XXXIIl CONGRESO NACIONAL DE LA ASOCIACION ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DEL HIGADO

POSTERS

Complicaciones de la cirrosis

NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS PARA AUMENTAR LA
BIODISPONIBILIDAD DE OXIDO NITRICO EN EL HiGAl?O
CIRROTICO. REDUCCION DE LOS NIVELES DE SUPEROXIDO
A. Rodriguez-Vilarrupla, J. Gracia-Sancho, B. Lavifia, H.
Garcfa-Calder6, M. Fernandez, J. Bosch y J.C. Garcia-Pagin
Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica. Hospital Clinic. IDIBAPS.
Ciberehd. Barcelona.

Antecedentes: La menor biodisponibilidad intrahepética de 6xido
nitrico (ON) a nivel endotelial es uno de los mecanismos responsa-
bles del aumento del tono vascular intrahepatico en la cirrosis, que
contribuye al desarrollo de hipertensién portal. Nuestro grupo ha
sugerido que el aumento de superéxido (O2-) que se halla en el hi-
gado cirrdtico, en parte secundario a un déficit de la enzima supero-
xidodismutasa (SOD), al reaccionar con ON podria contribuir a dis-
minuir su biodisponibilidad.

Objetivos: Evaluar la interaccion O2-/ON en células endoteliales
(CE), determinar si estrategias dirigidas a disminuir O2- son capa-
ces de aumentar eficazmente la biodisponibilidad de ON e investi-
gar el papel de distintos sistemas enzimdticos como posibles fuentes
del aumento de estrés oxidativo en la cirrosis.

Métodos: La modulacién de ON por O2- fue evaluada determinando
los niveles de O2- y de ON, por microscopia confocal mediante las
moléculas fluorescentes dihidroetidio (DHE) y DAF-FM en 1) CE
sinusoidales (SEC) de ratas control tratadas con vehiculo o con el in-
ductor de estrés oxidativo, DDC, y posterior incubacién con SOD, y
2) CE de aorta bovina (BAEC) transfectadas con adenovirus-EcSOD
o adenovirus-bgalactosidasa (bgal), y tratadas con vehiculo o para-
quat (inductor de estrés oxidativo). El papel de eNOS, COX y XO en
la produccién de O2- se evalué determinando los niveles de O2-, por
microscopia confocal mediante tincién con DHE, en higados de ratas
cirréticas tratadas con sus inhibidores especificos.

Resultados: Las SEC tratadas con DDC mostraron un aumento de
los niveles de O2- que se acompaiié de una reduccion de la biodis-
ponibilidad de ON. La administracién de SOD atenué el aumento
de O2- y la reduccién de la biodisponibilidad de ON. En BAEC, la
incubacién con paraquat provocé un marcado incremento de O2- y
una reducciéon de ON. La sobreexpresion de SOD previno el au-
mento de O2- y la reduccién de ON provocada por paraquat. La in-
hibicion de COX y XO pero no de eNOS, redujo los niveles de O2-
del higado cirrético.

Conclusiones: El aumento de estrés oxidativo observado en el hi-
gado cirrético, debido en parte a un aumento de su produccién por
COX y XO, contribuye a reducir la biodisponibilidad de ON. Nues-
tros resultados sefialan nuevas dianas terapéuticas potenciales, tanto
inhibiendo la produccién como aumentando la degradacién de O2-,
para aumentar la biodisponibilidad de ON y por tanto reducir la re-
sistencia intrahepdtica y la presién portal en la cirrosis.

LA ACTIVACION DE LA GUANILATO CICLASA POR OXIDO
NITRICO EN LINFOCITOS COMO MARCADOR PERIFERICO DE
ENCEFALOPATIA HEPATICA MINIMA (EHM) EN PACIENTES
CIRROTICOS

C. Montoliu*, A. Urios®, J. A. Del Olmo¢, M. A. Serra®, J. M.
Rodrigo® y V. Felipo®

“Fundacion Investigacion Hospital Clinico de Valencia. *Laboratorio de
Neurobiologia, Centro de Investigacion Principe Felipe, Valencia.
Servicio de Hepatologia, Hospital Clinico Universitario de Valencia.

La escala psicométrica de encefalopatia hepatica (PHES) ha sido
validada para el diagnéstico de la encefalopatia hepatica minima
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(EHM), estando disponibles las tablas de normalidad para la pobla-
cién espaiola (http://www.redeh.org). Se ha propuesto que la deter-
minacién de la frecuencia critica de parpadeo (FCP) podria ser mas
util en el diagndstico de la EHM porque no depende de la edad, ni-
vel educativo, etc.

Se ha comprobado que la homeostasis del GMPc estd alterada en ce-
rebro en modelos animales de hiperamonemia y fallo hepdtico créni-
cos y que esta alteracion es la causa de la disminucién de la capaci-
dad de aprendizaje de al menos algunos tipos de tareas. Ademas la
manipulacién farmacoldgica de los niveles de GMPc en cerebro res-
taura la capacidad de aprendizaje en estos modelos animales. En pa-
cientes fallecidos con cirrosis hepdtica, la activacion de la guanilato
ciclasa por 6xido nitrico estd alterada en corteza cerebral del mismo
bodoque en los modelos animales. Esta alteracion se reproduce en
linfocitos de pacientes con cirrosis. Por tanto es posible que la activa-
cién de la guanilato ciclasa en linfocitos y/o algin otro pardmetro me-
dible en sangre de pacientes con cirrosis y relacionado con la home-
ostasis del GMPc (ILs, amonio, 6xido nitrico,...) pudiera servir como
marcador periférico de la presencia de encefalopatia hepatica minima.
Objetivo: Evaluar si hay correlacion entre las alteraciones en diferen-
tes pardmetros implicados en la modulacién de los niveles de GMPc
y la presencia de EHM en pacientes con enfermedad hepatica.
Resultados: Se han estudiado 46 pacientes cirréticos y 26 contro-
les. Pacientes con EHM presentaban mayores niveles de activacion
de guanilato ciclasa por 6xido nitrico en linfocitos y de GMPc en
plasma y frecuencia critica de parpadeo mds baja que pacientes sin
EHM. Los niveles de amonio, metabolitos del 6xido nitrico y pépti-
do atrial natriurético (ANP) estan aumentados en pacientes con res-
pecto a controles, sin diferencias entre pacientes con y sin EHM.
Conclusiones: La alteracion en la activacion de la guanilato ciclasa
por 6xido nitrico en linfocitos se correlaciona con los resultados de
PHES, frecuencia critica de parpadeo y niveles de amonio. La alte-
racién en la modulacién de la guanilato ciclasa por NO en cerebro
podria jugar un papel en la patogenia de la EHM. La activacion de
la guanilato ciclasa por 6xido nitrico en linfocitos podria ser ttil
como marcador periférico de la presencia de la EHM.

APLICACION DE UN NUEVO MODELO PRONOSTICO DE 3
SUPERVIVENCIA PARA PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA
E. Vilar Gémez, L. Calzadilla Bertot, E. Arus Soler, V. Gra
Oramas, P. Llanio Navarro y M. Castellanos Ferndndez
Instituto Nacional de Gastroenterologia. La Habana. Cuba.

Introduccion: Los modelos prondsticos Child-Pugh y MELD han
sido las herramientas diagndsticas mds utilizadas para predecir la
mortalidad de pacientes con cirrosis hepdtica; sin embargo, los mis-
mos presentan algunas desventajas que limitan su utilidad en la
préctica clinica.

Objetivos: Evaluar la capacidad de un modelo prondstico, basado
en variables clinicas y bioquimicas, para predecir la mortalidad a
corto, mediano y largo plazo de pacientes con cirrosis hepatica
comparado con los modelos de Child-Pugh y MELD; e identificar
los factores que estdn relacionados a la mortalidad.

Métodos: Se realiz6 un estudio de cohorte con 169 pacientes cirré-
ticos que fueron seguidos durante el periodo de Mayo del 2004 y
Enero del 2007 en la consulta de hepatologia del Instituto Nacional
de Gastroenterologia (centro terciario). La determinacién de varia-
bles asociadas a mortalidad fue analizada a través del modelo regre-
sion de Cox. Los factores que estuvieron independientemente aso-
ciados a mortalidad en el modelo univariado fueron incluidos en la
confeccion del modelo pronéstico. El mismo fue conformado por
variables bioquimicas (creatinina y bilirrubina) y clinicas (ascitis,
encefalopatia y sangramiento variceal). La confeccién del nuevo
modelo prondstico estuvo basado en los coeficientes de regresion
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del modelo de Cox y el valor individual de cada variable. El valor
predictivo del modelo fue analizado mediante el programa c-statis-
tic (curvas ROC). Su precision para predecir mortalidad fue evalua-
daalas 4, 12, 24, 52 y 104 semanas y el mismo fue comparado con
Child-Pugh y MELD.

Resultados: El modelo univariado mostré a la bilirrubina, creatini-
na, ascitis, encefalopatia y sangramiento variceal como factores in-
dependientes predictivos de mortalidad (P < 0,001) a las 104 sema-
nas. Dichas variables conformaron el modelo prondstico propuesto
(BioCliM). El modelo multivariado de regresién de Cox identificé
la ascitis (Riesgo relativo (RR): 10, IC del 95%: 4-27), el sangra-
miento variceal (RR: 3.3, IC del 95%: 1-11) y la creatinina (RR: 4,
IC del 95%: 1-10) como variables asociadas de forma independien-
tes a la mortalidad. La capacidad de BioCliM para predecir mortali-
dad fue superior a Child-Pugh y MELD durante las 104 semanas de
seguimiento. El modelo BioCliM obtuvo mayor poder de discrimi-
nacion (c-statistic: 0,94, 0,94, 0,91, 0,91, 0,91) comparado con el
modelo MELD (c-statistic: 0,83, 0,86, 0,79, 0,82, 0,81) y el Child-
Pugh (c-statistic: 0,84, 0,86, 0,79, 0,82, 0,81), durante las semanas
4, 12,24, 52 y 104, respectivamente (P < 0001).

Conclusiones: Nuestros datos sugieren que el nuevo modelo pro-
néstico es capaz de predecir de forma muy precisa la mortalidad a
corto, mediano y largo plazo de pacientes con cirrosis hepética; sin
embargo, recomendamos su validacién antes de implementarlo en
la practica clinica diaria.

ESTUDIO PROSPECTIVO MULTICENTRICO DE 163 PACIENTES
CON SINDROME DE BUDD-CHIARI: RESULTADOS DEL EUROPEAN
NETWORK FOR VASCULAR DISORDERS OF THE LIVER (EN-VIE)

M. Hernandez-Guerra, J.C. Garcia-Pagan for the EN-Vie
Hospital Clinic. Barcelona.

Introduccion: El sindrome de Budd-Chiari (SBC) es una enferme-
dad poco frecuente pero potencialmente grave. No existen guias de
tratamiento y las recomendaciones actuales de manejo de esta enfer-
medad se basan en series retrospectivas.

Objetivos: Evaluar de forma prospectiva la evolucién de enfermos
con SBC tratados siguiendo las recomendaciones del grupo EN-Vie
entre Octubre/2003 hasta Oct/2005 en centros colaboradores de 9
paises europeos, que fueron registrados por una red de centros coor-
dinadores y seguidos hasta su muerte o el fin del estudio. Se reco-
gieron variables clinicas y analiticas, y se obtuvieron muestras san-
guineas para completar el estudio etioldgico.

Resultados: Se incluyeron 163 pacientes (93 mujeres; mediana 38
afios, rango 16-83) de un total de 210 con sospecha inicial de SBC
(en 39 centros hospitalarios) que fueron seguidos durante una me-
diana de 17 meses (0,1-31). En el momento del diagnostico el 50%
de los enfermos presentaba obstruccion pura de las venas hepaticas,
obstruccion aislada de la vena cava inferior el 2% y ambas el 47%.
Se asoci6 trombosis portal en el 15% de casos. Se diagndstico un
sindrome mieloproliferativo (SMP) en un 47%. La mutacién del
gen V617-JAK2 estuvo presente en el 29% del total de enfermos.
Otros factores procoagulantes fueron: la mutacién C677T-MTHFR
(52%), factor V Leiden (14%) y mutacién del gen protrombina
(4%). Los pacientes fueron tratados con anticoagulacion (n = 141,
87%), TIPS (n = 64, 39%) y/o trasplante hepdtico (n = 20, 12%).
Sélo 3 pacientes recibieron cirugia derivativa y 7 fueron tratados
con técnicas de recanalizacion. En el 47% (n = 77) de los casos el
manejo terapéutico fue no-invasivo. La tasa de mortalidad a los 6,
12 y 24 meses fue del 90%, 87% y 80% respectivamente. Veinti-
nueve pacientes (18%) fallecieron durante el seguimiento, siendo el
fallo hepético la principal causa (n = 8). La mortalidad post-tras-
plante fue del 10%.

Conclusién: En el SBC el SMP debe ser la principal sospecha etio-
l6gica. El algoritmo terapéutico propuesto por el grupo EN-Vie ba-
sado en anticoagulacion y TIPS, con trasplante de rescate, resulta
eficaz con una alta tasa de supervivencia.

Financiado en parte por V programa marco (QLGI-CT-2002-
01686) y la Fundacion para el estudio de las enfermedades del hi-
gado.

PROFILAXIS CON KETOTIFEN DE LA HIPERTENSION PORTAL EN
LA RATA: IMPLICACION DE LAS CELULAS CEBADAS Y DE LOS
EICOSANOIDES

M.A. Aller®, F. Sdnchez-Patén?, E. Vara®, C. Garcia®,

Y. Saavedra®, P. Vergara®, C. Cuellar!, M. Rodero¢,

R. Anchuelo® y J. Arias®
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Introducciéon: La demostracién previa de un aumento de la infiltra-
cién por células cebadas en el intestino delgado y en los ganglios
linfaticos mesentéricos en ratas con hipertension portal (HTP) per-
mite hipotetizar que ésta célula inflamatoria esencial estaria impli-
cada en la patogenia de las alteraciones esplacnicas secundarias a la
hipertension portal.

Material y métodos: En ratas Wistar macho: pseudo-operadas (SO;
n = 12) y con HTP por triple ligadura parcial de la vena porta (n =
12) hemos cuantificado las células cebadas en el ileon y en los gan-
glios linfaticos mesentéricos y los niveles séricos de quimasa (Rat
Mast Cell Protease-II; RMCP-II) por ELISA. En un segundo grupo
de experimentos, Ketotifen, un farmaco estabilizador de células ce-
badas, fué administrado 24 horas antes de la intervencién a ratas SO
(n = 10) y a ratas con HTP (n = 12) y se determinaron las concen-
traciones séricas de prostanoides (PGE,, PGI,, TxB,) y leucotrienos
(LTC,, LTB,) por RIA, la infiltracién por células cebadas en el ile-
on y en los ganglios linfaticos mesentéricos y la concentracion séri-
cay ganglionar de RMCP-II.

Resultados: En las ratas con HTP a las 48 horas del p.o. los niveles
séricos de RMCP-II (p < 0,05), PGE, (p < 0,001) y LTC, disminu-
yen, en tanto que la concentracién de RMCP-II aumenta en los gan-
glios linfaticos mesentéricos. La administracién profilactica de Ke-
totifen reduce la presién portal (p < 0,001), los niveles séricos de
PGE, (p < 0,001) y RMCP-II (p < 0,001) en los ganglios linfaticos
mesentéricos (p < 0,001).

Conclusiones: En la HTP aguda en la rata la traslocacion de las cé-
lulas cebadas desde la mucosa intestinal a los ganglios linfaticos
mesentéricos representaria un mecanismo de defensa para evitar la
activacion de una respuesta inflamatoria aguda masiva intestinal. La
administracion profildctica de Ketotifen es capaz de reducir los
cambios inflamatorios espldcnicos secundarios a la hipertension
portal aguda en la rata.

IGF-1 FRENTE A RIFAXIMINA EN EL TRATAMIENTO DE LA
ENCEFALOPATIA HEPATICA EN RATAS CIRROTICAS CON
ASCITIS Y LIGADURA TOTAL DE LA VENA PORTA

R. Bartoli?, G. Odenaa, M. Miquel?, A. Serafin®, R. Morillas?, A.
Galan®, M.A. Gassull* y R. Planas®

“Servicios de Gastroenterologia y “Bioquimica. Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol. *Servicio de medicina y cirugia animal.
Universitat Autonoma de Barcelona.

La encefalopatia hepatica (EH) en la cirrosis es consecuencia del
fracaso hepatico y/o la presencia de derivaciones portosistémicas
que facilitan el paso de compuestos nitrogenados desde el intestino
a la circulacion sistémica. Rifaximina (R) es un tratamiento estable-
cido de la EH en la cirrosis humana. Por otra parte, IGF-1 podria
ser ttil por sus efectos antifibrogénico y anabdlico.

Objetivo: Comparar la efectividad de R e IGF-1 en el tratamiento
de la EH en un modelo experimental de ratas cirrdticas asciticas con
ligadura total de la vena porta (LTP).

Métodos: Se estudiaron un total de 55 ratas SD distribuidas en 6
grupos: A: 10 ratas control; B: 9 ratas control + R (50 mg/Kg dia
durante 14 dias); C: 9 ratas control+IGF-1 (2 ug/Kg s.c./12h, du-
rante 14 dias); D: 9 ratas cirréticas con LTP; E: 9 ratas cirréticas
con LTP+R; y F: 9 ratas cirréticas con LTP+IGF-1. La cirrosis y as-
citis se indujo mediante la administracién oral de CCl,. A la sexta
semana de administracion de CCl, (o el mismo periodo en las con-
troles) se realiz6 la LTP y la induccién de cirrosis continu6 hasta el
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desarrollo de ascitis. A partir de este momento los animales fueron
distribuidos al azar para recibir R, IGF-1 o placebo durante 14 dias
tras lo que se realizé un test de sobrecarga oral de glutamina (SOG).
Mediante laparotomia media se obtuvo sangre portal y periférica,
higado, cerebro y contenido ileocecal para evaluar amonio plas-
matico y cerebral, presencia o no de edema cerebral de bajo grado y
cultivo ileocecal.

Resultados: En comparacioén con las ratas control (grupos A, B y
C) las ratas cirréticas con LTP (grupo D) presentaron de forma sig-
nificativa una mayor concentracién de amonio plasmadtico y cere-
bral, mayor drea bajo la curva (AUC) tras SOG y edema cerebral de
bajo grado. La administraciéon de R (grupo E) redujo de forma sig-
nificativa el sobrecrecimiento bacteriano respecto a los grupos D y
F, lo que se asoci6 a unos valores de amonio plasmatico y cerebral,
de la AUC tras SOG y de contenido de agua cerebral similares a los
observados en los grupos controles (grupos A, B y C). Por el con-
trario, la administracién de IGF-1 (grupo F) no fue capaz de revertir
los cambios observados en el grupo D. Se observd astrocitosis
Alzheimer tipo II en casi la mitad de los animales con cirrosis y as-
citis, independientemente de si recibieron R o IGF-1.

Conclusién: Mientras que la administracién de Rifaximina mejora
la mayoria de las alteraciones asociadas a la EH en la cirrosis expe-
rimental, el tratamiento con IGF-1 no estd indicado en esta patolo-
gia.

LA PRESENCIA DE SIGNOS EXTRAPIRAMIDALES EN PACIENTES
CIRROTICOS PREDICE LA APARICION DE ENCEFALOPATIA
HEPATICA

L. Compaily, R. Jover, P. Zapater* y M. Pérez-Mateo

Seccion de digestivo del Hospital General Universitario de Alicante.
*Servicio de farmacologia clinica HGU Alicante.

Introduccién: La enecefalopatia hepdtica minima (EHM) produce
un importante impacto en la calidad de vida de los pacientes cirréti-
cos. Algunos de éstos presentan signos extrapiramidales (SE) como
consecuencia de la alteracion de los ganglios basales, siendo mads
frecuente su aparicién en pacientes con EHM. Se ha publicado que
existe una correlacion entre la presencia de EHM y de SE, sin em-
bargo hasta la fecha no se ha investigado la influencia de éstos ulti-
mos sobre la evolucién de los pacientes y sobre el desarrollo de EH.
Objetivos: /) Estudiar en una cohorte de pacientes cirréticos el va-
lor pronéstico de la EHM y de los SE en el desarrollo de EH y en la
supervivencia. 2) Ver la evolucion de los pacientes de forma pros-
pectiva.

Pacientes y métodos: Se siguieron de forma prospectiva 46 pacien-
tes con cirrosis hepdtica, de los cuales 5 se perdieron durante el se-
guimiento. La media de seguimiento fue de 29,76 + 18,02 meses.
Durante el seguimiento fallecieron 20 pacientes. De los 21 que so-
brevivieron, 2 fueron trasplantados y uno rechazé la repeticion del
estudio. A los 18 pacientes restantes se les realiz6 de nuevo los test
neuropsicolégicos (Grooved-Pegboard, cubos, conexién numérica
parte A, version oral del Symbol Digit, Stroop test), y se les evalué
la calidad de vida con el SF-36 y el CLDQ. La presencia de SE se
evalué con la escala UPDRS, considerando positivo unn valor > 3.
La EHM se definié como la presencia de dos test alterados o un tets
alterado y un valor patolégico de la p300 (realizado en estudio pre-
vio). Se recopilaron todas las incidencias evolutivas de los pacien-
tes, como desarrollo de EH, exitus descompensaciones.

Resultados: Ninguno de los factores estudiados predijo mortalidad.
La existencia de SE fue el tinico factor que predijo desarrollo de EH
de manera independiente (p = 0,023 IC 0,624-0,966). Entre el grupo
de pacientes que sobrevivid se observé un empeoramiento global en
sus SE, una mejoria en la parte mental del SF-36 (p 0,029), y un
empeoramiento en la realizacién del test de cubos y de conexién
numérica (p = 0,037 y 0,049).

Conclusiones: /) La existencia de signos extrapiramidales predice
el desarrollo de EH. 2) Los SE empeoran entre los pacientes que so-
breviven. 3) En los pacientes que sobreviven persiste una clara co-
rrelacién entre la presencia de signos extrapiramidales y el fallo
cognitivo, persistiendo una alteracién en la calidad de vida.
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EXPRESION HEPATICA DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION
KRUPPEL-LIKE FACTOR 2 (KLF2) Y DE SUS GENES DIANA
PROTECTORES DE ENDOTELIO EN LA CIRROSIS

J. Gracia-Sancho', H. Garcia-Calderé!, A. Rodriguez-
Vilarrupla', J.C. Garcia-Pagan', G. Garcia-Cardefia® y J. Bosch!
'Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica, Hospital Clinic, IDIBAPS,
Ciberehd, Barcelona. *Laboratory for Systems Biology, Center for
Excellence in Vascular Biology, Harvard Medical School, Boston.

Antecedentes: El factor de transcripcion endotelial KLF2 modula
la expresién de miiltiples genes “protectores” del endotelio con
efectos anti-inflamatorios (elafin, eNOS), anti-trombdéticos (trom-
bomodulina) y vasodilatadores (eNOS, CNP). El déficit de KLF2
cambia el fenotipo funcional endotelial, que deviene proinflama-
torio, protrombogénico y provasoconstrictor. El principal activa-
dor de la expresién de KLF2 es la fuerza biomecanica ejercida por
el flujo sanguineo sobre las células endoteliales, sin éste KLF2
deja de expresarse. El desarrollo de cirrosis se acompaiia de im-
portantes alteraciones de la microcirculacién hepatica que influen-
cian el medio hemodindmico en el sinusoide hepético y podrian
reducir la expresion de KLF2 y del conjunto de sistemas transcrip-
cionales derivados. El presente estudio se disefi¢ para verificar la
hipétesis de que la expresion hepatica de KLF2 y en sus progra-
mas transcripcionales son modulados en el transcurso de la cirro-
sis. Para ello, se ha realizado una caracterizacion molecular y bio-
quimica de KLF2 y sus genes diana en tejido hepatico de ratas
controles y cirréticas por CCl,.

Metodologia: En homogenados hepdticos de ratas control (n = 8) y
de dos grupos de ratas cirréticas (con cirrosis inicial; 6 semanas de
tratamiento, n = 8 y con cirrosis avanzada; con ascitis, 12-14 sema-
nas de tratamiento, n = 8) se determiné: a) Expresion génica y pro-
teica de KLF2, mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real y Wes-
tern Blot, respectivamente, y b) Expresion génica de
trombomodulina y CNP.

Resultados: Los higados de ratas con cirrosis avanzada presentaron
niveles de mRNA de KLF2 superiores a los controles (2,2 + 0,3 vs
1,0 £ 0,1 unidades arbitrarias [UA]; p < 0,01), junto con un marca-
do aumento de la expresioén proteica de KLF2 (5,9 + 1,4 vs 0,8 +
0,3 UA; p = 0,01). Esta regulacién al alza de KLF2 en los higados
cirréticos se observo ya a las 6 semanas de iniciar la induccién a ci-
rrosis (MRNA: 1,93 £ 0,3 vs 1,0 + 0,1 UA; p <0,01) y se acompaiié
de un aumento en la expresién génica de sus genes diana trombo-
modulina (2,2 £ 0,2 vs 1,0 £ 0,1 UA; p<0,01) y CNP (3,5 1,1 vs
1,0 + 0,2 UA; p = 0,02).

Conclusiones: Los resultados del presente estudio muestran que el
factor de transcripcién endotelial KLF2 se encuentra aumentado ya
tempranamente en el higado cirrético y que su expresion activa la
transcripcion de sus genes diana, el agente anticoagulante trombo-
modulina y el vasodilatador CNP. Estos datos sugieren que un au-
mento de la expresion de KLF2 podria constituir un nuevo mecanis-
mo de compensacién frente a los trastornos vasculares existentes en
el higado cirrético.

CAMBIOS HEMODINAMICOS ENELEJE ESPLENO-PORTAI;

EN PA,CIENTES CIRROTICOS SOMETIDOS A EMBOLIZACION
ESPLENICA PARCIAL (EEP)

A. Moreno?, L. Gil-Grande®, F. Garcia-Hoz", J. Blazquez®,
J.R. Foruny®, C. Quereda?®, A. Lépez-San Romén®, M. Garcia-
Gonzalez®, J. Moreno®, M.J. Pérez-Elias?, J. Sanchez-Corral®,
C. Rodriguez-Martin®, M. Rodriguez-Gandia®, S. Moreno*

y R. Bdrcena®

Servicios de Enfermedades Infecciosas®, Gastroenterologia®, y

Radiologia Vascular Intervencionista. Hospital Ramon y Cajal,
Madrid, Esparia.

Introducciéon: La embolizacién esplénica parcial (EEP) es iitil
para tratar la trombopenia por hiperesplenismo del paciente cirr6-
tico, especialmente como estrategia previa al uso de terapias con
peg-IFN en pacientes con cirrosis por virus B 6 C. Nuestro objeti-
vo fue evaluar los cambios hemodindmicos observados en el eje
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espleno-portal tras EEP, mediante la realizacion seriada de eco-
grafia-doppler.

Métodos: En nuestro centro se ha realizado EEP en 36 pacientes ci-
rréticos por virus C 6 B, con seguimiento rutinario por ecografia-
doppler: en las 24 horas pre y post-EEP, dia +7, mes +1, y cada 3
meses posteriormente.

Resultados: La mayoria fueron varones (78%), con una media de
MELD y edad de 13 + 3 (9-21) y 44 + 8 afios; 16 eran VIH (44%),
y 8 (22%) transplantados hepaticos. El tamafio medio del bazo era
18 + 3cm (13-24), y la cifra de plaquetas 40,433 + 15,035 céls/ml.
El volumen de infarto esplénico obtenido tras EEP, 88 + 7% (70-
98). La EEP produjo una disminucidn significativa en la velocidad
media de la vena porta principal (VM-VPP), de 20 + 8cm/sg a 12
+ Scm/sg (p < 0,0001), e inversién del flujo portal y/o esplénico
en 12 casos (33%). La VM-VPP tras EEP fue significativamente
mas lenta en pacientes con inversion del flujo respecto a los que
mantuvieron flujo hepatépeto (10cm/sg vs 13cm/sg, p = 0,049).
Globalmente, 13 sujetos (36%) desarrollaron trombosis venosa
portal y/o esplénica (TPE). En el anélisis univariable, la TPE se
asoci6 a un mejor MELD (p = 0,002), a una menor VM-VPP antes
(p = 0,025) y después (p = 0,002) de la EEP, y a la inversion del
flujo portal (p = 0,05). La introduccién rutinaria de profilaxis con
heparina de bajo peso molecular (HBPM) a dosis de 1mg/kg/d via
subcutdnea en los 3 meses tras EEP en los tdltimos 22 pacientes re-
dujo la incidencia de TPE (de 50% a 27%, p = 0,16). Ademas, la
profilaxis anticoagulante redujo el impacto negativo de la dismi-
nucién previa en la VM-VPP (p = 0,26) o de la inversién del flujo
esplénico y/o portal (p = 0,33), pero no el efecto protrombético de
un mejor MELD (p = 0,017) o el de la disminucién de la VM-VPP
tras la EEP (p = 0,027). En 10/13 (77%) pacientes con TPE se uti-
liz6 HBPM sc a dosis terapéuticas (1mg/kg/2 veces/dia), con evi-
dencia de recanalizacién en todos, y sin complicaciones hemorra-
gicas.

Conclusiones: En pacientes cirréticos, una EEP extensa produce
cambios significativos en la hemodindmica del eje espleno-portal,
con un mayor riesgo de trombosis venosa esplénica y/o portal, espe-
cialmente en pacientes con enfermedad mas leve. Aunque la profi-
laxis anticoagulante con HBPM redujo la incidencia de TPE y
disminuy6 el efecto deletéreo de algunos de los cambios hemodina-
micas observados, aquellos pacientes con mejor MELD pre-EEP
y/o disminucién significativa en la VM-VPP tras EEP requieren vi-
gilancia estrecha. En caso de trombosis, el uso de HBPM a dosis te-
rapéuticas fue seguro, con evidencia de recanalizacion en todos y
ausencia de complicaciones hemorragicas.

LA COMBINACION DE TRATAMIENTO ENDOSCOPICO Y
FARMACOLOGICO ES MAS EFICAZ QUE CADA UNO POR
SEPARADO PARA PREVENIR EL RESANGRADO DIGESTIVO Y POR
VARICES ESOFAGICAS EN LA CIRROSIS: METAANALISIS

R. Gonzdlez*<, J. Zamora?, J. Gémez-Camarero®s,

L.M. Molinero?, R. Bafiares®® y A. Albillos*¢

“Hospital Ramén y Cajal. Univ. Alcald. Madrid. "Hospital Gregorio
Maraiion. Univ Complutense. Madrid. < Ciberehd. * Alce Ingenieria,
Madrid.

Conferencias de consenso (JHepatol 2005;43:167) y guias cli-
nicas (Hepatology 2007;46:922) discrepan sobre el tratamiento
de eleccién para prevenir el resangrado variceal en la cirrosis:
terapia endoscépica, beta-bloqueantes o ambos. El objetivo de
este metaandlisis fue establecer si la combinaciéon de terapia
endoscépica (esclerosis o ligadura) y beta-bloqueantes es mas
eficaz que cada tratamiento por separado para reducir el resan-
grado y la mortalidad. La busqueda bibliografica finalizé en
mayo-2007. Seleccionamos ensayos que comparaban trata-
miento combinado (terapia endoscopica+beta-bloqueantes)
frente a terapia endoscOpica (metaanalisis 1) o farmacoldgica
(beta-bloqueantes) (metaandlisis 2). La heterogeneidad se ex-
ploré por metarregresion y andlisis estratificado. En metaanali-
sis 1 (17 ensayos, 1133 pacientes, 14 ensayos con esclerosis
como terapia endoscépica), el tratamiento combinado redujo el

riesgo (odds ratio, OR) de resangrado digestivo (OR, 0,50;
1C95%, 0,34-0,73, heterogeneidad moderada) y muerte (OR,
0,70; IC, 0,51-0,98, sin heterogeneidad). Se necesitaron tratar
(NNT) 12 pacientes con tratamiento combinado en vez de tera-
pia endoscépica sola para prevenir un episodio de resangrado.
El tratamiento combinado también redujo el resangrado por va-
rices (OR, 0,56; IC 0,33-093) y la recurrencia de las varices
(OR, 0,43; IC 0,30-0,62). Ni la metarregresion ni el andlisis es-
tratificado identificaron covariable alguna asociada al riesgo de
resangrado. El beneficio del tratamiento combinado fue inde-
pendiente del tipo de terapia endoscépica. Se retiré por efectos
adversos un mayor nimero de pacientes del brazo de tratamien-
to combinado (diferencia de riesgo 5%, IC 1,6-8,5). En metaa-
nalisis 2 (5 ensayos, 556 pacientes), el tratamiento combinado
fue més eficaz para prevenir el resangrado digestivo (OR, 0,52;
IC, 0,37-0,74, sin heterogeneidad) y el variceal, si bien las di-
ferencias en mortalidad no alcanzaron significacién (OR, 0,70;
IC, 0,46-1-06). El NNT del tratamiento combinado frente al
farmacoldgico para prevenir un episodio de resangrado fue de
8.

Conclusién: La combinacién de tratamiento endoscépico y farma-
colégico es mds efectiva que cada una de estas terapias por separa-
do para reducir el resangrado digestivo y por varices. Este beneficio
se traduce en una reduccién de la mortalidad cuando el tratamiento
combinado se compara con el endoscdpico.

EL ANALOGO DE LA SOMATOSTATINA OCTREOTIDO INHIBE LA
ANGIOGENESIS Y LA EXPRESION DE VEGF EN ETAPAS
TEMPRANAS, PERO NO EN LAS MAS AVANZADAS, DE LA
HIPERTENSION PORTAL EN RATAS

M. Mejias, E. Garcia-Pras, J. Bosch y M. Ferndndez
Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica, Unidad de Hepatologia,
IDIBAPS, Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepdticas y Digestivas (CIBEREHD), Hospital Clinic, Universidad de
Barcelona.

Introducciéon y objetivos: La angiogénesis es un importante de-
terminante de la patofisiologia de la hipertensién portal, ya que
contribuye a la formacién de los vasos colaterales porto-sistémi-
cos y al establecimiento de la circulacion esplacnica hiperdinami-
ca que se asocian a este sindrome. La somatostatina y sus andlo-
gos, como el octreotido, son potentes inhibidores de la
angiogénesis experimental. El objetivo de este estudio fue deter-
minar si el octreotido posee efectos angioinhibitorios en ratas con
hipertension portal.

Meétodos: Ratas con ligadura parcial de la vena porta fueron trata-
das con octreétido o su vehiculo durante 4 o 7 dias. La neovascula-
rizacion espldcnica (expresion de CD31) y la expresion de VEGF se
determinaron mediante western blotting. La expresién del receptor
de somatostatina tipo 2 (SSTR2), mediador de los efectos antiangio-
génicos del octreotido, fue también analizada, asi como la forma-
cién de colaterales porto-sistémicas (microesferas radiactivas) y los
pardmetros hemodindmicos.

Resultados: El tratamiento con octredtido durante 4 dias redujo
significativamente la presion portal un 15%, la neovascularizacién
esplacnica un 38% y la expresion de VEGF un 63%, mientras que
la colateralizacién porto-sistémica y el flujo esplacnico no fueron
modificados. Tras una semana de tratamiento, octreétido disminuyé
la presion portal en un 20%, pero no causé efectos anti-angiogéni-
cos. Este fendmeno podria relacionarse con el hallazgo de que la
expresion del receptor SSTR2 disminuy6 progresivamente (hasta un
78%) durante la evolucién de la hipertension portal.

Conclusién: Este estudio aporta la primera prueba experimental
que sugiere que el octredtido podria ser una terapia anti-angiogéni-
ca efectiva en las primeras fases de la hipertensién portal, pero no
en etapas avanzadas de este sindrome, probablemente a causa de la
disminucion de la expresién de SSTR2 durante la progresion de la
hipertension portal en ratas. Estos hallazgos ponen de manifiesto
nuevos mecanismos de accién del octredtido en la hipertension por-
tal.

Gastroenterol Hepatol. 2008;31(Supl 1):89-159 111
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ORIGEN HEPATICO DE LA ACTIVACION TEMPRANA DEL
SISTEMA INMUNE EN RATAS CON CIRROSIS COMPENSADA

M. Ubeda?, A. Albillos**<, L. Mufioz*, M. Nieto*!, M. Lario®’,
E. Reyes*, J. Monserrat*?, L. Lledé?, E. Sanz*4, A. de la Hera*¢
y M. Alvarez-Mon®<¢

“Universidad de Alcald. "H. Ramén y Cajal. °H. Principe Asturias.
Ciberehd.

La traslocacién bacteriana intestinal es un mecanismo de activacién
del sistema inmune en la cirrosis con ascitis. Las bacterias entéricas
alcanzan los ganglios mesentéricos y activan las células inmunita-
rias, cuya recirculacion extiende la inflamacion a la circulacién sis-
témica (Hepatology 2005;42:411). Se desconoce si existe activacion
sistémica del sistema inmune en la cirrosis compensada, en la que la
traslocacién bacteriana es poco frecuente, asi como la posible con-
tribucién en este sentido del higado, érgano diana de inflamacién en
la cirrosis.

Objetivo: /) Estudiar en ratas con cirrosis compensada (sin ascitis)
el estado de activacion del sistema inmune de sangre periférica, as{
como el del higado, ganglios linfaticos del higado (GLH) y mesen-
terio (GLM), y 2) la contribucién de estos territorios a la inflama-
cién sistémica, si es que se produce.

Método I: Investigamos por citometria de flujo la activacién de
las células inmunitarias de estos territorios en ratas con cirrosis
compensada (C1,C oral, 12 sem) y controles (media = DS, cirrosis
vs control). La inflamacién sistémica se encuentra presente en la
cirrosis compensada, como indica la expansién (p < 0,05) en san-
gre de monocitos inflamatorios (x1.9 del valor normal), células Th
recientemente activadas (Th-ac) (x5.9) y Th memoria efectora no
terminada (Th-m) (x1.7). El higado cirrético muestra incremento
(p < 0,05) de monocitos infiltrantes (x1.4) y células Th-ac (x4.8),
junto con disminucién de células dendriticas (x0,6). En el GLH
existe aumento de Th-act (2,4 x 10* = 6x10° vs 9.4x10° + 2x10?
cel/mg, p < 0,05), Th-m (9,3 x 10* = 8 x 10° vs 1.5x10* = 2 x 10?
cel/mg, p < 0,05) y monocitos (2294 + 898 vs 883 + 594 cel/mg, p
< 0,05). Estas mismas poblaciones se encuentran aumentadas en el
GLM de ratas con cirrosis. La activacién de células Th ocurre lo-
calmente en GLH y GLM, como denota el aumento en estos com-
partimentos de células Th CD62L . En ratas cirréticas, la inflama-
cién sistémica, expresada por el nimero de Th-m circulantes, se
correlaciona (r = 0,74, p < 0,05) con la del GLH, pero no con la
del GLM.

Meétodo II: Estudiamos la contribucién de las bacterias entéricas a
la inflamacién sistémica de ratas cirréticas, administrando antibioti-
cos no absorbibles o placebo. Esta maniobra normalizé el nimero
de Th-m, monocitos inflamatorios y dendriticas de los GLM, sin
modificar las células inmunitarias de sangre periférica y/o del GLH.
Conclusion: La activacion sistémica del sistema inmune es un
evento temprano en la cirrosis compensada. Dicha activacion se ori-
gina en los ganglios de drenaje del higado, y, a diferencia de lo que
ocurre en la cirrosis con ascitis, es independiente de la traslocacién
bacteriana intestinal.

FACTORES PREDICTIVOS DE SUPERVIVENCIA EN PACIENTES
CON CIRROSIS E‘HIPONATREMIA. IMPORTANCIA DEL MELD Y
DE LA EVOLUCION DE LA HIPONATREMIA

M.E. Baccaro'*?, M. Guevara'?>?, E. Sold Verges', L. Moreira',
M.N. Pepin', M. Martin-Llahi'>?, A. Nazar'?, M. Navasa'?3,
V. Arroyo'?3 y P. Gings'*3

'Unidad de Hepatologia, Hospital Clinic de Barcelona. 2IDIBAPS.
3CIBERehd. Ciber de Enfermedades Hepdticas y Digestivas.

Estudios recientes han puesto de manifiesto el valor prondstico de
la concentracidn sérica de sodio en pacientes con cirrosis hepdtica
y se ha propuesto su inclusion en la férmula de MELD para la cla-
sificacion de la gravedad de los pacientes en lista de espera de
transplante hepético. No obstante, existe muy poca informacién
sobre la historia natural y factores prondsticos en los pacientes
con cirrosis e hiponatremia asi como la evolucién de la hiponatre-
mia en estos pacientes. El objetivo del presente estudio fue eva-
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luar los factores prondsticos de los pacientes con hiponatremia as{
como la evolucién de la concentracion sérica de sodio en estos pa-
cientes. Se realizé un estudio prospectivo que incluy6é 90 pacien-
tes consecutivos con hiponatremia hipervolémica (dilucional) hos-
pitalizados en nuestro Servicio durante un periodo de 18 meses.
En todos los pacientes se determiné las pruebas estindar de fun-
cion hepdtica y renal y se realizé un seguimiento de 3 meses. La
concentracion sérica de sodio se determiné periédicamente duran-
te el seguimiento. La hiponatremia se definié como una concen-
tracién sérica de sodio < 135 mEq/L y se considerd transitoria
cuando el sodio sérico aumenté al menos 5 mEq/L en dos determi-
naciones consecutivas con un valor final > 135 mEq/L dentro de
un periodo de 30 dias de la inclusion en el estudio. En los demas
casos se considerd persistente. El tnico tratamiento especifico re-
alizado para la hiponatremia fue la restriccion de la ingesta de li-
quido. De entre los diversos factores obtenidos en el momento de
la inclusiodn, sé6lo la presencia de encefalopatia hepatica la puntua-
cién de Child-Pugh y de MELD en el momento de la inclusién y
la evolucién de la hiponatremia (transitoria vs persistente) tuvie-
ron valor prondstico de supervivencia en el andlisis univariado. En
el andlisis multivariado, s6lo la puntuacién de MELD y la evolu-
cién de la hiponatremia tuvieron valor prondstico independiente.
La mortalidad a los 3 meses de los pacientes con hiponatremia
persistente fue significativamente superior a la de los pacientes
con hiponatremia transitoria (40% vs 14%, respectivamente, p <
0,01). La presencia de hiponatremia transitoria se asocié a una
mayor frecuencia de infecciones y/o hemorragia digestiva en el
momento de la inclusién, en comparacién con los pacientes con
hiponatremia persistente (86% vs 51%, p < 0,001). La mortalidad
a los 3 meses en los pacientes con MELD >17 fue superior a la de
los pacientes con MELD < 17 (41% vs 17%, respectivamente, p =
0,021). En conclusién, de entre la poblacién de pacientes con ci-
rrosis e hiponatremia, los pacientes con MELD bajo o hiponatre-
mia transitoria presentan un buen prondstico a corto plazo. Estos
resultados deberian ser tenidos en cuenta en la evaluacion del pro-
ndstico de los pacientes con cirrosis, en especial para el trasplante
hepadtico, asi como cuando se plantee el tratamiento farmacoldgico
de la hiponatremia

HISTORIA NATURAL DE LA CIRROSIS COMPENSADA EN
PACIENTES COINFECTADOS POR VHC Y VIH

J.A. Garcia-Garcia?®, A. Rivero®, M. Gonzélez-Serrano®, D.
Merino?, M.J. Rios-Villegas®, M. Aguilar-Guisado', J.A. Gir6n-
Gonzéleze, A. Camacho®, J. Ruiz-Morales®, E. Ferndndez¢,

J. Macias?, J.A. Mira?, J. del Valle?, J. M. Gémez-Mateos?

y J.A. Pineda®

aUnidad Clinica de Enfermedades Infecciosas. Servicio de Medicina
Interna. Hospital Universitario de Valme."Unidad de Enfermedades
Infecciosas. Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba. “Unidad de
Enfermedades Infecciosas. Servicio de Medicina Interna. Hospital
Universitario Virgen de la Victoria, Mdlaga. “Servicio de Medicina
Interna. Hospital Juan Ramon Jiménez, Huelva. *Unidad de
Enfermedades Infecciosas. Servicio de Medicina Interna. Hospital
Universitario Virgen Macarena, Sevilla. 'Unidad de Enfermedades
Infecciosas. Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla. ¢Unidad
de Enfermedades Infecciosas. Hospital Puerta del Mar, Cddiz.

