de albumina que aquellos sin HAP. Las variables
clinico-analiticas asociadas independientemente con HAPoP fueron
la existencia de shunt portosistémico (OR 6,8 [2,0-22,8]) y BNP > 80
pg/mL (OR 13,1 [2,7-65,0]). La velocidad pico de regurgitacion tri-
cuspidea (AUC 0,82 [0,7-0,9], p < 0,01) y el area de la auricula
derecha (AUC 0,86 [0,8-0,9], p < 0,01) fueron los parametros eco-
cardiograficos que mejor discriminaban la existencia de HAPoP.

Conclusiones: Los nuevos criterios diagndsticos de HAP identifi-
can un grupo de pacientes con cirrosis y HAPoP incipiente con ries-
go alto de muerte. Disponemos de variables clinicas y analiticas
que nos permiten sospechar la existencia de HAPoP.

Hepatopatias colestasicas y autoinmunes
“Basica”

LA EXPRESION INTRAH!EPATICA DIFERENCIAL DE GENES
RELACIONADOS CON VIAS DE SENALIZACION INMUNE EN
PACIENTES CON HEPATITIS AUTOINMUNE DISCRIMINA
SUBGRUPOS CON DIFERENTE COMPORTAMIENTO CLINICO
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Introduccion: La hepatitis autoinmune (HAI) es una enfermedad
de presentacion clinica e historia natural heterogéneas. Si bien la
biopsia hepatica se considera esencial para el diagnostico de la
enfermedad, los cambios de expresion génica en tejido hepatico
han sido escasamente caracterizados.

Objetivos: Evaluar en tejido hepatico de pacientes con HAI. La
expresion de genes relacionados con la inmunidad y la posible exis-
tencia de vias patogénicas especificamente activadas en la HAI. Si
perfiles distintos de expresion génica en la HAI se traducen en com-
portamientos clinicos diferentes.

Métodos: Se analizaron las biopsias hepaticas de 20 pacientes
con HAI sin tratamiento previo, de 5 individuos sanos, y de 14 pa-
cientes con otras enfermedades: hepatitis B (VHB), esteatohepati-
tis no alcohdlica (EHNA), colangitis biliar primaria (CBP) y sindrome
de solapamiento HAI-CBP. Para el analisis de expresion génica, se
extrajo RNA de biopsias hepaticas en parafina, y se aplico la tecno-
logia nCounter® (Nanostring technologies). Se utilizo el “Autoim-
mune Profiling Panel”, que incluye 770 genes implicados en enfer-
medades autoinmunes y en respuestas inmunes. Para el analisis de
los datos se utilizo la plataforma ROSALIND® (San Diego, CA).

Resultados: El analisis transcriptomico identificd 71 genes so-
breexpresados en la HAI frente a individuos sanos y a otras patolo-
gias hepaticas. Los genes con mayor expresion en la HAI estaban
involucrados en la presentacion antigénica tanto por el MHC-II
(HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DPB1, HLA-DRA, HLA-DOA, HLA-DRBf1,
HLA-DPA1) como por el MHC-1 (HLA-C), en la activacion del sistema
inmune innato y adaptativo (TLR2, LY96, CYBA, NLRP3, S100A9,
SMAD3, TGFB1, IL17RC), y en la produccién de quimiocinas (CX-
3CL1, CXCL1, CCL3, CCL2, CCL18). El analisis de clustering de los
genes diferencialmente expresados identificé un subgrupo de pa-

cientes con HAI con mayor expresion de genes relacionados con la
activacion del sistema inmune adaptativo y de la respuesta infla-
matoria. Este subgrupo mostré ademas un comportamiento clinico
y de laboratorio diferente, presentando mayor actividad histologi-
ca [HAI score: 9,4 (5-13) vs. 5,8 (2-10), p = 0,012)], mayores alte-
raciones bioquimicas [bilirrubina 3,7 mg/dl (0,8-8,1) vs. 2,7 mg/dl
(0,4-13,6), p = 0,046] y, notablemente, una respuesta completa a
los 6 meses de tratamiento convencional considerablemente menor
[22,2 vs. 81,8%, p = 0,022].

Conclusiones: El higado de pacientes con HAI presenta un perfil
de expresion de genes relacionados con la inmunidad diferente al
de pacientes con otras enfermedades hepaticas autoinmunes y no
autoinmunes. El analisis transcriptomico identifico un subgrupo de
pacientes con HAI con manifestaciones clinicas, histoldgicas y evo-
lutivas diferentes. El analisis de vias de sefalizacion propias de la
HAI, por tanto, podria mejorar la capacidad prondstica y el diag-
nostico diferencial con otras enfermedades autoinmunes y ayudar
a identificar dianas terapéuticas especificas en la HAI.