Introduccién: La cirrosis compensada secundaria a la infeccién por
el VHC es un hallazgo frecuente entre los pacientes infectados por
el VIH en nuestra area, donde la coinfeccién VIH/VHC es un pro-
blema de primera magnitud. Existe poca informacién sobre este es-
tadio de la enfermedad hepdtica en los pacientes coinfectados. El
objetivo de este estudio fue conocer la incidencia de descompensa-
ciones hepaticas, la mortalidad y las variables asociadas a estos
eventos en los pacientes infectados con VIH con cirrosis compensa-
da por el VHC.

Pacientes y métodos: Ciento cincuenta y cuatro pacientes coinfec-
tados por VIH y VHC en los que se realiz6 un nuevo diagnéstico de
cirrosis compensada con estadio A en la clasificaciéon de Child-
Pugh-Turcotte (CPT) en siete hospitales andaluces entre Enero de
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1996 y Septiembre de 2006 fueron incluidos en este estudio retros-
pectivo. Se evalud el tiempo desde el diagnéstico al desarrollo de la
primera descompensacion y la muerte.

Resultados: La mediana (Q1-Q3) de tiempo de seguimiento fue
de 29.1 (14.9-51.3) meses. Treinta y seis (23.4%) pacientes desa-
rrollaron una descompensacién. La densidad de incidencia de apa-
ricién de descompensacién fue de 8.88 por cada cien personas-
aflo. Las probabilidades de descompensacién al 3° y 5° afios
fueron de 27 y 33%, respectivamente. La ascitis fue la principal
causa de primera descompensacion, seguida de la encefalopatia
hepatica (EH) y la hemorragia digestiva secundaria a hipertension
portal (50%, 17% y 17%, respectivamente). Los factores indepen-
dientemente asociados [riesgo relativo (IC 95%)] con la aparicion
de descompensacién hepatica fueron el no haber realizado trata-
miento frente al VHC durante el seguimiento [3,71 (1,25-10,99)],
un recuento basal de células CD4 por debajo de 300/mm? [2,12
(1,06-4,25)], un valor de CPT de 6 frente a 5 [4,38 (2,03-9,43)] y
un diagndstico de cirrosis basado en hallazgos clinicos [3,81 (1,8-
8,05)]. Quince (9,7%) pacientes fallecieron durante el seguimien-
to. Once (73%) individuos murieron debido a causas hepaticas. La
EH fue la causa de muerte de 9 (81%) sujetos. La tasa de mortali-
dad secundaria a hepatopatia fue de 2,44 muertes por cada cien
personas-afio. Las probabilidades de supervivencia a los 3 y 5
afios fueron de 91% y 82%, respectivamente. La EH como prime-
ra descompensacion [29,75 (6,25-141,51)] y un valor més elevado
del CPT [5,59 (1,28-24,42)] fueron las principales variables que
se asociaron a mortalidad.

Conclusiones: Los eventos clinicos secundarios a la hepatopatia en
pacientes con cirrosis compensada con CPT A son mas frecuentes
que las cifras previamente publicadas en pacientes monoinfectados
por VHC. La hepatopatia es la principal causa de muerte en los pa-
cientes coinfectados. El tener un recuento mds bajo de células CD4,
la ausencia de tratamiento frente al VHC y la presencia de un CPT
mas elevado son los factores que mds se asocian a la aparicién de
eventos clinicos relacionados con la hepatopatia.

EFECTOS DE LA CIRROSIS HEPATICA SOBRE LA CAPACIDAD DE
CONDUCCION DE VEHICULOS

C. Montoliu®, M. A. Serra®, P. Valero¢, A. Urios?, M. Sanchez®,
1. Parejac, J.A. del Olmo®, J.M. Rodrigo®, J. Sanmartin®

y V. Felipo?

“Fundacidn Investigacion Hospital Clinico de Valencia. *Servicio de
Hepatologia, Hospital Clinico Universitario de Valencia. “Instituto de
Trdfico y Seguridad Vial de la Universidad de Valencia. ‘Laboratorio
de Neurobiologia, Centro de Investigacion Principe Felipe, Valencia.

Los pacientes con cirrosis hepdtica pueden presentar encefalopatia
hepética (EH). La EH puede presentar diferentes grados y un am-
plio rango de manifestaciones clinicas, incluyendo alteraciones de
los ritmos de suefio, coordinacién motora, disminucion de la fun-
cion intelectual, déficits de atencidn, etc.

Aproximadamente un 30% de los pacientes cirréticos sin sintomas
clinicos de encefalopatia presentan encefalopatia hepdtica minima
(EHM), con alteraciones de la funcién cognitiva y motora, que se
puede detectar mediante la realizacion de tests psicométricos o neu-
rofisiol6gicos.

Pacientes con cirrosis hepatica y EHM que presentan alteraciones
en la atencion, la percepcién visuo-espacial, la concentracién y/o la
coordinaciéon de motora, podrian tener disminuida su capacidad
para conducir vehiculos, aumentando el riesgo de causar accidentes
de trafico.

El objetivo de este estudio es estudiar la capacidad de conduccién
en pacientes con cirrosis hepatica, con o sin EHM mediante pruebas
psicotécnicas especificas (Driver Tets), y utilizando un simulador
de conduccion (EVICA). Determinamos la EHM con una bateria de
tests psicométricos (PHES), recomendados como “gold standard”
en el diagndstico de la EHM asi como la frecuencia critica de par-
padeo (CFF) y estudiamos si existe una correlacion entre las altera-
ciones en dichos pardmetros y entre la presencia de EHM y el dete-
rioro de la capacidad de conduccién.

Estudiamos también si hay una correlacion entre pardmetros bioqui-
micos y fisioldgicos en sangre o de combinaciones de los mismos
con las alteraciones en las capacidades de conducir o realizar las
pruebas de psicométricos.

Veintisiete pacientes con la cirrosis hepatica y diecisiete controles
han sido analizados hasta ahora. La activacién de la guanilato cicla-
sa por NO en linfocitos y el GMP ciclico en plasma son mas altos y
la frecuencia critica de parpadeo mds bajos en pacientes con EHM
que sin EHM. El amonio, y los metabolitos de 6xido nitrico son
mas altos en pacientes que en controles, pero no son diferentes en
pacientes con o sin EHM. Los pacientes cirréticos muestran altera-
ciones en la capacidad para realizar pruebas psicotécnicas de con-
duccién (Driver Tests) y en el simulador de conduccion (EVICA).
Los datos obtenidos hasta ahora indican que el deterioro es mayor
en pacientes con EHM.

PAPEL DEL IGF-1 EN LA ENCEFALOPATIA HEPATICA

M. Jover?®, I. Camacho®, D. Diaz®, M. Garcia-Ferndndez®,

A. Madrazo?, JE. Puche®, 1. Castilla-Cortazar®, Eulalia Gil®,

L. Grande?, J.D. Bautista® y M. Romero-Gémez*

“Unidad de Gestion Clinica de Enfermedades Digestivas y CIBEREHD.
Hospital Universitario de Valme, Sevilla; *Servicio de Bioquimica.

Hospital Universitario de Valme. Sevilla. ‘Departamento de Fisiologia
Meédica. Facultad de Medicina. Universidad de Mdlaga. Mdlaga.

Introduccién: El factor semejante a la insulina tipo I (IGF-1) esta
descendido en en modelos animales de disfuncién hepdtica crénica
y en individuos con cirrosis hepdtica (Caufriez y col., J Endocrinol
Invest; 14:317-321, 1991).

Objetivo: Estudiar los niveles de IGF-1 y su relacion con el meta-
bolismo del amonio tanto en ratas sometidas a derivacién porto-
cava (DPC) como en pacientes con cirrosis hepdtica.

Pacientes, animales y métodos: Incluimos 16 ratas Wistar macho
(250-300 g), 8 animales controles de operacion o ratas sham y 8
ratas DPC. Todos los animales se sacrificaron a las 4 semanas de
la intervencion. Estudiamos la diferencia de peso a lo largo del es-
tudio, el indice de Fisher (como cociente de aminodcidos ramifi-
cados y aminodcidos aromdticos, determinados por el método
AccQ de Waters mediante HPLC) y los niveles de amonio (méto-
do enzimdtico GDH, COBAS Integra, ROCHE), 6xido nitrico
(ELISA, kit R&D System, Minneapolis, Mi) en plasma. Medimos
los niveles de IGF-1 mediante RIA en suero (Diagnostic, USA).
Incluimos 14 pacientes con cirrosis hepatica compensada. Estu-
diamos la funcién hepatica (MELD) y la presencia de encefalopa-
tfa hepatica minima mediante test psicométricos (PHES) y medi-
cién de la frecuencia critica de parpadeo (HEPATONORM®).
Realizamos la prueba de la sobrecarga oral de glutamina (SOG) y
medimos la produccién intestinal de amonio. Medimos la insuli-
nemia (ECLIA), resistencia a la insulina mediante HOMA y glu-
cagonemia mediante RIA.

Resultados: Los niveles de IGF-1 estaban descendidos a la mi-
tad en ratas con DPC (616,38 = 327,38%) pg/dl frente a ratas
sham (120,31 + 60,77) pg/dl. Se observé una correlacion de los
niveles de IGF-1 con la hiperamoniemia (r = -0,55; p < 0,05; n
= 14), con el coeficiente de Fisher (r =0,59; p<0,05;n=13) y
con la diferencia de peso de los animales (r = 0,61; p < 0,05; n
= 14). En cirréticos, los niveles de IGF-1 correlacionaron nega-
tivamente con la produccién intestinal de amonio (drea bajo la
curva de la prueba de la sobrecarga oral de glutamina) (r = -
0,71; p < 0,004; n = 14), la concentracion de glucagén (r = -
0,56; p < 0,05; n = 14) y la resistencia a la insulina (r = -0,48; p
=0,09).

Conclusiones: Tanto en pacientes cirréticos como en el modelo de
ratas sometidas a derivacion porto-cava se aprecia un déficit de
IGF-1 estrechamente relacionado con la alteracién del metabolismo
del amonio, el glucagén y la resistencia a la insulina. Estos resulta-
dos avalan el papel del IGF-1 en la patogenia de la encefalopatia
hepdtica y un tratamiento sustitutivo podria ser ttil en el manejo de
esta complicacion.

Agradecimientos: P1040384 y CIBER CB06/04/0047 del ISCIII.
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EL GRADO DE HIPERTENSION PORTAL NO AFECTA LOS
RECUENTOS DE LINFOCITOS T CD4+ EN PACIENTES CON
COINFECCION VIH/VHC

J. Gémez, O. Lo Iacono, D. Rincén, A. Hernando, M.V. Catalina,
G. Clemente, J. Berenguer, P. Miralles y R. Baiiares

CIBEREHD ISCIII. Unidad de hepatologia y Unidad de enfermedades
infecciosas/VIH. Hospital General Universitario Gregorio Mararion,
Madrid.

Antecedentes y objetivos: En pacientes con cirrosis y manifesta-
ciones clinicas de hipertensién portal (HTP) se han encontrado re-
cuentos bajos de linfocitos T CD4+ en ausencia de infeccién por el
VIH. Este hallazgo podria tener relevancia en la evaluacion de pa-
cientes con infeccién por el VIH y enfermedad hepdtica avanzada.
El objetivo de este estudio fue determinar la influencia del grado de
HTP en los recuentos de células T CD4+ en pacientes coinfectados
por VIH/VHC utilizando el gradiente de presion venosa hepatica
(GPVH) como gold standard para la evaluacién de la HTP.
Métodos: Se revisaron las historias clinicas y bases de datos de to-
dos los pacientes con coinfecciéon VIH/VHC a los que se les realizé
un estudio hemodindmico hepatico con medida del GPVH en nues-
tro centro entre 2002 y 2005.

Resultados: En total se estudiaron 69 pacientes VIH/VHC+ (20%
HBsAg+, 39% consumian alcohol). Cincuenta y siete (83%) pacien-
tes estaban recibiendo tratamiento antiretroviral y 44 (64%) tenian
carga viral < 50 copias/ml. En 48 pacientes (69%) habia datos clini-
cos y/o histolégicos de cirrosis. Se encontré6 HTP significativa
(GPVH > 10 mmHg) en 51 (74%) pacientes. No hubo diferencias
en el porcentaje de cirréticos, Child, MELD o el GPVH medio entre
las distintas categorias del CDC (A-B vs C). El recuento medio de
CD4+ fue significativamente mayor en los pacientes de las catego-
rias A-B que en los de la C y en pacientes con carga viral < 50 co-
pias/ml que en el resto. No se encontré correlacién entre el GPVH y
el recuento absoluto de CD4+ (r = -.08; p = 0,5) o el porcentaje de
CD4 (r = .08; p = 0,5). Por ultimo se desarrollaron 3 modelos de re-
gression logistica ajustados por las categorias del CDC y por la car-
ga viral, que tampoco demostraron asociacién entre el GPVH y 3
estratos diferentes de CD4+ con relevancia clinica: < 350/mm?3, <
200/mm?, y < 100/mm?.

Conclusién: El recuento de CD4+ en pacientes con infeccién por
VIH y enfermedad hepdtica avanzada no estd influido por el grado
de HTP, por lo que sigue siendo una herramienta vélida en la valo-
racion del estado inmunoldgico de esta poblacion de pacientes.

ESTUDIO PROTEOMICO CUANTITATIVO EN CEREBRO DE RATAS
SOMETIDAS A DERIVACION PORTO-CAVA

M. Jover?, P. Carbonero?, R. Rodrigo®, O. Cauli®, M. M. Diaz?,
1. Camacho®, JD. Bautista®¢, V. Felipo® y M. Romero-Gémez*
"Unidad de Gestion Clinica de Enfermedades Digestivas y CIBEREHD.
Hospital Universitario de Valme, Sevilla, *Laboratorio de
neurobiologia. CIPF. Valencia. *Servicio de Bioquimica. Hospital
Universitario de Valme. Sevilla. ‘Departamento de Bioquimica,

Bromatol., Toxicol. Y M.L. Facultad de Farmacia. Universidad de
Sevilla. Sevilla.

Objetivos: Detectar la presencia de proteinas en mitocondrias de
astrocitos de cerebro de ratas sometidas a derivacién porto-cava en
comparacion con ratas controles para identificar nuevas dianas
diagnésticas o terapéuticas.

Materiales y métodos: Incluimos 8 ratas sometidas a una anasto-
mosis porto-cava (DPC) y 8 ratas sometidas a operacion simulada.
Tras el aislamiento del cerebro se procedié al estudio proteémico
cuantitativo en ratas DPC y en ratas sham. Las proteinas se separa-
ron e identificaron mediante electroforesis 2D y analisis densitome-
trico se eligieron aquellas proteinas con diferencia de expresion y se
identificaron mediante tecnologia nLC- MS/MS.

Resultados: En la tabla 1 se recogen las principales proteinas cuya
expresion estd modificada en ratas DPC respecto a ratas control y el
ratio medio que expresa la proporcion cuantitativa de la proteina en
DPC y sham. Aquellas protefnas con un ratio mayor que 1 son pro-
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tefnas con menor expresién en ratas DPC que en los controles y
aquellas con ratio inferior a 1 son proteinas sobreexpresadas en ra-
tas DPC.

Proteina Implicacién Coeficiente
de expresion
Subunidad mitocondrial de la Fosforilacion Oxidativa +2,59
Flavoproteina a de
transferencia de electrones
Peroxiredoxina 6 Balance Rédox -2,56
Proteina dcida fibrilar glial Mantenimiento del citoesqueleto -1,96
Drebrina Plasticidad sindptica -6,25
Proteina 2 del canal anién Homeostasis del Calcio +2,62
selectiva dependiente de voltaje
Calmodulina Homeostasis del Calcio -3,70
Protefna semejante a visinina-1 Neurotransmision -3,70
Proteina de choque térmico 71 KDa  Proteinas Chaperonas -4,35
Proteina P2 ribosomal acidica 60S PTM -3,23
Apolipoproteina E (precursor) Sintesis Lipidica 2,72

Conclusiones: La encefalopatia hepdtica se caracteriza por la alte-
racion en la expresion de numerosas proteinas. Hemos detectado so-
breexpresion de proteinas oxidantes, avalando la importancia de la
oxidacidn proteica en la encefalopatia, asi también, esta alterada la
expresion de proteinas del citoeesqueleto implicadas en el desarro-
llo de edema cerebral de bajo grado. Por ultimo, proteinas modula-
doras del metabolismo glucidico, lipidico y del calcio, moduladoras
de la neurotrasmision. El estudio protedmico permite definir nuevas
dianas para el manejo de la encefalopatia hepatica.

Financiado por el Ministerio de Salud P1040384, CIBEREHD y la
Junta de Andalucia Proyecto de excelencia: PO6-CTS-01887.

INCREMENTO DEL AGUA CEREBRAL EN LA YiA CORTICO-
ESPINAL EN PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA

L. Chavarria®®, B. Minguez*®, R. Garcia*®, X. Aymerich®, J.
Alonso®*, A. Rovira® y J. Cérdoba*"

aServicio de Hepatologia, Hospital Vall d’Hebron, Barcelona.
bCIBEREHD. Unidad de Resonancia Magnética, Hospital Vall
d’Hebron, Barcelona .

Antecedentes: En pacientes con cirrosis hepética se ha detectado
alteraciones en la sefial T2 de resonancia magnética a lo largo de la
via cortico-espinal, similares a las presentes en la esclerosis lateral
amiotréfica. Estas alteraciones, a diferencia de la ELA, son reversi-
bles con el trasplante y se acompafian de disfuncién neuronal, un
trastorno que ha sido reproducido en modelos experimentales. Se ha
propuesto que corresponden a edema cerebral, predominante en esta
via, que esta localizado principalmente en astrocitos y causa de for-
ma secundaria disfuncién neuronal.

Objetivos: Estudiar el comportamiento del agua cerebral en pacien-
tes con cirrosis hepdtica mediante resonancia magnética, aplicando
el andlisis del tensor de difusién. Se emplearon unas secuencias es-
pecialmente disefiadas para incrementar la sensibilidad para detectar
cambios en la cantidad de agua cerebral, segmentada por diferentes
regiones cerebrales.

Sujetos: 44 pacientes (edad 56 + 9) afectados de cirrosis hepatica
(Child A: 10, Child B: 25, Child C: 9) de diferentes etiologias
(VHC: 24, alcohol: 11, otras:9) y 18 personas sanas (edad 51 + 8).
Métodos: Las imdgenes de difusién se adquirieron mediante una
secuencia eco planar de difusion que aplicé gradientes en 6 direc-
ciones no colineales, seleccionandose 11 valores de b entre 0 y
7500 s/mm?, y realizdndose 10 adquisiciones para cada valor de b y
gradiente. El andlisis biexponencial de la difusién se centr6 en la
valoracién en sustancia blanca parietal (SBP) y en la via corticoes-
pinal (VCE) de difusividad media (DM), fraccién anisotrépica
(FA), fraccion absoluta (F) y fraccion relativa (FR) para los compo-
nentes de difusién rapida y lenta.

Resultados: El componente de difusion rapida en lo pacientes mos-
tr6 una MD mas elevada (VCE p < 0,001; SBP p =0,011) y una FA
menor (VCE p = 0,006; SBP p = 0,010) que en el grupo control. El
componente de difusién lenta del grupo de pacientes mostré una
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DM mas elevada tnicamente en la VCE (p < 0,001). No se observa-
ron cambios en los valores de FR mientras que los valores de F de
los dos componentes fueron mds elevados en el grupo de pacientes
(VCE p <=0,001; SBP p <=0,003).

Conclusiones: Las alteraciones de la difusién son compatibles con
la existencia de edema cerebral difuso en la sustancia blanca de pa-
cientes con cirrosis hepdatica. Los cambios predominantes del com-
ponente de difusién lenta en la via cortico-espinal demuestra que
existe una mayor afectacién de esta via. El desarrollo predominante
de edema en la via cortico-espinal, que es especialmente sensible a
las lesiones por déficit energético, apoyaria las hipétesis que involu-
cran este mecanismo en el desarrollo de encefalopatia hepdtica.

FUNCION COGNITIVA DESPUES DE UN EPISODIO DE
ENCEFALOPATIA HEPATICA

I. Les, J. Cérdoba, G. Cardenas, M. Flavia, R. Esteban y J.
Guardia

Servicio de Hepatologia. Hospital de la Vall d " Hebron. Barcelona.
Espaiia.

Introduccién: Se desconoce la evolucion de la funcién cognitiva des-
pués de un episodio de encefalopatia hepética (EH). Un mejor conoci-
miento de los factores que se asocian con la EH mimina y con la recidi-
va de la EH episddica facilitarfa el desarrollo de nuevos tratamientos.
Objetivos: Investigar las caracteristicas de la funcién cognitiva en
pacientes con cirrosis hepatica que han estado hospitalizados recien-
temente (dos meses previos) por un episodio de EH y analizar los
factores relacionados con la EH minima y su evolucién posterior.
Material y métodos: Se determiné el promedio de los valores T
(comparacién con poblacién general) de tres pruebas neuropsicol6-
gicas (test de simbolos y digitos, test de conexion numérica A y test
con clavijas y ranuras) en 98 pacientes (VHC = 39, alcohol = 32,
VHC + alcohol = 16, otros = 11) con insuficiencia hepatica avanza-
da (MELD = 16 + 4.4) en situaci6n basal, y se repitié en 72 pacien-
tes a las 8 semanas. Se consideré déficit cognitivo leve para un indi-
ce promedio = 30-40, moderado = 20-30 y grave < 20. Se
recogieron datos epidemioldgicos, clinicos, analiticos, terapéuticos
y antropométricos. Se realizé un andlisis univariado y multivariado
de aquellos factores asociados con la alteracién cognitiva y con la
recidiva de la EH durante los 12 meses posteriores al estudio basal.
Resultados: Se detect6 deterioro cognitivo en 75 pacientes (leve =
40, moderado = 32, grave = 3), que se mantuvo estable en las 8 se-
manas de seguimiento (promedio basal = 33.1 + 7.8, 8 semanas =
33.6 +£9.3; R = 0,81 entre basal y 8 semanas). De las diversas varia-
bles, la tnica que se asocid con la funcién cognitiva en el andlisis
uni y multivariado fue la fuerza muscular del brazo por dinanome-
tria basalmente (R = 0,26, p = 0,01) y a las 8 semanas (R = 0,25, p
= 0,03). Durante la evolucion, 40 pacientes presentaron un episodio
de EH. La recidiva de la EH se asoci6 en el andlisis univariado con
la hemoglobina, la albimina y el tiempo de Quick, pero en el multi-
variado s6lo con la hemoglobina.

Conclusiones: En pacientes con cirrosis hepdtica avanzada que han
presentado un episodio de encefalopatia hepatica, son frecuentes la
encefalopatia hepatica minima y la recidiva de la encefalopatia he-
patica episddica. La prevencion de estas complicaciones podria pa-
sar por mejorar la fuerza muscular y la anemia.

TERLIPRESINA Y ALBUMINA EN PACIENTES CIRROTICQS CON
SINDROME HEPATORRENAL TIPO 1 CON Y SIN INFECCION
ACTIVA

M. Serrano-Romero?, J.M. Pascasio!, J.JM. Sousa!, A. Cayuela?,
M.T. Ferrer!, E. Gomez-Navarro®, J.L. Prieto?, M. Sayago' y M.
Cabanillas!

IServicio de Digestivo H.U. Virgen del Rocio-Sevilla, >Documentacion y
Estadistica- H.U. Virgen del Rocio-Sevilla y 3Unidad de Digestivo H.
Punta de Europa-Algeciras (Cddiz).

Objetivos: Analizar los resultados del tratamiento(TTO) con terli-
presina (TLP) y albimina (ALB) en una cohorte de pacientes con
cirrosis e insuficiencia renal (IR) con criterios de sindrome hepato-

rrenal tipo 1 (SHR-1), comparando un grupo sin infeccién
activa(SHR-clésico) con otro con infeccién activa (SHR-INF).
Métodos: Se estudiaron 25 pacientes cirréticos con insuficiencia re-
nal (IR) con criterios de SHR-1:14 con SHR-clasico y 11 con SHR-
INF. Se trataron con TLP (0,5-2 mg/4h iv) y ALB (20-40 g/d iv).
Previamente,se habian suspendido los diuréticos y realizado expan-
sién con ALB durante al menos 48h,sin mejoria de la IR. Se analiz6
la respuesta al TTO en ambos grupos y su evolucién posterior hasta
el trasplante hepatico (TH), fallecimiento o dltima revisién. Defini-
ciones: Respuesta completa (RC), descenso en la creatinina sérica
(Cr) hasta valores < 1,5 mg/dl; Respuesta parcial (RP), reduccién
en la Cr > 50% del valor maximo alcanzado; No respuesta (NR), no
descenso o disminucion < 50% del nivel maximo de Cr. Se investi-
garon posibles factores predictivos asociados a la respuesta al TTO
y a la supervivencia. Las variables numéricas se expresan en media-
na y rango intercuartilico [P,-P;].

Resultados: Edad = 57 afios [50,5-59]. Sexo: 20 hombres (80%).
Etiologia: alcohol 21 casos (84%). Grado Child-Pugh (C-P) =9 [8-
10]. MELD = 30 [24-32]. Creat = 4 mg/dl [3,3-4,5]. Ambos grupos
fueron homogéneos en las caracteristicas basales y en la severidad
de la IR (Cr: SHR-clasico, 3,8 mg/dl [3,2-4,3] vs SHR-INF, 4,3
mg/dl [3,6-5,3]; p = NS), pero el grupo SHR-cldsico mostré peor
grado C-P (9,5 [9-10] vs 8 [7,5-9]; p = 0,04). La mediana de la do-
sis de TLP fue 1 mg iv/4h (0,5-2) y la mediana de la duracién del
TTO de 6 dias (3-28). Al final del TTO se observ6 una mejoria sig-
nificativa en los valores de Urea, Cr, Na sérico y tension arterial
media, tendiendo a ser mayor la mejoria en el grupo SHR-INF. Se
obtuvieron 19 RC (76%), 2 RP (8%) y 4 NR (16%). Recidivaron
6/19 RC (32%), con 4RC y 2RP al re-TTO. La RCtendi6 a ser mds
frecuente en el grupo SHR-INF (90,9 vs 64,3%; p = NS), no aso-
ciandose a ninguna variable pre-TTO. Tras una mediana de segui-
miento de 56 dias (5-913),11 pacientes (44%) fallecieron pre-TH y
10 (40%) se trasplantaron (2 fallecieron post-TH). La mortalidad
pre-TH tendi6 a ser mayor en el SHR-clasico (57,1 vs 27,3%; p =
NS) y se asoci6 al tipo de respuesta (NR 100%, RP 50%, RC 32%;
p = 0,039). La supervivencia actuarial también se asoci6 al tipo de
respuesta (p = 0,0001) y fue mayor en el SHR-INF (p = 0,043).
Conclusiones: /) El TTO con TLP y ALB mostré una eficacia ele-
vada en ambos tipos de SHR-1 y posibilité que un 40% de los en-
fermos pudieran ser trasplantados. 2) La respuesta al TTO no se
asoci6 a la severidad de la IR, ni de la disfuncién hepdtica pre-TTO
y tendi6 a ser mayor en el SHR-INF. 3) La supervivencia se asocid
al tipo de respuesta y fue mayor en el SHR-INF. 4) Estos resultados
justifican el TTO con TLP y ALB también en el SHR-INF, donde
los resultados pueden ser incluso mejores que el SHR-clasico.

LA ACTIVACION BETA-ADREN}:;RGICA DISMINUYE LA
RESISTENCIA VASCULAR EN HIGADOS CONTROLES Y SE
ENCUENTRA ALTERADA EN HIGADOS CIRROTICOS

V. Matei, A. Rodriguez-Vilarrupla, M. Fernidndez, J. Bosch y
J.C. Garcia-Pagan

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

El sistema adrenérgico, a través de la activacion de los receptores
alfa (vasoconstrictor) y beta (vasodilatador), juega un papel impor-
tante regulando el tono vascular. La existencia de un desequilibrio
en este sistema se ha implicado como responsable del aumento de
tono vascular que se observa en diferentes situaciones patoldgicas,
como la hipertension arterial o la angiopatia diabética.

En la cirrosis, existe una respuesta exagerada de la circulacién intra-
hepitica a los estimulos alfa-adrenérgicos que contribuye al aumen-
to de la resistencia intrahepdtica al flujo portal y por ende al desa-
rrollo de hipertension portal. El objetivo del presente estudio fue
caracterizar el papel de los receptores vasodilatadores beta-adrenér-
gicos modulando el tono vascular en higados controles y cirréticos.
Se realizaron curvas dosis respuesta al agonista beta isoproterenol
(ISO: 10°-10 mol/1) de la presién de perfusién portal (PP) en higa-
dos aislados y perfundidos de ratas control y cirréticas. ISO indujo
una disminucién dosis dependiente de PP tanto en higados control
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como cirréticos. Sin embargo, este efecto fue significativamente
menor en los higados cirréticos (107:-11 vs -23%; 10%:-25 vs -49%;
107%:-27 vs -49%; p < 0,01).

En higados control, la preincubacién con propranolol (bloqueante
betal y beta2) o con ICI118551 (bloqueante selectivo beta2) atenud
de forma semejante y casi completa el descenso de la PP ocasionada
por ISO, sugiriendo que el efecto de ISO es mayoritariamente media-
do por beta2. El efecto vasodilatador beta2 estd fundamentalmente
mediado por la activacion de adenilatociclasa. Por ello, se realizaron
curvas dosis respuesta a forskolina (activador directo de adenilatoci-
clasa) en higados control y cirréticos observandose un descenso simi-
lar de la PP en ambos grupos, sugiriendo que la deficitaria respuesta a
ISO de los higados cirréticos seria debida a un defecto en la sefializa-
cién al receptor beta por encima de adenilatociclasa. La relajacion
beta-dependiente, puede también estar mediada por un aumento de
ON a nivel endotelial. Por ello, evaluamos la respuesta a ISO en higa-
dos de ratas control incubados con el inhibidor de NOS (LNNA). El
descenso de la PP provocado por ISO fue similar en magnitud en hi-
gados preincubados con LNNA o higados preincubados con vehiculo,
lo que sugerirfa que la activacién beta es NO-independiente. En con-
clusién, la estimulacién beta adrenérgica (primordialmente beta2)
disminuye el tono vascular de los higados controles. La alteracion de
esta via, en los higados cirréticos, contribuirfa a aumentar la resisten-
cia vascular intrahepdtica y al desarrollo de hipertension portal.

LA LIGADURA ENDOSCOPICA ES EFICAZ EN LA PREVENCION DE
LA RECIDIVA HEMORRAGICA POR VARICES ESOFAGICAS EN
PACIENTES NO RESPONDEDORES AL TRATAMIENTO
FARMACOLOGICO

S. Augustin?, A. Gonzdlez?, L. Muntaner?, M. Pérez®, J. Dot°,

E. Saperas! y J. Genesca®

“Medicina Interna-Hepatologia, "Radiologia Intervencionista,
‘Endoscopia Digestiva, ‘Aparato Digestivo. Hospital Universitari Vall
d’Hebron, Barcelona.

Los pacientes no respondedores al tratamiento farmacoldgico en la
prevencion secundaria de la hemorragia por varices presentan altas
tasas de recidiva hemorrdgica. No se conoce cudl es el tratamiento
mas adecuado en estos pacientes.

Objetivo: Evaluar la eficacia de la ligadura endoscépica en la pre-
vencion de la recidiva hemorragica en pacientes no respondedores
al tratamiento farmacoldgico.

Métodos: Se estudiaron pacientes con cirrosis hepdtica ingresados
por hemorragia aguda por varices esofdgicas. A todos los pacientes
se les determind el gradiente de presion venosa hepética (GPVH) a
los 4-6 dias de la hemorragia inicial. Inmediatamente se inicié trata-
miento con nadolol y mononitrato de isosorbide (MNI). A los 5-7
dias de alcanzar dosis madximas toleradas (hasta 160 mg/d para na-
dolol y 80 mg/d para MNI), se repiti6 el GPVH. Los pacientes res-
pondedores (GPVH < 12 mmHg o descenso = 20%) se mantuvieron
con igual tratamiento, y en los no respondedores (GPVH > 12
mmHg o descenso < 20%) se afiadi6 ligadura endoscdpica cada 2-3
semanas hasta erradicacion de las varices.

Resultados: Hasta ahora se han incluido 32 pacientes (24 varones,
edad media 46 afios) con al menos 3 meses de seguimiento. El tiem-
po medio hasta el primer estudio hemodindmico fue de 5,2 + 1,0
dias. La distribucién por Child fue: 14 Child A, 13 Child B, 5 Child
C. Dos pacientes presentaron una recidiva hemorrigica antes del se-
gundo GPVH (grupo C). En los 30 pacientes restantes se determiné
un segundo GPVH a los 13,4 + 1,6 dias del primero, y se clasifica-
ron como: respondedores (16 pacientes, 53%) (grupo A) y no res-
pondedores (14 pacientes, 47%) (grupo B). El seguimiento medio
fue de 22,5 meses. Los resultados de recidiva hemorragica y morta-
lidad durante el seguimiento se muestran en la tabla:

Total N=32 Grupo AN=16 GrupoBN=14 GrupoCN=2

Recidiva H. 5 (15%) 2 (12%) 1(7%) 2 (100%)
Muerte 3 (9%) 1 (6%) 2 (14%) 0
Muerte x H. 0 0 0 0
Trasplante 3 (9%) 0 2 (14%) 1 (50%)
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Todas las recidivas hemorrédgicas fueron por varices. H = hemorragia.
Conclusién: Los resultados preliminares de nuestro estudio sugie-
ren que la ligadura endoscépica puede ser altamente eficaz en la
prevencion de la recidiva hemorragica por varices esofagicas en pa-
cientes no respondedores al tratamiento farmacoldgico.

TRATAMIENTO COMBINADO CON b-BLOQUEANTES Y
MONONITRATO DE ISOSORBIDE FRENTE A LIGADURA
ENDOSCOPICA PARA LA PREVENCION DE REDIVA
HEMORRAGICA VARICOSA: UN METAANALISIS

V. Heméndez-Geglﬂ'b, A. Colomo* 1. Guich® C. Aracil?,

J. Gordillo*®, C. Alvarez-Urrutia®®, I. Ord4s?, C. Guarner®®,
C. Villanueva*® y J. Balanz6*®

“Unitat Sagnants. Servei Patologia digestiva. Hospital Sant Pau.
Barcelona. *"CIBERehd, Instituto de Salud Carlos 1Il, Madrid. Servei
d’Epidemiologia. Hospital Sant Pau. Barcelona.

Tanto el tratamiento farmacolégico combinado con betabloqueantes
y mononitrato de isosorbide como el tratamiento endoscépico me-
diante ligadura de varices, son opciones terapéuticas de primera li-
nea para la prevencién de recidiva hemorragica por varices esofagi-
cas. Distintos estudios han comparado ambos tratamientos con
resultados discordantes. El objetivo del presente estudio consistié
en evaluar la eficacia y seguridad de ambos tratamientos mediante
el metaandlisis de los estudios randomizados existentes.

Meétodos: Se revisaron las bases de datos MEDLINE y Cochrane Li-
brary para detectar estudios randomizados en los que se comparara la
asociacién de B-bloqueantes y nitratos contra la ligadura endoscdpcia,
para la prevencion de la recidiva hemorragica por varices esofagicas.
Se evaluaron las diferencias entre ambos tratamientos en cuanto a la
incidencia de recidiva hemorragica, complicaciones (totales y seve-
ras) y supervivencia. Para cada evento se calculd la odds ratio (OR)
con intervalos de confianza 95% (IC 95%).

Resultados: Se hallaron 6 estudios randomizados (uno de ellos disponi-
ble tinicamente como abstract) en los que se incluyeron un total de 713
pacientes. La mayoria de los pacientes incluidos en estos estudios fueron
Child-Pugh B/C (76%) y en un 42% la etiologia de la hepatopatia fue al-
cohdlica. No se observaron diferencias entre el tratamiento farmacoldgi-
co y el endoscdpico en la tasa de recidiva hemorrdgica (OR = 0,93, IC
95% = 0,56 a 1,54), con test de heterogeneidad al limite de la significa-
cién (P = 0,05). La tasa global de complicaciones también fue similar
con ambos tratamientos (OR = 0,93, IC 95% = 0,64 a 1,37), mientras
que el tratamiento farmacoldgico redujo significativamente la incidencia
de complicaciones graves (OR = 0,35, IC 95% = 0,1 a 0,6; P <0,01). Se
observé una tendencia a una menor mortalidad con el tratamiento far-
macoldgico respecto al endoscopico, aunque sin alcanzar significacion
estadistica (OR = 0,73, IC 95% = 0,49 a 1,09; P =0,1). Unicamente se
observo heterogeneidad en la recidiva hemorragica.

Conclusiones: Tanto el tratamiento farmacolégico combinado con
[-bloqueantes y mononitrato de isosorbide como la ligadura endos-
cépica consiguen una incidencia similar de recidiva hemorragica.
La incidencia global de complicaciones también es similar con am-
bas terapéuticas. Sin embargo, la tasa de complicaciones graves se
reduce significativamente con el tratamiento farmacoldgico. Se ob-
serva también una clara tendencia a una mejor supervivencia con el
tratamiento farmacolégico respecto al endoscépico.

LA DETERMINACION DE PEPTIDO NATRIURETICO CEREBRAL
COMO TEST DE DISFUNCION VENTRICULAR IZQUIERDA EN LOS
ENFERMOS CON CIRROSIS HEPATICA

X. Garcia-Aguilera®, M.A. Rodriguez-Gandia?, M. Rivero?,

E. Garrido®, V.F. Moreira?, J. Moya®, W. Jiménez® y L. Ruiz
del Arbol®

“Unidad de Hemodindmica del Servicio de Gastroenterologia 'y
bInstituto de Cardiologia Hospital Ramén y Cajal. Universidad de
Alcald. Madrid. ‘Departamento de Bioquimica y Genetica Molecular.
Hospital Clinico. Universidad de Barcelona.

La miocardiopatia cirrética es una entidad clinicamente silente con
alteraciones estructurales y en la funcién cardiaca. Las concentra-
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ciones circulantes de péptido natriurético cerebral (PNC) estan ele-
vadas en la disfuncién ventricular izquierda y se ha demostrado una
relacién con los indices de funcién cardiaca.

Objetivo: Investigar los niveles plasmdticos de PNC en cirrosis, su
relacion con la estructura y funcién cardiaca y si pueden ser utiliza-
dos como marcador de disfuncién ventricular izquierda asintomatica.
Material y métodos: Prospectivamente 55 enfermos con cirrosis
(los alcohdlicos en abstencion > 1 afio) fueron investigados median-
te (1) cateterismo cardiaco derecho, (2) ecocardiografia transtoraci-
ca en modo M convencional y Doppler, (3) determinaciones plas-
maticas de péptido natriurético cerebral (PNC) y hormonas
vasoactivas. Criterios de exclusion: edad > 60 afios, hipertension ar-
terial, enfermedad cardiaca, diabetes mellitus, o enfermedad grave
asi como medicamentos que afecten la funcién cardiaca. Los cirréti-
cos fueron distribuidos por grupos (12 con h.portal sin ascitis y 43
con ascitis) y comparados con 15 voluntarios sanos de similar edad
y sexo. En el grupo de ascitis habia un subgrupo de 10 enfermos
con insuficiencia renal (IR) (creatinina < 2 mg/dL).

Resultados: Los cirréticos comparados con los controles tenian sig-
nificativamente (p < 0,01) un prolongado tiempo de desaceleracion
(TD) (indicando una reduccién en la relajacién ventricular) e incre-
mento en la masa del ventriculo izquierdo. El grupo ascitis-IR tenfa
disfuncién diastélica mas acentuada y una alteracién en el llenado
diastélico caracterizado por una disminuida relacién E/A (p < 0,05)
debido a un incremento en el pico de velocidad A (flujo diastdlico
final) (p < 0,05). En este subgrupo ascitis-IR, la fraccién de eyec-
cién del ventriculo izquierdo (FEVI) era significativamente inferior
(p < 0,01) a los otros grupos de cirrosis e igual que los controles,
pero a diferencia de todos los grupos tenian un mayor volumen al
final de la didstole y deterioro circulatorio (menor presién arterial
media y gasto cardiaco (p < 0,05) con mayor actividad de las hor-
monas vasoactivas (p < 0,05)). Los niveles de PNC (pg/ml) eran si-
milares en los enfermos sin ascitis (16 = 1) y en controles (13 + 4)
pero significativamente (p < 0,05) mds elevados en los cirréticos as-
citicos (65 + 8) y en ascitis-IR (162 + 44). PNC > 50 pg/ml y 100
pg/ml, tnicamente se observé en 13 y 5 pacientes con ascitis y en 7
y 5 con ascitis-IR, respectivamente. Los niveles de PNC no tenfan
relacién con pardmetros estructurales ni con el flujo transmitral (E,
A, E/A, TD, IVRT) que analiza la funcién diastélica. En un modelo
de regresion, PNC se relacionaba significativamente con la presion
capilar pulmonar y la FEVIL.

Conclusion: Las concentraciones plasmadticas de PNC estdn eleva-
dos en la cirrosis con ascitis y pueden ser usadas como biomarcador
de disfuncién ventricular izquierda

Investigacion basica

IL-6 E IGF-1 COMO FACTQR PRONOSTICO EN LA PROGRESION
DE LA ESTEATOSIS HEPATICA Y DE LA ESTEATOHEPATITIS NO
ALCOHOLICA EN LOS PACIENTES CON OBESIDAD MORBIDA

A. Cerezo®, D. Garcia?®, J. Mufioz?, I. Espejo®, J.L. Montero?,

E. Fraga®, G. Costan®, P. Barrera?®, T. Marchal®, A. Membrives!,
JM. Gallardo?, E. Arévalo?, M. de la Mata* y J. Muntané*
“Unidad de Gestién Clinica de Aparato Digestivo, *Servicio de Andlisis
Clinicos, ‘Servicio de Anatomia Patoldgica, “Servicio de Cirugia
General 2. Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba.

Introduccién: La esteatosis hepética (EH) es una complicacion re-
levante en los pacientes con obesidad mérbida, y puede avanzar ha-
cia una esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). Los fenémenos de
estrés oxidativo, probablemente la apoptosis y diversas citoquinas
han sido implicados en la progresién de la EH y de la EHNA.
Objetivos: El propésito del estudio realizado fue el de determinar
la asociacién entre los pardmetros bioquimicos, clinicos y de cito-
quinas (I1-6 e IGF-1) con la aparicién de EH y EHNA en el suero de
pacientes con obesidad morbida.

Material y métodos: Se obtuvieron muestras de suero y biopsia he-
patica procedentes de 36 pacientes con obesidad mérbida ingresa-
dos en el Hospital Universitario Reina Soffa. Se recogieron datos de
andlisis bioquimicos, insulina, I1-6 e IGF-1 en el suero de estos pa-
cientes. Se determind el grado de esteatosis (oil-red), fibrosis (Mas-
son) y grado de lesion histolégica (hematoxilina-eosina y TUNEL)
en las biopsias hepaticas. La presencia de esteatohepatitis se definié
segun los criterios NAS (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease Acti-
vity Score)

Resultados: El anilisis histolégico detecté la presencia de apopto-
sis celular en las muestras hepdticas procedentes de los pacientes
con obesidad moérbida. El andlisis univariante demostré que en los
pacientes con obesidad mérbida con una EH grave (grado 3-4) se
incrementa de forma significativa el HOMA (p < 0,05), glucosa (p
< 0,02), insulina (p < 0,05), transaminasas (p < 0,05) e 1I-6 (p <
0,05), y se reduce la concentracién circulante de IGF-1 (p < 0,05)
en comparacion con los valores obtenidos en pacientes con EH leve
(grado 1-2). El andlisis multivariante mostré como variables predic-
toras independientes de una EH grave unos valores de glucosa >
110 mg/dl (p < 0,032), 11-6 > 3.12 pg/ml (p < 0,05) e IGF-1 < 110
ng/ml (p < 0,03), con un valor predictivo del 85.7% para una EH
grave. Las variables HOMA (p < 0,003), insulina (p < 0,023), tran-
saminasas (AST p = 0,002 y ALT p < 0,001), GGT (p < 0,001), e
IGF-1 (p = 0,006) se asociaron de modo significativo con la presen-
cia de EHNA en el andlisis univariante. El anélisis multivariante de-
mostré que HOMA > 4.5 (p = 0,0035) e IGF < 110 ng/ml (p = 0,02)
eran factores predictivos independientes de EHNA, con un valor
predictivo del 83.3%.

Conclusiones: Niveles de glucosa > 110 mg/dl, 11-6 > 4.81 pg/ml y
IGF-1 < 130 ng/ml, ademas de un HOMA > 4.5 e IGF < 110 ng/ml
son factores predictivos independientes del grado de EH y de
EHNA en los pacientes obesos moérbidos.

LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS OMEGA-3 DISMINUYEN
LA RESISTENCIA A LA INSULINA EN EL TEJIDO ADIPOSO Y
PROTEGEN DE LA ESTEATOSIS HEPATICA EN RATONES OBESOS
A. Gonzélez-Périz*, N. Ferré®, R. Horrillo?, A. Planaguma?,

M. Martinez-Clemente?, M. Lopez-Parra?, K. Gronert®,

V. Arroyo¢, J. Rodés¢ y J. Claria®

aServicio de Bioquimica y Genética Molecular, “Unidad de Higado,
Hospital Clinic, Centro de Investigaciones Biomédicas Esther
Koplowitz (CIBEK) y CIBER de Enfermedades Hepdticas y Digestivas
(CIBEREHD), Barcelona, Esparia; *"Department of Pharmacology, New
York Medical College, Valhalla, NY, EUA.

Los 4cidos grasos poliinsaturados omega-3 ejercen un amplio es-
pectro de efectos beneficiosos, entre los que destacan sus propieda-
des hipolipidemiantes y antiinflamatorias.

Objetivo: Investigar los potenciales efectos beneficiosos de los aci-
dos grasos poliinsaturados omega-3 en ratones obesos deficientes
en leptina (ratones ob/ob), un modelo genético que reproduce las al-
teraciones metabdlicas que se manifiestan en la esteatohepatitis no
alcohdlica.

Meétodos: El estudio se realiz6 en ratones macho ob/ob de 5 sema-
nas de edad divididos aleatoriamente en dos grupos que recibieron
una dieta control (n = 8) o una dieta enriquecida en el 4cido graso
omega-3 dcido docosahexaendico (DHA; C22:6n-3) (n = 16) duran-
te 5 semanas. Tras este periodo de tiempo, se obtuvieron muestras
de tejido adiposo y hepdtico para el andlisis histolégico y el estudio
de la expresion de adipoquinas y genes lipogénicos. En un grupo
adicional de ratones ob/ob tratados de forma aguda con placebo (n
=5) o DHA (4 pg/g p.c., i.p.) (n = 5) se realizaron test de tolerancia
a la insulina. Ademads, se evalué el efecto in vivo de la resolvina E1
(1.2 ng/g p.c., i.p.) y el efecto ex vivo en explantes de tejido adiposo
de la protectina D1 (100 nM), dos docosanoides biol6gicamente ac-
tivos derivados de los dcidos grasos omega-3 y de reciente caracte-
rizacion (Nature 2007;447:869-74).

Resultados: La administracion de una dieta enriquecida en 4cidos
grasos omega-3 a ratones ob/ob produjo un descenso de la esteato-
sis hepdtica, evaluada mediante la cuantificacién morfométrica del
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area teflida con Oil Red-O. En estos animales, el efecto protector de
los 4cidos grasos omega-3 se asocié a un aumento significativo de
la expresion de la adipoquina hepatoprotectora y antiinflamatoria
adiponectina y de genes implicados en los mecanismos de sensibili-
zacion a la insulina, como PPARY, GLUT-4 e IRS-1 en el tejido
adiposo. Los test de tolerancia a la insulina confirmaron estos resul-
tados al demostrar una mejora significativa de la sensibilidad a esta
hormona en ratones ob/ob tratados con éacidos grasos omega-3. Los
nuevos docosanoides contribuirian a los efectos sensibilizantes a la
insulina de los 4cidos grasos omega-3, ya que la resolvina E1 au-
ment$ significativamente la expresion de adiponectina, PPARY.
GLUT-4 e IRS-1 en el tejido adiposo y la protectina D1 aument? la
expresion de adiponectina en explantes de tejido adiposo. Tras la
administracion de los dcidos grasos omega-3, no se apreciaron cam-
bios significativos en la expresion de TNF-o. e IL-6 ni en la expre-
sién de genes lipogénicos como SCD1 y SREBP-1c.

Conclusion: Estos resultados indican que los dcidos grasos omega-
3 ejercen un efecto protector al disminuir la resistencia a la insulina
en el tejido adiposo y reducir la esteatosis hepdtica relacionada con
la obesidad.

EL ANTIDIABETICO ORAL PIOGLITAZONA EJERCE EFECTOS
METABOLICOS DIRECTOS EN EL HIGADO E INHIBE LA
RELACION ATP/ADP HEPATICA INDEPENDIENTE DEL SUSTRATO
ENERGETICO EMPLEADO EN UN MODELO DE HEPATOCITOS EN
PERIFUSION

C. Sanchez?, N. Sanz®, D. Detaille?, J.M. Lépez-Novoa?, G. R-
Villanueva?®, F. Alonso* y M.Y. EI-Mir*

“Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad Salamanca.

Antecedentes: La tiazolidinadiona pioglitazona (PIO) es un medi-
camento antidiabético oral que aumenta la sensibilidad a la insulina
y disminuye la glucemia por activacién indirecta de los receptores
nucleares PPARY. Pero estudios previos de nuestro equipo demos-
traron que PIO es capaz de ejercer “in vitro” efectos hipogluce-
miantes DIRECTOS y AGUDOS, no mediados por los receptores
PPARY, cuando el sustrato energético empleado era dihidroxiaceto-
na (DHA).

Objetivos: Investigar “in vitro” las acciones metabdlicas DIREC-
TAS y AGUDAS de PIO (gluconeogenésis y glucdlisis hepdticas) a
partir de distintos sustratos energéticos en hepatocitos de rata en pe-
rifusién asi como estudiar el efecto de PIO sobre la relacion
ATP/ADP hepitica.

Meétodos: Usando la técnica de perifusién de células, los hepatoci-
tos, aislados previamente segun la técnica de Berry y Friend, eran
perifundidos continuamente a 37 °C con tamp6n Krebs-bicarbonato
saturado con O,/CO, (19/1) y eran titrados con DHA, glicerol, fruc-
tosa o lactato/piruvato como sustrato energético en presencia o au-
sencia de PIO 25 uM para obtener siete estados estacionarios reales
y sucesivos. En cada uno de los estados, se determiné la concentra-
cién de glucosa (Jg,.,.,) ¥ de lactato+piruvato (J,, ) en el perifusato
celular por técnica espectrofotométrica. En muestras celulares, se
midi6 la concentracion de ATP y ADP por cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC).

Resultados: En hepatocitos perifundidos, utilizando DHA como
sustrato, la PIO fue la responsable de una inhibicién del 38% con
respecto al control sobre la gluconeogénesis (GNG). Al usar otros
sustratos energéticos tales como la fructosa, el glicerol o lactato/pi-
ruvato (L/P) en hepatocitos de rata, la PIO también causé una inhi-
bicién de la GNG en un 32%, en un 29% y en un 26% en funcién
del sustrato empleado. En cuanto a la glicdlisis hepatica, la PIO es-
timulé dicho proceso en un 11% en presencia de DHA como sustra-
to. Ademas, la PIO modificé la relacion ATP/ADP tanto citosélica
como mitocondrial al usar como sustratos DHA y L/P.

Conclusién: La PIO ejerce efectos antidiabéticos DIRECTOS y
AGUDOS a nivel hepatico, inhibiendo la gluconeogénesis inde-
pendientemente del sustrato utilizado, al mismo tiempo que esti-
mula la glicélisis. La inhibicién de la gluconeogénesis por accién
de la pioglitazona podria explicarse por el descenso de la relacién
ATP/ADP.

118  Gastroenterol Hepatol. 2008;31(Supl 1):89-159

LA CITOPROTECCION POR ALFA-TOCOPHEROL SE RELACIONA
CON LA REGULACION GENICA DURANTE LA MUERTE CELULAR
POR D-GALACTOSAMINA EN HEPATOCITOS HUMANOS EN
CULTIVO

G. Ferrin?, R. Gonzélez?, I. Ranchal®, A.B. Hidalgo?, J. Bricefio®,
S. Nelle, M.J. Tamayo?, E. Fraga®, A. Bernardos, P. Lépez-
Cillero®, .M. Pascussi®, S. Rufian®, M.J. Vilarem®, M. de la
Mata?, R. Brigelius-Flohe®, P. Maurel® y J. Muntané®

“Liver Research Unit y *"Departamento de Cirugia, Hospital Reina
Sofia, ciberehd, Cordoba. “Department of Biochemistry and
Micronutrients, German Institute of Human Nutrition, Nuthetal,
Germany. ‘Unidad Cirugia HBP y Trasplantes. Hospital Virgen del
Rocio, Sevilla. “INSERM U632, Montpellier, France.

Introduccién: La vitamina E se asocia con la prevencion de estrés
oxidativo en la lesién hepatica. La muerte celular por D-galactosa-
mina (D-GalN) esta mediada por el 6xido nitrico con alteracién del
metabolismo lipidico celular. El objetivo del estudio es la identifi-
cacion de o-tocoferol como regulador de la expresion de genes im-
plicados en la muerte celular en hepatocitos.

Material y métodos: Los hepatocitos se aislaron de biopsias huma-
nas obtenidas de pacientes sometidos a reseccién hepitica. El o-to-
coferol (50 pM) se administré en estadios avanzados (10 h) de muer-
te celular por D-GalN (40 mM) en hepatocitos humanos. Se valor
la apoptosis y necrosis celular, estrés oxidativo, metabolismo de o~
tocoferol y expresion de genes regulados por NF-kB, PXR y PPAR-
o.. Se realizaron estudios de transfeccion celular con la region pro-
motora de CYP3A4 y de sobreexpresion de PXR en HepG2.
Resultados: D-GalN induce, muerte celular, estrés oxidativo y ni-
trosativo, altera el metabolismo de la vitamina E y la expresion de
genes relacionados con el metabolismo lipidico. o-tocoferol redujo
de forma moderada el estrés oxidativo celular. La utilizacién de in-
ductores o inhibidores del CYP3A4 indican que el incremento de la
expresiéon PXR-dependiente de CYP3A4 por o-tocoferol no se rela-
ciona con sus propiedades citoprotectoras. Sin embargo, la reduc-
cién de la activacion de NF-kB y la expresion de la 6xido nitrico
sintasa inducible (NOS-2), y el incremento de PPAR-o y de carniti-
na palmitoil transferasa (CPT1) por o-tocoferol son relevantes para
la supervivencia celular.

Conclusién: Las propiedades citoprotectoras de a-tocoferol se rela-
cionan principalmente con la regulacién de genes implicados en la
muerte celular por toxinas en hepatocitos en cultivo.

TRANSPORTE DE ACIDOS BILIARES SULFATADOS Y
SENSIBILIDAD A ESTEROIDES COLESTATICOS DE LA BOMBA
ABCG2 CANALICULAR

A.G. Blazquez, O. Briz, M. Romero, R. Rosales, M.J. Pérez, E.
Herrdez, C. Ghanem, F. Jiménez y J.J.G. Marin

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

Antecedentes: La proteina ABCG2 o BCRP es un transportador de
la familia ABC (ATP-binding Cassette) que confiere resistencia a la
quimioterapia en distintos tipos de cdncer (Breast Cancer Resistan-
ce Protein), pero que también se expresa en tejidos sanos, como en
la membrana canalicular de los hepatocitos, donde se desconoce su
papel fisiolégico.

Hipétesis: En estudios anteriores presentados al congreso de la
AEEH de 2007, se mostré la incapacidad de 1la ABCG2 de transpor-
tar acidos biliares mayoritarios (no sulfatados). Sin embargo, en co-
lestasis aumenta la sulfatacion de los acidos biliares, por lo que, si
los transportase la ABCG2 canalicular, esta bomba podria constituir
una via alternativa de secrecién de dcidos biliares en colestasis aso-
ciadas a una ausencia de funcionamiento de la bomba exportadora
de 4cidos biliares (BSEP).

Objetivos: Investigar la capacidad de la ABCG2 para transportar
4cidos biliares sulfatados y su sensibilidad al efecto de esteroides
colestaticos inhibidores de la BSEP.

Métodos y resultados: Para los estudios de transporte se utilizé un
modelo de expresion heteréloga en oocitos de rana Xenopus laevis.
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A partir del mRNA purificado de células JAr de coriocarcinoma hu-
mano, se clond en el vector pSPORT1 el cDNA correspondiente a
la ORF de la ABCG2. Esto permiti6 sintetizar in vitro el mRNA de
ABCG2 que se microinyectd en los oocitos. La expresion funcional
de ABCG2 se comprob6 mediante su capacidad para transportar un
sustrato tipico, la mitoxantrona (MX), en presencia o no de un po-
tente inhibidor de la ABCG?2, la fumitremorgina C (FTC). Los ooci-
tos que expresaban ABCG2 cargaron un 40% menos de MX que los
controles. Este efecto fue abolido en presencia de la FTC. Como
sustrato natural a estudio se utilizé el acido taurosulfolitocdlico
marcado radiactivamente ([*H]-TSLC), que se sintetizé en nuestro
laboratorio a partir de 4cido sulfolitocélico (SLC) y de [*H]-taurina.
El [*H]-TSLC se microinjecté junto con ['*C]-inulina (utilizada
como marcador de eflujo inespecifico). Tras 60 min de eflujo, el
contenido de [*H]-TSLC se redujo significativamente (p < 0,05) en
los oocitos que expresaban ABCG2, pero no en los controles. Como
modelo de esteroide colestético se utilizé el 17B-D-glucorénido de
estradiol (17 BGE), que se colocd o bien dentro, junto al sustrato
(cis), o fuera (trans) del oocito. En ambas situaciones el 17 BGE in-
hibi6 el transporte de [*H]-TSLC mediado por ABCG2 sin ejercer
ningun efecto sobre el grupo de oocitos control.

Conclusién: La ABCG?2 es capaz de transportar dcidos biliares sul-
fatados. Asi pues, la ABCG2 puede ser una via alternativa a la
BSEP para la secrecion de acidos biliares. Sin embargo, puesto que
los esteroides colestdticos podrian inhibir el funcionamiento de la
ABCG?2 desde dentro del hepatocito (cis-inhibicién) y una vez que
se encuentra en la luz canalicular (trans-inhibicién), esta via podria
estar también bloqueada en las colestasis inducidas por esteroides
inhibidores de la BSEP.

LA IMMUNIZACION CON CELULAS DENDRITICAS
TRANSDUCIDAS CON ADENOVIRUS PORTADORES DE CD40L Y
AFP INHIBE ESPECIFICAMENTE EL CRECIMIENTO TUMORAL DE
HCCIN VIVO

M.A. Gonzélez-Carmona?, C. Schneider?, I. Schmidt-Wolf?, V.
Schmitz?, T. Sauerbruch® y W.H. Caselmann®

“Department of Internal Medicine I, University of Bonn; *Bavarian State
Ministry of the Environment, Public Health and Consumer Protection,
Munich, Germany.

Introduccién: Las células dendriticas (DC) son células presentado-
ras de antigenos capaces de inducir una respuesta immunoldgica
contra antigenos asociados tumorales. El antigeno mas relevante
asociado al carcinoma hepatocelular (HCC) es la a-fetoproteina
(AFP). En estudios anteriores fue posible inducir una respuesta im-
mune especifica contra la AFP usando DC. Sin embargo su poten-
cial se ha mostrado muy limitado en primeros estudios clinicos.
CD40L es una molécula co-estimuladora cuya interaccion con
CD40 es esencial para la activacion de las DC y para la induccién
de células T especificas. En este estudio, DC fueron transducidas
con adenovirus (Ad) que expresan AFP y CD40L para incrementar
la potencia de la respuesta immune contra HCC AFP-positivos in
vivo.

Métodos: Tres Ad fueron utilizados: Ad-mAFP (vector que codifi-
ca la AFP murina), Ad-CD40L (con CD40ligando) y Ad-Mock (sin
transgen). DC fueron obtenidas de la médula ésea de ratones C3H.
Tras 6 dias de cultivo con GM-CSF e IL-4 se realiz6 la transduc-
cién adenoviral (MOI 250). La expresion de CD40L, asi como de
las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 se analizaron me-
diante citometria de flujo. Los niveles de IL-12 se midieron en un
ELISA. Células linfociticas aisladas del bazo fueron co-cultivadas
con las DC. Su capacidad litica contra células HCC se determiné
en un %'Cr-release-assay. La immunizacién de los ratones con DC
se realiz6 mediante inyeccién subcutdnea en el flanco izquierdo.
Una semana después de la segunda vaccinacién se implantaron tu-
mores subcutdneos en el flanco derecho usando 1x10° células
Hepal29.

Resultados: 48h tras la transduccién con Ad-CD40L mas del 40%
de las DC expresaron CD40L. CD40L-DC mostraron una expresion
de CD80 y CD86 incrementada asi como grandes cantidades de IL-

12 (830,3+/-50pg/ml/10°DC). Linfocitos co-cultivados con Ad-
mAFP/Ad-CD40L-DC mostraron una citotoxicidad elevada contra
células Hepal29 comparados con linfocitos co-cultivados con Ad-
mAFP-DC o Ad-Mock-DC (p < 0,05). La immunizacién con
mAFP-DC redujo el crecimiento de HCC AFP-positivos en compa-
racion con Mock-DC. Este efecto no se produjo en tumores AFP-
negativos, indicando una respuesta immune especifica. La combina-
cion mAFP/CD40LDC reducia significantemente el crecimiento
tumoral comparado con Ad-mAFP-, Ad-Mock-DC. 18 dias tras la
implantatién tumoral, el volumen era 320,6+/-104,4 mm? en ratones
immunizados con CD40L/mAFP-DC vs 822,2+/-175,1 mm? en ra-
tones tratados con mAFP-DC (p = 0,035).

Conclusion: Ad-CD40L estimula las DC induciendo una elevacién
de CD80/CD86 asi como de IL-12. La immunizacién con DC tran-
sducidas con Ad-mAFP y Ad-CD40L incrementa considerablemen-
te el efecto antitumoral de DC causando una inhibicién especifica
del crecimiento de HCC. Esta aplicacion podria constituir una nue-
va estrategia para immunizar a pacientes con HCC.

INTERRELACION ENTRE LA INHIBICION DE LA GLICOLISIS
HEPATICA PRODUCIDA POR EL MEDICAMENTO HEPATO-
PROTECTOR SILIBININA Y LA INHIBICION DE LA PRODUCCION
DE RADICALES LIBRES EN HEPATOCITOS DE RATAS
PERIFUNDIDOS

D. Detaille®, C. Sanchez?, N. Sanz®*, J.M. Lépez-Novoa?, B.
Guigas®, M.V. Rascén-Trincado® y M.Y. El-Mir*
“Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad de
Salamanca. *Leiden University Medical Center, The Netherlands.
‘Departamento de Medicina, Universidad de Salamanca.

Antecedentes: La Silibinina (SB) es el principal flavonoide de la
Silimarina, un extracto estandarizado de Silibum Marianum, utiliza-
do por sus efectos hepatoprotectores en clinica. Ademads, varios es-
tudios con diferentes modelos experimentales (humanos y anima-
les) demuestran que la SB posee efectos antidiabéticos debido
principalmente a sus propiedades hipoglucemiantes y antioxidantes.
Incluso, nuestros estudios recientes demostraron que la SB es capaz
de inhibir in vitro la gluconeogénesis hepdtica, ademds de inhibir la
respiracién mitocondrial.

Objetivos: a) Investigar el efecto in vitro de la SB sobre el flujo
glicolitico (produccién de lactato+piruvato J ,;) y la relacién de di-
cho flujo con el estado redox celular y el potencial fosfato. b) Exa-
minar la capacidad de la SB para prevenir, total o parcialmente, la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) usando la técni-
ca de perifusion.

Meétodos: Los hepatocitos, aislados de ratas Wistar macho en ayu-
nas, eran titrados con dihidroxiacetona (DHA) o fructosa como sus-
tratos energéticos (de 0 a 4.8mM) en presencia o ausencia de SB a
las concentraciones de 25 y 100 uM. Para cada estado estacionario
obtenido se determinaron: (7) piruvato y lactato en el perifusato; (if)
los intermediarios metabolicos dihidroxiacetonafosfato (DHAP),
fosfoenolpiruvato (PEP), 3-fosfoglicerato (3-PG) en muestras celu-
lares; (iii) las concentraciones mitocondriales y citosélicas de ATP,
ADP y AMP; (iv) la produccién intracelular de ROS que fue eva-
luada por el cambio en la intensidad de fluorescencia de la sonda
diacetato diclorofluorescina.

Resultados: En hepatocitos perifundidos, independientemente del
sustrato utilizado, la SB fue la responsable de una inhibicién signi-
ficativa dosis-dependiente entre DHAP y J, ., sugeriéndo un efecto
inhibitorio de la SB sobre la actividad de la enzima piruvato kinasa
(PK). La determinacion de esta actividad enzimatica en células in-
cubadas demostr6 la existencia de una inhibicién alostérica por ac-
cién de la SB con un descenso de la relacion V/Vmaéx sin afectar
significativamente la Vmadx. Por otra parte, se observé un potente
efecto de la SB sobre la fosforilacion oxidativa, debido a un aumen-
to del potencial redox citosdlico (estimado por la relacion
lactato/piruvato) asociado a una disminucién de la relacién
ATP/ADP. El resultado mds atractivo era que la SB, a una dosis fi-
sioldgica proxima a 10 uM, suprimié completamente la produccién
de ROS en hepatocitos perifundidos con DHA.
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Conclusion: El efecto de la SB sobre la glicdlisis se debe, por lo
menos en parte, a una inhibicién de la actividad de la PK con el
consiguiente descenso del flujo de piruvato hacia la mitocondria, lo
que a su vez acarrea una disminucion de la produccién de ROS en
el higado. En este sentido, se sugiere que la SB, dentro de su modo
de accidn, se podria utilizar como una estrategia terapéutica alterna-
tiva para atenuar el estrés oxidativo en pacientes diabéticos.

IDENTIFICACION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES
ASOCIADOS A LA INFECCION DE CELULAS DE HEPATOMA
HUMANO POR HERPES SIMPLEX VIRUS TIPO 1 MEDIANTE
PROTEOMICA SUBCELULAR

E. Santamaria®, A. Epstein®, C. Potel", J. Prieto® y F.J. Corrales®
“Division de Hepatologia y Terapia Génica. Unidad de Proteomica.
Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Universidad de
Navarra. Pamplona, Espaiia. "Université Claude Bernard-Lyon 1.
Centre de Génétique Moléculaire et Cellulaire. Lyon, France.

Una de las estrategias mas esperanzadoras en la erradicacion de los
tumores hepaticos es la oncolisis viral. Este proceso consiste en la
utilizaciéon de la maquinaria replicativa viral para provocar la
muerte celular en las células tumorales de manera especifica. Para
ello, es de vital importancia conocer tanto las dianas celulares
como los mecanismos moleculares que modula el virus durante el
transcurso de la infeccion. En el presente trabajo, se ha realizado
un andlisis de expresion diferencial de las proteinas presentes tanto
en el citosol como en la fraccién microsomal de células de hepato-
ma humano (células Huh7) infectadas con un virus Herpes Simplex
de tipo 1 (HSV-1) durante 4 y 8 horas respectivamente. Para ello se
ha utilizado una combinacién de electroforesis diferencial en gel
(DIGE) y espectrometria de masas (nanoLC-MS/MS). En total, se
han identificado de manera inequivoca 16 proteinas cuya expresion
se encuentra alterada en las células infectadas. Tales proteinas par-
ticipan en diferentes procesos celulares como apoptosis, procesa-
miento del RNAm, estructura e integridad celular, sefializacién y
degradacion asociada al reticulo endoplasmatico. Entre ellas, cabe
destacar la alteracion en los niveles de expresion de RuvB-like 2
(proteina antiapopdtica) asi como de Bax interacting factor-1 (pro-
tefna proapoptdtica). Ademads, hemos detectado la alteracion en los
niveles de expresion tanto de Erlin-2 como de fortilin, proteinas
implicadas directamente en la coordinacién y el control de la apop-
tosis dependiente de calcio. Por otro lado y basdndonos en los da-
tos obtenidos mediante protedmica, hemos descifrado varios meca-
nismos a través de los cuales vias de sefializacién implicadas en
supervivencia celular convergen y coordinan el programa apoptéti-
co en células Huh7 infectadas con HSV-1.

EL INTERFERON BETA AUMENTA LA EXPRESION GENETICA DE
LA METALOPROTEINASA 13 (MMP-13) EN CULTIVOS PRIMARIOS
DE CELULAS ESTRELLADAS DEL HIGADO (CEH) CON LA
MEDIACION DE JAK1Y PEA3

T. Diaz Sanjuén, 1. Garcia Ruiz, C. Rodriguez Juan, C. Pozo,
P. Solis Mufioz, 1. Ferndndez Vizquez, T. Muiioz Yagiie

y J.A. Solis Herruzo

Centro de Investigacion. Hospital Universitario “12 de Octubre”.
Madrid,

En estudios preliminares mostramos que el interferén alfa aumenta
la expresion genética de la MMP-13. Los objetivos del presente es-
tudio fueron los de confirmar que estos efectos los produce también
el IFNP y conocer las vias intracelulares que intervienen en ellos.
Material y métodos: En cultivos primarios de CEH estudiamos los
efectos del IFNP sobre el ARNm-MMP13; actividad de la lucifera-
sa en CEH transfectadas con un pldsmido MMP-13-luciferasa;
unién de AP1 y de PEA3 al ADN y del PEA3 a Jakl y a Statl y,
por tltimo, los efectos del silenciamiento genético de Jakl y PEA3
por interferencia del ARN sobre los efectos del IFNf.

Resultados: /) el IFNP aumenta la expresién del ARNm de la
MMP-13, de la proteina MMP-13 y de la actividad luciferasa en
CEH transfectadas con un pldsmido controlado por el promotor de
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la MMP-13 [p(-1000)MMP-13-Luc] o con el mismo plasmido mu-
tado en el elemento TRE [p(-1000)ADMMP-13-Luc]. 2) Los efec-
tos del IFNP no fueron originados por una vida media més corta del
ARN-MMP-13. 3) Las células transfectadas con un pldsmido con-
trolados por tres elementos TRE [pTREx3-Luc] no responden al
IFNB. 4) Esta citocina provoca la unién de proteinas nucleares a
una sonda de ADN con las secuencias consenso para el PEA3 pero
no a sondas con las secuencias de AP1. Pruebas de superretraso del
ADN mostraron que las proteinas nucleares unidas al ADN eran
PEA3 y Statl. Pruebas de inmunoprecipitacién mostraron que
PEA3 se une fisicamente a Statl y que el IFNf3 aumenta esta unién.
5) Estas mismas pruebas indican que el IFNB induce la unién de
PEA3 a Jakl y su fosforilacion en tirosina. 6) Por ultimo, el silen-
ciamiento del ARNm de PEA3 o de Jakl o la mutacién del elemen-
to PEA3 en el promotor de MMP-13 anula los efectos del IFNf so-
bre la expresién del MMP-13.

Conclusiones: El IFNf determina la unién de PEA3 a Jakl y pro-
voca la fosforilacién en tirosina de PEA3. PEA3 activado se une al
promotor del MMP-13, probablemente con la cooperacion de Statl,
y aumenta la expresién genética de la MMP-13. Es decir, el IFNf
aumenta la expresién de la MMP-13 de rata a través de una via de-
pendiente de Jak1/PEA3. Estos efectos del IFNf sobre la MMP-13
pudieran explicar los efectos antifibrogénicos de los interferones del
tipo .

EL PARACETAMOL MODIFICA SU PROPIA FARMACOCINETICA
Y TOXICIDAD POR INDUCCION PREFERENCIAL DE MRP3
HEPATICA

C.I. Ghanem?, M.L. Ruiz®, S.S.M. Villanueva®, M.G. Luquita®,
V.A. Catania® y A.D. Mottino®

“Instituto de Investigaciones Farmacologias -CONICET- y Cdtedra de
Fisiopatologia. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad de
Buenos Aires. Argentina. "Instituto de Fisiologia Experimental,
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas. CONICET-
Universidad Nacional de Rosario. Rosario. Argentina.

Tanto humanos como animales de experimentacion tratados durante
varios dias con paracetamol (P) presentan una disminucién de la to-
xicidad del compuesto, aunque el mecanismo aun es incierto. Su
principal metabolito el glucurénido de P (glu-P), es transportado
por Mrp2 y Mrp3, proteinas ABC, localizadas en el polo biliar y si-
nusoidal del hepatocito, respectivamente, facilitando su excrecion
biliar y renal. Previamente estudiamos el efecto de dosis toxicas so-
bre la expresion de transportadores ABC.

Objetivo: En este trabajo se estudi6 el efecto del tratamiento repeti-
do con dosis subtdxicas de P sobre la expresion y funcion de las
Mrps hepdticas y su papel en los cambios farmacocinéticos de una
dosis toxica de la droga administrada posteriormente.

Métodos: Grupo P: ratas Wistar machos recibieron dosis crecientes
de P por 3 dias consecutivos (0,2, 0,3 y 0,6 g/kg, i.p.). Grupo C: Re-
cibieron vehiculo. A las 24 h se evalu6 la funcionalidad hepatica y
el contenido de las especies de glutation en higado y bilis. A 24 hs
de la dltima inyeccién a otro lote de animales se le administré una
dosis toxica de P (1 g/Kg, i.p.) y se determind la excrecién biliar y
urinaria de P y glu-P in vivo (1-2 h) y el contenido hepatico de glu-
P, por HPLC. En otro lote de ratas, en el cual se preservo el circuito
enterohepatico, se estudid la concentracion de P y glu-P hepaticas a
las 6 h luego de la dosis de 1 g/kg. La expresién de Mrp2 y Mrp3 se
evalué por inmunoblot e inmunofluorescencia. Los resultados se
expresan como media + DE (N = 3-5).

Resultados: El grupo tratado con P no presenté movilizacion de las
transaminasas hepdticas ni tampoco se alter la concentracion de las
especies de glutation ni en higado ni en bilis, al ser comparado con
C. El nivel de Mrp2 en membrana plasmdtica aument6 un 70% y el
de Mrp3 un 400% en P vs C (p < 0,05). Luego de la administracion
de la dosis de 1g/kg, la excrecion biliar acumulativa de glu-P (% de
dosis) disminuy6 en P (8.6 + 0,9) respecto de C (11.6 + 1.9), mien-
tras que la excrecién urinaria aument6 en P (13.1 +3.9) vs C (6.6 =
1.9) (p < 0,05). La excrecion biliar y urinaria de P no se modificé.
El contenido hepitico de glu-P disminuy6 un 37% en P vs C (p <
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0,05) y el contenido de P no se modificé entre ambos grupos. En
condiciones de preservacion del circuito enterohepatico y luego de
6 h de la administracién de la dosis toxica, la concentracion hepati-
ca de glu-P y P disminuyé en un 69 y 26% respectivamente (p <
0,05).

Conclusiones: El aumento preferencial de Mrp3 vs Mrp2 favorecié
la eliminacién urinaria de glu-P por sobre la excrecion biliar. El
glu-P que se excreta en bilis es usualmente hidrolizado por las glu-
curonidasas intestinales, liberando P libre, que puede ser reabsorbi-
do llegando nuevamente al higado. Concluimos que la disminucién
en la excrecion biliar de glu-P en el tratamiento repetido interfiere
la recirculacién enterohepatica de P, con una menor exposicion he-
patica a la droga y posiblemente disminucion de su toxicidad.

EFECTO DE LA INTERLEUQUINA 12 SOBRE EL
FUNCIONAMIENTO DE LOS SISTEMAS DE EXPRESION
INDUCIBLE ESPECIFICOS DE HIGADO

M. Reboredo®d, M. Zabala?, I. Mauleon?, J. de Las Rivas®, F.
Kreppel¢, S. Kochanek¢, J. Prieto*! M.G. Kramer® y R.
Herndndez-Alcoceba?

“Division of Hepatology and Gene Therapy. School of Medicine.
Foundation for Applied Medical Research. CIMA. Pamplona, Spain.
bBioinformatics and Functional Genomics Research Group Cancer
Research Center (CIC-IBMCC, CSIC-USAL), Salamanca, Spain.
Division of Gene Therapy University of Ulm. Germany. ‘CIBERehd.
University Clinic. Navarra. Spain.

Antecedentes: La interleuquina 12 (IL-12) as una citoquina inmu-
noestimuladora que ha mostrado un potente efecto antitumoral en
diversos modelos pre-clinicos. La expresion de IL-12 mediada por
vectores hepatotrépicos se plantea como una nueva estrategia de te-
rapia génica para el tratamiento de los tumores hepéticos primarios
y metastdsicos. Sin embargo, la toxicidad sistémica de IL-12 ha he-
cho necesario el desarrollo de métodos de regulaciéon que permitan
modular la duracién y la intensidad de su expresion. Entre ellos se
encuentran los sistemas inducibles por tetraciclina y por mifepristo-
na. En el presente trabajo estudiamos la influencia de IL-12 sobre el
funcionamiento de estos sistemas adaptados al higado.

Métodos: En el caso del sistema tet-on, se ha utilzado la inyeccion
hidrodindmica de pldsmidos para lograr la expresion en el higado de
los ratones. El sistema inducible por mifepristona se vehiculiza por
medio de un adenovirus de alta capacidad (HC-Ad). En ambos ca-
sos la expresion de IL-12 se dirige al higado gracias a la utilizacién
de promotores hepato-especificos controlando la produccién de las
proteinas transactivadoras. La cinética de produccién de IL-12 tras
inducciones diarias con doxiciclina o mifepristona se ha determina-
do mediante ELISA. La influencia de IL-12 sobre la expresion de
genes enddgenos se ha estudiado utilizando microarrays y PCR
cuantitativa.

Resultados: Tras iniciarse la induccién diaria de IL-12 se observé
una disminucién progresiva de la respuesta a los inductores en am-
bos sistemas de regulacién. Esta inhibicion es transitoria, no se debe
a pérdida del transgén, y se correlaciona con una inhibicién de la
expresion de los transactivadores. De forma andloga, los promoto-
res enddgenos de estos genes se encuentran inhibidos en el higado
de los animales. La expresién de IL-12 humana, que no tiene un
efecto bioldgico significativo en ratones, no causé esta inhibicién.
El mecanismo es dependiente de interferén-gamma (IFN-g), ya que
este fendmeno de silenciamiento no ocurre en ratones deficientes
para el receptor de IFN-g. El tratamiento con inhibidores de deace-
tilasas de histonas (HDACi) como Butirato Sédico (NaB) es capaz
de revertir parcialmente la inhibicién.

Conclusiones: La IL-12 produce una inhibicién transitoria de los
sistemas inducibles dirigidos al higado. Esto se debe a un silen-
ciamiento de promotores hepato-especificos mediado por IFN-g,
probablemente a través de su influencia sobre el estado de aceti-
lacion de histonas. En definitiva, el efecto biolégico de los genes
terapéuticos debe tenerse en cuenta a la hora de disefiar estrate-
gias de terapia génica que requieran una expresion sostenida y re-
gulable.

LA EXPRESION DE P27 REDUCE LA MUERTE CELULAR E
INCREMENTA EL GRADO DE MUTAGENESIS EN HEPATOCITOS
EN UN MODELO DE GENOTOXICIDAD EXPERIMENTAL.
REPERCUSION EN LOS PROCESOS DE HEPATOCARCINOGENESIS
HUMANA

I. Ranchal®, A. Poyato®, P. Barrera®, M. Pleguezuelo®, T.
Marchal®, K.I. Nakayama®, M. De la Mata® y J. Muntané?
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Antecedentes: El hepatocarcinoma (HCC) presenta mal prondstico
para la recidiva y supervivencia del paciente. La expresion de un in-
hibidor del ciclo celular o p27 en el HCC ha sido sugerida como
una importante diana para la recidiva del tumor. EI objetivo es de-
terminar el papel de p27 en estudios in vitro de genotoxicidad ex-
perimental, y en la diferenciacién del tumor en HCC.

Material y métodos: Los hepatocitos se aislaron de ratones control
y deficientes en p27 (Jackson Laboratorios) con colagenasa. La so-
breexpresién de p27 se realizo mediante la transfeccion de un plas-
mido con secuencia codificante de p27 en HepG2. La genotoxicidad
fue inducida por AFB1 en hepatocitos en cultivo. Se valoré la apop-
tosis y necrosis celular, el grado de mutagénesis, proliferacion celu-
lar y expresion de p27 por Western-blot y RT- PCR. Se incluyeron
24 pacientes con HCC con diversos grados de diferenciacion con
andlisis de la expresién de p27 en tejido tumoral y no tumoral, bio-
quimica y supervivencia del paciente.

Resultados: AFB, increment6 el dafio en DNA, redujo la expresién
de p27 e incrementd la muerte celular. La deficiencia en p27 incre-
mentd la muerte celular con menor presencia de mutaciones en el
DNA de los hepatocitos tratados con AFB1. La sobreexpresion de
p27 redujo la proliferacién y muerte celular, con acumulacién del
dafio en el DNA de HepG2 El andlisis de las muestras de pacientes
con HCC revel6 que los tumores desdiferenciados presentan unos
niveles mas elevados de expresion de p27.

Conclusiones: /) AFB1 incrementa el dafio en el DNA celular, re-
duce la expresion de p27 e incrementa la muerte celular en hepatoc-
itos. 2) La deficiencia en p27 reduce el grado de lesion en el DNA
celular e increment6 la muerte celular en los hepatocitos tratados
con AFB1. 3) La reduccién del indice proliferativo por sobreexpre-
sién de p27 se asoci6 con una acumulacién del dafio en el DNA en
células HepG2 con AFBI1. 4) La expresion de p27 en HCC se aso-
ci6 con mayor desdiferenciacién del tumor.

LOS ANTIDIABETICOS ORALES PIOGLITAZONA Y
ROSIGLITAZONA INHIBEN LA PRODUCCION ENDOGENA DE
GLUCOSA POR EL HIGADO MEDIANTE EFECTO INHIBITORIO
DIRECTO SOBRE LA ENZIMA GLUCONEOGENICA GLUCOSA-6-
FOSFATASA EN HEPATOCITOS DE RATA EN PERIFUSION

N. Sanz?, C. Sanchez?, D. Detaille?, G. R-Villanueva?, J.M.
Recio® y M.Y. EI-Mir®

“Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Universidad Salamanca.
"Departamento de Medicina, Universidad de Salamanca.

Introduccién: La pioglitazona (PIO) y la rosiglitazona (ROSI) son
farmacos antidiabéticos orales cuyos efectos hipoglucemiantes se
producen, a medio y largo plazo, principalmente por activacion de
los receptores nucleares activados por proliferadores de peroxiso-
mas (PPARY). Estudios previos realizados por nuestro grupo de-
mostraron que PIO y ROSI ejercen otros efectos antidiabéticos
AGUDOS y DIRECTOS no mediados por PPARY, inhibiendo la
gluconeogénesis (GNG) y activando la glucdlisis en hepatocitos de
rata en perifusion.

Objetivo: Usando la nueva técnica de perifusion de células, investi-
gar el mecanismo por el cual PIO y ROSI inhiben de forma DIREC-
TA la GNG hepitica.

Material y métodos: Los hepatocitos se aislaron a partir de higados
de ratas Wistar macho en ayunas 24 h y fueron perifundidos en pre-
sencia o ausencia de PIO (25 pM) o de ROSI (25 uM) utilizando la
dihidroxiacetona (DHA), a distintas concentraciones como sustrato
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energético. Se determind en el perifusato la glucosa, el lactato y el
piruvato mediante técnicas espectrofotométricas, y en las muestras
celulares algunos intermediarios de la GNG/glucdlisis como la dihi-
droxiacetonafosfato (DHAP), la glucosa-6-fosfato (G6P) y la fruc-
tosa-6-fosfato (F6P) mediante técnicas espectrofluorimétricas. La
actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en hepatocitos
se midid en presencia y ausencia de 25 uM de ROSI o de PIO me-
diante determinacién colorimétrica del fosfato inorgénico liberado
durante la hidrélisis de la G6P por la enzima G6Pasa.

Resultados: La PIO y la ROSI inhibieron significativamente la
GNG hepitica (J,,.) en un 40% y 65%, respectivamente. Ademds, la
PIO y la ROSI disminuyeron los niveles de los intermediarios meta-
bolicos intracelulares DHAP, G6P y F6P. Representando J,,, frente
a DHAP, G6P y F6P, los resultados sugieren que la inhibicién de la
GNG hepitica por PIO y ROSI se debe a una inhibicién de la enzi-
ma gluconeogénica mds importante: la G6Pasa. La medida de la ac-
tividad de G6Pasa en hepatocitos indican que tanto PIO como ROSI
inhibieron, de forma directa, la velocidad médxima (V) de la enzi-
ma G6Pasa en un 31% y 27%, respectivamente, sin afectar de for-
ma significativa a su constante de afinidad (Km).

Conclusién: Las glitazonas (PIO y ROSI) ejercen efectos hipoglu-
cemiantes DIRECTOS Y AGUDOS a nivel del higado mediante in-
hibicién de la gluconeogénesis hepdtica. Esta inhibicién se produce
por disminucién de la hidrdlisis de glucosa-6-fosfato como conse-
cuencia de un efecto inhibitorio directo de PIO y ROSI sobre la ac-
tividad de la enzima gluconeogénica hepética glucosa-6-fosfatasa.

DISFUNCION COLESTATICA POSTRASPLANTE EN PACIENTES
CON COLESTASIS INTRAHEPATICA FAMILIAR PROGRESIVA
TIPO 2 (DEFICIENCIA EN BSEP): CORRELACION CON LA
PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-BSEP

L. Alvarez, P. Martinez, A. de la Vega, L. Hierro, C. Camarena,
E. Frauca, G. Muifioz-Bartolo, A. Gonzalez de Zarate,
R. Batista, M. Lopez Santamaria, M.C. Diaz y P. Jara
Unidad de Investigacion, Hospital La Paz, Madrid. Servicio
Hepatologia y Trasplante. Hospital Infantil La Paz, Madrid.