Enfermedades vasculares hepaticas,
genéticas, Inmunologia y DILI “Clinica”
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Introduccién: La enfermedad de Wilson (EW) tiene una gran he-
terogeneidad clinica. Para homogeneizar su seguimiento en Espa-
fia, se constituyd el Registro-Wilson AEEH en 11/2021. Nuestro ob-
jetivo fue describir caracteristicas basales, tratamiento y eventos
clinicos a largo plazo de los pacientes del registro-Wilson hasta
11/2022.

Métodos: Exportacion de datos y analisis estadistico de pacien-
tes con, al menos, datos disponibles sobre el diagndstico. El Regis-
tro-Wilson AEEH cuenta con la aprobacion del CEIM de los centros y
el Cl de los pacientes.

Resultados: Se incluyeron 352 pacientes con EW (36 hospitales);
320 constituyeron la cohorte final de estudio al disponer de datos
suficientes: 315 (95,3%) adultos en momento de inclusion, edad
mediana: 42 afnos (IQR25-75 29-53), 228 (71,3%) casos indice, 167
hombres (52,2%), edad al diagnostico de EW: 16 afnos (10-27,8),
puntuacion de Leipzig al diagndstico: 7 (5-9) puntos (93,4% puntua-
cion > 3), ceruloplasmina inicial < 0,2 g/L en 265 (83%), cupruria >
100 ug/24 h en 148 (46,3%), cobre intrahepatico > 250 ug/g en 152
casos (47,5%). Se genotiparon 242 pacientes (75%), un 25% perma-
nece sin confirmacion genética. El 85% de los genotipados presen-
taron doble mutacion. Un tercio (32,2%) reportaron antecedentes
familiares. La mayoria se diagnosticaron tras estudio de enferme-
dad hepatica (78%); el fenotipo inicial predominante fue la forma
hepatica cronica (n = 158, 49%), seguido de formas presintomaticas
(n = 66, 20,6%), neurologicas (n = 32, 10,1%), mixtas neurologicas/
hepaticas (n =29, 9,1%), y hepaticas agudas (n = 29, 9,1%). De estos
ultimos, 7 (2,2% del total) requirieron un trasplante hepatico pre-
coz (< 1 mes tras diagnostico). Sesenta y dos pacientes (19,4%)
presentaban cirrosis al debut. El tratamiento inicial predominante
fue el uso de quelante (n = 213, 67%), sobre todo D-penicilamina
(91,3%). Un 30% de la cohorte presentd efectos adversos tempra-
nos; la actitud frente a estos se report6 en 222 pacientes: 62% sin
cambios, 32,4% cambio de tratamiento y 5,9% ajuste de dosis. El
56% de la cohorte realiza actualmente un tratamiento diferente al
inicial. El tiempo mediano de seguimiento hasta la Ultima visita fue
de 18 afos (9-26) y hasta en 203 (64%) pacientes se realizo, al me-
nos, una elastografia durante el seguimiento [valor 6,1 KPa (5-
8,7)]. Se dispone de datos evolutivos en 170 de los pacientes (53%
del total): en 42 (24,7%) consta desarrollo de cirrosis de novo, 27
(16%) con descompensacion de cirrosis (principalmente ascitis), 1
(0,6%) cancer hepatico, 5 (2,9%) trasplante hepatico electivo y 16
(9,4%) muertes (15 de ellas relacionadas con la EW).

Conclusiones: En este primer ano del Registro-Wilson, se han
recogido datos de 320 pacientes con EW, base conceptual para fu-
turos estudios colaborativos en EW. En la cohorte actual predomi-
nan pacientes de fenotipo hepatico al haber sido promovida desde
Hepatologia-AEEH. Un nimero significativo de pacientes no tiene a
dia de hoy la confirmacion genética de la enfermedad.

Cancer de higado “Basica”

PLASMA CELL-FREE DNA METHYLATION AS BIOMARKER
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Introduction: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a global health
concern with increasing impact in our society. Nowadays, there are
limited diagnostic methods and most patients are diagnosed at ad-
vanced stage when current treatments have little effectiveness.
Moreover, although patients in early and intermediate stages might
benefit from potentially curative treatments, there is a high rate
of recurrence. It is therefore essential to identify new non-invasive
reliable biomarkers for the early detection of HCC and the predic-
tion of recurrence-progression to improve patient survival. In this
regard, circulating tumor DNA methylation has demonstrated a
great potential to serve as a blood-based biomarker for early diag-
nosis and precision treatment.