La Colestasis Intrahepatica Familiar Progresiva tipo 2 (CIFP-2) es
una enfermedad autosdmica recesiva asociada a mutaciones en
ABCBI1, que codifica la proteina canalicular de exportacién de sa-
les biliares (BSEP). El trasplante hepatico es considerado un trata-
miento efectivo. Algunos pacientes presentan episodios de disfun-
cion colestatica del injerto, con rasgos bioquimicos e histoldgicos
que semejan la enfermedad original. Estos episodios son resueltos
al aumentar la inmunosupresién. El conjunto de observaciones su-
giere la posibilidad de un reconocimiento inmune de la proteina
BSEP del donante.

Objetivos: Determinar si los episodios de disfuncién del injerto que
suceden en algunos niflos afectados de CIFP-2 estan relacionados
con la formacién de anticuerpos bloqueantes contra la proteina
BSEP.

Meétodos: La presencia de anticuerpos anti-canaliculo biliar en sue-
ro se determiné mediante inmufluorescencia indirecta sobre higado
de rata, utilizando un rango de diluciones 1:40 — 1: 3000. Los anali-
sis por inmunotransferencia se realizaron con 30 pg de proteinas de
membrana de células Sf9 que expresan la BSEP humana; el suero
de pacientes se utilizé a diluciones 1:100, 1:500 y 1:1000. Los ensa-
yos de transporte de dcidos biliares se llevaron a cabo en vesiculas
de células Sf9 tranfectadas con la BSEP humana, en presencia o au-
sencia de SmM de ATP y utilizando 2 uM de [*H]-4cido taurocdli-
co.

Resultados: La presencia de anticuerpos anti-BSEP se analizé en
suero de 6 nifios trasplantados por deficiencia en BSEP, 3 de los
cuales habian presentado episodios de disfuncién colestdtica que re-
medaban CIFP-2 (ictericia y prurito en contraste con GGT normal;
biopsia con transformacién gigantocelular). Como controles adicio-
nales se utilizaron sueros de 2 nifios trasplantados por Atresia Bi-
liar. Por IFI se detectaron anticuerpos a titulo alto frente a una pro-
tefna canalicular solamente en los pacientes con disfuncién del
injerto. Ensayos de inmunotransferencia con proteinas de membra-
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na de células de insecto Sf9 que expresan la BSEP humana demos-
traron que los anticuerpos reconocian la BSEP. La capacidad de es-
tos anticuerpos para inhibir la funcionalidad de BSEP se analiz6 in
vitro, mediante ensayos de transporte de acidos biliares en vesiculas
de células Sf9 transfectadas con la BSEP humana. En este sistema,
la incorporacién de dcido taurocdlico dependiente de ATP fue de 20
pmol/mg/min. La preincubacién con suero de los nifios que no habi-
an presentado episodios de disfuncién del injerto (3 con CIFP-2 y 2
con atresia biliar) no modificé el transporte de sales biliares. Sin
embargo, éste fue completamente abolido en presencia de 20 uM de
ciclosporina, o de los sueros de los 3 pacientes con CIFP-2 que pre-
sentaron disfuncion colestdtica del injerto.

Conclusiones: En algunos pacientes sometidos a trasplante hepati-
co por deficiencia de BSEP se generan anticuerpos bloqueantes
contra la proteina del érgano donante que pueden reproducir la en-
fermedad original.

INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL SEXO EN LA EXPRESION CLINICA
DE LA HEPATOTOXICIDAD IDISOSINCRASICA

R.J. Andrade®, M.I. Lucena®, Y. Borraz®, E. Ulzurrun®,

G. Pelaez® J.A. Durdn?, M. Villar!, L. Rodrigo¢, M. Romero-
Gomezf, A. Madrazof, R. Planasg, S. Blanco", J.M. Navarro',

A. Castiella), C. Guarner*, F. Pons', F.J. Rodriguez-Gonzilez!,

J. Salmerén™, R. Martin-Vivaldi" y M. Jiménez®

aServ. Hepatologia y *Farmacologia Clinica. H. Virgen de la Victoria,
Mdlaga. S Ap Digestivo. H. Torrecdrdenas, Almeria; S Farmacologia
Clinica, H. Virgen de la Macarena, Sevilla; S Ap Digestivo, H Central
de Asturias, Oviedo, 'S Ap Digestivo, H Valme, Sevilla; $S Ap Digestivo,
H. Germans Trias i Pujol, Barcelona; "S. Ap Digestivo, H Basurto,
Vizcaya; 'S Ap Digestivo, H Costa del Sol, Mdlaga; 'S Ap Digestivo,
Mendaro Guipuzcuoa; *S Ap Digestivo, H. S Pau, Barcelona; 'S Ap
Digestivo, H Marqués de Valdecilla, Santander; "S. Ap Digestivo, H.
Clinico S Ceciclio, Granada; "S Ap Digestivo, H. Virgen de las Nieves,
Granada; °S Ap Digestivo, H Carlos Haya, Mdlaga.en representacion
del Grupo de Trabajo de Hepatopatias Asociadas a Medicamentos
(GEHAM).

El sexo femenino ha sido sefialado como un factor de riesgo para el
desarrollo de reacciones adversas incluidas las hepatotoxicas. De
otra parte, aunque los farmacos tienden a producir reacciones hepa-
totoxicas idiosincrdsicas con un patrén de expresion clinica relativa-
mente constante, un mismo farmaco puede inducir lesién de forma
variable incluyendo los tres patrones principales: hepatocelular, co-
lestdsico y mixto.

Objetivo: Determinar los factores del huésped que podrian determi-
nar la incidencia y contribuir a la expresion clinico-bioquimica de la
hepatotoxicidad.

Pacientes y métodos: Se analizaron los casos de hepatotoxicidad
remitidos al Registro espaifiol de hepatotoxicidad segin protocolo
estructurado de recogida de datos que contiene cuestiones pertinen-
tes a la cronologia de la reaccidn, variables demograficas y analiti-
cas para establecer el patron de lesion, exclusién de causas alternati-
vas y factores de riesgo. Se revisaron los criterios de causalidad por
expertos y aplicando la escala de CIOMS. Sélo casos definidos o
probables fueron incluidos.

Resultados: 551 casos de hepatotoxicidad idiosincrasica (23%
mostraron algunas de las caracteristicas tipicas de hipersensibili-
dad), remitidos entre abril 1994 y agosto 2007, fueron identificados.
La incidencia de hepatotoxicidad por edad y sexo mostré una distri-
bucidn similar entre hombres y mujeres hasta la edad de 60 afios.
Aunque el 55% de la serie global tenian < 55 afios, la incidencia
mayor de casos se produjo en la década 60-69 afos (76 H/63 M),
observandose a partir de este segmento de edad un predominio de
incidencia en el sexo masculino (150 H vs 105 M; p < 0,012). El
patrén hepatocelular fue predominante (55%) y se relacionaba in-
versamente con la edad. En los pacientes > 60 afios predomin la
expresion colestdsica de la hepatotoxicidad (62% vs 39%; p <
.0001). La expresion colestésica en los pacientes > 60 afios fue 1,6
veces mas frecuente en hombres que en mujeres (p < 0,001). Estas
asociaciones encontrada en la poblacién general se mantuvieron en
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la serie individual mas amplia de casos que era la de amoxicilina-
clavulanico (n = 84).

Conclusiones: Contrariamente a la creencia general, en sujetos de
edad avanzada la hepatotoxicidad idiosincrasica es mas frecuente en
sujetos del sexo masculino. El perfil tipo de un paciente con edad
igual o superior a 60 afios con hepatotoxicidad idiosincrésica es el
de un hombre con lesion hepatica colestasica. El conocimiento de
estas asociaciones es de gran importancia para el diagnéstico dife-
rencial de hepatotoxicidad y el refinamiento de los métodos de asig-
nacién de causalidad.

EL HAPLOTIPO BAJO PRODUCTOR DE IL-10 PODRIA SER UN
MARCADOR DE EVOLUCION DESFAVORABLE EN PACIENTES
CON HEPATOTOXICIDAD IDIOSINCRASICA (DILI) NO
INMUNOALERGICA

K. Pachkoria®, M.I. Lucena?, E. Crespo®, F. Ruiz-Cabello®,

Y. Borraz?, S. Lopez-Ortega?, M.C. Ferndndez®, G. Peldez,

M. Romero-G6mez', A. Madrazof, .M. Navarro¢, J.A. Duran",
A. Malcon de Dios", M. Villar" y R.J. Andrade!

aServicio de Farmacologia Clinica, ‘Unidad de Hepatologia, H.
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*Departamento de Farmacia, Universidad de Granada, “Servicio de
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IServico de Ap Digestivo, H Valme, Sevilla; sServicio de Ap Digestivo,
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H Virgen Macarena, Sevilla.

El balance entre citocinas inmunorreguladoras (IL-4, IL-10) y pro-
inflamatorias (TNF-cot) podria jugar un papel fundamental en la mo-
dulacién de la respuesta del sistema inmune innato al efecto téxico
de los farmacos en el higado siendo determinante en la aparicién fi-
nal de lesion.

Objetivos: Determinacién de la influencia de los polimorfismos del
gen promotor de IL-10, IL-4 y TNF-a en el desarrollo de hepatoto-
xicidad idiosincrasica y de sus caracteristicas clinicas.

Métodos: Se determind la frecuencia de tres polimorfismos locali-
zados en el gen promotor de la IL-10(-1082 (G/A), -819 (C/T), -592
(C/A), IL-4 (-590 C/T)) Y TNF-c. (308 (G/A)) en 140 pacientes de
DILI y 268 controles mediante ensayo de discriminacion alélica
TaqMan 5°. Se clasificaron los individuos segtn haplotipos: altos
productores (GCC/GCC), intermedios (GCC/ATA, GCC/ACC) y
bajos (ATA/ATA, ACC/ACC, ATA/ACC) productores de la citoci-
na IL-10.

Resultados: Se analizaron 140 pacientes. La edad media fue de 51
afios (13-82 afios) sin diferencias en la distribucion por sexos. Las
frecuencias alelicas, genotipicas para la IL-10, IL-4 y TNF-a no
mostraron diferencias significativas entre los pacientes con DILI y
los controles. Los pacientes con las variantes polimoérficas para la
IL-4, TNF-o y aquellos con alelos salvajes no mostraron diferen-
cias con respecto al tipo de dafio, presentacién clinica y evolucién
del dafio hepitico. El andlisis del genotipo de la IL-10(-1082) de-
mostrd la existencia de un desarrollo mas temprano de la hepatoto-
xicidad en el caso de mujeres con el genotipo bajo productor de IL-
10, (p < 0,03). El haplotipo bajo productor de IL-10 fue mas
prevalerte en los pacientes DILI con ausencia de eosinofilia [Pc =
0,004, OR = 5.29, 95% CI 2.04-13.67] y se asocié a un recuento
mas bajo de eosinofilos en sangre periférica (p < 0,0002) compara-
do con el resto de haplotipos de IL-10. Los pacientes (10) que pre-
sentaron una evolucién mas desfavorable (fallo hepatico fulminan-
te, transplante hepatico o muerte o dafio grave con ictericia y
actividad protrombina < 50%) exhibian un haplotipo bajo produc-
tor de IL-10 y ausencia de eosinofilia. De la revision de los 591 ca-
sos de hepatotoxicidad incluidos en el Registro Espaiiol en 36 ca-
s0s (6%) tuvieron una evolucién desfavorable y ninguno de ellos
present6 eosinofilia.

Conclusion: Los polimorfismos de la IL-10, IL-4 y TNF-o. no pare-
cen estar asociados a la susceptibilidad de desarrollar hepatotoxici-
dad en pacientes espafioles. La presencia del haplotipo bajo produc-
tor de la IL-10podria favorecer una evolucién grave del dafio

hepético no inmunoalergico y junto con la ausencia de eosinofilia
periférica ser marcadores de evolucién desfavorable.

LA OBESIDAD PREDISPONE AL DANO HEPATOCELULAR
INDUCIDO POR EL TABACO EN RATAS

L. Azzalini', L.N. Ramalho?, E. Ferrer’, M. Moreno',

R. Casamitjana*, J. Colmenero', M. Dominguez', V. Peinado?,
A. Barberd®, V. Arroyo!, J. Caballeria', P. Ginés' y R. Bataller!
!Centro de Investigacion Biomédica En Red (CIBER) de Enfermedades
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Pi i Sunyer (IDIBAPS), Centro de Investigacion Biomédica Esther
Koplowitz (CIBEK), y Servicio de Hepatologia, Hospital Clinic,
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Clinic, Barcelona.

Introduccién y objetivo: El consumo de tabaco se asocia a fen6-
menos inflamatorios y pro-oxidantes sistémicos, favoreciendo el de-
sarrollo de enfermedades cardiovasculares. Existe poca informacién
sobre los efectos del tabaco en el higado. La obesidad es una condi-
cién pro-inflamatoria que se asocia con frecuencia a dafio hepatoce-
lular. El presente trabajo investiga los efectos del tabaco sobre el hi-
gado en ratas control y en ratas obesas.

Meétodos: Se estudi6 ratas con deficiencia natural del receptor de la
leptina, que tienen un fenotipo obeso (Zucker, fa/fa, n = 24). Como
controles se utilizé ratas fa/+ (n = 24). Cada grupo fue dividido en
dos sub-grupos: ratas fumadoras y no fumadoras. Las ratas fumado-
ras fueron expuestas al humo de 2 cigarrillos/dia, 5 dias/semana, du-
rante 4 semanas. Se realiz6 determinaciones séricas de transamina-
sas, perfil lipidico, insulina y glucosa. El dafio hepatico se evalu6é
mediante cuantificacién de la lesiéon necroinflamatoria. La infiltra-
cién de células inflamatorias se realizé mediante cuantificacién mor-
fométrica asistida por ordenador (programa AnalySIS) de células
CD43+. Asimismo se cuantificé morfométricamente la actividad del
factor de transcripcion NF«B (tincion de la subunidad p65), fibrosis
(Sirius Red), apoptosis hepatocelular (TUNEL) y estrés oxidativo
(tincién de 4-hidroxinonenal). La expresion hepatica de genes pro-
inflamatorios (ICAM-1, IL-6), pro-fibrogénicos (procoldgeno 102,
TGFB1, TIMP-1) y pro-angiogénicos (VEGF-A) fue evaluada por
PCR en tiempo real.

Resultados: El tabaco aument6 el nivel sérico de ALT en ratas obe-
sas (170 = 13 UI/L vs 130 + 36 UI/L en ratas fumadoras y no fuma-
doras, p < 0,01) pero no en ratas controles (88 = 6 UI/L vs 94 + 10
UI/L en ratas fumadoras y no fumadoras, p = ns). El tabaco no indu-
jo cambios en el perfil lipidico ni glucidico ni en ratas obesas ni en
controles. El tabaco aument6 el indice histoldgico de dafio hepatoce-
lular en ratas obesas y en menor grado en ratas control. El tabaco no
indujo un aumento de inflamacién o fibrosis hepética en ninguno de
los grupos. Sin embargo, el tabaco indujo estrés oxidativo, activa-
cion del factor nuclear NFoB y apoptosis hepatocitaria en ratas obe-
sas, pero no en controles. Finalmente, el tabaco indujo un aumento
en la expresién de TIMP-1 y procoldgeno 102 en ratas obesas.
Conclusiones: La obesidad sensibiliza a las ratas a los efectos pro-
oxidantes y hepatotdxicos del tabaco en el higado. Futuros estudios
deben explorar si este hallazgo también se produce en humanos.

EL RETARDO EN LA REGENERACION TRAS HEPATECTOMIA
PARCIAL DE RATONES E2F2-/- SE ASOCIA A UNA
HEPATOESTEATOSIS SOSTENIDA

1. Delgado?, O. Fresnedo?, A. Zubiaga® y B. Ochoa®
aDepartamento de Fisiologia. Facultad de Medicina y Odontologia.
Universidad del Pais Vasco (UPV-EHU). "Departamento de Genética,
Antropologia Fisica y Fisiologia Animal. Facultad de Ciencia y
Tecnologia. Universidad del Pais Vasco (UPV-EHU).

Los factores de transcripcién E2F son proteinas implicadas en la re-

gulacion del ciclo celular que pueden actuar como activadores y
como inhibidores de la actividad transcripcional. El factor E2F2 es
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uno de los integrantes de esta familia y clasicamente ha sido cataloga-
do dentro del subgrupo de E2F activadores de la transcripcién. Entre
los genes diana de E2F2 se encuentran, entre otros, genes esenciales
en el proceso de replicacion del DNA, por lo que juega un papel cla-
ve en la transicion G,/S del ciclo celular. La regeneracion hepdtica,
paradigma de la proliferacién, es un modelo muy utilizado para el es-
tudio de factores relacionados con el ciclo celular, ya que se trata de
un fenémeno no patolégico en el cual las células del higado abando-
nan el estado quiescente y comienzan a proliferar para compensar la
pérdida fisica y funcional de masa hepdtica. Con el fin de estudiar el
papel de E2F2 en la homeostasis hepdtica se han sometido a ratones
salvajes (WT) y knockout para el gen E2F2 (E2F27) a hepatectomias
parciales del 70%, de forma que sea posible analizar la progresion de
la regeneracion hepdtica en ratones de ambos genotipos y observar el
efecto de la carencia de E2F2 en el mismo. Para ello se han analizado
la evolucién de los niveles de glucemia e indice hepatico y las carac-
teristicas histoldgicas de ratones de ambos genotipos a lo largo de una
semana de proceso regenerativo. La carencia de E2F2 provoca un re-
traso de la regeneracion a partir de las 48 h de regeneracion. El indice
hepdtico caracteristico de la cepa de ratén empleada (4%) se alcanza
al cabo de 96 h en los ratones WT, en tanto que en los E2F2” la recu-
peracién no culmina hasta las 168 h. La esteatosis transitoria caracte-
ristica de la regeneracién se desarrolla de igual modo en ratones WT
y E2F27, observandose una esteatosis microvesicular de grado 3 y
masiva con algunas fases muy intensas en ambos casos. Sin embargo,
la reversién de la hepatoesteatosis mostrada por los ratones E2F27 se
retrasa con respecto a la mostrada por los WT. Las diferencias histo-
l6gicas son sumamente llamativas tras 96 horas de regeneracion,
coincidiendo con la diferencia maxima observada en el proceso rege-
nerativo. Asi, mientras que el higado de los ratones WT no muestra
signos de esteatosis, el de los ratones E2F2” aiin presenta una estea-
tosis hepdtica masiva de grado 3. El hecho de que el ratén deficiente
en E2F2 presente una excesiva acumulacion de lipidos en fases tardi-
as de la regeneracion asociada al retraso global del proceso regenera-
tivo pone de manifiesto la estrecha relacion entre el desarrollo de la
esteatosis y la progresion de la regeneracion hepatica.

LA DEFICIENCIA EN LOS RECEPTORES 1Y 2 DEL FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL Y LA AUSENCIA DE ESFINGOMIELINASA
ACIDA PREVIENEN EL HIGADO GRASO Y DANO HEPATICO
PROVOCADO POR ALCOHOL

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

y J.C. Ferndndez-Checa

Unidad de Hepatologia, Instituto Malalties Digestives, Hospital Clinic i
Provincial, CIBEREHD, IDIBAPS, Instituto Investigaciones Biomédicas
de Barcelona, CSIC.

El TNF es una citoquina que provoca inflamacién, proliferacion y
muerte celular. E1 TNF se une a dos receptores de membrana, el re-
ceptor 1 (TNFR1) y el receptor 2 (TNFR2). En estudios donde se
usa terapia anti-TNF y ratones deficientes en TNFRI, se ha obser-
vado un papel clave del TNF en la enfermedad hepatica alcohélica
(EHA). Sin ambargo, datos recientes en ratones TNFR17- han suge-
rido un papel minoritario del TNF en el desarrollo del higado graso
y dafio hepatocelular tanto en un modelo intragdstrico de EHA
como de esteatohepatitis no alcohdlica. No obstante, ratones defi-
cientes en TNFR1 muestran una resistencia a la sensibilizacién por
el consumo de alcohol al dafio hepatocelular inducido por la activa-
cién de células T (NKT). Por otro lado, la esfingomielinasa acida
(ASMasa) juega un papel importante en la muerte inducida por el
TNF (J. Clin. Invest 2003; 2004; Cell Metab 2006). Puesto que en
ausencia de TNFR1, la sefializacion del TNF transcurre via TNFR2,
y que el papel de la ASMasa en la EHA no se ha determinado, el
objetivo del presente estudio fue examinar la contribucién de
TNFR1/TNFR2 y de la ASMasa en la EHA.

Meétodos: Ratones machos C57BL6 de 8 semanas deficientes en
TNFR1/TNFR2 o ASMasa fueron tratados con una dieta Lieber-
DeCarli conteniendo el 36% de calorias en forma de alcohol duran-
te 4-6 semanas. Se examind el perfil lipidico hepatico (triglicéridos,
TG, acidos grasos libres, AGL, colesterol, CH y esfingomielina,
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ES), el nivel de homocisteina, asi como la susceptibilidad e infla-
macién en respuesta al LPS y concanavalina A (conA), mediante
H&E y niveles de transaminasas en suero.

Resultados: El consumo de alcohol indujo un incremento en los ni-
veles de TG, AGL y CH en ratones salvajes, pero no asf en los defi-
cientes en TNFRI/TNFR2. Tras exposicién al LPS se observé un
incremento del dafio hepatocelular (AST/ALT), asi como los focos
de necroinflamacién en los ratones salvajes, que no se produjeron
en los TNFR1/TNFR2*. Curiosamente, los ratones ASMasa-/- mos-
traron un higado graso, caracterizado fundamentalmente por el in-
cremento de ES, con menos contribucién del depésito de TG, AGL
y CH. Sin embargo, el consumo de alcohol no resultén en un incre-
mento adicional en estos pardmetros. Por otra parte, dichos ratones
fueron resistentes al tratamiento con LPS con ausencia de focos in-
flamatorios y hepatocelular con respecto a los ratones salvajes.
Ademas, mientras que los ratones TNFR1/TNFR2-/- fueron resis-
tentes a la accidn citotoxica de la conA, los ratones ASMasa”’ mos-
traron la misma sensibilidad a la conA que los ratones salvajes. Fi-
nalmente, el consumo de alcohol aument6 el nivel de homocisteina
hepatica en los ratones ASMasa’ pero no en los TNFR1/TNFR2-/-.
Conclusién: Estos resultados apoyan la hipétesis de que el TNF juega
un papel en la higado graso y inflamacién/necrosis en la EHA y que la
ASMasa podria ser un nuevo blanco terapéutico en esta enfermedad.

LA DEFICIENCIA DE LA METIONINA REPRODUCE EL DANO
NECROINFLAMATORIO OBSERVADO EN UN MODELO
NUTRICIONAL DE ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA
F. Caballero, A. Fernandez, J.C. Fernandez-Checa

y C. Garcia-Ruiz

Unidad de higado, Hospital Clinico y Provincial, CIBEREHD-
IDIBAPS, IIBB-CSIC, Universidad de Barcelona.

La esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) es un estadio intermedio en
la enfermedad del higado graso, caracterizado por la acumulacién ini-
cial de grasa en el hepatocito que puede progresar a estados mads
avanzados con inflamacion, estrés oxidativo, y muerte hepatocelular,
y que puede culminar en la cirrosis y el carcinoma hepatico. Existen
multiples modelos experimentales de EHNA, aunque ninguno repro-
duce exactamente el curso natural y la etiologia de la enfermedad en
humanos. La dieta deficiente en metionina y colina (MCD) es uno de
los modelos nutricionales mds utilizados en el estudio de la EHNA y
se caracteriza por producir esteatosis, inflamacion, estrés oxidativo y
muerte hepatocelular. La metionina es un aminoécido esencial que
juega un papel importante en muchas funciones celulares como la
sintesis y metilacion de proteinas y DNA, asi como intermediario de
la sintesis de S-adenosilmetionina (SAM) y de glutation (GSH), dos
moléculas importantes en la homeostasis celular. El objetivo del estu-
dio es investigar la contribucion individual de la metionina y de la co-
lina en el dafio hepético causado por la dieta MCD en ratones.
Meétodos: Ratones C57/B16 de 8 semanas se alimentaron con dieta
deficiente en metionina (MD), colina (CD), o en ambos metionina y
colina (MCD) durante 1, 7 y 15 dias. En tejido hepdtico se analizé
el nivel de SAM y SAH, GSH en citosol y mitocondria, el perfil li-
pidico (triglicéridos, TG, 4cidos grasos libres AGL y colesterol,
CH) y grado de esteatosis, asi como la lesion tisular por H&E e in-
flamacién por mieloperoxidasa.

Resultados: Los ratones alimentados con dieta MCD y MD perdieron
peso al cabo de 2 dias, pero no asi los tratados con dieta CD. Mientras
que el grado de esteatosis macrovesicular y nivel de TG y AGL fue simi-
lar en los ratones tratados con la dietas MCD o CD, el dafio hepatocelular
determinado por AST/ALT, focos de necrosis e inflamacion (tincion con
mieloperoxidasa) tras 7 dias de tratamiento se produjo en los animales
tratados con MCD o MD. Los niveles de GSH (citosol y mitocondrial) y
el de SAM disminuyeron desde el primer dfa de alimentacion con MD y
MCD. Asimismo, las dietas MCD y MD indujeron un incremento en el
nivel de S-adenosylhomocisteina resultando en una disminucién del co-
ciente SAM/SAH, no observado en animales tratados con CD.
Conclusién: Estos datos indican un papel diferencial de la metioni-
na y colina en EHNA. Mientras que la colina regula el higado gra-
so, la metionina es fundamental en el desarrollo de la inflamacién y
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daio celular debido a una disminucién temprana del nivel de GSH
mitocondrial. Dichos resultados apoyan estudios recientes en los
que la progresion de esteatosis a esteatohepatitis es independiente
de la cantidad de grasa.

IMPLICACION DE LAS VIAS DE SENALIZACION MAPK Y LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCION AP-1Y NF-KAPPAB EN UN
MODELO ANIMAL DE FALLO HEPATICO FULMINANTE

R. Garcia-Lastra®, B. San-Miguel?, F. Jorquera®, M. Alvarez",
J. Gonzilez-Gallego* y M.J. Tufién®

aCiberehd. Instituto de Biomedicina, Universidad de Leon.
bDepartamento de Sanidad Animal, Universidad de Ledn. <Servicio de
Digestivo, Hospital de Leon.

El virus de la enfermedad hemorragica del conejo (VRHD) es un
miembro de la familia Caliciviridae que causa en estos animales
una enfermedad aguda mortal que cumple los criterios para ser con-
siderado un adecuado modelo animal de fallo hepético fulminante
(FHF). En estudios previos hemos indicado la importancia que jue-
gan las vias apoptéticas en dicho modelo animal. AP-1 y NF-kB
son factores de transcripcién nuclear involucrados en procesos tales
como la respuesta inflamatoria y la apoptosis y son en parte regula-
dos por las protein-cinasas activadas por mitégenos (MAPK) JNK-1
y ERK1/2 y p38, respectivamente. Se ha indicado que estas vias de
sefializacion tienen efectos opuestos sobre la regulacion de la apop-
tosis, sefialando que JNK1 y p38 son mediadoras de la muerte celu-
lar, mientras que ERK1/2 promueve la supervivencia.

Objetivo: Determinar el papel de las principales vias de MAPK,
JNK1, p38 y ERK1/2 y de los factores de transcripcién AP-1 y NF-
kB en un modelo animal de FHF.

Métodos: Se utilizaron 20 conejos de 9 semanas a los que se inyec-
té6 im. 2x10* unidades hemoaglutinantes del VRHD (aislado
Ast/89). Los animales fueron sacrificados a las 12, 24, 36 y 48 ho-
ras de la infeccién (hpi). Se determiné la expresién de las MAPK
(western blot), la activaciéon de los factores de transcripcion
(EMSA) y la expresion de caspasa-3 por inmunohistoquimica.
Resultados: E1 VRHD induce la activacion de las MAPK en distin-
tos periodos y con distinta intensidad. Asi, p38 se activa a las 12
hpi, se mantiene activado hasta las 24 hpi, pero disminuye su acti-
vacion a las 36 hpi alcanzando valores control a las 48 hpi. JNK-1
se activa a las 12 hpi (+114% vs control) y se mantiene con maxima
activacion desde las 24 hpi practicamente hasta la muerte de los
animales por FHF a las 48 hpi (+250% frente a control). Aunque
ERK1/2 presenta dos picos de activacion, uno de mayor entidad a
las 12 hpi (+200%) y otro de menor intensidad a las 36 hpi (+150%)
a las 48 hpi su actividad desaparece por completo coincidiendo con
la mayor expresion de la caspasa-3 y la muerte de los animales por
FHF a las 48 hpi. Ademas, se produce una activacion de los factores
de transcripciéon AP-1 y NF-kB que alcanza sus méximos valores
entre las 36 y las 48 hpi.

Conclusién: En el FHF inducido por el VRHD se produce una pro-
longada activacién de JNK-1 que precede a la activacién de AP-1y
NF-kB, todo ello junto con la falta de expresion de ERK en el pe-
riodo final del FHF parecen jugar un papel clave en la regulacién de
la muerte celular en el FHF. Estas vias de sefializacién celular po-
drian constituir dianas terapéuticas importantes para intentar frenar
o al menos retrasar la muerte por FHF.

Financiado por el Fondo de Investigacion Sanitaria

EFECTO DE LOS FLAVONOIDES QUERCITINA Y KAEMPFEROL
SOBRE LA EXPRESION GENICA DE COX-2 Y DE LA PROTEINA C
REACTIVA EN UN MODELO DE INFLAMACION IN VITRO EN
HEPATOCITOS HUMANOS

L. Crespo, M.V. Garcia-Mediavilla, S. Sdnchez-Campos,

M.J. Tufién y J. Gonzélez-Gallego

Ciberehd. Instituto de Biomedicina, Universidad de Leon.

Los flavonoides estdn considerados como sustancias bioactivas no
téxicas y se les atribuyen una serie de efectos bioldgicos entre los
que cabe destacar su actividad en la prevencién de enfermedades

coronarias, en el cancer, en desdrdenes gastrointestinales y en aque-
llos procesos que cursan con inflamacidn.

Objetivos: Evaluar, en un modelo de inflamacién in vitro, la capa-
cidad de los flavonoides quercitina y kaempferol para modular la
expresion génica de la enzima ciclooxigenasa (COX-2) y de la pro-
teina C reactiva (CRP) e inducir cambios en la ruta de sefializacion
del factor nuclear NFkB.

Métodologia: Para la realizacién del estudio se ha utilizado una li-
nea celular derivada de hepatocitos humanos (Chang liver) tratada
durante 24 horas con citoquinas proinflamatorias en presencia o au-
sencia de distintas concentraciones de quercitina (Q) o kaempferol
(K), (5-200 mM). La expresion génica de la enzima COX-2 y de la
CRP se determiné mediante PCR cuantitativa a tiempo real y wes-
tern blot. Asimismo se determin la traslocacion nuclear del factor
NFkB (EMSA) y la concentracion de su proteina inhibidora IkBa en
su forma fosforilada y de la enzima IKKa (western blot).
Resultados: El tratamiento con ambos flavonoides provocé una
disminucion de la expresion génica tanto de la enzima COX-2 como
de la proteina de respuesta aguda CRP, cuya expresion se encontra-
ba incrementada como consecuencia del tratamiento con la mezcla
de citoquinas proinflamatorias. En el caso del kaempferol dicha dis-
minucién se produce de manera dosis-dependiente (COX-2:
ARNm: -92%; proteina: -95%; CRP: ARNm: -92%; proteina: -
92%), mientras que para la quercitina la mayor inhibicién de la ex-
presion génica de COX-2 y CRP tuvo lugar con las dosis interme-
dias del flavonoide (COX-2: ARNm:-70%; proteina: -87%; CRP:
ARNm: -83%; proteina: -82%). En cuanto a la activacién del factor
nuclear NFkB, ambos flavonoides ejercen un efecto inhibidor dosis
dependiente, tanto sobre su traslocacion nuclear (Q: -75%; K: -
95%) como sobre la concentracion de la proteina del inhibidor IkBa
fosforilado y de la enzima IKKa (Qp,p: -75%; Kygap: -97%; Qurxat
-80%; Kixka: -90%).

Conclusiones: El presente estudio sugiere que la modulacién ejer-
cida por la quercitina y el kaempferol sobre la expresion de la enzi-
ma proinflamatoria COX-2 y la proteina de respuesta aguda CRP
puede contribuir a los efectos antiinflamatorios de dichos flavonoi-
des, posiblemente mediante mecanismos involucrados en la activa-
cién del NFkB. Las pequenas diferencias estructurales existentes
entre ambos flavonoides podrian ser las responsables de la capaci-
dad inhibitoria distinta observada para la quercitina y el kaempferol.
*Financiado por el Plan Nacional 1+D.

DIFERI}‘NCIACI()N IN VITRO DE CELULAS CD34,+ DE SANGRE
PERIFERICA DE PACIENTES SOMETIDOS A AFERESIS HACIA
HEPATOCITOS

J.R. Muiioz-Castafieda?, C. Herencia?, F. Calahorro?,

C. Herrera®, E. Mufioz, E. Vicente, L. Leéne, 1. Espejod,
E. Fraga®, M. de la Mata® y J. Muntané®

“Liver Research Unit, "Hematologia, <Cirugia, y ‘Andlisis Clinicos,
Hospital Reina Sofia, ciberehd, Cordoba.

Introduccién: Pacientes tratados con G-CSF y sometidos a aféresis
muestran en sangre periférica un incremento del nimero de células
CD34+ con caracteristicas de célula madre.

Objetivos: Diferenciar células CD34+ de sangre periférica de pa-
cientes sometidos a aféresis hacia hepatocitos mediante citoquinas.
Métodos: Se seleccionaron células CD34* mediante separacion in-
munomagnética con pureza superior al 95%. Para estimular la ex-
pansién inicial de las células CD34* aisladas se administraron factor
stem cell, trombopoyetina y Flt3-ligando durante 6 dias. La diferen-
ciacion se realizé con distintas combinaciones de HGF, EGF, FGF-
beta, FGF-alfa, OSM y FGF-7. Las células se cultivaron en medio
IMDM durante 28 dias. Se analiz6 el contenido de proteinas hepa-
toespecificas secretadas al medio de cultivo y la expresién por RT-
PCR de diversas proteinas hepatoespecificas.

Resultados: Las células CD34+ co-expresan marcadores stem cell
como CD133, CD90, CD177 y CD184. SCF, TPO y Flt3-ligando
incrementaron la poblacion celular en 2.6 veces. Las citoquinas in-
dujeron un cambio morfolégico de pequefias y esféricas a grandes y
poligonales. El andlisis del sobrenadante contenia pre-albtimina, ce-
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ruloplasmina o alfa-1-antitripsina, y las células expresaban albtimi-
na, alfal-antitripsina, CYP3A4 y C/EBP. La combinacién HGF,
OSM y FGF-7 genera un estado mds préximo al de hepatocitos.
Conclusién: Las células CD34+ de sangre periférica tienen propie-
dades de célula madre. HGF, OSM y FGF-7 inducen su diferencia-
cién hacia un estadio de diferenciacion préximo a hepatocitos fun-
cionales.

LA PROTEINA X (HBX) DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B (VHB)
ALTERA LA COMPOSICION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR POR
MEDIO DE LA MODULA CION DE LAS CELULAS ESTRELLADAS
(CEHS) Y DE LA ACTIVIDAD METALOPROTEASA MMP-2

Y. Rodriguez-Muioz?, S. Martin-Vilchez?®, P. Sanz-Cameno?,
M. Lépez-Cabrera®, R. Moreno-Otero® y E. Lara-Pezzi®

“Unidad de Hepatologia, Ciberehd. Hospital Universitario “La
Princesa”. *Unidad de Biologia Molecular, Hospital Universitario “La
Princesa”.

Introduccién: El VHB es uno de los principales agentes causales
del hepatocarcinoma. La implicacién de HBx en este caso se cono-
ce ampliamente, pero su papel en la fibrosis estd por esclarecer. En
la fibrosis hepatica existe una acumulacién excesiva de matriz ex-
tracelular (ME) debido a una alteracién del equilibrio sintesis-de-
gradacién de protefnas de ME. En este equilibrio juegan un papel
esencial tanto las CEHs, como las metaloproteasas, responsables de
la degradacién de ME y, por tanto, de la remodelacién tisular y de
los fenémenos inflamatorios asociados a la fibrosis.

Objetivo: Comprobar si HBx estd implicado en la alteracién del
equilibrio sintesis-degradacion de ME, mediante el estudio de su
efecto sobre CEHs y la actividad metaloproteasa.

Metodos: Las CEH fueron incubadas con medios procedentes de
las lineas hepatocitarias: CMX obtenida por transfeccion estable de
Chang-Liver (CHL) con HBx; HepG2 y 2.2.15, generada a partir de
la anterior, que posee 2 copias del genoma de VHB. Tras 24h, las
CEHs fueron recogidas para su estudio. Como marcador de activa-
cién caracteristico de CEHs, se analiz6 la expresion de alfa-SMA
mediante inmunofluorescencia y Western Blot, ademds de estudiar
la actividad metaloproteasa de la Gelatinasa A (MMP-2) mediante
zimografia. Los ensayos de proliferacion se realizaron en presencia
y ausencia de TIMP2 (Cell Growth determination Kit, Sigma).
Resultados: Hay un aumento destacado en la expresion de alfa-
SMA y MMP-2 en CEHs incubadas con medios condicionados
por las lineas hepaticas que expresan HBx, con respecto a las in-
cubadas con medios control. Las CEHs expuestas a medios que
contienen la proteina viral experimentan una tasa de proliferacién
mayor que las incubadas con medios procedentes de las lineas
HepG2 y CHL; sorprendentemente la capacidad de expansion de
CEHs se ve inhibida cuando se hallan en presencia del TIMP2 en
todos los casos.

Conclusion: HBx juega un papel en la fibrosis hepdtica de manera
directa, a través de su accidn sobre las células estrelladas, como de
forma indirecta, contribuyendo a la desregulacién del equilibrio sin-
tesis-degradacion de proteinas de ME. Esto se refleja en su efecto
sobre la actividad MMP-2 y de su inhibidor TIMP-2. Los experi-
mentos de proliferacion con TIMP-2, ponen de relieve la importan-
cia del equilibrio MMP-2-TIMP2 en la composicién de la ME no
s6lo por su actividad enzimatica, sino también por su capacidad de
modular la proliferacion de CEH.

LA ACTIVACION SELECTIVA DE GENES PROTECTORES
DEPENDIENTES DE NF-kB POR S-ADENOSILMETIONINA
PROTEGE FRENTE AL DANO HEPATICO POR
ISQUEMIA/REPERFUSI()N

L. Llacuna, J.M. Lluis, J.C. Ferndndez-Checa y A. Morales
Unidad de Hepatologia, Instituto Malalties Digestives, Hospital Clinic 1
Provincial, CIBEREHD, IDIBAPS, Instituto Investigaciones Biomédicas
de Barcelona, CSIC.

La activacién de genes NF-kB dependientes juega un papel destaca-
do en el dafio hepdtico por isquemia/reperfusion debido a su partici-
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pacion tanto en mecanismos de proteccion del hepatocito (MnSOD)
como de activacién de citoquinas inflamatorias (TNF, IL-1) en las
células de Kupffer. La activacién de NF-xB es sensible al estado re-
dox celular, siendo regulado por el nivel de radicales libres y de an-
tioxidantes como el glutation (GSH). La S-adenosilmetionina
(SAM) aumenta de forma especifica los niveles de GSH en el hepa-
tocito a través de la ruta de transulfuracion, ausente en células no
parenquimales.

Objetivo: La activacién selectiva de mecanismos de proteccién de-
pendientes de NF-xB por SAM en isquemia/reperfusion hepdtica.
Métodos: Modelo de isquemia parcial en ratén (70% del higado).
Dafio hepatico medido por ALAT/ASAT en suero, H&E y TUNEL
de muestras de higado a diferentes tiempos de reperfusion. Determi-
nacién espectrofotométrica de estrés oxidativo hepético mediante
MDA (peroxidacién lipidica) y niveles de GSH por HPLC. Niveles
de MnSOD medidos por RealTime-PCR y western blot. Niveles de
TNF por ELISA.

Resultados: La activaciéon de NF-xB aumenta con el tiempo de is-
quemia hasta su maximo hacia los 60 minutos, disminuyendo tras is-
quemias mas largas, mientras la produccién de radicales libres au-
menta de forma directa con la duracién de la isquemia. En paralelo,
tras isquemias largas (superiores a 60 minutos), la activacion de pro-
tefnas dependientes de NF-kB como MnSOD disminuye. La adminis-
tracién de SAM en rat6n reduce los radicales libres generados duran-
te la isquemia e incrementa los niveles de NF-xB hepiticos y de
MnSOD, sin alterar los niveles de citoquinas inflamatorias NF-xB
dependientes. En contraste, BSO, inhibidor del gamma-glutamilcis-
teinil sintasa (y-GCS), enzima reguladora de la sintesis de GSH, au-
menta la generacion de ROS tras la isquemia, disminuyendo los nive-
les nucleares de NF-xB y la sintesis de MnSOD. Como consecuencia
de ello, el tratamiento con SAM protege el higado frente a la isque-
mia/reperfusion, mientras que BSO aumenta el dafio hepético.
Resumen: La reduccién selectiva de los radicales libres en el hepa-
tocito tras isquemia/reperfusion mediante la administracion de
SAM permite aumentar la activacién de genes protectores depen-
dientes de NF-xB y disminuir el dafio hepdtico.

INMUNOFERON (IF-S) INHIBE LA REPLICACION DEL VIRUS DE
LA HEPATITS C (VHC) PROMOVIENDO LA LIBERACION DE
FACTORES SOLUBLES DE CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE PERIFERICA (CMSP)

S. Martin-Vilchez?, Y. Rodriguez-Munoz*, P. Sanz Cameno?,
F. Molina-Jiménez", J.L. Alonso®, S. Gonzdlez!, M. Lépez-
Cabrera®, R. Moreno-Otero? y P. Majano®

“Unidad de Hepatologia, Hospital Universitario de la Princesa, CIBER-
EHD, Madrid, *Unidad de Biologia Molecular, Hospital Universitario
de la Princesa, CIBER-EHD, Madrid “Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center, New York, NY, USA. ‘Departamento de I+D, Industrial
Farmaceiitica Cantabria S.A, Madrid, Spain.

Introduccién: IF-S es un farmaco cuyo principio activo es un gli-
coconjugado compuesto por el polisacarido de Candida utilis y una
proteina obtenida de semillas no germinadas de Ricinus communis.
Su principio activo es capaz de ejercer una accién inmunomodula-
dora sobre células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y la
expresion de citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-
alfa) y la interleuquina-1 (IL-1).

Objetivo: Determinar la actividad antiviral de IF-S in vitro frente al
virus de la hepatitis C (VHC).

Material y métodos: IF-S se obtuvo segtin las patente P9900408 y
PCT/E99/00338. El polisacarido y la proteina se usaron en una pro-
porcién 5:1. Cultivos celulares: Se emplearon dos replicones, gene-
rados a partir de la linea celular derivada de una hematoma humano
Huh-7, conteniendo el genoma completo del VHC. Las CMSP se
obtuvieron a partir de donantes sanos mediante gradiente de densi-
dad de Ficoll. Se cultivaron a una densidad de 10° cels/ml y tras 24h
en cultivo fueron estimuladas o no con IF-S a 1 ug/ml durante 48 O
96h. Los replicones fueron incubados con los sobrenadantes condi-
cionados de CMSP estimuladas o no con IF-S. Ademads estas célu-
las se incubaron directamente con IF-S a diferentes concentracio-
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nes. El efecto de IF-S sobre lineas celulares conteniendo un repli-
c6n gendmico del VHC se determiné analizando los niveles de
ARN viral mediante PCR cuantitativa y las proteinas Core y NS5A
mediante Western Blot.

Resultados: A pesar de no ejercer una actividad antiviral directa,
en los replicones del VHC cultivados con medios procedentes de
CMSP estimulados con IF-S se observ6 una disminucién tanto de
los niveles de ARN como de proteina en comparacién con aquellos
incubados con medios de CMSP no estimuladas.

Conclusién: En este estudio demostramos que IF-S es capaz de in-
hibir de manera indirecta la replicacién de VHC, a través de su ca-
pacidad para inducir la secrecion de factores solubles en CMSP.

EFECTO DE CARDIOTROFINA-1 SOBRE HIGADOS SUBOPTIMOS
EN EL TRASPLANTE HEPATICO ORTOTOPICO PORCINO

F. Calahorro, C. Herencia?, J. Bricefio®, A. Luque®, A. Naranjo®,
1. Espejo, I.C. Rodriguez?, M.C. Perez-Manrique®,

M.M. Granados!, R. Navarrete?, J. Morgaz¢, M. Iiiiguez°,

M. Bustos®, R. Gomez-Villamandos?, A. Poyato?, J. Ruiz®,

J. Prieto®, M. De la Mata?, P. Lopez-Cillero®, J. Muntané?

y J.R. Muiioz-Castafieda®

Liver Research Unit, *Departamento de Cirugia, y Servicio Andlisis
Clinicos, Hospital Reina Sofia, ciberehd, Cérdoba. ‘Hospital Clinico
Veterinario, Universidad de Cérdoba, Cordoba. *CIMA, Universidad de
Navarra, Pamplona.

Introduccién: La presencia de esteatosis hepdtica limita el uso de
un amplio nimero de higados para el trasplante hepatico. La cardio-
trofina-1 (CT-1) es una citoquina con importante actividad anti-
apoptdtica en la lesion hepatocelular. El objetivo del estudio es eva-
luar si CT-1 posee efectos beneficiosos en la disfuncién primaria
del injerto sub-optimo en el trasplante hepatico experimental.
Material y métodos: Se realizaron 15 trasplantes hepéticos en cer-
dos mini-pigs (10-15 kg) utilizando higados subdptimos por admi-
nistracion de tioacetamida. Se administraron diversas pautas de ad-
ministracion de CT-1 (300 pg/Kg p.c.) en donante o receptor. Se
tomaron muestras de sangre (0-24 h) y muestras hepdticas en el cer-
do donante y receptor a tiempo 0, en la cirugia de banco y a la
muerte del animal.

Resultados: El implante de un 6rgano sub-6ptimo incrementé las
transaminasas y redujo la supervivencia a 12 + 6.3 h. La administra-
cién de CT-1 redujo los niveles de transaminasas e increment6 la
supervivencia hasta las 21 + 7.7 h. Los mejores resultados se obtu-
vieron con la administracién en bolo de CT-1 en el donante. La CT-
1 disminuye la severidad de la lesion histolégica y mejora la arqui-
tectura del lobulillo hepatico.

Conclusiones: La CT-1 aumenta la supervivencia tras el trasplante
de un higado sub6ptimo, disminuyendo las transaminasas y la le-
sion histoldgica en el lobulillo hepatico. Estas premisas sugieren el
potencial uso de la CT-1 como agente citoprotector que permite la
recuperacion de un amplio nimero de 6rganos subdptimos para el
trasplante hepatico.

GAS6 PARTICIPA EN LA PROTECCI’(')N HEPATICA FRENTE A
ISQUEMIA/REPERFUSION A TRAVES DE LA ACTIVACION DE AKT
L. Llacuna, D. Bellido, P. Garcia de Frutos, J.C. Fernindez-
Checa y A. Morales

Unidad de Hepatologia, Instituto Malalties Digestives, Hospital Clinic i
Provincial, CIBEREHD, IDIBAPS, Instituto Investigaciones Biomédicas
de Barcelona, CSIC.

Gas6 (growth arrest-specific gene 6), proteina dependiente de vita-
mina K, es ligando de la familia de receptores tirosin quinasa
Tyro3/Axl/Mer. Esta ruta de sefializacién activada por Gas6 esta in-
volucrada en procesos de supervivencia y reparacion tisular. Re-
cientemente, Gas6 ha sido propuesto como hepatoprotector frente al
dafio causado por CCl, y en regeneracion hepdtica tras hepatecto-
mia.

Objetivo: Andlisis de la participaciéon de Gas6 en la isquemia/re-
perfusién hepética y sus mecanismos de accion.

Métodos: Modelo de isquemia parcial (70% del higado) en ratones
C57BL/6 y en deficientes en Gas6. Dafio hepdtico medido por
ALAT/ASAT en suero, H&E y TUNEL de muestras de higado a di-
ferentes tiempos de reperfusién. Determinacioén de activacion de ru-
tas de supervivencia (AKT, NF-KB) y muerte celular (JNK) en
muestras hepéticas post-isquemia mediante western blot, y su activa-
cién en hepatocitos en cultivo por exposicion a Gas6 recombinante.
Resultados: Ratones deficientes en Gas6 presentan una elevada
sensibilidad hepdtica al dafio por isquemia/repercusion. Mientras
solo un 10% de los ratones salvajes mueren en las 24 horas siguien-
tes a una isquemia de 90 minutos, esta tasa aumenta hasta el 80-
90% en los ratones Gas6”-. Las biopsias hepdticas presentan un ele-
vado dafio hepatocelular en los ratones deficientes en Gaso6,
observado tanto en tinciones H&E como TUNEL, respecto a anima-
les salvajes. La activacién de AKT observada en animales salvajes
ocurre tras 60 minutos de reperfusién, disminuyendo significativa-
mente en los animales deficientes en Gas6. Por su parte, Gas6 re-
combinante promueve la fosforilacion de AKT en hepatocitos en
cultivo, sugiriendo que esta ruta puede ser clave en su accion hepa-
toprotectora.

Conclusioén: La sensibilizacién al dafio hepatico causado por isque-
mia/reperfusion observada en ratones deficientes en Gas6 parece ser
causada por la insuficiente activacion de la ruta de proteccién hepa-
tica dependiente de AKT.

ESTEATOSIS HEPATICA EN POBLACION INFANTIL OBESA
E. Ubiifia?, J.M. Navarro?, I. Méndez?, A. Pérez?, R. Rivera?,
N. Ferndndez?, F. Rivas®, E. Perea® y L. Tapia®

“Unidad de Aparato Digestivo. "Unidad de Investigacién.cUnidad de
Pediatria. Hospital Costa del Sol. Marbella. Mdlaga.

Objetivos: /) Prevalencia de esteatosis hepatica en nifios con obesi-
dad. 2) Verificar si la esteatosis se asocia a determinadas variables
sociodemograficas, medidas antropométricas y pardmetros analiti-
cos. 3) Analizar si la esteatosis se asocia a variables relacionadas
con el sindrome metabdlico y la resistencia insulinica

Metodologia: Estudio transversal de 144 nifios con obesidad entre 6-14
afios. Se determinaron en suero los pardmetros siguientes: transamina-
sas, TSH, 4cido trico y perfil lipidico. Se determind insulinorresistencia
(HOMA) e insulinosensibilidad (QUICKI) en un grupo de pacientes
obesos. A todos los nifios se le realizé una ecografia de abdomen
Resultados: La prevalencia de esteatosis fue de 34,7%, mostrando
elevacion de las transaminasas el 12%. Por sexos, la prevalencia fue
del 40,5% en nifos y del 26,7% en nifias (p = 0,086). No se encon-
traron diferencias al comparar por grupos de edad (6-9 afios) (10-11
afios) (12 afios) (13-14 afios) (p = 0,828). Al comparar el resto de
variables entre los grupos de nifios con y sin esteatosis, encontra-
mos que los nifios con esteatosis presentaron cifras mas elevadas de
BMI, perimetro de cintura y de cadera. En cuanto a los pardmetros
analiticos, existia una clara relacién con triglicéridos, ALT, AST y
4cido trico; asi como con la hiperinsulinemia, HOMA, QUICKI y
sindrome metabdlico. Tras realizarse un andlisis de regresién logis-
tica multivariante encontramos que el indice HOMA vy el nivel de
ALT son los factores predictores de esteatosis hepatica (OR: 1,261
y OR: 1,065)

Variables Con esteatosis Sin esteat p-valor
BMI (kg/m?) 30,70 + 4,46 29,04 + 3,81 0,021
P.cintura (cm) 94,91 + 11,09 90,78 +9,55 0,021
P.cadera (cm) 102,56 + 11,83 98,77 + 10,69 0,053
AST (UI/L) 25,71 £ 6,59 23,67 +5,08 0,042
ALT (UI/L) 28,10 + 18,78 20,59 + 5,85 0,009
GGT (UI/L) 17,12 £ 6,78 15,84 + 5,46 0,224
Colesterol total /mg/dl) 157,10 £32,23 165,29 + 31,85 0,149
LDL-colesterol (mg/dl) 84,59 + 27,71 95,25 + 24,61 0,020
HDL-colesterol (mg/dl) 50,67 + 14,55 51,32+ 11,22 0,768
Triglicéridos (mg/dl) 112,26 + 68,06 89,98 +42,16 0,040
Acido trico (mg/dl) 5,64 + 1,24 5,17 + 1,41 0,055
TSH (mU/ml) 3,09 + 1,23 2,84+ 1,27 0,268
Glucemia basal (mg/dl) 92,02 +7,09 89,23 +7,53 0,079
Insulina en ayunas (uU/ml) 25,73 + 18,56 16,17 £ 7,80 0,006
QUICKI 0,30 + 0,02 0,32 + 0,02 0,016
HOMA-R 7,03 £5,08 4,06 2,33 0,002
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El sindrome metabdlico se diagnosticé en 18 sujetos de los 94 niflos
sometidos a SOG, lo que supone una prevalencia del 19,1%. Por se-
xos, la prevalencia fue del 23,5 % en nifios y del 15,4 % en nifas (p
= 0,240). Dentro del grupo con sindrome metabdlico, encontramos
que el 72,2% de los niflos presentaban esteatosis hepatica frente al
27,8% del grupo sin esteatosis, siendo dicha diferencia estadistica-
mente significativa (p = 0,001)

Conclusiones: El 34,7% de los nifios obesos presentan higado gra-
do. El sindrome metabdlico, la hiperinsulinemia y los niveles altos
de ALT son los factores de riesgo relacionados con la esteatosis he-
patica en la obesidad infantil.

Enfermedades metabdlicas

INMUNOMQDULADORES ENLA ENFERMEDAD HEPATICA GRASA
NO ALCOHOLICA DE LA OBESIDAD MORBIDA

M.L. Garcia-Torres, C. Montoliu, J.A. del Olmo, M. Civera,

N. Cassinello, J. Ortega, C. Faus, J. Martinez-Valls, P. Lluch,
M.A. Serra 'y J.M. Rodrigo

Hepatologia, Endocrinologia, Cirugia y Anatomia Patolégica. Hospital
Clinico. Valencia.

Objetivo: Estudiar la Enfermedad Hepatica Grasa no Alcohdli-
ca (EHGNA) en pacientes con Obesidad Mérbida (OM) y anali-
zar las diferencias entre las diferentes lesiones segiin parame-
tros clinico-analiticos e inmunomoduladores lipidicos y de
fibrogénesis.

Material y método: Estudio prospectivo que comprende:

Paciente: Grupo OM: 48 pacientes diagnosticados de OM con edad
media 46,9 + 7.9 de los que son 40 mujeres y 8 hombres. Grupo
Control: 19 sujetos sin sobrepeso y con analitica y ecografia norma-
les.

Estudio clinico-analitico: se recogen: edad, sexo, peso, talla, peri-
metro cadera y abdominal, Indice Masa Corporal (IMC), anteceden-
tes de enfermedad y tratamiento farmacolégico, Sindrome Metab6-
lico, morfometria y quimica hemadtica, marcadores virales,
Resistencia Insulina (HOMA).

Inmunomoduladores: Se analizan por técnicas de Elisa: Leptina,
Adiponectina, CK18Asp396(CK18), Interleucina 6 y 18(1-6, I-
18).

Estudio histologico: Se obtiene tejido hepatico durante intervencién
quirdrgica para OM y se realiza el Nonalcoholic Fatty Liver Disea-
se (NAFLD) Score: Grado de Esteatosis, Fibrosis, Inflamacion, Le-
siones Hepatocitarias y Otras lesiones.

Los pardmetros obtenidos se introducen en base de datos de SPSS
13.0 practicandose las pruebas estadisticas habituales para valores
cuali, cuantitativos y correlaciones.

Resultados: Existia Diabetes (38.2%), Sindrome Metabdlico
(40%), Hipertensioén arterial (36,4%), IMC (40-50:58,2%; >
50:41,8%), Resistencia Insulina (83,3%), Indice cintura/cadera
(> 0,9: 27,9%). Las transaminasas se encontraban elevadas sélo
en la mitad de los casos. Se diagndsticé: Higado Normal (2,1%),
Esteatosis (60,4%), Esteatohepatitis (35.4%), Cirrosis Hepatica
(2.1%). Los pacientes con EHGNA mostraron, comparativamen-
te con el grupo control, valores estadisticamente mas levados de
leptina, CK-18, 1-6 e I-18 e inferiores de adiponectina, En el
grupo EHGNA los pacientes con esteatohepatitis mostraban,
comparativamente con los de esteatosis, valores mas alterados de
indice cintura/cadera, insulina, hemoglobina glicosilada, resis-
tencia insulina, T4, LDL y triglicéridos. Asi mismo los niveles
de adiponectina se encontraron descendidos y los de leptina si-
milares en la esteatohepatitis, mientras que la CK-18, I-6 e I-18
estaban elevados. Segin los pardmetros del NAFLD Score la CK
18 e I-18 se diferencié (p = 0,02 y 0,017 respectivamente) tnica-
mente en la Fibrosis, mientras la I-6 mostré diferencias segun
Esteatosis (p = 0,045, Fibrosis (p = 0,001) y Lesiones de Hepato-
citos p = 0,04).
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Conclusiones: La EHGNA se desarrolla en la gran mayoria de los
pacientes con Obesidad Mérbida y en un tercio de ellos en forma de
Esteatohepatitis. Suele presentar valores de transaminasas normales.
La Resistencia a Insulina y el aumento proporcional de la grasa ab-
dominal se correlacionan con las formas mds graves (esteatohepati-
tis). El descenso de adiponectina favorece el desarrollo de esteato-
hepatitis. El aumento de CK-18, I-6 e I-18 indican incremento de
fibrosis.

VALOR DE LA EXCRECION DE COBRE URINARIO TRAS
ESTIMULACION CON D-PENICILAMINA EN EL DIAGNOSTICO DE
LA ENFERMEDAD DE WILSON

J.R. Foruny*, M.A. Rodriguez-Gandia®, M. Villafruela®,

M. Vizquez-Romero?, A. Lépez-San Romén?, E. Vizquez-
Sequeiros®, G. De la Poza?®, C. Martin de Argila?, C. Camarero®
y D. Boixeda®

“Gastroenterologia Hospital Universitario Ramon y Cajal de Madrid,
bGastroenterologia Hospital Universitario Principe de Asturias de

Alcald de Henares, ‘Pediatria Hospital Universitario Ramon y Cajal de
Madrid.

Introduccién: El diagnéstico de la enfermedad de Wilson (EW) se
basa en la biopsia hepatica (BH) y en la cuantificacion de la con-
centracion intrahepatica de cobre (CIHC). Existen pocos estudios
acerca de la utilidad diagndstica de la determinacion de cobre (Cu)
excretado en orina de 24 horas tras estimulacién con D-penicilami-
na.

Objetivo: Determinar la utilidad de la prueba de estimulacién con
D-penicilamina en el diagnéstico de la EW en adultos y su correla-
cién con la CIHC.

Material y métodos: Estudio prospectivo (septiembre 1998-sep-
tiembre 2007) realizado en adultos con sospecha de EW. Determi-
naciones (todos los pacientes): protocolo completo para estudio de
hepatopatia crénica, Cu sérico total, ceruloplasmina plasmdtica, ex-
crecion urinaria de Cu durante 24 horas basal y postestimulacion
(1 g D-penicilamina repartida en 2 dosis espaciadas en 12 h el dia
de la recogida). Biopsia hepdtica con determinacion de CIHC s6lo
en pacientes ceruloplasmina baja (< 20 mg/dl) asociada a hipertran-
saminasemia persistente o a excrecién urinaria de Cu basal > 40
ug/24 h. Diagnéstico de EW segtin criterios de Sterlieb (ceruloplas-
mina < 20 mg/dl y Cu intrahepdtico > 250 pu>g/g)' y puntuacién ob-
tenida en la escala diagndstica propuesta por un panel de expertos
(EW > 4 puntos)®. En casos dudosos se realiz6 anélisis genético
para deteccién de mutaciones del gen ATP7B. Anilisis estadistico:
programa SPSS 10.0 (test-Wilcoxon, Mann-Whitney) y curvas
ROC.

Resultados: 88 adultos con sospecha de EW, realizandose BH en
43. Edad media de los pacientes biopsiados 36,5 + 11,7 afios (rango
14-67); 40 eran varones.

Diagnosticados de EW 6 pacientes (Cu intrahepético > 250 pg/g y
puntuacion en escala diagndstica = 4). Se descarté EW en el resto de
los pacientes biopsiados (37 pacientes con cobre intrahepético < 250
ug/g y puntuacion en la escala < 2). Analizando las determinaciones
empleadas, encontramos diferencias significativas en: a) niveles de
Cu en orina de 24 h basal [mediana 134,3 ug/24h (Q, ; 134,3-492,6)
en EW vs mediana 19,0 ug/24h (Q,,18,7-21,6) en grupo sin EW; p
< 0,05] y b) niveles de Cu en orina de 24h tras estimulacion [media-
na 1284,0 ug/24h (Q,, 1134,2-3100,8) en EW vs mediana 776,0
ug/24h (Q,,557,5-896,3) en grupo sin EW; p < 0,01]. En las curvas
ROC confeccionadas la variable con mayor drea bajo la curva fue el
Cu urinario postestimulacién (AUC = 0,900). El punto de corte cal-
culado mediante la curva con mejor relacién sensibilidad/especifici-
dad (100%/80,7%) fue 1057 pug Cu/24 h.

Conclusién: La determinacién de Cu en orina durante 24 h tras es-
timulacién con D-penicilamina puede ser muy valiosa en el diag-
nostico de EW, especialmente para evitar la realizacién de BH en
pacientes con baja probabilidad diagndstica de EW (Cu urinario
post-estimulacién < 1057 pg/24 h).

1. Sternlieb I. Hepatology 1990;12:1234-1239.

2. Ferenci P et al. Liver Int 2003;23:139-42.
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LA ADMINISTRACION DURANTE UN MES DE DIETA DE
CAFETERIA INDUCE ENFERMEDAD HEPATICA POR DEPOSITO
DE GRASA Y DISFUNCION SINUSOIDAL ENDOTELIAL

M. Pasarin, J.G. Abraldes, A. Rodriguez-Vilarupla, V. Matei,
J. Gracia-Sancho, J.C. Garcia-Pagén y J. Bosch

Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica, Servicio de Hepatologia,
Hospital Clinic de Barcelona, IDIBAPS y Centro de Investigacion
Biomédica en Red de Enfermedades Hepdticas y Digestivas (Ciberehd)

La insulino-resistencia (IR) es el hecho fisopatolégico caracteristico
de la enfermedad hepatica por depdsito de grasa (EHDG). La IR se
asocia con disfuncién endotelial, caracterizada por una produccion
endotelial de NO disminuida, en parte a través de una disminucion
de la actividad de la via PI3K/Akt/eNOS. Mientras que la disfun-
ci6én endotelial periférica es un fenémeno extensamente caracteriza-
do en las situaciones de IR, no existen datos sobre la situacion fun-
cional del endotelio sinusoidal hepatico en el sindrome metabdlico.
El objetivo de este estudio fue evaluar en un modelo de EHDG si
ésta se asocia a la aparicion de disfuncién endotelial sinusoidal he-
patica.

Métodos: En 20 ratas WKY se administré durante un mes una dieta
control (n = 10) o una dieta de cafeteria (CF; n = 10), dieta rica en
grasa (65%) predominantemente saturada y colesterol. A los 30 dias
se realizaron estudios metabdlicos, estudios hemodindmicos in vivo,
perfusién hepdtica ex-vivo, western blotting y tinciones H/E y oil
red del higado.

Resultados: Las ratas alimentadas con dieta CF desarrollaron mani-
festaciones del sindrome metabdlico (obesidad, hipertension arte-
rial, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa e IR) (tabla). Al exa-
men microscopico los higados mostraban marcada esteatosis y
ballooning hepatocitario. La presion portal in vivo fue similar en los
dos grupos de ratas, mientras que la presion portal en perfusion fue
significativamente mayor en las ratas de cafeteria. El grupo CF
mostrd disfuncién endotelial sinusoidal, caracterizada como una re-
duccidn de la respuesta vasodilatadora a acetilcolina. Esto se asoci6
con una disminucién significativa de la fosforilacién de Akt y de
eNOS, sugiriendo una alteraciéon en la activaciéon de la via
PI3K/Akt/eNOS.

Conclusiones: Los resultados de este estudio muestran que la admi-
nistracion durante un mes de dieta de cafeteria induce manifestacio-
nes del sindrome metabdlico y esteatosis hepdtica, que se asocian
con la presencia de disfuncién endotelial sinusoidal hepatica y un
defecto en la via de sefializacién de Akt-eNOS.

Control  Cafeteria p
Aumento peso (%) 28 +4 376 0,004
Presién arterial (mmHg) 129+ 13 153 +22 0,023
Glucemia (mg/dl) 117+ 19 152 +24 0,034
Glucemia*insulina (UA) 40+ 10 88 +29 0,020
Presion de perfusion basal (mmHg) 72+0,7 8.8+0,2 0,020
Vasodilatacién maxima a ACh (%) -18+6 8+4 0,013
P-Akt/Akt ratio 0,33 +0,10 0,06 + 0,03 0,010
P-eNOS/eNOS ratio 3,41 = 0,66 1,37 £ 0,37 0,030

EVOLUCION DE FACTORES PROINFLAMATORIOS TRAS TRATA-
MIENTO EN PACIENTES CON ENFERMEDAD HEPATICA GRASA
NO ALCOHOLICA (EHGNA)

E. Molina?, M.A. Martinez-Olmos®, J.F. Castroagudin?, S.
Seijo*, E. Ferndndez®, J. Mera®, R. Villar® y A. Alvarez-Castro®
Servicio de Aparato Digestivo“. Servicio de Endocrinologia y Nutricion.

Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela
(CHUS). A Coruna.

Introduccién: Es clave la existencia de un estado proinflamatorio
en la patogenia y evolucion a esteatohepatitis de la EHGNA. Dicha
evolucion se ha relacionado con hipertransaminasemia mantenida e
hiperferritinemia.

Objetivo: Evaluar los cambios en adipocitoquinas y sustancias
proinflamatorias en una serie de pacientes diagnosticados de EHG-
NA tras 6 meses de tratamiento.

Pacientes y métodos: Se valoraron 74 pacientes (50 hombres y
24 mujeres) con edad media de 47,93 + 10,85 afios diagnostica-
dos de EHGNA en 2006 tras estudio por hipertransaminasemia
y/o hepatomegalia, descartdndose otras causas de hepatopatia
crénica, con hallazgos ecograficos compatibles y factores meta-
bdlicos asociados. Fueron tratados durante 6 meses con dieta
equilibrada moderadamente hipocaldrica, ejercicio fisico aerdbi-
co y tratamiento especifico de factores metabdlicos de riesgo.
Ademas de las pruebas de funcién hepdtica fueron determinados:
HOMA-IR, leptina, PCR ultrasensible (PCRus), IL6, TNFalfa y
homocisteina.

Resultados: En el conjunto de pacientes se objetiva descenso de
ALT en 43 pacientes (58,10%) alcanzando niveles normales en 22
(29,72%). Se produce descenso de HOMA-IR, PCRus, IL-6, ho-
mocisteina y ferritina alcanzando tnicamente significacién esta-
distica el descenso de leptina (1,99 + 2,21 vs 1,05 = 1,12; p =
0,023) que se produce en 53 pacientes (71,62%). En el subgrupo
de pacientes con ALT elevada pretratamiento se objetiva descenso
significativo de HOMA-IR en aquellos que la normalizan frente a
los que la mantienen elevada (4,23 + 2,83, 2,36 + 1,19, 4,07 +
3,72; p = 0,02) acompaiidndose de descenso significativo de TN-
Falfa (6,80 + 1,61, 4,67 + 1,28, 6,82 + 2,66; p = 0,007). Similares
resultados con respecto al TNFalfa se observan en pacientes con
HOMA-IR elevado pretratamiento que lo normalizan tras el mis-
mo (6,80 + 1,61, 4,06 + 1,5, 7,56 + 0,80; p = 0,04). A pesar del
descenso en estos pacientes de otros factores proinflamatorios éste
no alcanza diferencias significativas. No se observan descensos
significativos en el subgrupo de pacientes con ALT normal o
HOMA-IR < 3,9 pretratamiento.

Conclusiones: Tras 6 meses de tratamiento integral de pacientes
con EHGNA subyace un estado proinflamatorio a pesar del descen-
so en la resistencia a la insulina (HOMA-IR) y factores relaciona-
dos con la misma. Este descenso es significativo en el subgrupo de
pacientes con ALT elevada pretratamiento que consiguen normali-
zarla, apoyando el papel del HOMA-IR y TNF-alfa en dicha eleva-
cion.

EXPRESION INCREMENTADA DE ANFIRREGULINA,
BETACELULINA Y EPIRREGULINA, LIGANDOS DEL REQEPTOR
DEL FACTOR DE QRECIMIENTO EPIDERMICO, EN EL HIGA‘DO DE
UN MODELO GENETICO DE PROTOPORFIRIA ERITROPOYETICA
C. Berasain?, M. Garcia-Bravo®, I. Maule6n?, A. Sampedro?,

U. Latasa?®, F.J. Corrales?, R. Enriquez de Salamanca®, J. Prieto?,
M.A. Avila® y A. Fontanellas®

“Centro de Investigacion Medica Aplicada (CIMA). Avda Pio XII, 55,

31008 Pamplona. Navarra. *Centro de Investigacion, Hospital
Universitario 12 de Octubre. Avda. de Cérdoba Km 5,4, 28041, Madrid.

El higado exhibe una gran capacidad de defensa y regeneracion tras
agresiones quimicas o virales. La activacién del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) puede desempeiiar un papel de-
fensivo importante en la estimulacién de la regeneracion hepatica,
sin embargo, estudios recientes sugieren que su activacion manteni-
da puede ser un mecanismo importante en el desarrollo del carcino-
ma hepatocelular (CHC).

Las alteraciones hepatobiliares son una caracteristica constante en
un modelo murino de protoporfiria eritropoyética (PPE,
Fech™!P*/Fech™!P*). La expresién de la mutacién Fech™* en di-
versos fondos genéticos muestra diferencias en el grado de deposi-
cién de protoporfirina, inflamacion, fibrosis y colestasis a la tem-
prana edad de 6 semanas; y la aparicion de displasia celular y
focos de CHC a los 7 meses de la edad en el fondo genético de
BALB/cJ.

Objetivo: Analizar la expresion del EGFR y sus principales ligan-
dos implicados en la regeneracién del higado, en diversos fondos
genéticos del ratén PPE.

Métodos: El andlisis histoldgico y la RT-PCR a tiempo real fueron
realizados en muestras de higado de ratones PPE de 6 semanas de
edad de tres fondos genéticos (BALB/cJ, C57BL/6J y SIL/J) y en
muestras de animales BALB/J de 11 meses de edad. Se cuantifico la
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cantidad de ARNm correspondiente al EGFR vy sus ligandos: anfi-
rregulina (AR), factor de crecimiento epidérmico de unién a hepari-
na (HB-EGF), factor de crecimiento transformador (TGF)-alfa, be-
tacelulina (BTC), factor de crecimiento epidérmico (EGF), epigen
(EPG) y epirregulina (Ereg).

Resultados: El dafio hepatico y la deposicion de protoporfirina
en el higado de ratones PPE era leve en el fondo genético SJL/J,
media en BALB/J y alta en los animales criados en el fondo de
C57BL/6J a las 6 semanas de vida. La expresion de los ligandos
BTC, Ereg y especialmente AR, estaban incrementada en los ra-
tones PPE respecto a ratones sanos de su mismo fondo genético.
Sin embargo, la concentracién de ARNm del EGFR en el higado
de ratones PPE se redujo significativamente en el fondo genético
SJL/J, y permanecié incrementada en los ratones C57BL/6J y
BALB/cJ.

A los 11 meses de edad, la expresién de los ligandos AR, BTC y
Ereg continuaba activada en ratones porfiricos BALB/cJ, mientras
que la expresién del EGFR se redujo en un 20% respecto a los rato-
nes sanos.

Conclusiones: La induccion en la expresion génica de BTC, Ereg
y especialmente AR observados en los ratones PPE sugiere un
mecanismo de regeneracion hepatica inducida por la acumulacién
de protoporfirina en el higado. Sin embargo, la expresion mante-
nida de AR podria participar en el desarrollo de CHC promovien-
do la supervivencia de las poblaciones de hepatocitos portadores
de lesiones genéticas preneopldsicas, y contribuyendo al creci-
miento y a la resistencia a la apoptosis en las células transforma-
das.

EL DEPOSITO DE COLESTEROL EN EL HIGADO GRASO NO
ALCOHOLICO SE CORRELACIONA CON LA INDUCCION DE LOS
ENZIMAS QUE REGULAN LA HOMEOSTASIS DEL COLESTEROL
Y CON LAS LESIONES DE ESTEATOHEPATITIS

F. Caballero, J, Colmenero, R. Bataller, S. Delgado, A.M. Lacy,
J.C. Fernandez-Checa, J. Caballeria y C. Garcia-Ruiz

Unidad de Hepatologia. Instituto de Enfermedades Digestivas y
Metabdlicas. Hospital Clinic. CIBERehd. IDIBAPS. IIBB, CSIC.
Barcelona.

El higado graso no alcohdlico (HGNA) engloba un amplio es-
pectro de lesiones hepaticas asociadas, entre otros factores, a la
obesidad y la resistencia a la insulina. La esteatosis simple suele
tener buen prondstico, mientras que la esteatohepatitits (EHNA)
puede progresar a cirrosis y hepatocarcinoma. Estudios recientes
en nuestro laboratorio han demostrado que el depdsito de coles-
terol libre, pero no los triglicéridos, sensibiliza a los hepatocitos
a la muerte celular mediada por el TNF/FAS, contribuyendo a la
transicion de esteatosis a esteatohepatitis (Cell Metab 4: 185,
2006). Ademads, hemos observado que la tincidn con filipina que
es especifica para el colesterol libre, se correlaciona con los sig-
nos de inflamacién y fibrosis en sujetos obesos con HGNA.
Dado que la homeostasis del colesterol refleja el balance entre su
sintesis, metabolismo y transporte, el objetivo del estudio ha
sido analizar la expresion de los enzimas que regulan la homeos-
tasis del colesterol en biopsias hepaticas de pacientes obesos con
y sin signos de esteatohepatitis y su relacién con la tincién con
filipina.

Meétodos: Se han estudiado 43 pacientes (18 hombres y 25 mujeres,
edad 45 + 12 afios) con esteatosis o EHNA y 10 controles sanos. En
todos los pacientes se obtuvo una muestra de sangre inmediatamen-
te antes de ser sometidos a cirugia baridtrica y se practic6 una biop-
sia hepdtica durante la intervencién. La presencia de colesterol libre
en el higado se determiné por histoquimica, mediante tincién con
filipina. En 31 de los pacientes y en los controles se realiz6 PCR
cuantitativa a tiempo real con primers especificos para enzimas hu-
manos claves en la sintesis y transporte de colesterol como son
ABCG1, ABCGS8, SREBP1, SREBP2, ACAT, HMGCoA reducta-
sa, FAS y AMPK.

Resultados: La tincién con filipina fue positiva en todos los pa-
cientes con EHNA y en el 60% de los pacintes con esteatosis (p
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< 0,001), siendo también mds intensa en los pacientes con
EHNA. En todos los pacientes se observé una induccién en los
niveles de SREBP1 y FAS, mientras que los pacientes con
EHNA presentaron una induccién de SREBP2 entre 5 y 25 veces
en relacion a los controles y a los pacientes con esteatosis, ob-
servandose también una induccién de la HMGCoA reductasa.
Los niveles de ACAT también estuvieron aumentados (2-5 ve-
ces) en los pacientes con EHNA con respecto al grupo de estea-
tosis. Los transportadores del colesterol, ABCG1 y ABCGS, es-
taban discretamente inducidos en todos los pacientes, al igual
que la AMPK.

Conclusion: Los niveles de colesterol libre hepdtico estdn aumenta-
dos en los pacientes con EHNA en relacién con los pacientes con
esteatosis y se correlacionan con la induccién de SRBP2, lo que
apoya la posibilidad de ensayar nuevas vias terapéuticas en estos
pacientes.

EL RESVERATROL DISMINUYE LAS LESIONES HEPATICAS EN UN
MODELO MURINO DE ESTEATOSIS HEPATICA NO ALCOHOLICA
(EHNA)

E. Hijona®, L. Bujanda®, M. Larzabal®, A. Gonzdlez®,

J.M. Garcia-Arenzana®, B. Irastorza’, P. Bachiller?,

P. Aldazabal®y J.I. Arenas®

Unidad Experimental. Hospital Donostia. San Sebastidn. “Servicio de
Digestivo. *Servicio de Anatomia Patoldgica. “Servicio de
Microbiologia. ‘Departamento de Farmacia Hospitalaria. *Unidad
Experimental.

Introduccion: La esteatosis hepdtica no alcohdlica (EHNA) es una
enfermedad metabdlica frecuente, de etiologia desconocida que se
asocia a la hipercolesterolemia, la obesidad y la diabetes. Hasta en
un 26% puede evolucionar a la cirrosis.

El resveratrol es un polifenol presente en la piel de las uvas y otros
frutos y vegetales, que ha demostrado tener efectos beneficiosos en
modelos de intoxicacién alcohdlica en ratones.

Objetivo: Determinar el efecto del resveratrol sobre la EHNA en
ratas y su relacion con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
alfa).

Material y métodos: Se estableci6 EHNA en un modelo murino
mediante la administracién de una dieta modificada carente de lipi-
dos (80% almidén, 16% caseina y 4% vitaminas y minerales) admi-
nistrada en 4 ciclos (1 ciclo = 3 dias de ayuno y 4 dias de comida).
Las ratas utilizadas eran Wistar CRL: Wi (Han), machos de 225 g.
Se establecieron los siguientes grupos: Control (N = 12): dieta es-
tandar; Ayuno (N = 12): dieta estdndar con ciclos; Dieta (N = 12):
dieta modificada; Esteatosis (EST*) (N = 12): dieta modificada con
ciclos; Simulaciéon (SHAM) (N = 12); dieta modificada con ciclos
mas Iml/dia de agua bidestilada por sondaje orogdstrico; Resvera-
trol (RES) (N = 12): Idéntico al SHAM anadiendo al agua 10 mg de
resveratrol.

A los 28 dias del inicio se sacrificaban las ratas. Se determiné el
grado de depésito de grasa en el higado y la determinacién de tran-
saminasas y TNF alfa en suero. El depdsito de grasa se clasificé en:
Grado 0 (0%), Grado I (< 33%), Grado II (33-66%), Grado III (>
66%).

Resultados: El grado de esteatosis hepatica fue de III en el grupo
EST y SHAM frente a 0 los grupos Control, Dieta y Ayuno (p <
0,05). El grupo RES present6 un grado I en los depdsitos de gra-
sa. Las diferencias entre el grupo SHAM y RES fueron estadisti-
camente significativas (p < 0,05). El nivel plasmatico de ALT
también fue superior en el grupo SHAM (66 mg/dl) frente al gru-
po RES (33 mg/dl) sin presentar diferencias significativas. La
concentracién de TNF-alfa, fue menor en el grupo RES (26,2
pg/ml) que en el grupo SHAM (32,7 pg/ml) y EST (33,4 pg/ml)
(p < 0,05).

Conclusion: 1° El resveratrol disminuye la severidad de la EHNA
en ratas. 2° Este efecto puede estar mediado por la inhibicién del
TNF-alfa.

Trabajo financiado por el FIS: PI04/1730 y Sanidad del Gobierno
Vasco 2005111096 y 2007021011
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LA TRASDUCCION DEL HIGADO CON UN VECTOR
ADENOASOCIADO CODIFICANTE PARA EL ADNC DE LA PBGD
REVIERTE LAS ALTERACIONES BIOQUIMICAS Y PREVIENE LA
NEUROPATIA MOTORA ASOCIADA AL ATAQUE AGUDO EN UN
MODELO MURINO DE PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

A. Fontanellas®, A. Sampedro®, I. Mauleon?®, A. Pafieda?,

M. Alegre?, L. Vanrell?, J. Twisk®, E. Timmermans®,

R. Enriquez de Salamanca®, S. Van Deventer®, M.S. Rodriguez-
Pena®, G. Gonzélez-Aseguinolaza® y J. Prieto®

aCentro de Investigacion Medica Aplicada (CIMA). Avda Pio XII, 55,
31008 Pamplona. Navarra, Espaiia. "Amsterdam Molecular
Therapeutics (AMT). Meibergdreef 61, 1105 BA. Amsterdam. Holanda.
Centro de Investigacion, Hospital Universitario 12 de Octubre. Avda.
de Cordoba Km 5,4, 28041, Madrid, Espaiia.

La porfiria aguda intermitente (PAI) es una enfermedad autosémica domi-
nante causada por una actividad reducida de la porfobilindgeno desaminasa
(PBGD) hepitica. Bioquimicamente se identifica por la acumulacién de
precursores neurotoxicos, dcido aminolevulinico (ALA) y porfobilinégeno
(PBG), en situaciones de sintesis activada de hemo hepético inducida por
medicamentos, dieta, alcohol y/o cambios hormonales en la mujer. El sin-
toma que caracteriza la PAI es el ataque agudo que oscila desde ligeras mo-
lestias abdominales hasta neuropatia motora y crisis de evolucion mortal.
Objetivo: Desarrollar un protocolo de trasduccion del higado me-
diante un vector adenoasociado (VAA) portador de PBGD en un
modelo murino de PAIL

El ratén PAI presenta las caracteristicas de la PAI humana, hipoactivi-
dad hepdtica de PBGD y excrecion masiva de ALA y PBG por la orina
tras la administracion de fenobarbital (Fb). Ratones PAI macho recibie-
ron hasta 1x10'"'gv/ratén, iv, de VAA portador del ADNc de la PBGD
dirigido por un promotor hepatoespecifico. Las hembras se inyectaron
con 1x10'"gv/ratén. Los ratones PAI control recibieron un vector porta-
dor del gen reportero luciferasa. Los animales se sacrificaron a los tres
meses de la inyeccion de VAA. Otros dos ratones PAI machos recibie-
ron 5x10'°gv VAA-PBGD/raton, iv, para determinar la evolucién de la
conduccién nerviosa tras la induccién de ataques agudos repetidos.

Los animales fueron tratados con Fb a las 2, 4 y 13 semanas de la admi-
nistracion del VAA para simular sendos ataques de porfiria. Tras cada uno
de los ataques, los animales PAI control mostraron una elevada excrecion
de ALA y PBG y disfuncién motora medida por el test de rotarod. La ad-
ministracién de VAA-PBGD evit6 la acumulacién de ALA y PBG en los
ratones tratados. La proteccién fue total con dosis altas (> 1x10'gv) y par-
cial con 1x10°gv. La disfuncién motora fue completamente abolida en los
ratones tratados con VAA-PBGD. Tras el sacrificio, el higado de los ma-
chos mostré un incremento dosis dependiente de PBGD medido por acti-
vidad enzimatica, western blot, RT-PCR e inmunohistoquimica. La admi-
nistracién de 1x 10°gv AAV-PBGD mostré un leve incremento de PBGD
pero que indujo una significativa correccion metabdlica. La expresion de
PBGD fue similar entre machos y hembras inyectados con la misma do-
sis. Los potenciales motores evocados por estimulacion proximal del ner-
vio cidtico en ratones PAI no tratados mostraron un incremento en el tiem-
po de latencia y duracion tras la administracion de Pb. Este retardo sugiere
una desmielinizacion del nervio cidtico durante el ataque agudo que no se
observo en ratones sanos ni PAI tratados con VAA-hPBGD.

El estudio demuestra que la trasduccién del higado con un VAA-
PBGD revierte las alteraciones bioquimicas y protege de la neuro-
patia motora inducida por el fenobarbital en ratones con PAI. El
VAA es una alternativa terapéutica atractiva al trasplante hepatico
en pacientes PAI con ataques agudos recurrentes y/o neuropatia.

(ES NECESARIO UNA NUEVA CLASIFICACION H}STOL()GICA DE
LAS LESIONES HEPATICAS EN LA OBESIDAD MORBIDA?

A. Gila®, A. Palacios?, A. Garcia®, S. Delgado®, T. Caballero¢,
L. Rodriguez?, R. Quiles?, J.A. Mufioz?, I. Garcia Tercero?,

J.L. Mundi®. A. Ruiz Extremera’ y J. Salmerdn®

aUnidad Ap. Digestivo. *Cirugia B. ‘Anatomia Patolégicay “Pediatria.
Hospital Universitario “San Cecilio”. Granada CIBERehd.

Introduccién: El higado en la obesidad mérbida presenta lesiones
que abarcan desde la esteatosis leve hasta la esteatohepatitis. La dis-

cordancia de los hallazgos histoldgicos entre los diferentes autores
ha hecho que se plantee una nueva clasificacion (Kleiner) para uni-
ficar criterios.

Objetivos: Comparar las lesiones histolégicas de la clasificacion de
Brunt con el nuevo escore (Kleiner), y estudiar las variables que se
relacionan con cada clasificacion.

Pacientes y métodos: Se estudiaron por un mismo patélogo las
biopsias hepaticas de 104 pacientes obesos mérbidos sometidos a
cirugia baridtrica. Primero, por la clasificacién de Brunt, conside-
rando la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) a la presencia de es-
teatosis, inflamacion, balonizacién y fibrosis centrolobulillar (peri-
celular y perivenular). Posteriormente, se aplicé la de Kleiner, en la
que un indice de actividad histoldgica (IAH) = 5 es diagnéstico de
EHNA. El IAH se define como la suma aritmética de la puntuacién
semicuantitativa de tres lesiones histoldgicas que pueden ser rever-
sibles a corto plazo: esteatosis (0 a 3), inflamacion lobulillar (0 a 3)
y balonizacién hepatocelular (0-2). En esta clasificacién no se con-
sidera la fibrosis hepdtica para el diagndstico de EHNA.
Resultados: de los 104 pacientes, 78 (75%) eran mujeres y 26
(25%) hombres. La edad media fue de 42,5 + 12 y el IMC de 51,4 +
9. La esteatosis se clasifico en leve (31%), moderada (26%) y grave
(24%); y la fibrosis en estadio I (51%), estadio II (15%), estadio I1I
(3%) y estadio IV (0%). Los factores que se relacionaron con el gra-
do de esteatosis fueron AST, ALT, GGT y triglicéridos; los relacio-
nados con el estadio de fibrosis fueron glucemia, HOMA y AST. Se
diagnostic6 EHNA en 13 (12,5%) pacientes por la clasificacion de
Brunt y en 15 (14,42%) por la de Kleiner. El diagnéstico coincidié
en ambas clasificaciones en s6lo 8 pacientes; 5 tenfan EHNA por
Brunt y no por Kleiner, y 7 la tenfan segtin Kleiner y no por Brunt
(P =0,001). Los factores que condicionaron la presencia de EHNA
segun Kleiner fueron: AST (46 + 19 vs 26 + 11, P = 0,001), ALT
(59 + 33 vs 40 £ 65, P = 0,001), GGT (48 += 39 vs 31 + 30, P =
0,019), LDL-colesterol (90 + 65 vs 110 + 39, P = 0,088) y triglicéri-
dos (247 = 165 vs 154 £ 107, P = 0,028). El resto de factores epide-
mioldgicos y analiticos estudiados no fueron estadisticamente signi-
ficativos. Los factores de EHNA segtin Brunt fueron: HOMA (6 + 2
vs 3 £2,42, P =0,005), colesterol (158 £ 65 vs 195 =52, P =0,032)
y HDL-colesterol (49 + 25 vs 103 + 118, P = 0,006).