Methods: To discover and in silico validate a putative blood-ba-
sed HCC Methyl Diagnostic panel (HepaMet Panel) we used public
methylation datasets on non-tumoral (n = 318) and HCC (n = 977)
tissue samples from five different GSEs and TCGA studies, as well
as on leukocyte from healthy individuals (n = 656). TCGA methyla-
tion data on 28 other types of tumors (n = 8,706) were examined to
identify HCC-specific and pan-cancer markers. Tissue and plasma
samples from controls and HCCs were used for PCR followed by
Sanger sequencing and targeted bisulfite sequencing.

Results: We identified 39 CpGs (HepaMet Panel) that robustly
segregate non-tumor and HCC samples (98.2% accuracy). Impor-
tantly, these CpGs were methylated in HCC tissues but not (beta-
value < 0.2) in non-tumoral samples nor in leukocytes from healthy
individuals. Validation of HepaMet Panel in three independent HCC
cohorts showed a sensitivity of 97-100%. Methylation differences
were then verified in liver tissue samples from controls, and paired
peritumoral/HCCs. We also in silico analyzed the methylation
changes of these CpGs in other 27 cancer types, and identified
CpGs specifically hypermethylated in HCC (HCC-specific markers)
and CpGs hypermethylated in more than 50% of tumor samples
(pan-cancer markers). Finally, validation of 16 out of these 39 CpGs
using cfDNA from 8 early-stage HCCs, 35 advanced HCCs and 11
healthy controls succeeded to classify 81.4% of HCC patients.

Conclusions: We identified a novel blood-based HCC Methyl
Diagnostic panel that effectively classify control and HCC patients.
Ongoing analyses will determine HepaMet Panel utility in early HCC
diagnosis and HCC recurrence-progression monitoring.
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Complicaciones de las cirrosis “Clinica”

REINGRESO PRECOZ EN LA CIRROSIS HEPATICA:

LA COMBINACION DEL INDICE LACE, MELD Y
DESCOMPENSACION PREVIA DETERMINAN DIFERENTES
GRUPOS DE RIESGO ASOCIADOS AL MISMO
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Objetivos: a) Identificar factores de riesgo asociados a reingreso
< 30 dias en pacientes con cirrosis; b) Establecer grupos de riesgo
para reingreso y mortalidad < 90 dias; c) Valorar la aplicabilidad
del score en la gestion de consultas al alta.

Prediccién de reingreso en < 90 dias
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Métodos: Estudio multicéntrico retrospectivo con 885 pacientes
con cirrosis que tuvieron ingreso en Digestivo y fueron seguidos
durante 90 dias posteriores al alta. Se recogieron reingresos via
urgente durante el seguimiento, y el exitus de cualquier causa. Se
calcul6 el indice LACE que comprende el indice Charlson, nimero
de veces en urgencias 6 meses antes, ingreso urgente vs. programa-
do y duracion del ingreso.

Resultados: Se incluyeron finalmente 818 pacientes, de los que
el 23,2% (190/818) y el 42,4% (347/818) reingresaron en 30 y 90
dias, respectivamente, y el 13,6% (111/818) fallecieron. El princi-
pal motivo de ingreso fue la ascitis (36%), seguida de la hemorragia
(23%), y el de reingreso en < 30 dias fue encefalopatia (35%). El in-
dice LACE (OR 1,11 (1C95% 1,03-1,20); p = 0,006), MELD al alta (OR
1,05 (IC95% 1,02-1,08); p = 0,003) y descompensacion previa al in-
greso (OR 1,41 (1C95% 0,99-2,00); p = 0,056) se asociaron indepen-
dientemente al reingreso en < 30 dias. El modelo predijo tres gru-
pos de riesgo de reingreso segin 90% de sensibilidad y especificidad,
asi como para supervivencia durante el seguimiento (fig.). Aunque
el tiempo hasta consulta de revision poshospitalizacion fue similar
entre grupos (45 + 38 vs. 46 + 40 vs. 50 + 42 dias) (p = 0,593), el 33%
(30/91) del grupo de alto riesgo reingreso6 antes de acudir a la con-
sulta frente al 25,7% (148/575) y 14,7% (20/136) (p = 0,002) de los
grupos de intermedio y bajo riesgo, respectivamente.

Conclusiones: La combinacion del indice LACE, MELD al alta y
descompensacion previa al ingreso predice e identifica grupos de
riesgo de reingreso y mortalidad en < 30 y < 90 dias en pacientes
con cirrosis. Este score deberia considerarse para programar las
consultas de revision tras la hospitalizacion.

Prediccion de mortalidad en < 90 dias
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