Conclusiones: El nuevo escore (Kleiner) valora mejor las lesiones
histoldgicas en los pacientes con obesidad mérbida y EHNA, y faci-
lita que se unifiquen los criterios histolégicos entre distintos auto-
res. En cambio, la clasificacion de Brunt se relaciona mas con el
sindrome metabdlico.

MARCADORES PLASMATICOS DE ESTRES OXIDATIVO (EO) Y
CITOQU}NAS EN LA ENFERMEDAD DE HIGADO GRASO NO
ALCOHOLICO (EHGNA) EN LA OBESIDAD INFANTIL

A. Ruiz Extremera?, A. Goicoechea?, A. Salmerén®, J. Le6n®,
A. Carazo®, J. Casado®, J.M. Fernandez Garcia?, M. Garofano®,
E. Ocete?, A. Martin®, P. Mufioz de Rueda® y J. Salmerén®
aServicio de Pediatria, "Radiologia y ‘Unidad de Ap. Digestivo.
Hospital Universitario San Cecilio de Granada. CIBERehd.

Introduccion: La EHGNA es un problema emergente en la pobla-
cién infantil. Aunque este sindrome tiene una etiologia multifacto-
rial, la obesidad es el factor que se asocia de forma mds consistente.
La resistencia a la insulina (RI) y el EO son fundamentales en el de-
sarrollo de este cuadro.

Objetivos: Conocer el comportamiento de los marcadores de EO y
citoquinas plasmdticas en nifios obesos y su relacion con la esteato-
sis (ecografia), el aumento de ALT y la RI.

Pacientes y métodos: Se han estudiado de forma prospectiva 150
pacientes con una edad entre 4 y 15 afios (47% nifias), remitidos a
la consulta de endocrinologifa infantil por obesidad (IMC> p95).
Tras un ayuno de 10 horas se tomaron muestras de sangre venosa
para determinacién bioquimica, RI por el método HOMA, marcado-
res de EO (peroxidacion lipidica o LPO plasmatica, sistema gluta-
tion -GSH, GSSG, GPx y GRd- intraeritrocitario y nitritos plasma-
ticos) y citoquinas plasmdticas (receptor soluble de TNF, o RTNFa
y TNF,, leptina, adiponectina, resistina, IL-6, MCP-1). La esteato-
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sis hepatica fue valorada ecograficamente (leve, moderada y grave)
por el mismo observador en 120 nifios.

Resultados: El 45 % (IC 95% 36%; 54%) de los nifios presentaban
esteatosis, en 16 (13,5%) fue moderada-grave. En el 9,5% la ALT
estaba aumentada (> 40U/L). El 90% de los nifios con aumento de
ALT presentaban esteatosis frente al 40% con ALT normal (P =
0,003). Los parametros relacionados con la esteatosis fueron IMC
(30 +4 vs28 +£3,p=0,04), insulina (19 £ 12 vs 13 =5, P =0,001),
HOMA (4,1 £2vs25+1,P=0,001), ALT 28 £16vs21 +7,p=
0,007), HDLC (48 + 8 vs 52 + 10, P = 0,016) y triglicéridos (94 =
49 vs 78 = 43, P = 0,05). Los parametros de EO que se correlacio-
naron con la esteatosis fueron GSSG (0,282, P = 0,009), GST
(0,275, P = 0,010), GSSG/GSH (0,204, p = 0,06), GPx (-0,267, P =
0,014), GRd (-0,465, P = 0,001) y nitritos (0,363, P = 0,004). En
cambio, no habia ninguna correlacién significativa con las citoqui-
nas estudiadas; aunque al dicotomizarlas por la mediana se observé
con mds frecuencia tasas mas altas de MCP-1 en los nifios con este-
atosis (62% vs 42%, P = 0,027). En los nifios con ALT aumentada
los resultados fueron muy parecidos a los descritos con esteatosis;
ademads habfia diferencias significativas en la IL6 (75% vs 47%, P =
0,06). El indice HOMA se correlacionaba de forma negativa con
GPx (-0,283, P = 0,01), GRd (-0,234, P = 0,037), resistina (-0,173,
P = 0,006, adiponeptina (-0,470, P = 0,001); también se correlacio-
n6 con el HOMA vy la lectina (0,215, P = 0,021) de forma positiva.
Por ultimo, GST se correlacioné con MCP-1 (-0,197, P = 0,046).
Conclusiones: La esteatosis hepatica en los nifios obesos es fre-
cuente. El estrés oxidativo y las citoquinas son factores importantes
en la aparicién de RI y esteatosis, y podrian actuar conjuntamente
en su desarrollo.

Tumores hepaticos

CARCINOMA HEPATOCELULAR EN EL ANCIANO:
CARACTERISTICAS CLINICAS Y SUPERVIVENCIA EN UNA SERIE
RETROSPECTIVA DE 49 PACIENTES MAYORES DE 75 ANOS

M. Ferndndez-Ruiz?, J.M. Guerra-Vales?, J. de la Cruz-Bertolo®,
J. Vila-Santos® y F. Colina-Ruizdelgado®

aServicio de Medicina Interna. "Unidad de Investigacion-Epidemiologia
Clinica. ‘Registro Hospitalario de Tumores. Hospital Universitario “12
de Octubre”. Madrid.

Objetivos: A pesar de su incidencia creciente entre pacientes de
edad avanzada con comorbilidad asociada, dentro de nuestro medio
el carcinoma hepatocelular (CHC) permanece mal caracterizado en
poblacién anciana. Esta circunstancia limita su manejo clinico y
puede conducir a un nihilismo terapéutico no justificado. Pretende-
mos analizar la historia natural del CHC en mayores de 75 afios y
los factores que la condicionan, poniéndola en relacién con la de
pacientes de menor edad.

Pacientes y métodos: Analizamos una cohorte retrospectiva de 236
pacientes con CHC (170 varones; edad global: 65,5 + 11 afios),
atendidos en nuestro centro en el periodo 1999-2003 y categoriza-
dos segiin su edad al diagndstico: grupo 1 (£ 75 afios) [n = 186; me-
dia: 61,9 + 10] y grupo 2 (> 75 aios) [n = 49; media: 79,1 £ 4] (p <
0,005). Comparamos sus variables clinicas segiin las pruebas de x>
y t-student. Realizamos un andlisis multivariante mediante regre-
sién logistica para determinar los factores asociados a la recepcion
de algun tipo de terapia loco-regional (vs paliativa). La superviven-
cia se baso en el modelo de Kaplan-Meier y fue comparada median-
te el test de log-rank, con posterior andlisis multivariante segtin el
modelo de riesgos proporcionales de Cox.

Resultados: No se obtuvieron diferencias entre ambos grupos res-
pecto a su distribucién por sexo, presencia de cirrosis o su etiologia,
Child-Pugh, estadio tumoral (BCLC), presencia de ascitis o trombo-
sis portal, o valores séricos de bilirrubina, AST, ALT, yGT, LDH o
hematocrito. El grupo de edad avanzada fue mds frecuentemente
diagnosticado por manifestaciones clinicas del CHC (vs seguimien-
to), con formas paucifocales o difusas, en estadio no localizado (se-
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gun criterios de Mildn), y con niveles séricos de o-fetoproteina >
400 ng/mL (todas: p < 0,05); la albimina sérica fue significativa-
mente menor en pacientes ancianos (p = 0,006). Este grupo fue sub-
sidiario de tratamiento exclusivamente sintomatico en el 78% de los
casos (vs 33% entre pacientes jovenes), y solo en 3 se practicé resec-
cién quirdrgica (p < 0,0001). La presencia de edad >75 afios actud
como predictor independiente de la no recepcion de terapia loco-re-
gional (p < 0,0001). La supervivencia media del grupo de mayor
edad (9,8 = 1 meses) difirié significativamente respecto a la de pa-
cientes mas jovenes (26,6 + 2 meses) (p < 0,0001). En el andlisis
multivariante, la edad avanzada se mantuvo como factor prondstico
independiente de pobre supervivencia (p = 0,049); esta variable, sin
embargo, perdié significacion al estratificar dicho anélisis por sub-
grupos de tratamiento (loco-regional vs sintomadtico) (p = 0,536).
Conclusiones: Los pacientes ancianos afectos de CHC exhiben
peor prondstico respecto a los mas jovenes. Esta circunstancia, mas
alld de sus diferencias en cuanto a extension tumoral o insuficiencia
hepatocelular, parece condicionada por la aplicaciéon de un trata-
miento sub-6ptimo en este grupo de poblacion.

EL ANALISIS PROT]E;()MICO IDENTIFICA NIVELES ALTERADOS
DE APOLIPOPROTEINAS EN PACIENTES CON CARCINOMA
HEPATOCELULAR DE DISTINTA ETIOLOGIA

L.M. Lépez-Sanchez?, M. Pleguezuelo?®, C. LLamoza?, C.
Goémez-Herruzo?, P. Lopez-Cillero®, I. Espejo, M. De la Mata?,
J. Muntané* y A. Rodriguez-Ariza*

“Liver Research Unit y "Departamento de Cirugia, Ciberehd, y “Servicio
de Andlisis Clinicos, Hospital Universitario Reina Sofia, Cérdoba.

Antecedentes: El carcinoma hepatocelular (CHC) se caracteriza
por aparecer mayoritariamente en el contexto de conocidos factores
de riesgo bien definidos, con un 90 % de los casos asentando en ci-
rrosis hepatica de etiologia virica o alcohdlica. El objetivo del pre-
sente estudio es la identificacion, mediante analisis protedmico de
expresion diferencial en plasma de pacientes con y sin CHC, de
nuevos marcadores moleculares que permitan una mejor deteccion
y prediccidn de la progresion de esta enfermedad.

Métodos: Se obtuvieron muestras de plasma de 61 pacientes con ci-
rrosis hepatica de diferentes etiologia (21 de alcohol, 18 de VHB y
22 de VHC), con y sin CHC. Tras la inmunodeplecién de las protei-
nas plasmadticas mds abundantes, el resto se analiz6 mediante elec-
troforesis 2D y las proteinas de interés se identificaron mediante es-
pectrometria de masas. Se analizaron comparativamente las
muestras procedentes de pacientes sin CHC y pacientes con CHC
con la misma etiologia de la enfermedad hepatica subyacente. Tam-
bién se analizaron muestras pareadas de tejido tumoral y no tumoral
procedente de pacientes con CHC sometidos a trasplante hepatico
en el Hospital Universitario Reina Soffa.

Resultados: El andlisis proteémico comparativo identificé a las
apolipoproteinas E, A1 y A4, y a FHR-1 (proteina relacionada con
el Factor H del complemento) y CD5L (proteina CD5 antigen-like)
como proteinas con un patrén de expresion diferencial en el plasma
de pacientes con CHC. Los niveles alterados de apolipoproteinas se
confirmaron mediante nefelometria (ApoAl) y Western-Blot bidi-
mensional (ApoAl y ApoE). Ademds, los resultados indicaron que
los cambios en los niveles plasmdticos de ApoAl y ApoE dependie-
ron de la etiologia del tumor, con mayores niveles de ApoE en pa-
cientes con CHC de etiologia etilica y bajos niveles en aquellos con
un tumor de etiologia virica, mientras que se observo lo contrario en
el caso de ApoAl. La proteina FHR-1 mostré un patrén de cambios
muy similar a ApoAl, con la cual interacciona. Por otro lado, los
niveles de ApoA4 fueron mds bajos en los pacientes con CHC, in-
dependientemente de su etiologia. Los andlisis comparativos en teji-
do tumoral y no tumoral mediante Western-Blot y RT-PCR cuanti-
tativa indicaron que los niveles alterados de ApoE pueden deberse a
la alteracion de la secrecion de esta apolipoproteina, sobre todo en
aquellos tumores de etiologia virica.

Conclusiones: La alteracion de los niveles de apolipoproteinas en
plasma constituyen un potencial biomarcador de CHC en pacientes
con cirrosis hepética de diversa etiologia.
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ANALISIS PROTEOMICO DE EXPRESION DIFERENCIAL EN
TUMORES DE PACIENTES CON CARCINOMA HEPATOCELULAR
SOMETIDOS A TRASPLANTE HEPATICO

L.M. Lépez-Sanchez?, M. Pleguezuelo?, C. LLamoza*, M.
Go6mez-Lopez®, J. Bricefio®, M. de la Mata?, J. Muntané* y A.
Rodriguez-Ariza®

Liver Research Unit y "Departamento de Cirugia, Ciberehd, Hospital
Universitario Reina Sofia, Cordoba.

Antecedentes: El carcinoma hepatocelular (CHC) es el tumor hep4-
tico primario mas frecuente en la edad adulta, y se caracteriza por
aparecer mayoritariamente en el contexto de enfermedad hepatica
cronica y cirrosis. El prondstico de los pacientes con CHC depende
del momento evolutivo en que se efectiie el diagndstico y la tnica
estrategia para disminuir la mortalidad asociada a esta enfermedad
es una deteccidn temprana que permita una terapia efectiva. Tam-
bién es necesario poder disponer de marcadores de recidiva del
CHC tras la reseccion o el trasplante. Por ello existe un creciente in-
terés en la identificacién de nuevos marcadores moleculares del
CHC y en este sentido, la naturaleza dindmica del proteoma de una
célula o tejido justifica el estudio de la enfermedad directamente a
nivel protedmico.

Meétodos: Se obtuvieron muestras pareadas de tejido tumoral y no
tumoral procedentes de pacientes con CHC de distinta etiologia (al-
cohol, VHB y VHC) sometidos a trasplante hepdtico en el Hospital
Universitario Reina Soffa. Tras la extraccién y solubilizacion de
proteinas, el patrén diferencial de expresion se analiz6 mediante
electroforesis 2D y aquellas proteinas que mostraron una expresion
alterada al comparar tejido tumoral y no tumoral se identificaron
mediante espectrometria de masas.

Resultados: El anilisis mediante electroforesis 2D reveld 18
manchas proteicas con expresion alterada entre tejido tumoral y
no tumoral que correspondieron a 12 proteinas identificadas que
participan en el metabolismo, mecanismos de endocitosis y adhe-
sién celular, regulacién de la transduccion de sefiales intracelula-
res y de la actividad proteolitica. La expresion alterada de algu-
nas de estas proteinas dependié fuertemente de la etiologia del
CHC. El aumento de expresién de algunas isoformas de la hidro-
ximetil-glutaril-CoA sintasa mitocondrial y de la proteina regula-
dora GDI (Rab GDP dissociation inhibitor protein) se observé
fundamentalmente en muestras de pacientes con VHB. Por otro
lado, aunque se observé un incremento de expresion de citoque-
ratina 18 en tejido tumoral independientemente de su etiologia, la
citoqueratina 8, que interacciona con la proteina core del VHC,
sélo aumentd de expresiéon en tumores procedentes de pacientes
con VHC.

Conclusiones: El andlisis proteémico ha permitido en este estudio
la identificacién de proteinas con expresion alterada en el CHC. La
caracterizacion de su participacion en los mecanismos de patogéne-
sis permitird, ademds de su uso como nuevos marcadores molecula-
res de diagnéstico, la determinacién de nuevas dianas terapéuticas
en CHC de diferente etiologfa.

RELEVANCIA DE LA ViA SENALIZACION DE IGF EN EL
CARCINOMA HEPATOCELULAR HUMANO Y EVALUACION PRE-
CLINICA DE NUEVAS TERAPIAS SELECTIVAS ANTI-IGFR1

V. Tovar!, C. Alsinet!, L. Cabellos', M. Solé!, A. Villanueva?,
D. Chiang?®, S. Moyano', A. Lazaro', M. Schwartz?, V.
Mazzaferro*, J. Bruix' y J.M. Llovet'?

'BCLC Group. Servicio de Hepatologia, Hospital Clinic, IDIBAPS,
Barcelona, Spain. ?Mount Sinai Liver Cancer Program. Division of
Liver Diseases, Mount Sinai School of Medicine, Nueva York, USA.
3Cancer Program, Broad Institute, Boston, USA, *Istituto Nazionale dei
Tumori, Milan, Italia.

Introduccion: La activacién aberrante de la via de sefializacién de
IGF esta implicada en la transformacién neoplésica. Datos prelimi-
nares sugieren la activacion de esta via en el carcinoma hepatocelu-
lar (CHC). Las terapias selectivas que bloquean esta via de sefiali-
zacion han sido escasamente testadas en el CHC.

Objetivos: /) Explorar el papel de la via de sefializacion de IGF en
una cohorte de 104 CHC asociados al VHC 2) Evaluar la efectivi-
dad del bloqueo selectivo de la actividad del receptor IGFR1 me-
diante terapias moleculares.

Métodos: Se analizé la via de sefializacion de IGF en 104 pares de
CHCltejido cirrético y 10 tejidos control de higado sano mediante
el andlisis de la activacion de 6 proteinas (IGF-II, pIGFR1, pIRS-1,
pAkt, pERK, y pS6; inmunohistoquimica y inmunoblot); los niveles
de expresion de 7 genes (IGF-I, IGF-II, IGFR1, IGFR2, IRS-1,
IRS-2, y IGFBP-3; PCR-Q a tiempo real); y las aberraciones cro-
mosémicas mediante SNP-array (Affymetrix STY Mapping
Array®). Lineas celulares de cancer hepético (Huh7, Hep3B y
HepG2) se cultivaron con concentraciones crecientes de un anti-
cuerpo monoclonal contra IGFR1 (A12, ImClone). Se evalud la via-
bilidad celular (MTT), proliferacién celular (incorporacién de timi-
dina’[H]), el ciclo celular (FACS), y la expresién proteica
(inmunoblot). Finalmente, se generé un modelo xénograft de CHC
en ratones atimicos en el que se evalud el efecto in vivo de A12 (n =
14) comparado con un grupo control (n = 12).

Resultados: Un 19% (16/85) de las muestras de CHC present6 acti-
vacién de la via de IGF (tincién positiva para pIGFR1), que se co-
rrelaciond con la activacién de la via de mTOR (tincién positiva de
pS6), p = 0,02 y con los niveles de expresion de IGF-II (p = 0,004).
Se observaron valores de expresion de IGF-II muy aumentados (>
10 veces) en un 12,5% (13/104) de los CHC, mientras que la expre-
sién de IGF-I y IGFBP-3 se observo significativamente disminuida
(p < 0,05y p <0,0001, respectivamente). El analisis de SNP-array
reveld que 25 muestras presentaban disminucién en el nimero de
copias (LOH) en el gen IGFR2. El bloqueo de la activacién de
IGFR1 con A12 [0,1-200 nM] disminuy® la viabilidad celular a las
48h un 35%, y provocé una disminucién de la proliferacion celular
del 15-30% sin inducir niveles significativos de apoptosis. In vivo,
A12 ralentiz6 el crecimiento tumoral y un aumento significativo de
la supervivencia en un subgrupo de ratones respondedores para A12
(media de supervivencia de 21,9 dias, IC,,[16.1, 27.8]) en compa-
racién con el grupo PBS (media de 16.3 dfas, IC,,,[12.8, 19.9]), p =
0,001.

Conclusion: La via de sefializacion de IGF est4 activada en un sub-
grupo de pacientes con CHC, principalmente por el incremento en
la expresién de IGF-II y la pérdida de heterozigocidad del gen
IGFR2. La administracion de A12 reduce la viabilidad celular y la
proliferacién in vitro, y enlentece el crecimiento tumoral y mejora
la supervivencia in vivo. Existe base racional para testar este trata-
miento en ensayos clinicos de CHC.

SORAFENIB AUMENTA LA SUPERVIVENCIA EN EL CARCINOMA
HEPATOCELULAR AVANZADO. RESULTADOS DEL ENSAYO
CLINICO SHARP

A. Forner!, S. Ricci?, V. Mazzaferro®, P. Hilgard*, E. Gane’,
J.F. Blanc®, A. Cosme de Oliveira’, A. Santoro’, J.L. Raoul®,
M. Schwartz®, C. Porta'®, S. Zeuzem'!, L. Bolondi'?,

T.F. Greten'?, P.R. Galle'4, J.F. Seitz", I. Borbath!®,

D. Hiussinger'’, T. Giannaris'®, M. Shan!’, M. Moscovici?,

D. Voliotis?, J.M. Llovet’, J. Bruix!, en nombre del equipo

de investigadores del estudio SHARP

'Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) Group, Servicio de
Hepatologia, IDIBAPS, Hospital Clinic Barcelona, Barcelona, Espariia;
2Pisa, Italia; *Milan, Italia; *Essen, Alemania; Auckland, Nueva
Zelanda; °Bordeaux, Francia; "Siio Paulo, Brasil; *Rennes, Francia;
*Mount Sinai Liver Cancer Program, Division of Liver Diseases, Mount
Sinai School of Medicine, New York, NY, USA; "°Pavia, Italia;

"' Frankfurt, Alemania; "*Bolonia, Italia; '*Hannover, Alemania;
“Mainz, Alemania; "Marseille, Francia; '°Bruselas, Bélgica;
"Diisseldorf, Alemania; '$Toronto, Canada; '*West Haven, CT, USA;
*Milan, Italia; **Wuppertal, Alemania.

Introduccién: El carcinoma hepatocelular (CHC) constituye ac-
tualmente la tercera causa de muerte por neoplasia. Los pacientes
con CHC en estadio avanzado presentan una supervivencia mediana
de 6 meses y hasta la fecha ningtin tratamiento ha demostrado efica-
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cia en términos de supervivencia. Sorafenib es un inhibidor multi-
quinasa de Raf, VEGFR y PDGFR disponible por via oral, con acti-
vidad antiproliferativa y antiangiogénica en modelos in vivo, que ha
mostrado eficacia en pacientes con CHC avanzado en un ensayo
fase 2.

Pacientes y métodos: Se trata de un estudio multicéntrico, rando-
mizado, doble ciego, controlado con placebo que evalué sorafenib
400 mg/12 h (299 pacientes) versus placebo (303 pacientes) en pa-
cientes cirroticos con funcién hepatica conservada (Child-Pugh A),
performance status 0-2, afectos de CHC avanzado confirmado his-
tolégicamente que no hubieran recibido tratamiento sistémico. Los
objetivos primarios fueron supervivencia global y progresién sinto-
matica (FHSI8-TSP). Los objetivos secundarios fueron tiempo a
progresion, respuesta radioldgica y seguridad. Se planificaron dos
andlisis interinos para detectar de forma prematura eficacia del tra-
tamiento.

Resultados: No hubieron diferencias estadisticamente significati-
vas entre el grupo sorafenib y placebo; edad mediana (67a vs 68a),
varones (87% vs 87%), PS 0 (54% vs 54%), Child-Pugh A (95% vs
98%) y BCLC C (82% vs 83%), respectivamente. El ensayo finali-
z6 en el segundo andlisis interino (321 fallecimientos; sorafenib;
143, placebo 178) tras demostracién del beneficio del sorafenib. La
supervivencia mediana fue 10,7 meses con sorafenib y 7,9 meses
con placebo (HR S/P: 0,69; 1C95%: 0,55-0,87; P < 0,001; 44% de
aumento probabilidad de supervivencia). No hubieron diferencias
en FHSIS-TSP. La mediana de tiempo a progresién fue 5,5 meses
con sorafenib y 2,8 meses con placebo (HR S/P: 0,58; IC95%: 0,45-
0,74; P < 0,001; 73% de aumento del tiempo a progresion radiol6gi-
ca). Se objetivo respuesta parcial en 7 pacientes (2,3%) en el grupo
sorafenib y dos pacientes (0,7%) en el grupo placebo, mientras la
progresion libre de enfermedad a los cuatro meses fue 62% y 42%,
respectivamente (P < 0,001). Diarrea (39% vs 11%), anorexia (14%
vs 3%), pérdida de peso (9% vs 1%), sindrome mano-pie (21% vs
3%) y alopecia (14% vs 2%) fueron mds frecuentes en el grupo so-
rafenib, pero en la mayoria de los casos fueron leves y de ficil ma-
nejo clinico.

Conclusiones: Sorafenib es el primer tratamiento sistémico que ha
demostrado aumento significativo de la supervivencia en pacientes
afectos de CHC avanzado.

ESTUDIO DEL DANO HEPATICO PRODUCIDO POR LA
RADIOEMBOLIZACION CON MICROESFERAS DE YTRIO90

B. Gil, M. Ifarrairaegui, J. Rodriguez, A. Martinez-Cuesta,
J.I. Bilbao, F. Alegre, J.I. Herrero, J. Quiroga, J. Prieto
y B. Sangro

Clinica Universitaria de Navarra.

Introduccion: La radioembolizaciéon (RE) con microesferas de
ytrio90 es un procedimiento para el tratamiento de los tumores he-
paticos. La toxicidad hepatica de esta técnica nunca ha sido estudia-
da con profundidad.

Objetivos: Investigar la incidencia, caracteristicas y factores que
influyen en la aparicién de dafio hepitico tras RE.

Material y métodos: Se ha estudiado la aparicion de toxicidad
hepdtica en todos los pacientes sin hepatopatia cronica someti-
dos a RE entre septiembre 2003 y julio 2006, evaluando mas de
100 variables relacionadas con el paciente, el tumor, el higado y
el tratamiento. Se realizé un estudio univariado utilizando un
test de Mann-Whitney U par las variables continuas y un test de
Fischer para las variables categdricas. Debido al tamafio mues-
tral, se seleccionaron para el andlisis multivariado (utilizando un
modelo de regresion logistica) las variables clinicamente rele-
vantes y con significacion en el univariado a nivel de p = 0,1.
Para comprobar la bondad de ajuste se empled el test de Hos-
mer-Lemeshow.

Resultados: Un 20% de los 45 pacientes desarrolld un cuadro
consistente en ictericia y ascitis (en ausencia de progresion tumo-
ral o dilatacién biliar) entre 4 y 8 semanas tras el tratamiento. En
3 pacientes, el cuadro fue grave, con elevacién de bilirrubina por
encima de 20 mg/dl, marcada ascitis y deterioro de la funcién he-
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patica. La biopsia hepdtica de 2 de ellos fue compatible con en-
fermedad venooclusiva y ambos fueron tratados con colocacién
de TIPS con mejoria de la funcién hepdtica. En los demads pacien-
tes, la alteracién analitica fue leve, pero nunca transitoria. El gru-
po de pacientes que desarrollé dafio hepatico por RE (DHRE) era
mas joven (45 vs 56 afios, p < 0,05), con menor masa corporal
(IMC 23,7 vs 26,0 kg/m? p < 0,1), habia recibido mds frecuente-
mente quimioterapia (100% vs 66%, p < 0,05), tenia un menor
volumen tumoral (190 vs 590 ml, p < 0,1), presentaba niveles sé-
ricos de bilirrubina mas altos en el momento del tratamiento (1,0
vs 0,79 mg/dl, p < 0,1) y aunque no habfa recibido una actividad
total mayor (actividad media: 1,6 vs 1,76 GBq, n.s), si habfia reci-
bido mayor actividad en relacién al volumen hepético no tumoral
tratado (37 vs 29 GBq, p < 0,1). En el estudio multivariado, con-
servaron la significacion la edad inferior a 55 afios (p 0,003) y el
haber recibido una actividad superior a 0,8 GBg/L de volumen
hepético no tumoral (p 0,03).

Conclusion: La RE puede producir un cuadro de toxicidad hepdtica
enmarcable dentro del sindrome de obstruccién sinusoidal. Aparece
exclusivamente tras RE hepatica bilobar en pacientes con tratamien-
to quimioterapico previo. Aunque la edad y la actividad administra-
da pueden jugar un papel son necesarios estudios ulteriores que de-
limiten los factores que influyen en su aparicion.

EL GRADO DE DIFERENCIACION Y LA CAPSULA TUMORAL
DETERMINAN LA RESPUESTA TERAPEUTICA DEL CARCINOMA
HEPATOCELULAR A LA INYECCION PERCUTANEA DE ETANOL:
RESULTADOS DE UN ESTUDIO PROSPECTIVO

J.F. Castroagudin®, E. Molina?, S. Seijo?, 1. Abdulkader®,

J. Forteza®, E. Dominguez Mufioz* y E. Varo®

“Aparato Digestivo, "Anatomia Patoldgica, “Unidad de Trasplantes
Abdominales. Hospital Clinico Universitario de Santiago. Universidad
de Santiago de Compostela, Espaiia.

Objetivo: Determinar los factores que influyen en la eficacia en
términos de induccion de necrosis tumoral del carcinoma hepato-
celular (CHC) tratado mediante inyeccion percutdnea de etanol
(IPE).

Meétodos: Se incluyeron de forma prospectiva 29 receptores de un
trasplante hepético con la indicacién de CHC tratado mediante IPE
neoadyuvante en lista de espera. Se recogieron variables demografi-
cas, clinicas, analiticas y relativas al tumor. El higado fue examina-
do por un patdlogo “ciego” para las caracteristicas basales del tu-
mor mediante cortes seriados de 5 mm de grosor. La respuesta local
fue definida como porcentaje de necrosis respecto al volumen tu-
moral total. Variables histoldgicas adicionales fueron el grado de
diferenciaciéon tumoral, presencia de capsula tumoral, satelitosis,
nddulos a distancia, invasién vascular y tipo morfolégico de cirro-
sis.

Resultados: Se identificé necrosis total en 17 ndédulos (50%), ne-
crosis subtotal (90-99%) en 7 (20,6%), necrosis parcial (< 90%) en
9 (26,5%) y ausencia de necrosis en un nddulo (2,9%). La mediana
del porcentaje de necrosis fue del 97,5% (rango 0-100). E1 CHC era
bien diferenciado en 28 casos (82,3%). 18 nédulos (52,9%) estaban
completamente encapsulados. En 2 nédulos se observo invasion mi-
crovascular. Se efectu$ un analisis univariante en el que el didmetro
tumoral (< 3,5 versus > 3,5 cm), el grado de diferenciacion, la pre-
sencia de cdpsula tumoral y los valores de ALT y AST < 40 UI/L se
asociaron con una mayor tasa de necrosis tumoral. En el andlisis
multivariante mediante regresién logistica, el grado de diferencia-
cién y la presencia de cdpsula tumoral se asociaron con una mayor
tasa de necrosis (OR 15.1, p = 0,045 y OR 13.7, p = 0,033, respecti-
vamente), independientemente del didmetro tumoral (OR 7.6, p =
0,063).

Conclusiones: En la presente serie, los tumores de didmetro in-
ferior a 3.5 cm, bien diferenciados y encapsulados presentaron
mayores tasas de necrosis inducida por la IPE. De ellas, el gra-
do de diferenciacién y la presencia de cdpsula constituyeron los
principales predictores de la respuesta terapéutica local a la
IPE.
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TOLERANCIA Y EFICACIA A CORTO PLAZO DEL TRATAMIENTO
DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR EN ESTADIO AVANZADO
CON SORAFENIB

J.F. Castroagudin®, E. Molina?, E. Otero®, S. Tomé®, R. Lépez°,
S. Seijo* y E. Varo®

“Aparato Digestivo, *Unidad de Trasplantes Abdominales, ‘Oncologia
Meédica. Hospital Clinico Universitario de Santiago. Universidad de
Santiago de Compostela. Espana.

Objetivo: Evaluar la eficacia y la seguridad del tratamiento paliati-
vo con Sorafenib en el carcinoma hepatocelular (CHC) en estadio
avanzado.

Métodos: Disefio: Estudio prospectivo de intervencidn, abierto, no
comparativo. Criterios de inclusién: CHC en estadio avanzado o in-
termedio no subsidiario o tras fracaso de tratamiento quimioemboli-
zante. Tratamiento: Sorafenib (Nexavar®, Bayer Healthcare) con
dosis objetivo de 800 mg/dia bid p.o. Protocolo de seguimiento:
Evaluacién de bioquimica hepatica y renal, iones, hemograma, fun-
cién hepatocelular, performance status test (PST) y eventos adver-
sos en los dias 15, 30, 60, 90 y 120. Evaluacién de la respuesta tera-
péutica mediante TC toraco-abdominal segin criterios de la
OMS-EASL en dias 30 y 90.

Resultados: Trece pacientes varones, con edad media de 61 + 14,7
afios, fueron incluidos en el protocolo de estudio. La etiologia de la
enfermedad hepatica fue alcohélica en 7 enfermos (53,8%), infec-
cién por VHC en 3, hemocromatosis hereditaria en 2 y criptogénica
en el caso restante. El 92,3% de los sujetos se encontraban en un es-
tadio funcional A de Child-Pugh. El 69,2% presentaban un PST 0.
En un 46.1% se identificé invasién vascular de la vena porta, y en
un 53.8% metdstasis. La mediana de los valores basales de AFP fue
de 70.2 UI/mL (32,1-17478). El evento adverso mads frecuente fue
el sindrome constitucional (90,9%), seguido de la diarrea (81,8%),
artralgias (54,5%) sindrome flu-like y dispepsia (45,4%) y lesiones
cutdneas (18,2%). En 7 casos (53,8%) fue necesaria la interrupcion
del tratamiento por eventos adversos. No se observaron diferencias
entre los valores basales de transaminasas, funcién hepatocelular y
PST y los controles post-tratamiento (p > 0,05). Cinco enfermos
(38,5%) presentaron progresién tumoral, mientras que los restantes
cumplian criterios de enfermedad estable. Nueve enfermos (69,2%)
se encuentran vivos tras una mediana de seguimiento de 62 dias
(16-237).

Conclusiones: En la presente serie, el tratamiento con Sorafenib se
asoci6 a una elevada prevalencia de eventos adversos, fundamental-
mente subjetivos, los cuales motivaron la interrupcién del mismo en
un porcentaje significativo de casos. No obstante, no se detecté un
deterioro significativo de los pardmetros bioquimicos hepdticos ni
de funcion hepatocelular.

POLI (ADP-RIBOSA) POLIMERASA-1 (PARP-1), NUEVA DIANA EN
EL TRATAMIENTO DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR

R. Quiles?, J A Muiioz-Gamez?, A. Ruiz-Extremera?,

A.B. Martin-Alvarez?, L. Sanjudn-Nufiez®, J.M. Rodriguez-Vargas®,
A. Peralta-Leal*, P. Mufioz de Rueda?, J. Oliver® y J. Salmerén®
“Unidad Clinica de Aparato Digestivo, Hospital Universitario San
Cecilio, CIBERehd, Granada. "Fundacion para la Investigacion
Biosanitaria de Andalucia Oriental “Alejandro Otero” (FIBAO),
Granada. “Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra, CSIC,
Granada.

Introduccion: En la aparicién del carcinoma hepatocelular (CHC)
juegan un papel importante las lesiones del ADN junto con la res-
puesta inflamatoria y la generacién de especies reactivas del oxige-
no. Por este motivo, los mecanismos responsables de la reparacion
del ADN y de la respuesta inflamatoria se utilizan para estudiar
nuevas dianas en las terapias del cancer. Una de las proteinas que
participan en estos mecanismos es la poli (ADP-ribosa) polimerasa-
1 (PARP-1).

Objetivos: /) Estudiar la inhibicion farmacolégica de PARP-1 en la
reduccién del volumen tumoral de xendgrafos de CHC. 2) Analizar
la expresion génica diferencial tras la inhibiciéon quimica de dicha

proteina. 3) Determinar el desarrollo de la angiogénesis y su posible
regulacion por PARP-1 en dicho modelo.

Métodos. En 16 ratones Inmunodeficientes NCr-Nude de 5 sema-
nas se realiz6 un modelo de xendgrafos mediante la inyeccién
subcutdnea de 8.000.000 células procedentes de CHC (HepG2).
Un grupo de ratones (n = 8) se trataron farmacoldgicamente con el
inhibidor quimico de PARP-1, DPQ, a una concentracién de 15
mg/kg i.p durante cuatro dias consecutivos. En el grupo control (n
= 8) no se realizé ningun tratamiento. El andlisis de la expresion
génica se llevo a cabo sobre las muestras de xendgrafos mediante
Arrays de 54.000 genes. Se realizaron estudios de angiogénesis in
vivo mediante la medicion de contenido de hemoglobina en plugs
de matrigel inyectado subcutdneamente en ratones C57BL6 a tra-
vés de un método colorimétrico. Este estudio fue realizado en 4
ratones control (sin tratamiento) y 4 ratones tratados con DPQ (15
mg/kg i.p).

Resultados: Los resultados obtenidos muestran una disminucién
no significativa del volumen tumoral del xendgrafo tras tratamien-
to con DPQ (564 mm? vs 394 mm?). Por otro lado, los tumores au-
mentaron en los ratones no tratados (445 mm? vs 2942 mm?, P <
0,05). Estos datos muestran diferencias significativas de los volu-
menes tumorales finales entre el grupo control y el tratado con
DPQ (2148 vs 394, P < 0,05). El andlisis de la expresién génica
demuestra que el tratamiento con el inhibidor incrementa la expre-
sién de ciertos oncogenes (c-myc, entre otros). Por otro lado, los
xendgrafos de los ratones tratados presentaban una elevada induc-
cién de genes supresores de tumores (S78, RHOB, ID4, HTA-
TIP2). Otros genes interesantes implicados en la induccién y pro-
gresién tumoral que se encuentran sobre-expresados en los
xendgrafos control son los siguientes (SOX2, CATRI, PIK3CA,
IGFBP7, IRS2, NOSTRIN, OPN, CDHSY). Por iltimo, el estudio de
angiogénesis evidencié que el inhibidor de PARP-1 reduce signi-
ficativamente la formacién de vasos (1,2 vs 0,4, densidad 6pti-
ca/100 mg de matrigel, P < 0,001).

Conclusion: Los resultados obtenidos indican que los inhibidores
de PARP podrian ser una alternativa terapéutica en el tratamiento
del CHC.

INCIDENCIA Y FACTORES ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
HEPATOCARCINOMA EN LA CIRROSIS BILIAR PRIMARIA
L. Caballeria, M. Bruguera y A. Parés

Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives, Ciberehd,
Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona.

El desarrollo de un hepatocarcinoma (HCC) forma parte de la histo-
ria natural de la cirrosis hepdtica y se ha descrito en todas las etiolo-
gias. Los datos existentes en la cirrosis biliar primaria (CBP) son
menos conocidos, generalmente porque se dispone de un reducido
ndmero de pacientes o un seguimiento incompleto, aunque se ha re-
ferido que el HCC tnicamente apareceria en las fases avanzadas de
la enfermedad y su incidencia serfa igual a la observada en cirrosis
de otras etiologias. Con el fin de conocer la incidencia de HCC en
la CBP se ha evaluado una serie de 389 pacientes con esta enferme-
dad y seguidos en el mismo centro de forma rutinaria (2-4 controles
anuales) y mediante la realizacion de una ecografia durante cada
0,5-2 afos. Los pacientes se siguieron hasta que fallecieron, fueron
trasplantados o desarrollaron un HCC, durante una media de 9,5 +
6,0 afios.

Resultados: Trece pacientes (12 mujeres y 1 varén) desarrollaron
un HCC en el curso de la enfermedad, lo cual representa una inci-
dencia del 3.41 %. La probabilidad de desarrollo de HCC a los 5,
10, 15 y 20 afios de seguimiento fue del 0%, 1,8%, 6,9% y 14.6%,
respectivamente. Esta probabilidad fue distinta segtn el estadio
histolégico en el momento del diagndstico de la CBP. Asi las pro-
babilidades de desarrollo de HCC fueron mas precoces en los pa-
cientes con estadios histolégicos avanzados (III y IV) que en los
pacientes con estadios histolégicos iniciales (I y II) (HCC a los 5
afios de 0% en los 2 grupos; a los 10 afios de 1,6% y 2,9%; a los
15 afios de 4,3% y 22,2%; y a los 20 afos de 12,9 y 22,2%, p =
0,016). No se observaron diferencias significativas en las varia-
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bles demograficas, clinicas ni analiticas en el momento del diag-
néstico entre los 13 pacientes que desarrollan HCC y el resto de
los pacientes salvo que los niveles de GGT fueron significativa-
mente mas altos y la tasa de protrombina mds baja, en los pacien-
tes con posterior HCC. Durante el seguimiento se observo que los
pacientes que desarrollaron un HCC tenian una mayor incidencia
de ictericia, pero similar incidencia de ascitis, hemorragia varicial
o encefalopatia hepatica. E1 77% de los pacientes fueron tratados
con 4cido ursodesoxicélico (AUDC). La probabilidad de desarro-
1lo de HCC estuvo significativamente mds retrasada en los pacien-
tes que fueron tratados con AUDC que en los que no recibieron
este farmaco, pero los pacientes tratados con AUDC tenifan una
enfermedad menos avanzada en el momento del diagnéstico. To-
dos los pacientes estaban en estadios avanzados en el momento
del desarrollo de HCC.

Conclusiones: El HCC aparece tras un periodo de tiempo muy pro-
longado de duracién de la CBP, incluso en los estadios avanzados
cuando se detecta una probabilidad del 22% a los 20 afios. La de-
mora en el desarrollo de HCC en los pacientes tratados con AUDC
depende de la menor gravedad de la enfermedad en el momento del
diagnéstico y probablemente del efecto enlentecedor sobre la pro-
gresion histolégica.

IMPACTO DEL MICROAMBIENTE EN EL PRONOSTICO DEL
CARCINOMA HEPATOCELULAR (CHC): IDENTIFICACION DE UNA
FIRMA GENETICA CON MUESTRAS DE TEJIDO PARAFINADO

Y. Hoshida!, B. Minguez?, A. Villanueva?, M. Kobayashi?,

D. Chiang', A. Camargo*, K. Ikeda’, G. Watanabe®, S. Roayaie?,
M. Schwartz?, S. Thung?, S. Gabriel*, V. Mazzaferro®,

C. Battistion®, J. Bruix’, S. Friedman?, H. Kumada’,

JM. Llovet*” y T.R. Golub!

Cancer Program Broad Institute, USA', Mount Sinai Liver Cancer
Program, Mount Sinai School of Medicine, USA. Department of
Gastroenterology’, Surgery’, Toranomon Hospital, Japan Genetic
Analysis Platform®, Broad Institute, USA. National Cancer Institute,
Milan, Italy’. Barcelona Clinic Liver Cancer Group, Hosp Clinic
Barcelona, Spain.

Introduccién: El uso de perfiles de expresion genética han facilita-
do la comprension de la compleja patogenia molecular del CHC y
también han permitido identificar firmas genéticas capaces de pre-
decir supervivencia y recurrencia tumoral. Actualmente, esta técni-
ca es Unicamente aplicable en muestras de tejido fresco.

Objetivo: /) Desarrollar una firma de expresion genética en CHC a
partir tejido parafinado (tumoral y cirrético circundante) e 2) inves-
tigar la capacidad predictiva de esta firma en términos de supervi-
vencia y recurrencia.

Materiales y métodos: Se desarrolld una nueva plataforma
(DASL: DNA-mediated annealing, selection, extension and liga-
tion assay) capaz de investigar simultdneamente 6,000 genes a
partir de muestras de tejido histérico parafinado. Se realizé mi-
crodiseccién de CHC y tejido cirrético circundante en 80 pacien-
tes (cohorte oriental: Japén) con CHC precoz. Se construy® la fir-
ma genética realizando agrupacién no supervisada de los datos de
expresion en tejido tumoral y cirrético. La prediccion prondstica
se realizé mediante evaluacién del estado de expresién de la fir-
ma genética usando el método del Nearest Template Prediction
(NTP). Por iltimo, las firmas genéticas generadas en esta serie de
pacientes fueron validadas en una cohorte independiente formada
por 225 muestras de CHC precoz (cohorte occidental: Mount Si-
nai-Barcelona-Milan).

Resultados: La firma genética obtenida en el microambiente tu-
moral (tejido cirrético adyacente al CHC, compuesta por 58 ge-
nes) es capaz de diferenciar 2 grupos de pacientes con marcadas
diferencias en términos de supervivencia (mediana de supervi-
vencia de 9.1 vs 5.4 afios, respectivamente, p < 0,0001). Asimis-
mo, se generd una firma genética capaz de predecir recurrencia
tumoral tardia (> 2 afios) tras reseccién (p < 0,003). Ambas fir-
mas son validadas en 225 pacientes manteniendo un elevado ni-
vel de discriminacién en términos de supervivencia (p = 0,017) y
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recurrencia tardia (p = 0,03). La firmas incluyen genes relacio-
nados con la repuesta inflamatoria (NFKB2, IFI30), estrés oxi-
dativo (NOS2A y GPX2) y respuesta inmunitaria mediada por
interferén.

Conclusiones: La nueva plataforma DASL permite analizar el tras-
criptoma a partir de tejido parafinado. El perfil de expresion genéti-
ca obtenido del tejido cirrdtico peritumoral predice supervivencia y
recurrencia tardfa tras reseccion, identificando un papel relevante
del microambiente tumoral en la hepatocarcinogenesis.

EVALUACION DE LA RESPUESTA TUMORAL EN EL CARCINOMA
HEPATOCELULAR (CHC) TRAS TRATAMIENTO LOCO-
REGIONAL: (ES EL CRITERIO RECIST UTIL?

A. Forner!, C. Ayuso?, M. Varela!, A.J. Hessheimer!,

J. Rimola?, M. Reig!, C. Rodriguez de Lope', L. Bianchi?,

J.M. Llovet'? y J. Bruix!

IServicio de Hepatologia, IMDIM y *Servicio de Radiologia, CDI.
Oncologia Hepdtica (BCLC). Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBEREHD.
Universidad de Barcelona, Espafia. *Mount Sinai Liver Cancer

Program. Division of Liver Disease. Department of Medicine. Mount
Sinai School of Medicine. New York. USA.

Introduccion: La evaluacion de la respuesta tras tratamiento es
fundamental ya que la obtencion de respuesta objetiva puede ser
un marcador de mejoria de la supervivencia. El National Cancer
Institute desarrolld el criterio RECIST, que constituye la herra-
mienta habitualmente usada por Oncologia. Sin embargo, RE-
CIST evalida tnicamente el tamafio tumoral y no tiene en cuenta
el grado de necrosis tumoral, que es el objetivo de la mayoria de
los tratamientos loco-regionales utilizados en el CHC. Por este
motivo, las guias de practica clinica publicadas por la EASL reco-
miendan que la evaluacién de la respuesta debe tener en cuenta la
reduccién de tumor viable determinado por la presencia de areas
sin captacién de contraste mediante técnicas dindmicas de ima-
gen. Este estudio evalda el grado de concordancia entre ambos
criterios para la evaluacién de la respuesta tras tratamiento loco-
regional.

Pacientes y métodos: Se incluyeron 24 pacientes afectos de CHC
tratados con TACE mediante unas esferas de PVA cargadas de do-
xorrubicina (drug eluting beds; DEB-TACE) en el contexto de un
ensayo fase 2 y 31 pacientes tratados con ablacion percutdnea
(PEI/RF). Se realiz6 una TC dindmica basal y 1 mes y 6 meses des-
pués del tratamiento. La respuesta radioldgica fue evaluada por dos
radi6logos independientes.

Resultados: Se incluyeron 55 pacientes (38 varones, edad mediana
67 afios, 39 HCV+, 47 Child-Pugh A). No hubieron diferencias sig-
nificativas en edad, sexo, etiologia y pardmetros de laboratorio en-
tre los dos grupos. Como se esperaba dado el estadio mas avanzado,
el nimero y la suma de didmetros fueron significativamente mayo-
res en los pacientes tratados con DEB-TACE. La respuesta tumoral
se resume en la siguiente tabla:

Respuesta Respuesta Enfermedad
completa parcial estable
DEB-TACE RECIST 0 12 7
EASL 7 11 1
PEI/RF RECIST 0 0 19
EASL 23 4 1

El grado de concordancia entre ambos criterios fue muy bajo (coefi-
ciente kappa: 0,193; IC95%: 0,0893-0,2967; p < 0,0001).

Conclusiones: El criterio RECIST no detecté ninguna respuesta
completa y subestimé la extension de la respuesta parcial. Por tanto,
su uso evalud erréneamente la eficacia terapéutica de los tratamien-
tos loco-regionales usados en el CHC. Por consiguiente, el criterio
RECIST no debe ser usado para evaluar respuesta en el CHC y se
debe recomendar criterios que tengan en cuenta el grado de necrosis
tumoral, como el propuesto por EASL.
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Hepatitis viricas

EVOLUCION DE LA FIBROSIS HEPATICA EN FUNCION DE LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL EN PACIENTES CON
HEPATITIS C. UTILIDAD DE LA ELASTOGRAFIA HEPATICA

J. Mendoza-Jiménez!', E. Gémez-Dominguez?, M. Trapero-
Marugén', L. Gonzdlez-Moreno', J.A. Moreno-Monteagudo',
L. Garcia-Buey' y R. Moreno-Otero!

IServicio de Aparato Digestivo. Unidad de Hepatologia Hospital
Universitario La Princesa. Universidad Auténoma de Madrid. *Servicio
de Aparato Digestivo. Hospital 12 de Octubre. Madrid.

Introduccién: El tratamiento antiviral, especialmente el tratamien-
to combinado modifica la progresién de la fibrosis hepatica (FH).
Hasta el momento actual, la tnica forma de evaluar esta progresion
era mediante biopsia hepdtica, una prueba mal aceptada por los pa-
cientes. El desarrollo de técnicas no invasivas, como la Elastografia
Hepética (EH), nos va a permitir un mejor conocimiento de la evo-
lucién de la enfermedad.

Objetivo: Evaluar mediante EH la evolucién de la FH en pacientes
con infeccién crénica por VHC sometidos a terapia antiviral.
Material y métodos: Estudio prospectivo, realizado en pacientes
con infeccién crénica por VHC, sometidos a tratamiento antiviral
(Interferon -IFN- en monoterapia o terapia combinada con IFN o
PEG-IFN y Ribavirina). Se realizé evaluacién de la FH pretrata-
miento mediante biopsia hepética (segiin METAVIR) y post-trata-
miento mediante elastografia hepatica. (Puntos de corte para F>2:
7,1 KPa; F>3: 9,5 KPay F =4: 12,5 KPa, segtin datos de la literatu-
ra)

Resultados: Se incluyeron 64 pacientes (EM: 48,2 + 9.4 afos,
67,2% hombres, IMC medio: 26,1 + 3,7; 84,4% genotipo 1; 23,4%
IFN en monoterapia; 31,3% IFN+Ribavirina 45,3% PEG-IFN+Ri-
bavirina). 16 pacientes fueron respondedores frente a 48 no respon-
dedores con un tiempo medio de evolucién de 48,2 meses en res-
pondedores vs 65,5 meses en no respondedores (p = 0,09). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre res-
pondedores y no respondedores en los niveles de transaminasas, en
los valores de EH al final del tratamiento (6,46KPa en respondedo-
res vs 10,1 KPa en no respondedores; p < 0,005). Se observé empe-
oramiento en el estadio de FH en 1 respondedor vs 17 en no respon-
dedores y mejoria del estadio de FH en 11 vs 15 de los no
respondedores (p < 0,05)

Se evalud la progresion de FH mediante curvas de Kaplan-Meier,
sin observar diferencias significativas entre ambos grupos, ni en
funcién del tratamiento recibido, si bien se puede observar una au-
sencia de progresion de la FH en el grupo de respondedores frente a
los no respondedores.

Conclusiones: /. La EH es un método no invasivo eficaz en la eva-
luacién de la FH en pacientes con hepatitis C. 2. El tratamiento anti-
viral produce una mejoria en el estadio de FH evaluada mediante
EH. 3. Estudios mds amplios, con un grupo extenso de respondedo-
res ayudard en el futuro a una mejor comprension de la evolucion
de la FH en pacientes tratados con terapia antiviral.

ANAL;ISIS DEL EFECTO DEL SEROTIPO Y LA ESTRUCTURA
GENOMICA DE LOS VIRUS ADENOASOQIADOS (AAV)
RECOMBINANTES EN LA TRANSDUCCION HEPATICA

A. Paneda?, L. Vanrell?, I. Mauleon?, J.S. Crettaz?,

P. Berraondo?, E.J. Timmermans®, J. Twisk®, S. van Deventer®,
J. Prieto?, A. Fontanellas®, M.S. Rodriguez-Pena®

y G. Gonzélez-Aseguinolaza®

“Gene Therapy and Hepatology, FIMA, Pamplona, Navarra, Spain.
bAmsterdam Molecular Therapeutics(AMT), Amsterdam, Netherlands.

El higado es un 6rgano muy atractivo para la terapia génica debido
al papel que juega en importantes enfermedades tanto hereditarias
como adquiridas. Los AAV se han distinguido en los dltimos afios
como vectores virales muy prometedores para la transferencia géni-
ca debido a su reducida toxicidad, y su capacidad para transducir de

forma duradera células quiescentes, aspecto muy importante para la
terapia génica hepatica. El tropismo de los vectores AAV recombi-
nantes depende del serotipo al cual pertenezca la proteina de la cép-
side. En este estudio hemos comparado la capacidad de los seroti-
pos 1, 5, 6,y 8 para transducir el higado de ratones. También hemos
comparado el efecto que tiene la estructura genémica del AAV (ca-
dena sencilla o cadena doble de DNA). El andlisis fue realizado uti-
lizando un método basado en la cuantificacion de la intensidad de
luz mediado por la expresién del gen de la luciferasa y la adminis-
tracion de un sustrato luminiscente, la luciferina. Al final del estu-
dio los animales fueron sacrificados y la biodistribucion de los dife-
rentes serotipos analizada ex vivo.

Ratones BALB/c machos y hembras recibieron por via intravenosa
5 x 10" genomas virales por kg de peso de los virus AAV 1,5,6 y 8
portando genomas de cadena sencilla (single stranded: ss) y cadena
doble (double stranded: ds) que codifican el gene de la luciferasa
bajo el control de un promotor de expresion ubicua. El anélisis mos-
tré que el mejor serotipo para la transduccién hepatica era el seroti-
po 8 tanto para la version ss como ds y tanto en hembras como en
machos. En todos los casos el AAV portador del genoma de ds es
mas eficiente que el de ss y la velocidad de transduccién es mas
alta. Encontramos diferencias significativas dependientes del sexo
de los animales para todos los serotipos tanto para los de genoma de
ss como ds, las diferencias mas dramaticas las encontramos para los
serotipos 5 y 6 portadores de genoma ds.

En cuanto a la biodistribucién el andlisis de la expresion de lucife-
rasa en los distintos érganos muestra diferencias significativas de-
pendientes no solo del serotipo sino sorprendentemente de la estruc-
tura genémica del vector. Como era de esperar encontramos los
niveles mas altos de expresion de luciferasa en el higado de ratones
hembras y machos que han recibido el AAV serotipo 8. Ademas de-
tectamos expresion de luciferasa en los ovarios de los ratones inyec-
tados con AAV1 y AAVS siendo significativamente mds alta en los
ratones que han recibido el virus de ss.

En resumen, nuestros resultados muestran que todos los serotipos
de AAV analizados son capaces de transferir material génico al hi-
gado y transducirlo durante largos periodos de tiempo a niveles sos-
tenidos siendo el serotipo 6ptimo el 8. Encontramos diferencias sig-
nificativas en el nivel de expresién y en la biodistribucién
dependiendo de la estructura genémica y el sexo de los animales
que deben ser tenidas en cuenta a la hora de utilizar este vector.

JINFLUYE LA ELECCION DE NUCLEOSIDOS EN LA EFICACIA DEL
TRATAMIENTO CON PEG-IFN Y RIBAVIRINA EN LOS PACIENTES
VIH CON HEPATITIS C?

A. Moreno!, C. Quereda', A. Muriel?, M.J. Pérez-Elias',

J.L. Casado', F. Dronda', J. Zamora?, M.L. Mateos?,

A. Moreno*, R. Barcena’, E. Navas' y S. Moreno!

Servicios de Enfermedades Infecciosas’, Bioestadistica Clinica?,
Microbiologia®, Anatomia Patoldgica®, y Gastroenterologia® Hospital
Ramon y Cajal. Madrid.

Introducciéon: Actualmente estd muy debatido el posible papel des-
favorable de los andlogos de nucleésido (NRTIs) en la eficacia del
tratamiento con peg-IFN y ribavirina (RBV) en pacientes VIH con
hepatitis C, atribuido a sus interacciones con RBV a nivel del meta-
bolismo intracelular.

Meétodos: Se evalud, mediante analisis individuales de regresién lo-
gistica ajustados por potenciales variables de confusion (carga viral
VIH, recuento de CD4, carga viral VHC, genotipo, severidad histo-
l6gica —definida como F > 3-, y cifras basales de GPT y GGT) el
efecto de la utilizacién de abacavir (ABC), tenofovir (TDF), o el
uso de 3 NRTI en la tasa de respuesta viral sostenida (RVS) en 174
pacientes consecutivos, Ags VHB (-), sin tratamiento previo frente
al VHC, que iniciaron su primer ciclo de peg-IFN y RBV ajustada a
peso. Ademads, se evaluaron para toda la cohorte los factores predic-
tores de RVS, mediante andlisis univariante y multivariable de re-
gresién logistica.

Resultados: La distribucién de peg-IFN fue similar: Peg-IFN-alfa-
2a, 53%, Peg-IFN-alfa-2b, 47%. La dosis media de RBV fue 14,7 +
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2.4 mg/kg/dia. La mayoria eran varones (76%), con antecedentes de
uso de drogas por via parenteral (87%), y una mediana de edad de 40
afios (28-63). La mediana de duracién de la infeccién por VHC fue
21 afios, y 102 (59%) tenian genotipo 1 6 4. La mayoria (82%) reci-
bidn tratamiento antirretroviral de gran eficacia, principalmente con
inhibidores de proteasa (n = 70, 49%), o no nucledsidos (n = 45,
31,5%); globalmente, se us6 TDF en 69 (48%), ABC en 56 (39%), y
3 NRTIs en 25 (18%) pacientes, respectivamente. Las medianas basa-
les de CD4 y carga viral VHC fueron 513 céls/ml y 5,8log,, Ul/ml,
respectivamente; 67% tenian carga viral VIH < 1,7log,, copias/ml. La
tasa global de RVS fue del 45% (n = 79). Después de cada uno de los
analisis individuales de regresion, no encontramos asociacién estadis-
ticamente significativa entre el uso de ABC (p = 0,597), TDF (p =
0,919) 0 3 NRTI (p = 0,124) y la obtencién de RVS. En el andlisis
univariable, los factores asociados a RVS fueron la carga viral basal
del VHC (p = 0,0001), el genotipo (p = 0,0001), el grado de fibrosis
(p = 0,036), la cifra basal de CD4 (p = 0,035), y una cifra de GGT =
100 U/l (p = 0,004). En el andlisis multivariable, los factores predic-
tores de ausencia de RVS fueron la presencia de genotipo 1 6 4 (OR
7.801, 95%CI 2.653-22.932, p = 0,0001), los niveles basales de carga
viral VHC (OR 3.540, 95%CI 1.704-7.353, p = 0,001), y el grado de
fibrosis (OR 1.789, 95%CI 1.211-2.644, p = 0,003).

Conclusiones: En nuestra cohorte de pacientes coinfectados
VIH/VHC, el uso de ABC, TDF 6 3 NRTIs no influyé de forma
significativa en la tasa de RVS en pacientes que iniciaron su primer
ciclo de tratamiento con peg-IFN y RBV ajustada al peso. Fueron
factores independientes de fracaso terapéutico la infeccién por ge-
notipo 1 6 4, niveles basales elevados de carga viral VHC, y el gra-
do de severidad histoldgica.

HALLAZGOS HISTOLOGICOS Y FACTORES PREDICTORES DE
FIBROSIS SEVERA EN PACIENTES VIH CON HEPATITIS CRONICA
POR VIRUS C EN LA ERA DEL TRATAMIENTO
ANTIRRETROVIRAL DE GRAN ACTIVIDAD (TARGA)

A. Moreno', S. Diz!, A. Moreno?, L. Moreno!, A. Muriel?,

C. Quereda!, M.J. Pérez-Elias', R. Bércena*, A. Royuela’,

A. Lépez-San Romén*, F. Garcia-Hoz*, L. Gil-Grande?*,

M. Garcia-Gonzélez*, C. Rodriguez Martin* y S. Moreno!
Servicios de Enfermedades Infecciosas', Anatomia Patolégica?,

Bioestadistica Clinica®, Gastroenterologia® Hospital Ramdn y Cajal.
Madrid.

Introduccién: Después de la introduccién del TARGA, la hepato-
patia por virus C (VHC) es una de las causas principales de morbi-
mortalidad en los pacientes VIH. Esta por definir el impacto de fac-
tores epidemioldgicos y relacionados con el TARGA sobre la
severidad histolégica.

Métodos: Entre Enero 1998-Mayo 2007, se realizé biopsia hepdtica
(BH) en 323 pacientes consecutivos, Ags VHB (-), no tratados fren-
te al VHC. Nuestro objetivo fue describir los hallazgos de la BH, y
evaluar los factores predictores de severidad histolégica (F = 3) en
el momento de la BH.

Resultados: La mayoria eran varones (75%), con antecedentes de
adiccion a drogas por via parenteral (ADVP) (87%), edad 40 + 5 afios,
genotipo 1 6 4 en 254 (80%), con diagndstico previo de SIDA en 100
(31%), y un nadir de CD4 (mediana) de 177 céls/ml (2-888); 51% ha-
bian recibido tanto inhibidores de proteasa (IP) como no nucledsidos
(NNRTI). La mediana de tiempo en IP 6 NNRTI fue 34 (1-108) y 18
(1-92) meses. En el momento de la BH, la mediana de tiempo de in-
feccion por VHC y de CD4 fueron 20 afios y 484 céls/ml, respectiva-
mente; 64% tenian carga viral VIH < 1,7log,, copias/ml; la mayoria
(86%) recibian TARGA, principalmente con IP (35%) 6 NNRTI
(34%). Las cifras basales de transaminasas (mediana) fueron: GOT 56
U/ (12-909), GPT 75 U/ (11-578), GGT 141 U/l (12-2076), FA 100
U/l (36-4388). La mediana del indice de actividad histolégica (IAH)
fue 6, y la distribucion de la fibrosis: FO (n = 29, 9%), F1 (n = 121,
38%), F2 (n = 61, 19%), F3 (n = 69, 21%), F4 (n = 43, 13%). En el
andlisis univariable, la presencia de fibrosis severa (F3/F4) se asoci6
con cifras de GGT = 100 U/l (p = 0,007), haber tenido un nadir de
CD4 < 200 céls/ml (p = 0,037) y, en el momento de la BH, la cifra ba-
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sal de CD4 (p = 0,001), actividad de protrombina (p = 0,0001), albi-
mina (p = 0,0001), bilirrubina (p = 0,0001), GOT (p = 0,0001), GPT
(p =0,03), GGT (p =0,021), FA (p = 0,0001), y recuento de plaquetas
(0,0001). No hubo asociacién con el antecedente de ADVP (p = 0,09),
edad (p = 0,06), sexo (p = 0,35), SIDA previo (p = 0,06), tiempo de in-
feccién por VHC (0,090), exposicion 6 tiempo en IP (p = 0,1 y 0,074)
6 NNRTI (p = 0,8 y 0,47), la presencia aislada de Ac anticore VHB (p
= 0,58), genotipo VHC (p = 0,48), 6 los niveles de RNA-VHC (p =
0,69). Tras analisis multivariable, se asociaron de forma independiente
a la presencia de fibrosis severa la edad (OR 1.075, 95%CI 1.022-
1.131, p = 0,005), el antecedente de ADVP (OR 2.316, 95%CI 1.037-
5.170, p = 0,04), y en el momento de la BH, GGT > 100 U/l (OR
2.057, 95%CI, 1.232-3.436, p = 0,006), y menor recuento de CD4
(OR 0,999, 95%CI 0,998-1, p = 0,004)

Conclusiones: En nuestra cohorte, la BH mostré fibrosis severa en
un 34% de los casos, que se asocié de forma independiente a la
edad, historia de ADVP, GGT = 100 U/l, y menor recuento de CD4.
Ni la exposicion, ni el tiempo con IP 6 NNRTI tuvieron un impacto
significativo en la severidad histoldgica.

SOBRE-EXPRESION DE LA MOLECULA CO-ESTIMULADORA
NEGATIVA PD1 EN LA }fOBLACI()N CELULAR CITOTOXICA
DURANTE LA INFECCION PERSISTENTE POR VHC

S. Benito?, J.R. Larrubia®®, E. Sanz de Villalobos®, M. Calvino?,
M.L. Garcia-Buey®, S. Garcia-Garzén®, F. Gonzdlez-Mateos®,
A. Gonzdlez-Praetorius?, J. Miquel®, A. Bienvenido® y T. Parra®
“Unidad de Investigacion, "Seccion de Aparato Digestivo y“Servicio de
Microbiologia. Hospital Universitario Guadalajara. Universidad de

Alcald. “Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario de La
Princesa Madrid. Universidad Auténoma de Madrid.

Introduccion: La molécula co-estimuladora negativa PD1 desacti-
va las capacidades efectoras de la respuesta celular citotéxica me-
diante la interaccioén con su ligando PD-L1. La induccién de la ex-
presion de esta molécula en las células CD8+ podria ser un eficaz
mecanismo de escape inmunolégico del VHC. En este estudio se
analiza la frecuencia de células CD8+/PD1+ intrahepdticas y de
sangre periférica en funcién de la carga viral del VHC.

Material y métodos: Se estudiaron 39 pacientes divididos en tres
grupos: Grupo A (12 sujetos control no infectados por VHC), Gru-
po B (15 pacientes con hepatitis crénica por VHC (HCC) no trata-
dos [RNA VHC+, ALT elevadas]), Grupo C (12 pacientes con HCC
que desarrollaron respuesta viroldgica sostenida (RVS) tras trata-
miento con PEG-interferon-o2b mads ribavirina [RNA VHC-, ALT
normal]) y Grupo D (7 pacientes con HCC que no desarrollan RVS
tras el tratamiento [RNA VHC+, ALT elevadas]). Mediante gra-
diente de Ficoll-Hypaque se obtuvieron células mononucleares
(CM) de sangre periférica (SP) de todos los grupos. Se extrajeron
CM intrahepaticas (IH) en 7 pacientes del grupo B mediante diges-
tién de un fragmento del cilindro de biopsia hepética con DNAasa y
colagenasa-I. Las CMSP y las CMIH se marcaron con anticuerpos
anti-CD8-PE, anticuerpos anti-PD1-FITC y anticuerpos anti-PDL1
y se analizaron mediante citometria de flujo. Las comparaciones en-
tre los distintos grupos se realizaron con los tests estadisticos no pa-
ramétricos apropiados.

Resultados: La frecuencia de células CD8+/PD1+ en los pacientes
con HCC no tratados era mayor (14,7% =+ 4,9) que en el grupo con-
trol (5% + 2,3) (p < 0,001). Sin embargo, los pacientes que desarro-
Ilaron una RVS tenian una frecuencia de células CD8+/PD1+ (8,6%
+ 4,7) inferior a los pacientes no tratados (p < 0,05) y similar al gru-
po control. En cambio, en los pacientes tratados sin RVS la frecuen-
cia de células CD8+/PD1+ seguia manteniéndose elevada (16.5% =+
9.3) (p < 0,05). Ademads, se observo un secuestro intrahepatico de la
poblacién celular CD8+/PD1+ en los pacientes con HCC, con una
frecuencia 4 veces superior en el higado (53,7% + 7,2) que en SP (p
< 0,05). Este hallazgo se asociaba a una elevada frecuencia de célu-
las intrahepéticas CD8(-) que expresaban PD-L1.

Conclusiones: La infeccion persistente por VHC induce la expre-
sién de la molécula co-estimuladora negativa PD-1 en las células
CD8+. El higado estd enriquecido en células citotéxicas que expre-
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san PD1 y células CD8-/PD-L1+. El desarrollo de RVS tras trata-
miento antiviral con PEG-interferon-o2b mds ribavirina permite
restaurar una frecuencia baja de células CD8+/PD1-, lo que puede
contribuir en la obtencién del control viral.

LA RESPUESTA VIROLOGICA SOSTENIDA TRAS TRATAMIENTO
DE LA HEPATITIS CRONICA POR VHC SE ASOCIA AL
DESARROLLO DE UN RESERVORIO CELULAR CITOTOXICO CON
FENOTIPO “MEMORIA CENTRAL”

S. Benito?, J.R. Larrubia*®, E. Sanz-de-Villalobos®, M. Calvino®,
M.L. Garcia-Buey®, S. Garcia-Garzén®, F. Gonzdlez-Mateos®,
A. Gonzdlez-Praetorius?, J. Miquel®, A. Bienvenido® y T. Parra®
“Unidad de Investigacion y *Servicios de Aparato Digestivo y
Microbiologia. Hospital Universitario Guadalajara. Universidad de
Alcald. “Servicio de Gastroenterologia. Hospital Universitario de La
Princesa. Universidad Auténoma de Madrid.

Introduccion: Se ha demostrado la existencia de reservorios del
VHC en sujetos con control de la infecciéon mediante inmunidad na-
tural o tras respuesta terapéutica sostenida. El desarrollo de una res-
puesta celular citotéxica VHC especifica tipo “memoria central”
podria tener un importante papel para controlar de forma indefinida
estos reservorios. En este estudio se analizan la caracteristicas fun-
cionales y fenotipicas de tipo “memoria central” de las células
CD8+ VHC especificas en diferentes momentos de la infeccién por
VHC.

Material y métodos: Estudio transversal. Se reclutaron 32 sujetos
consecutivos HLA A2(+) con infeccién crénica por VHC en distin-
tas situaciones clinicas (12 pacientes no tratados, 10 sujetos con res-
puesta viroldgica sostenida (RVS) tras tratamiento con PEG-interfe-
ron-a2b y ribavirina y 10 pacientes sin respuesta al tratamiento). En
todos ellos se estudié la respuesta citotéxica especifica contra el
epitopo del VHC NS3,,¢.1415- Las células CD8+ NS3,, 14,5 €speci-
ficas se visualizarén mediante marcaje con complejos pentaméricos
HLA-A2/NS3, 061415 (Pent). El fenotipo de “memoria central” se
analiz6 mediante marcaje con anticuerpos anti-CCR7, anti-
CD45RO, anti-CD28 y anti-PD1. Se estudi6 la capacidad de pro-
duccién de g-interferon de las células CD8+/Pent+ mediante tincién
intracelular de citoquinas. También se evalué la capacidad de proli-
feracién de las células CD8+/Pent+ tras estimulacion antigeno espe-
cifica. Todos los analisis se realizaron mediante citometria de flujo.
Se utilizaron tests no paramétricos para las distintas comparaciones.
Resultados: La frecuencia de células CD8+/Pent+ en sangre periférica
fue muy baja y de similar intensidad en todos los grupos estudiados. En
los pacientes con RVS el andlisis fenotipico directamente ex-vivo de las
células CD8+/Pent+ fue: CCR7%°/CD45RO/PD1*%°/CD28*. Estas
células eran capaces de proliferar, producian g-interferon y modifica-
ban su fenotipo a “memoria efector” tras el encuentro antigénico. En
los pacientes tratados no respondedores las células CD8+/Pent+ expan-
dian menos frecuentemente (p < 0,05) y presentaban un fenotipo aso-
ciado a anergia (PD1+) (p < 0,05). En el grupo no tratado las células
CD8+/Pent+ expendian muy infrecuentemente (p < 0,01).

Conclusién: El control del VHC tras tratamiento se asocia al desa-
rrollo de un reservorio periférico de células CD8+ VHC especificas
con fenotipo “memoria central”. Las caracteristicas de estas células
pueden ofrecer una proteccion a largo plazo contra la reactivacién o
reinfecciéon por VHC.

CARACTERISTICAS BASALES Y RESPUESTA VIRAL PRECOZ AL
TRATAMIENTO CON TELBIVUDINA PREDICEN LA RESPUESTA A
DOS ANOS EN PACIENTES CON HEPATITIS B CRONICA HBEAG
NEGATIVO (ESTUDIO GLOBE)

S. Zeuzem!, M. Buti?>, M. Diago® y M. Rodriguez-Garcia*en
nombre del grupo de estudio GLOBE.

"University Hospital Hamburg/Saar. *Hospital Universitario Vall
d’Hebron. Barcelona. *Hospital General de Valencia. Valencia.
“Hospital General de Asturias, Oviedo.

Introduccion: La prediccion de la respuesta al tratamiento a partir
de los datos basales y de repuesta precoz, es una herramienta de

gran utilidad para la individualizacién del manejo terapéutico de los
pacientes con hepatitis B crénica (HBC). Se han sugerido mejores
resultados en los pacientes con ADN del VHB basal < 7 log,, co-
pias/mL. Por otro lado la carga viral a las 24 semanas fue el factor
predictivo de respuesta a los dos afios mds significativo. Se analizan
los datos de eficacia y predictibilidad de la respuesta a dos afios, en
pacientes HBeAg-negativo con ADN-VHB basal < 7 log,,
copias/mL

Métodos: Se llevé a cabo un andlisis de regresion logistica para
identificar y evaluar las variables basales y de respuesta precoz al
tratamiento, como factores predictivos de la eficacia a los 2 afios en
el subgrupo de pacientes con ADN-VHB basal < 7 log,, copies/mL
en el estudio GLOBE. Este grupo estuvo formado por 194 pacientes
HBeAg negativo con hepatitis cénica B compensada, que habian re-
cibido telbivudina (n = 91) o lamivudina (n = 103) durante 2 afios..
Resultados: En el grupo con ADN-VHB basal < 7 log copias/ml, el
porcentaje de pacientes con PCR negativa (< 300 copies/mL) en la
semana 104 fue significativamente mayor en el grupo telbivudina
vs lamivudina, 89% vs 66% (P < 0,0001) respectivamente. También
un porcentaje superior de pacientes tratados con telbivudina norma-
lizaron las transaminasas, 82% vs 78% (P = 0,54). La aparicién de
resistance (1 log > nadir con mutaciones confirmadas) se observé
en un 3% vs 21% (P = 0,0001), respectivamente. Entre los pacien-
tes que en la semana 24 mostraron respuesta virolégica precoz, de-
finida com PCR negativa, la tasa de respuesta a los 2 afios fue ma-
yor en los dos brazos, siendo el porcentaje significativamente
superior en el grupo telbivudina (95% vs 81% lamivudina; p =
0,047). La respuesta a los 2 afios en este grupo de pacientes fue:
PCR negativa mantenida en el 91%, ALT normales en el 83% y
s6lo un 2% desarrollaron resistencias.

Conclusiones: En los pacientes HBeAg-negativo con ADN-VHB
basal < 7 log,, copias/ml, la tasa de respuesta sostenida es alta y la
aparicion de resistencias baja a los 2 afios de iniciar tratamiento con
telbivudina. La respuesta viral precoz a las 24 semanas es un factor
predictivo de eficacia a largo término en los pacientes tratados con
telbivudina y debe jugar un papel importante en el manejo terapéu-
tico de los pacientes con HBC HBeAg-negativo.

IMPACTO DEL TRATAMIENTO ANTIVIRAL SOBRE MARCADORES
NO INVASIVOS DE FIBROSIS HEPATICA EN PACIENTES CON
HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C

S.M. Martinez*, G. Fernandez-Varo®, M. Dominguez?, R.
Bataller?, E. Sampson®, W. Jiménez®, J.M. Sdnchez-Tapias*

y X. Forns®

aUnidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives i
Metaboliques. *Servicio de Biogquimica y Genética Molecular. Hospital
Clinic, IDIBAPS, Ciberehd, Barcelona. “Siemens Medical Solutions,
NY, USA.

Introduccién: En pacientes con hepatitis crénica por virus C se ha
demostrado una reduccién en la progresion de la fibrosis hepatica
tras la respuesta viroldgica al tratamiento antiviral. El objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto del tratamiento antiviral sobre
marcadores no invasivos de fibrosis hepatica en una cohorte de pa-
cientes con hepatitis crénica C.

Meétodos: El estudio incluyé 130 pacientes tratados con interferén
pegilado mas ribavirina. En todos estos pacientes se realizé una
biopsia hepdtica basal y se determinaron (basalmente y a 6 meses
de finalizar el tratamiento): acido hialurénico (HA), colageno IV
(Col4), propéptido amino-terminal de colageno tipo III (PIIINP), in-
hibidor tisular de la metaloproteinasa de matriz (TIMP-1). Estos
marcadores fueron combinados en dos algoritmos diferentes: ELF
(edad, PIIINP, TIMP-1 y HA) y 4 Marker (PIIINP, TIMP-1, Col4 y
HA) (Rosenberg et al. Gastroenterol 2004). El rendimiento diagnés-
tico de ambos algoritmos para fibrosis significativa (F = 2) y cirro-
sis (F4) fue evaluado basalmente mediante el drea bajo la curva
ROC (AUROCQ).

Resultados: Un total de 55 pacientes (42%) fueron no respondedo-
res (NR) mientras que 75 (58%) obtuvieron una respuesta virologi-
ca sostenida (RVS). Utilizando los algoritmos ELF y 4 Marker, el
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AUROC para diagnéstico de F > 2 fue de 0,81 y 0,81, respectiva-
mente y para F4 de 0,81 y 0,80, respectivamente. Los valores basa-
les y post-tratamiento de estos algoritmos en relacion a la RVS se
describen en la tabla 1. En pacientes que lograron RVS los valores
basales de ambos algoritmos se redujeron significativamente, mien-
tras que permanecieron estables en pacientes no respondedores.

Marcador Respuesta Basal Post- tratamiento p
virolégica (media, rango) (media, rango)

ELF RVS(n=75) 0,53 (-1,95-2,70) 0,11 (-1,4-2,54)  <0,000
NR (n =55) 0,62 (-0,99-3,27) 0,52 (-2,48-3,11) NS

4 Marker RVS (n=75) 044 (-2,50-2,96) -0,08 (-1,88-2,98) < 0,000
NR (n =55) 0,54 (-1,33-3,79) 0,44 (-2,63-3,71) NS

Conclusiones: Los marcadores de fibrosis pueden identificar la pre-
sencia de fibrosis significativa y cirrosis de forma precisa en una
proporcion significativa de pacientes. La RVS se asocia a una re-
ducciodn significativa de estos marcadores, lo que probablemente re-
fleje una mejoria histolégica. A falta de validacién en otros estu-
dios, estos resultados apoyan el uso de marcadores no invasivos de
fibrosis para el seguimiento de pacientes con hepatitis crénica C.

EFICACIA DE INTERFERON PEGILADO Y RIBAVIRINA EN
PACIENTES COINFECTADOS POR VIH/VHC EN TRATAMIENTO
CONCOMITANTE CON ABACAVIR MAS LAMIVUDINA O
TENOFOVIR MAS LAMIVUDINA O EMTRICITABINA COMO
PAREJA DE ANALOGOS DE NUCLEOS(T)IDOS

J.A. Mira?, L.F. Lépez-Cortés®, P. Barreiro®, C. Tural,

M. Torres-Tortosa®, I. de los Santos Gilf, P. Martin-Ricog,
M.J. Rios-Villegas", J.J. Herndandez-Burruezo', D. Merino/,

J. Macfas?, P. Viciana®, V. Soriano® y J.A. Pineda®

“Unidad de Enfermedades Infecciosas, Hospital Univ. de Valme,
Sevilla. *Servicio de Enfermedades Infecciosas, Hospital Univ. Virgen
del Rocio, Sevilla. “Servicio de Enfermedades Infecciosas, Hospital
Carlos IllI, Madrid. ‘Unidad Clinica VIH, Hospital Univ. Germans Trias
i Pujol, Badalona. “Seccion de Enfermedades Infecciosas, Hospital
Punta Europa, Algeciras. 'Servicio de Medicina Interna- Infecciosas,
Hospital Univ. de la Princesa, Madrid. ¢Servicio de Enfermedades
Infecciosas, Hospital Univ. Carlos Haya, Mdlaga. "Unidad de
Enfermedades Infecciosas, Hosp. Univ. Virgen Macarena, Sevilla.
iUnidad de Enfermedades Infecciosas, Complejo Hospital de Jaén,
Jaén. iServicio de Medicina Interna, Hosp. Juan Ramon Jiménez,
Huelva.

Introduccion: El uso concomitante de abacavir (ABC) ha sido aso-
ciado con una menor tasa de respuesta viroldgica al tratamiento con
interferon pegilado (INF-PEG) y ribavirina (RBV) en la poblacién
coinfectada por el VIH y el VHC. Sin embargo, en la mayoria de
los estudios que han proporcionado informacién sobre este aspecto,
ABC fue administrado junto con zidovudina, lo cual podria haber
reducido las posibilidades de conseguir una respuesta virolégica
sostenida (RVS) en los sujetos tratados con ABC.

Objetivo: Comparar la eficacia del tratamiento con IFN-PEG y
RBV en pacientes coinfectados por VIH/VHC en tratamiento anti-
rretrovirico (TAR) concomitante con ABC mads lamivudina (3TC)
con la observada en los tratados con tenofovir (TDF) mas 3TC o
emtricitabina (FTC).

Pacientes y métodos: Estudio multicéntrico en el que se incluyeron
aquellos pacientes coinfectados por VIH/VHC que recibieron IFN-
PEG y RBYV desde octubre de 2001 a enero de 2006 que hubieran
recibido un TAR concomitante de tres formacos incluyendo un inhi-
bidor de la transcriptasa inversa no andlogo de nucleosidos o un in-
hibidor de la proteasa, junto con ABC mds 3TC 6 TDF mds 3TC 6
FTC como pareja de inhibidores de la transcriptasa inversa andlo-
gos de nucleos(t)idos (ITIANs). Se realiz6 una comparacién de la
tasa de RVS (ARN-VHC indetectable 24 semanas después de fina-
lizar INF-PEG y RBV) obtenida por ambas parejas de ITIANSs, asi
como un andlisis de regresion logistica para determinar las variables
asociadas con una RVS.
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Resultados: En un andlisis por intencién de tratar, 20 (29%) de los 70
enfermos que recibieron ABC alcanzaron una RVS, mientras que ésta
se alcanzo en 83 (45%) de los 186 individuos tratados con TDF (p =
0,02). Un TAR con TDF mds 3TC 6 FTC como pareja de ITIANs
(Odds Ratio Ajustada 2.6; IC 95%, 1,05-6,9; p = 0,03) se asoci6 inde-
pendientemente con una RVS en el andlisis multivariante. La asocia-
cion entre el uso de ABC y una menor tasa de RVS fue observada
principalmente en individuos con genotipos 1 ¢ 4, un nivel basal de
ARN-VHC > 600.000 copias/mL y en los que recibieron menores do-
sis de RBV por peso. Asi, entre los pacientes que recibieron dosis de
RBV < 13.2 mg/kg/dia, 3 (20%) de los tratados con ABC y 22 (52%)
de los que recibieron TDF consiguieron una RVS (p = 0,03), mientras
los porcentajes fueron 31% y 38% (p = 0.4), respectivamente, en
aquellos sujetos tratados con dosis de RBV > 13.2 mg/kg/dia.
Conclusiones: Los individuos coinfectados por VIH/VHC que reci-
ben un TAR de tres formacos basado en ABC mds 3TC responden
peor a la terapia con IFN-PEG y RBV que los que son tratados con
TDF mas 3TC 6 FTC. Las diferencias observadas entre ambas pare-
jas de ITIANs son especialmente relevantes en pacientes que reci-
ben menores dosis de RBV por peso y en los que necesitan ser tra-
tados con dosis mayores de RBV. Estos hallazgos sugieren una
interaccion negativa entre ABC y RBV.

MEJORIA EN LA DISCRIMINACION ENTRE FIBROSIS HEPATICA
LEVE Y SIGNIFICATIVA EN PACIENTES COINFECTADOS POR
VIH/VHC MEDIANTE ELASTOMETRIA TRANSITORIA

J. del Valle?, J. Macias?, P. Barreiro®, A. Rivero®, A. Gutiérrez¢,
M.J. Rios-Villegas®, D. Merino!, M. Gonzélez-Serrano¢,

E. Vispo®, E. Recio?, J. Gémez-Mateos® y J.A. Pineda®

“H. U. de Valme, Sevilla. "H. Carlos IIl, Madrid. H. U. Reina Sofia,
Cdérdoba. “H. U. Virgen del Rocio, Sevilla. °H. U. Virgen Macarena,
Sevilla. 'H. Juan Ramén Jiménez, Huelva. ¢H. U. Virgen de la Victoria,
Malaga.

Introduccion: La elastometria transitoria (ET) es muy fiable para
la deteccion de cirrosis hepética (F = 4) en pacientes coinfectados
por el VIH y el VHC. No obstante, presenta menos precision para
discriminar la fibrosis hepética leve (F < 1) de la significativa (F 2
2). Utilizando el punto de corte de 7.2 kPa, propuesto por otros au-
tores, un 24% de los pacientes coinfectados por VIH/VHC se clasi-
ficarian como F < 1 de acuerdo con la ET, mientras que muestran F
> 2 en la biopsia hepatica (BH). Empleando este punto de corte para
guiar decisiones de tratamiento anti-VHC, se excluirian una propor-
cién alta de pacientes con indicacién de terapia. El objetivo de
nuestro estudio fue elaborar y validar nuevos puntos de corte de ri-
gidez hepdtica (RH) que discriminen mejor F < 1 de F > 2 en pa-
cientes coinfectados por VIH/VHC.

Métodos: Se realizaron medidas de RH en 197 pacientes coinfecta-
dos que habian sido sometidos a BH en los 12 meses anteriores o
posteriores, sin tratamiento anti-VHC entre la BH y la ET.
Resultados: El area bajo la curva (intervalo de confianza del 95%)
fue de 0,86 (0,78-0,93) para F > 2. Para el diagndstico de F = 2, el
valor de corte de 9.0 kPa mostré un valor predictivo positivo del
87%. Cinco (12.5%) pacientes fueron mal clasificados aplicando
este punto de corte en el grupo de validacion. Para descartar F > 2, el
valor de corte de 6.0 kPa mostré un valor predictivo negativo del
90%. Cinco (15%) pacientes fueron mal clasificados al aplicarlo al
grupo de validacién. Considerando los pacientes de forma global, 61
(31%) de ellos presentaban valores de RH ” 6.0 kPa y 81 (41%) va-
lores de RH = 9.0 kPa. Cincuenta y cinco (28%) pacientes mostraron
valores indeterminados. Ninguno de los pacientes con valores < 6.0
kPa en la ET presentaron F > 3 en la BH. Asimismo, ninguno de los
pacientes con valor de RH > 9.0 kPa presentaba F = 0 en la BH.
Conclusiones: La precision diagnéstica de la ET para discriminar F
<1 de F = 2 puede ser mejorada mediante la combinacién de dos
puntos de corte diferentes. El valor de RH ” 6.0 kPa es diagndstico
de F ” 1, mientras que el valor de RH > 9.0 kPa clasifica a los pa-
cientes con F = 2 de forma mads precisa, en comparacién con el va-
lor de corte tnico de 7.2 kPa propuesto anteriormente. Mediante la
utilizacién de estos dos valores de corte la mayoria de los pacientes
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coinfectados por VIH/VHC pueden ser clasificados y no precisarian
de BH. Sdlo aquellos con valores indeterminados necesitarian pro-
cedimientos invasivos.

ESTIMACION DE LA MORBILIDAD, MORTALIDAD Y COSTES
ASOCIADOS A LA EVOLUCION DE LA HEPATITIS CRONICA B EN
ESPANA

M. Buti?, M. Brosa®, M.A. Casado®, Rueda’ y R. Esteban®
“Hepatologia, Hospital Vall d’Hebrén, Barcelona, *Oblikue Consulting,
Barcelona, ‘Pharmacoeconomics & Outcomes Research Iberia, Madrid,
“Departamento Médico, Gilead Sciences Inc, Madrid.

Existen escasos estudios que estimen la progresion y el impacto fu-
turo sobre la morbilidad, mortalidad y costes asociados a la hepati-
tis crénica B (HCB) y a sus complicaciones en nuestro pais.
Objetivo: Estimacion de la morbilidad, mortalidad y costes en una
cohorte de pacientes infectados por el virus de la hepatitis B (VHB)
sin tratamiento en Espafia durante los préximos 20 afios.

Disefio y métodos: Se ha elaborado un modelo de Markov para
proyectar las complicaciones y costes asociados a la HCBen los
préximos 20 afios en una cohorte hipotética de 132.029 pacientes
(corresponderia al 100% de la poblacién actualmente infectada por
el VHB en nuestro pafs en 2007). La cohorte se estratificé en fun-
ci6n de la edad, el estado del HBeAg y la severidad de la lesion he-
patica. Las probabilidades de progresion, el coste de la enfermedad
y de sus complicaciones (costes sanitarios directos) se obtuvieron
de datos publicados en la literatura. Se aplicé una tasa de descuento
a los costes del 3,5%.

Resultados: El coste por paciente (porcentaje sobre el coste global
por paciente) y el nimero de pacientes (porcentaje sobre el total de
pacientes) en cada estadio en el afio 2007 (afio 0), 2017 (afio 10) y
2027 (ano 20) para la cohorte global se muestran en la tabla:

2007 2017 2027
Coste por Pacientes Coste por Pacientes
paciente (%) (%) paciente (%) (%)

Coste por Pacientes
paciente (%) (%)

HCB 0 110.885(84) 950(6) 63.369(48) 1.186(4) 39.831(30)
Cirrosis 0 21.144(16) 531(3) 17475(13) 745(3)  7.660(6)

Morbilidad* 0 0(0) 13063 (87) 14.858(11) 24.891(89) 12.902 (10)
Mortalidad 0 0(0)  655() 36327(28) 1240(4) 71.636(54)
TOTAL 0 0(0) 15.199 (100) 132.029(100) 28.062 (100) 132.029(100)

*Cirrosis descompensada-+hepatocarcinoma-+trasplante hepatico

La progresion de la enfermedad y la morbilidad observada fue superior en los pa-
cientes HBeAg-negativo, con una mayor proporcién de pacientes que requieren
trasplante hepdtico (9% vs 5%) en relacién a los pacientes HBeAg-positivo. La
mortalidad a los 20 afios fue superior en los sujetos HBeAg negativo (59% vs
45%). El coste total estimado para la cohorte de pacientes durante 20 afios fue de
3.705 millones de euros.

Conclusiones: En los proximos aflos se incrementaran la mortali-
dad, morbilidad y costes asociados a la infeccién por el VHB, espe-
cialmente en los pacientes HBeAg-negativo. El tratamiento antiviral
puede modificar esta situacién y disminuir la futura morbilidad y
mortalidad asociada a la HCB.

EFICACIA Y SEGURIDAD DE ESCITALOPRAM EN LA
PREVENCION DE LA DEPRESION INDUCIDA POR INTERFERON
PEGILADO (PEGIFN) ALFA-2A Y RIBAVIRINA EN PACIENTES CON
HEPATITIS CRONICA C (HCC). ESTUDIO PROSPECTIVO,
ALEATORIO Y DOBLE CIEGO CONTROLADO CON PLACEBO

H. Masnou!, C. Diez-Quevedo', R. Planas', P. Castellvi?, R.M.
Morillas', M.D. Giménez?, R. Sola?, P. Giner', R. Martin-
Santos? y M. Diago® por el Grupo Espafiol para la Prevencion de
la Depresién en la Hepatitis Crénica C.

"Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona, Espaiia; 2Hospital del Mar,
Barcelona, Espaiia; *Hospital General, Valencia, Espaia.

El interferén se ha asociado a una alta prevalencia de episodios de
depresién mayor, lo que constituye uno de los principales motivos
de abandono y fracaso del tratamiento antiviral de la HCC.

Objetivo: Evaluar la eficacia y seguridad de escitalopram para la
prevencién de la depresion inducida por el PeglFN alfa-2a en la
HCC.

Meétodo: Estudio multicéntrico, prospectivo, aleatorio y doble ciego
de pacientes con HCC tratados con PegIFN alfa 2a y ribavirina
(RBV). Se excluyeron los pacientes con enfermedad psiquidtrica
basal. Los pacientes fueron distribuidos al azar para recibir escitalo-
pram (15 mg/dia; n = 67) o placebo (n = 66). El tratamiento se ini-
ci6 2 semanas antes que el tratamiento antiviral y se continué du-
rante 12 semanas. Las principales variables estudiadas fueron la
presencia de un episodio de depresién mayor, segin los criterios
diagnésticos DSM-IV y las escalas Montgomery-Asberg Depres-
sion Scale (MADS) y Hospital Anxiety and Depression Scale
(HADS).

Resultados: Se incluy6 a un total de 133 pacientes (edad media de
45,6 afios y el 74% genotipo 1). Diecisiete pacientes (13%) tenian
historia de depresién mayor y 22 (17%) de abuso de sustancias. No
se encontraron diferencias basales entre ambos grupos. Durante las
primeras 12 semanas de tratamiento, solo 1 paciente (2%) del grupo
placebo y 5 (8%) del grupo de escitalopram desarrollaron un episo-
dio de depresién mayor. (n.s.). La puntuacién de la escala MADRS
entre el momento basal y la semana 12, aument6 2,2 y 3,1 puntos en
los grupos placebo y escitalopram, respectivamente (n.s.). Los au-
mentos correspondientes en la subescala de depresion del HADS
fueron de 0,7 y 1 puntos (n.s.). La respuesta bioquimica a la semana
12 (ALT normal) se alcanzé en el 67 y 77% de los pacientes de los
grupos placebo y escitalopram, mientras que el ARN-VHC a la se-
mana 12 fue negativo en el 77 y 81% de los casos, respectivamente.
Conclusiones: En los pacientes sin alteraciones psiquidtricas basa-
les (y sin coninfeccién por VHB y/o VIH) el tratamiento de la HCC
con PegIFN alfa 2a y RBV se asocia con una incidencia muy baja
de episodios de depresiéon mayor (4,5%). Por ello, el tratamiento
profilactico con antidepresivo no es una estrategia efectiva para re-
ducir la incidencia de depresion mayor inducida por el tratamiento
antiviral. Es necesario definir subpoblaciones de pacientes de alto
riesgo para desarrollar depresion mayor. El uso de escitalopram en
pacientes con HCC es seguro y no reduce las tasas de respuesta bio-
quimica y viral a la semana 12.

LAS CELULAS DENDRITICAS DE PACIENTES CON INFECCION
CRONICA POR VHC TRANSFECTADAS CON UN ADENOVIRUS
CODIFICANTE PARA NS3 Y ACTIVADAS CON EL LIGANDO DE
TLR3 POLY(I:C) SON FUNCIONALES Y POTENCIALMENTE UTILES
EN VACUNACION TERAPEUTICA

I. Echeverria?, A. Zabaleta?, L. Silva?, N. Diaz-Valdés?,

J.I. Riezu-Boj?, J.J. Lasarte?, F. Borras-Cuesta®, M.P. Civeira®,
J. Prieto*® y P. Sarobe?

“Area de Hepatologia y Terapia Génica, Centro de Investigacion
Médica Aplicada y "Clinica Universitaria de Navarra, Universidad de
Navarra, Pamplona. CIBERehd Clinica Universitaria de Navarra.

La utilizacion de células dendriticas (CD) cargadas con antigenos
de interés presenta un gran potencial para el tratamiento del cancer
y de infecciones crénicas. Trabajos previos han mostrado que en
ciertas condiciones las CD de pacientes con infeccion crénica por
VHC podrian ser disfuncionales. Nuestro grupo ha demostrado que
la inmunizacién de ratones con células dendriticas transfectadas con
un adenovirus recombinante que expresa la proteina NS3 (AdNS3)
del VHC es capaz de inducir potentes respuestas antivirales. Por
todo ello, es importante caracterizar las CD de los pacientes como
paso previo al desarrollo de un ensayo clinico basado en la adminis-
tracién de estas células. Asi, el objetivo del presente trabajo es la
caracterizacién funcional de CD obtenidas de pacientes con infec-
cién crénica por VHC, transfectadas con AANS3 y tratadas con el
estimulo de maduracién poly(I:C). Se prepararon CD a partir de
monocitos de sangre periférica de individuos seronegativos y de pa-
cientes con infeccion créonica por VHC. Tras 7 dias de cultivo se
transfectaron con AANS3 y se trataron con poly(I:C). Dos dias des-
pués se analiz6 su fenotipo y sus caracteristicas funcionales. A pe-
sar de provenir de individuos con infeccién crénica, no se detectd la
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presencia viral en las CD tras el cultivo. Desde el punto de vista fe-
notipico, las CD de pacientes presentaban niveles menores de las
moléculas de presentacién antigénica HLA-DR y de co-estimulo y
activaciéon CD86 y CD40. Sin embargo, en ensayos funcionales, no
se encontraron diferencias en la capacidad de activar a linfocitos T
alogénicos o en la capacidad de producir IL-12 o IL-10 tras la esti-
mulacién con poly(I:C). Estos resultados sugieren que las CD deri-
vadas de monocitos de pacientes con infeccién crénica por VHC
son funcionales tras la expresion del antigeno NS3 y la activacién
con poly(I:C), lo que permitiria su uso en ensayos de vacunacion te-
rapéutica frente al VHC.

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL E
INMUNOESTIMULADORA DE LA EXPRESION SOSTENIDA Y
HEPATOESPECIFICA DE INTERLEUKINA-12 EN MARMOTAS
CRONICAMENTE INFECTADAS POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS
DE MARMOTA

J. Crettaz?, I. Otano?®, L. Ochoa?, A. Benito®, A. Paneda?,

P. Berraondo?, J.R. Rodriguez-Madoz?, A. Astudillo®,

S. Kochanekd, J. Ruize, S. Menne', J. Prieto®

y G. Gonzélez-Aseguinolaza®

“Division of Hepatology and Gene Therapy, Center for Investigation in
Applied Medicine (CIMA), University of Navarra, 31008 Pamplona,
Spain. *Department of Radiology, University Clinic/Hospital, University
of Navarra, 31008 Pamplona, Spain. “Department of Pathology,
Hospital Universitario Central de Asturias, 33006 Oviedo, Spain.
“Division of Gene Therapy, University of Ulm, 89081 Ulm, Germany.
¢DIGNA Biotech, 28003 Madrid, Spain. 'Gastrointestinal Unit,
Department of Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine,
Cornell University, Ithaca, New York 14853, USA. ¢ Liver Unit.
University Clinic. University of Navarra. 31008 Pamplona. Spain.

Actualmente 350 millones de personas en el mundo estdn crénica-
mente infectadas por el virus de la hepatitis B (VHB) y alrededor de
87 millones de ellos desarrollardn carcinoma hepatocelular o cirro-
sis. Las terapias actuales para esta enfermedad solo son eficaces en
un porcentaje de pacientes y no estin exentos de importantes efec-
tos secundarios. Razones por las cuales nos planteamos la necesidad
tratamientos alternativos de mayor eficacia. La IL-12 es una cito-
quina con probada actividad antiviral, pero con el problema que su
administracién sistemdtica puede ser toxica para el individuo. En
este trabajo hemos desarrollado un sistema basado en la administra-
cion génica de esta citoquina que nos permita expresarla a altos ni-
veles en el higado y reducir la concentracién en sangre. Para ello
hemos desarrollado un adenovirus de alta capacidad (High capacity,
HC), caracterizado por su baja toxicidad y larga expresion, que co-
difica la interleuquina 12 murina (mIL12) cuya expresion es contro-
lada por un promotor especifico de higado y regulable mediante la
administracion de mifepristona (HC-RU-mIL12). Hemos compro-
bado su capacidad antiviral utilizando como modelo animal marmo-
tas infectadas crénicamente por el virus de la hepatitis de la marmo-
tas (WHYV).

Ocho marmotas con viremias entre 10° a 10" genomas
virales(gv)/ml fueron tratadas con una dosis de 2 x 10'° i.u. de HC-
RU-mIL12, dos semanas mas tarde la expresion de IL-12 fue indu-
cida mediante la administracién intraperitoneal de mifepristona a
una dosis 500 pg de mifepristona por kg de peso durante 42 dias.
Aunque en todas las marmotas pudimos detectar IL-12 en sangre
tras la induccion los niveles individuales eran muy variables, a pe-
sar de ello todas las marmotas con viremias basales inferiores a 1 x
10'° gv/ml (4 marmotas) experimentaron un dramdtico descenso de
la viremia que permanecid estable durante mas de un afio. En dos
de las marmotas de alta viremia se observo un descenso significati-
vo de la viremia pero solo en una caso fue sostenido. En todas las
marmotas que respondieron al tratamiento se indujo una significati-
va activacion de la respuesta inmune celular frente al antigeno del
core (WHcAg), reduccion de grado de inflamacién en el higado y
un claro descenso del nimero de células T reguladoras en el higado.
No se detect6 toxicidad alguna debida a la administracién del virus
oalalLl2.
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Estos ensayos demuestran la eficacia de nuestro tratamiento me-
diante adenovirus de alta capacidad con mIL12. Validamos el HC-
RU-mIL12 como vector seguro e inocuo, al producir baja toxicidad
y restringir su expresion en higado de manera regulable exdégena-
mente. Ademds demuestra la validez de la eficacia antiviral de la
IL12 en un modelo clinicamente relevante. Produciendo la citoqui-
na a nivel local, nos permite evitar sus graves efectos secundarios.

LA CINETICA VIRAL DURANTE EL TRATAMIENTO CON
LAMIVUDINA O ADEFOVIR PREDICE LA RESPUESTA
VIROLOGICA Y EL DESARROLLO DE RESISTENCIAS EN
HEPATITIS CRONICA HBEAG NEGATIVO

D. Niifiez®, E. Sudrez?®, B. Figueruela?, B. Puche®, L. Grande?,
J.C. Palomares®, D. Garcia®, A. Pérez*, M.C. Nogales"f,

M. Rueda® y M. Romero Gémez*

aUGC Enfermedades Digestivas. "UGC Microbiologia. Hospital
Universitario de Valme, Sevilla. “Gilead Sciences, Inc, Madrid.

Objetivo: Analizar los factores predictivos de respuesta y breakth-
rough viroldgicos en pacientes con hepatitis cronica VHB HBeAg
negativo tratados con lamivudina (LAM) o adefovir dipivoxil
(ADV).

Pacientes y métodos: Grupo LAM: 19 pacientes, 15 hombres y 4
mujeres, edad media 45 + 9,3 afios, tratados 36,2 + 19,4 meses (ran-
go 12-69). Grupo ADV: 26 pacientes, 20 hombres y 6 mujeres, 11
tratados previamente con LAM, edad media 47 + 9 afios, tratados
26,9 + 11,4 meses (rango 12-51). Determinamos ALT y ADNVHB
(COBAS Amplicor HBV Monitor Test; limite de deteccion 200 co-
pias/mL y COBAS Ampliprep Tagman HBV; limite de deteccion
10 UI/mL; Roche Diagnostics) basal y cada 3 meses durante el tra-
tamiento. Definimos: No respuesta primaria (NRP): descenso de
ADNVHB < 1 log,, UI/mL a las 24 semanas de tratamiento; Res-
puesta virologica (RV): ADNVHB < 40 Ul/mL; Breakthrough vi-
rolégico (BV): aumento de ADNVHB = 1 log,, UI/mL en 2 deter-
minaciones. En pacientes con NRP y BV investigamos la presencia
de mutaciones en el gen de la polimerasa (TRUGENE HBV Ge-
notyping Kit; Bayer Health Care).

Resultados: No existieron diferencias entre LAM y ADV en el ge-
notipo (D: 63% y 73%), ALT basal (183,3 = 147,8 UI/L y 107,2 =
116 UI/L) ni ADNVHB basal (1,4x10° + 1,8x10° UI/mL y 1,2x107
+ 4,1x107 UI/mL). La NRP fue 10,5% y 11,5%, sin mutaciones en
ninguno de los 5 pacientes. La RV fue similar a los 6 meses de tra-
tamiento (47,3% y 53,8%), pero fue superior en ADV alos 12 y 24
meses: 61,5% y 54,5% vs 26,3% y 21,1% (p = 0,01 y p = 0,05). La
probabilidad de desarrollar BV fue superior en LAM a los 6, 12, 18
y 24 meses: 11,8%, 41,2%, 52,9% y 64,7% vs 0%, 13%, 18,5% y
34,8% (log rank: 6,91; p = 0,009). Se confirmaron mutaciones a
LAM en 11/15 pacientes y a ADV en 4/8 pacientes. No se encontra-
ron factores predictivos basales de RV ni de BV. La probabilidad de
BV en ADV fue mayor en los tratados previamente con LAM que
en los naive a los 12 y 24 meses (30% y 42% vs 0% y 30%; p = ns).
En LAM, RV a los 6 meses predice RV y BV a los 12 y 24 meses.
En ADV, RV alos 12 meses predice RV y BV a los 24 meses.

TTO LAM RVI2m RV24m BV1I2m BV24m
ADNVHB 6 m < 40 UI/mL 44 % 44 % 11 % 33 %
ADNVHB 6 m > 40 Ul/mL 10 % 0% 75 % 100 %
ns ns p=.,01 p=.,007

TTO ADV RV24m BV24m
ADNVHB 12 m <40 Ul/mL 92 % 6 %
ADNVHB 12 m 2 40 UI/mL 10 % 86 %

p=.,000  p=,000

Conclusiones: En pacientes con hepatitis crénica HBeAg negativo
el tratamiento con lamivudina presenta un riesgo elevado de bre-
akthrough viroldgico. Existe un mayor riesgo de breakthrough viro-
l6gico tras tratamiento con adefovir, en los pacientes tratados pre-
viamente con lamivudina, que en los pacientes naive. Un nivel de
ADNVHB inferior a 40 UI/mL durante el tratamiento predice la
respuesta y el breakthrough virolégicos con ambos farmacos.
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CUANTIFICI,\CI(’)N DEL HBSAG COMO PREDICTOR DE
REPLICACION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS DELTA (VHD)
EN PACIENTES CO-INFECTADOS POR VIH

M. Bottecchia'?, J. Martinez-Alarc6n', J. Sheldon'?,

A. Madejon?3, C. Toro!, P. Rios'?, J. Garcia-Samaniego®?
y V. Soriano!

!Departamento de Enfermedades Infecciosas y*Unidad de Hepatologia,
Hospital Carlos 111, Madrid. *CIBEREHD, Madrid, Espaia.

Introducion: El virus de la hepatitis Delta (VHD) es un virus saté-
lite que depende del virus de la hepatitis B (VHB) para replicarse e
infectar. E1 VHD precisa del HBsAg para llevar a cabo la encapsi-
dacién de su propio genoma, por lo que la cuantificaciéon del HB-
sAg podria ser una herramienta ttil para la evaluacion de los pa-
cientes con hepatitis crénica delta (HCD). Estudios recientes han
sugerido que la terapia antiretroviral puede reducir la viremia del
VHD en pacientes VIH+. Como los antiretrovirales con actividad
frente al VHB no tienen efecto directo sobre la replicacién del
VHD, podrian ejercer una accién antiviral indirecta a través de la
disminucién de la expresion del HBsAg.

Pacientes y métodos: Se realizé un estudio longitudinal en el que
se incluyeron todos los pacientes co-infectados con VIH y VHD
que recibian TARGA con lamivudina, tenofovir y/o emtricitabina
en nuestro hospital. La serologia del VHB y del VIH se determiné
con la prueba AxSym (Abbott) y la serologia del VHD se realizé
con la prueba Radim EIA (Radim Diagnostics). La cuantificacion
del ARN-VHD se llevé a cabo por PCR en tiempo real (TagMan),
de acuerdo con el procedimiento descrito por le Gal et al. (J Clin
Microbiol 2005). La cuantificacion del ADN-VHB se determiné
por Cobas TagMan (Roche). El HBsAg se cuantificé por EIA (Bio-
Rad) utilizando como patrén un estidndar internacional de cuantifi-
cacion HBsAg (NIBSC, Potters bar, UK).

Resultados: Se incluyeron un total de 16 pacientes VIH+ con
HCD. Se observé una correlacién significativa entre los niveles de
ARN-VHD vy los niveles de HBsAg (r = 0,557, p < 0,0001). Por el
contrario, no se observé ninguna correlacion entre los niveles de
ADN-VHB vy los titulos de HBsAg (r = -0,083, p < 0,392). En 10
(62,5%) pacientes se observ un descenso simultdneo de los niveles
de ARN-VHD y HBsAg una vez iniciado el tratamiento. Los valo-
res de ARN-VHD y HBsAg al inicio del tratamiento eran 7,7 log
copias/ml y 15.750 IU/ml, respectivamente, y después de una media
de 6,1 afios de TARGA con farmacos anti-VHB descendieron a 5,6
log copias/ml y 2.878 IU/ml, respectivamente. En los 6 pacientes
restantes no se observaron cambios significativos en los niveles de
viremia delta ni en los titulos de HBsAg.

Conclusiones: Existe buena correlacion entre los niveles de ARN-
VHD vy los titulos de HBsAg en la mayoria de los pacientes VIH+
con HCD tratados durante varios afios con regimenes de TARGA
activos frente al VHB. Estos datos sugieren la existencia de un efec-
to antiviral indirecto de los andlogos de nucleos(t)idos frente al
VHD. La cuantificacién del HBsAg puede ser una herramienta ttil
para monitorizar la replicaciéon del VHD en pacientes que reciben
tratamiento con andlogos de nucleos(t)idos con actividad frente al
VHB.

HEPATITIS CRONICA C GENOTIPO 4: EFICACIA Y SEGURIDAD
DEL TRATAMIENTO COMBINADO DE PEGINTERFERON ALFA 2A
Y RIBAVIRINA

M. Diago', J. Boadas?, R. Planas?, R. Sold*, J. A. del Olmo?,

J. Crespo®, J.C. Erdozain’ y M.D. Antén® en nombre de los
investigadores del estudio G-4

'Hospital General de Valencia, >Hospital de Terrassa (Barcelona),
*Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona (Barcelona), *Hospital del
Mar. Barcelona, *Hospital Clinico de Valencia, Hospital Valdecilla.
Santander. °Hospital La Paz. Madrid. *Hospital Dr. Peset. Valencia.

Antecedentes: Los pacientes con genotipo 4 han estado poco repre-
sentados en los estudios promovidos para registro de los farmacos
que utilizamos actualmente para tratar la hepatitis C a pesar de ser
el 20% de los infectados en el mundo. Los datos que disponemos

proceden de los escasos pacientes incluidos en los estudios de regis-
tro o de pequefios estudios, mostrando una respuesta viroldgica sos-
tenida (RVS) inferior a los pacientes genotipo 2 y 3. Algunos estu-
dios sugieren que los pacientes genotipo 4 alcanzan tasas de
respuesta superiores a los que tienen genotipo 1.

Objetivo: Conocer cual es la tasa de RVS en una poblacion de pa-
cientes espafioles con hepatitis C crénica infectados por el virus de
la hepatitis C (VHC) genotipo 4.

Pacientes y métodos: Se reclutaron un total de 198 pacientes con
hepatitis C crénica, genotipo 4 con: una media de edad de 39,3
afios, un 79,8 % de los cuales eran hombres con una media de peso
de 73,9 kg, y un indice de masa corporal (IMC) de 25.3, niveles de
ALT basal de 95 Ul/ml. Se realiz6 biopsia en el 86,9 % de los pa-
cientes. Todos fueron tratados durante 48 semanas con PEG-IFN o-
2a 180 pg/semanas en combinacién con RBV (1000 o 1200 mg/dia
seglin peso > o < 75 kg). Se realizé un “andlisis por intencién de
tratar” de la respuesta en semana 24 después de finalizar el trata-
miento. Se analizaron los niveles de ARN-VHC, parametros bioqui-
micos y examen clinico basal y en las semanas 12, 24 y 48 durante
el tratamiento y 24 semanas después de finalizar el mismo.
Resultados: 198 pacientes fueron incluidos en este estudio. 63
(33,5%) de ellos abandonaron el mismo, 35 por no respuesta en
semana 12 y el resto debido a efectos adversos del tratamiento o
por decision personal. 144 pacientes tuvieron respuesta viroldgica
precoz en semana 12 (76,6%). Al finalizar el tratamiento 110
(58,5%) presentaron respuesta virolégica. En semana 72 (24 se-
manas después de finalizar el tratamiento) 105 pacientes tuvieron
respuesta viroldgica (55.9%). La seguridad del tratamiento fue si-
milar a lo publicado en articulos previos y los acontecimientos ad-
versos que se produjeron se resolvieron de la forma habitual me-
diante reducciones de dosis de ambos productos (PEG-IFN o-2a y
RBV).

Conclusiones: Los pacientes espaiioles con hepatitis C crénica ge-
notipo 4, tratados con PEG-IFN o-2a en combinacién con ribavirina
(a dosis estandar) consiguieron tasas de respuesta viroldgica soste-
nida (RVS) del 55,9%. La respuesta virologica a la semana 12 tiene
un valor predictivo positivo de 72%. La tasa de suspensién por
efectos adversos fue inferior a la recogida en los estudios de regis-
tro.

INCIDENCIA Y ANALISIS DE LOS FACTORES ASOCIADOS

CON LA RESISTENCIA A ADEFOVIR EN PACIENTES RESISTENTES
A LAMIVUDINA

L.G. Diéguez!, S. Mel6n?, I. Pérez!, V. Cadahia', R. Pérez!,

M. Ofia?, L. Rodrigo' y M. Rodriguez!

IS. Digestivo y >Microbiologia. Hospital Universitario Central de
Asturias.

Introduccion: El adefovir es el farmaco de eleccién en el trata-
miento de rescate en pacientes que han desarrollado resistencia a la-
mivudina, aunque el riesgo de desarrollar resistencia al mismo es
superior al observado en pacientes naive.

Objetivo: Conocer la incidencia y los factores que se asocian con el
desarrollo de resistencia a adefovir en pacientes resistentes a lami-
vudina.

Pacientes y métodos: Se analizo la incidencia de resistencia a ade-
fovir en 39 pacientes, 34 varones y 5 mujeres, con resistencia a la-
mivudina y con una edad media de 54 + 13 afios. De ellos 21 eran
HBeAg positivo, 18 estaban infectados por genotipo D y 17 por ge-
notipo A. Ademads de la mutacion M204V/I, en 20 estaba presente
la mutacién L180M vy la carga basal media fue de 164x10° cop/ml.
Se trataron con adefovir en monoterapia 22 y con lamivudina y ade-
fovir 17. Fueron seguidos prospectivamente realizando determina-
ciones trimestrales de ADN-VHB por una técnica de PCR. En caso
de incremento en el ADN-VHB >1log,, con respecto al nadir se rea-
liz6 andlisis genotipico, por un método de LIPA (TRUGENE
HBYV). Para el andlisis estadistico se utilizaron la c¢?, las curvas ROC
el método Kaplan-Meier y la prueba de log-rank.

Resultados: A los 12 meses de tratamiento, el 25% habia al-
canzado valores de ADN-VHB < 10° copias/ml, sin diferencias
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entre tratados con monoterapia y con combinacién. De los 39
pacientes, 7(18%) desarrollaron resistencia a adefovir durante
un seguimiento medio de 31,3 + 12 meses, con un probabili-
dad acumulada a los 3 y 5 afios del 17% y 38% respectivamen-
te. De ellos, 4 presentaban la mutaciéon A181V y 3 la N236T.
El riesgo de desarrollo de resistencia no se asocié con la edad,
con la presencia o ausencia de HBeAg, con el genotipo A o D,
con la existencia o no de mutacién L180M, ni con lo niveles
de ADN basales ni a los meses 1, 3, 6 y 12 de tratamiento. De
los 22 pacientes tratados con monoterapia, 7 desarrollaron re-
sistencia, con una probabilidad acumulada de 25% y 51% a los
3 y 5 aflos, mientras qua la misma no se desarrollé en ninguno
de los 17 tratados con lamivudina y adefovir (p = 0,04; log
rank).

Conclusiones: El riesgo de desarrollar resistencia a adefovir es ele-
vado en pacientes resistentes a lamivudina. A pesar de que no se
observaron diferencias en la intensidad de la inhibicién de la repli-
cacion viral, el tratamiento combinado con lamivudina evita la apa-
ricién de resistencia a adefovir.

LA INSULINO RESISTENCIA Y ESTEATOSIS SE ASOCIAN A
NIVELES BAJOS DE ADIPONECTINA EN PACIENTE NO
DIABETICOS CON HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C POR
GENOTIPO 1B

M. Lozano, O. Lo Iacono, O. Nufiez, A. Matilla, D. Rincén,
M. Salcedo, J. Gémez, G. Clemente y R. Baiiares
CIBEREHD ISCIII. Unidad de hepatologia. Hospital General
Universitario Gregorio Mararion, Madrid.

Antecedentes y objetivos: La adiponectina mejora la sensibilidad
periférica a la insulina, reduce la acumulacion de lipidos en los ma-
crofagos y tiene propiedades anti-inflamatorias. En los pacientes
con esteatosis hepdtica niveles disminuidos de adiponectina se aso-
cian con aumento del depdsito de grasa y con mds actividad ne-
croinflamatoria. El objetivo de nuestro estudio es tratar de definir el
papel de la adiponectina en el desarrollo y progresién del dafio he-
patico en pacientes no diabéticos con hepatitis crénica por VHC ge-
notipo no-3.

Métodos: Estudio prospectivo en el que se incluyeron consecuti-
vamente 60 pacientes [hombres 60%, edad media 45 (10) afos]
con hepatitis crénica por VHC (todos con genotipo no-3, 74% ge-
notipo 1b), que ingresaron para la realizacién de biopsia hepética
percutanea. Ninguno de ellos tenia antecedentes de diabetes ni
habia sido previamente tratado con farmacos antivirales. Se rela-
cionaron los niveles en suero de adiponectina con las variables
metabdlicas y las variables histolégicas (esteatosis, inflamacidn,
fibrosis).

Resultados: Los niveles de adiponectina se relacionaron inversa-
mente con el sexo masculino (p = 0,02), la insulino-resistencia
(HOMA > 2,7) (p = 0,02) y la insulinemia en ayunas (r = -0,39, p
= 0,02). En los pacientes con esteatosis (n = 28, 47%) se observa-
ron niveles mas bajos de adiponectina [8(8) mcg/ml Vs 21(26)
mcg/ml p = 0,04]. Sin embargo no existia asociacién con el grado
de inflamacién ni con el estadio de fibrosis hepatica. Se observé
también una asociacion inversa de los niveles de adiponectina
con los de sVCAM-1 (r =-0,31; p = 0,05) y MMP-9 (r = -0,36; p
= 0,02). Sin embargo no se evidencié asociacién con los niveles
de TNF-alpha (r =-0,117 p = 0,5). Por tltimo, los niveles de adi-
ponectina tampoco se asociaron con la edad, el IMC [> 30 Kg/m?
en 12 pacientes (20%)], la obesidad abdominal [circunferencia
abdominal: hombres > 102 (n = 10), mujeres > 88 (n = 15)], por-
centaje de grasa libre (%, Holtain body composition analyser),
sindrome metabolico (segun los criterios del ATP III) ni con la
carga viral del VHC.

Conclusiones: En pacientes no diabéticos, con hepatitis crénica por
VHC, genotipo no-3, los niveles de adiponectina se relacionan in-
versamente con la resistencia periférica a la insulina y la presencia
de esteatosis hepatica. Estos resultados sugieren el posible papel de
la adiponectina como mediador de los cambios sobre la sensibilidad
periférica a la insulina producidos por el VHC.
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ESTUDIO OBSERVACIONAL, PROSPECTIVO DE SEGUIMIENTO
DEL TRATAMIENTO CON INTERFERON ALFA 2A PEGILADO
ASOCIADO A RIBAVIRINA EN PACIENTES CON HEPATITIS C
CRONICA CON NIVELES NORMALES DE TRANSAMINASAS.
ANALISIS INTERMEDIO A LAS 12 SEMANAS

J.L. Calleja?, B. Ruiz-Antord, J. Garcia-Samaniego®,

M. Trapero, J.C. Erdozain, R. Sol4®, R. Morillas’, A. Castro®,
F. Jorquera", M. Vergara!, J. Salmer6n, L. Grande¥, J. Aguilar’,
J. Pons™, O. Niifiez", A. Dominguez®, J. Rodriguez?, Senadorq,
B. Pefias®y V. Torrente’ por el Grupo Espafiol para el manejo de
la infeccién por VHC Y transaminasas normales

“H. Puerta de Hierro, "H .Carlos III, “H. La Princesa, “H. La Paz, H.
del Mar, 'H. Germans Trias i Pujol, $H. Juan Canalejo, "H. de Leon, 'H.
Parc Tauli,’H. San Cecilio, *H. de Valme, 'H. Virgen del Rocio, "H.
Virgen Arrixaca, "H. G. Maraiion, °H. J. Ramon Jimenez, PH. Reina
Sofia (Murcia), H. Rosell, "H. S. Joan de Reus.

El estudio que permiti6 avalar el tratamiento de los pacientes infec-
tados por el virus de la hepatitis C con transaminasas normales utili-
z6 dosis de 800 mg/dia. Sin embargo la dosis actual recomendada
es de 1000-1200 para genotipos 1 y 4. Por ello se considera ttil
confirmar los resultados del estudio, en condiciones de practica cli-
nica habitual con las dosis estdndar de ribavirina.

Objetivos: Evaluar la respuesta al tratamiento con Peginterferén
asociado a ribavirina a dosis estandar (1000-1200 mg/dia) en el
aclaramiento del virus C genotipo 1 y 4. En este andlisis intermedio
se ha evaluado la respuesta virolégica precoz (RVP: ARN-VHC ne-
gativo o disminucién > 2 log en la semana 12 de tratamiento) y la
respuesta viroldgica rapida (RVR: ARN-VHC < 50 IU/ml en la se-
mana 4).

Métodos: Estudio observacional, prospectivo de seguimiento del
tratamiento con interferén alfa-2a pegilado asociado a ribavirina. Se
han incluido pacientes de ambos sexos con edades comprendidas
entre los 18 y los 65 afios, con evidencia de infecciéon por VHC y
con cifras de ALT normales (< 40 Ul/ml) durante al menos 2 oca-
siones en los ultimos 12 meses.

Resultados: Se han incluido para este andlisis intermedio un total
de 91 pacientes. El 92% genotipo 1 y el 8 % genotipo 4. La media
de las cifras basales de ALT fue de 29 Ul/ml (= 9 Ul/ml). Un 66
% de los pacientes incluidos presentaba cargas virales basales =
600.000 IU/ml, con una carga viral media de 3.928.390 IU/ml (+
9.378.797 1U/ml). La tasa de RVR global fue del 30,1%. La tasa
de RVR fue significativamente mayor en pacientes con carga viral
baja (43,5% vs 24,0%) (p < 0,05). La tasa de pacientes con RVP
ha sido de 91,2%. El subgrupo de pacientes con carga viral inicial
alta (= 600.000 IU/ml), presento una RVP de 90% vs al 93.5%,
del grupo de pacientes con carga viral baja, sin diferencias esta-
disticamente significativas. Durante las doce semanas de trata-
miento un 63.7% de los pacientes ha presentado un descenso de
ALT, la disminucién media en pacientes respondedores ha sido de
4,5 Ul/ml.

Conclusiones: En pacientes con ALT normales y tratamiento con
Peginterferén asociado a ribavirina a dosis estdndar se consiguen ta-
sas de RVR y RVP superiores a las obtenidas en pacientes con tran-
saminasas altas.

¢ES EL GENOTIPO DEL VHB IMPORTANTE EN LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO CON LAMIVUDINA?

V. Trejo, M. Buti, E. Hermosilla, R. Jardi, A. Rejas,

F. Rodriguez-Frias y R. Esteban

Servicio de Hepatologia, de Bioquimica y de Medicina Preventiva i
Epidemiologia Hospital General Universitario Vall d’Hebron.
Barcelona.

Lamivudina fue el primer farmaco oral aprobado para el tratamiento
de la hepatitis crénica B. En nuestro pafs existen escasos estudios
publicados y todos ellos con un nimero reducido de pacientes.
Objetivo: Evaluar la eficacia y seguridad de lamivudina en una se-
rie amplia de pacientes con hepatitis crénica B y valorar la eficacia
en relacién al genotipo del VHB.
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Pacientes y métodos: Estudio retrospectivo de un tnico centro con
110 pacientes con hepatitis crénica B tratados con monoterapia con
lamivudina (100 mg al dia) durante un tiempo medio de 36 meses
(rango 6-109 meses). Los criterios de inclusién fueron hepatitis cré-
nica B, tratamiento inicial con lamivudina, y estar infectado por ge-
notipo A, 6 D. Fueron excluidos los pacientes coinfectados por
VHC, VHD y VIH y aquellos tratados previamente con otro anélo-
go de nicleos(t)idos. Todos los pacientes fueron controlados cada
3-6 meses y se determino los valores de ALT y el DNA-VHB por
PCR a tiempo real (LID 50 copias/mL). El genotipo del VHB se
analizo por Inno-LiPA (INNO-LIPA HBV Genotyping Assay; In-
nogenetics NV., Ghent, Belgium).

Resultados: De los 110 pacientes incluidos 33 (30%) eran HBeAg
positivo y 76 HBeAg negativo, edad media 52 + 13 afios, 80% va-
rones, mediana de niveles sericos de DNA-VHB de 7 log
copias/mL (rango 5-9) y mediana valores ALT de 102 IU/L (rango
50-490). El 40% estaban infectados por Genotipo A y el 60% por
genotipo D. Entre los pacientes HBeAg positivo se observo perdida
del HBeAg en 17 (51%) de los casos y seroconversion a antiHBe en
15 (45%) tras un tiempo medio de 50 meses. E1l DNA-VHB fue ne-
gativo en 75% de los casos a los 12 meses, 58% a los 36 meses y
54% a los 60 meses. Se detectaron mutaciones asociadas a resisten-
cia a lamivudina en el 21% de los casos a los 12 meses, 43% a los
36 meses y 66% a los 60 meses. De forma global, en relacion al ge-
notipo del VHB, el genotipo D se asoci6 a una menor tasa de resis-
tencias (47% vs 68% p = 0,049) y un menor tiempo hasta la negati-
vizacién del DNA_VHB (p = 0,020), por el contrario no se
encontraron diferencias en relacion a la normalizacién de las ALT
(82% vs 89% p = 0,424) ni a seroconversién a antiHBe (47% vs
43%). Solo 3 (2,7%) pacientes eliminaron el HBsAg. La tolerancia
fue excelente. Sin observarse efectos adversos relacionados con la-
mivudina.

Conclusién: Lamivudina es un farmaco eficaz y seguro en pacien-
tes con hepatitis crénica B especialmente en paciente infectados por
genotipo D donde se observa un tiempo menor a la respuesta y una
tasa mas baja de resistencias.

RESPUESTA ESPECIFICA DE CELULAS T CD4+Y CD8+ FRENTE AL
VHC EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA C CON'Y SIN
INFECCION POR VIH

N.L Rallén, M. Lépez, J. Garcfa-Samaniego, V. Soriano, M. Romero,
A. Moreno, P. Labargo, P. Garcia-Gasco y J.M. Benito

Servicios de Hepatologia y Enfermedades Infecciosas. Hospital Carlos
I1I. CIBEREHD. Madrid.

La respuesta especifica de células T frente al VHC es débil en la
mayoria de los pacientes con hepatitis crénica C (HCC). Esta res-
puesta puede ser menor en pacientes coinfectados por VIH. Este es-
tudio examina el perfil funcional de las células T especificas frente
al VHC en pacientes con HCC con y sin infeccién por VIH.
Métodos: Se examiné la respuesta especifica de células T CD4+ y
CD8+ en 30 pacientes con HCC sin tratamiento previo. Diez pa-
cientes eran monoinfectados por VHC y 20 tenfan coinfeccién
VIH/VHC. El perfil de produccién de citoquinas (IFN-g, IL-2 y
TNF-ar) en respuesta a 324 péptidos solapantes de cinco proteinas
del VHC (E2, p7, NS3, NS5a, NS5b) especificos para cada genoti-
po se analizé mediante citometria de flujo.

Resultados: Las medias del valor absoluto de linfocitos T CD4+ y
la carga viral VIH en plasma de los pacientes VIH+ fueron de 390
+ 213 células/pl y 2,6 + 1,3 log copias/ml, respectivamente (65%
de los pacientes VIH+ recibian TARGA). Las cifras medias de
ARN-VHC fueron de 5,7 + 0,8 log Ul/ml en los pacientes
VHC+/VIH- y de 6,4 + 0,7 log Ul/ml en los pacientes con coinfec-
cién VIH/VHC (p = 0,03). El genotipo 1 fue mayoritario en los pa-
cientes monoinfectados (90% vs 45%). La proporcion de pacientes
con respuesta detectable CD4+ 6 CD8+ frente a las cinco proteinas
del VHC fue elevada (> 80%) y similar en pacientes con y sin
coinfeccién por VIH. Los niveles de respuesta total CD4+ y CD8+
fueron también similares en ambos grupos. El perfil de citoquinas
producidas por las células T CD4+ y CD8+ especificas estuvo do-

minado por las células productoras de TNF-o. en ambos grupos.
Sin embargo, la contribucién de las células que producen TNF-o a
la respuesta CD4+ frente a las proteinas NS3 y NS5a fue significa-
tivamente mayor en los pacientes coinfectados que en los monoin-
fectados por VHC, mientras que la contribucién de las células que
producen IL2 a la respuesta CD4+ fue mas alta en los pacientes
VHC+/VIH- que en los coinfectados (p = NS). En pacientes con
genotipo 1 se observé una asociacién entre la contribucién de las
células que producen unicamente TNF-o. + a la respuesta CD4+
frente a la proteina NS5a y la carga viral en suero del VHC (r =
0,86, p=0,01).

Conclusiones: El perfil funcional de las células T especificas frente
al VHC se limita a una sola funcién dominada por la produccién de
TNF-o. La capacidad de las células T CD4+ para producir IL2 fren-
te al VHC estd disminuida en los pacientes coinfectados por VIH.
El nivel mas elevado de contribucién de las células que producen
unicamente TNF-o + a la respuesta CD4+ en pacientes coinfectados
podria explicar en parte el menor control de la replicacién del VHC
en esta poblacion.

UTILIDAD DE LA CINETICA BIOQUIMICA COMO FACTOR
PREDICTIVO DE RESPUESTA VIROLOGICA SOSTENIDA AL )
TRATAMIENTO ANTIVIRAL CON INTERFERON PEGILADO MAS
RIBAVIRINA EN PACIENTES NAIVE CON HEPATITIS CRONICA C
L. Gonzélez Moreno®, J. Mendoza Ridruejo?, J.A. Moreno
Monteagudo?, J.P. Gisbert?, L. Garcia Buey?, M.J. Borque®,

M. Trapero Marugdn®y R. Moreno Otero*

aServicio de Aparato Digestivo Hospital Universitario de La Princesa.
Unidad de Biologia Molecular Hospital Universitario de La Princesa.

Introduccién: El tratamiento para la hepatitis crénica C (HCC)
consiste en la combinacién de interferén pegilado (PEG-IFN) y ri-
bavirina. Los factores predictivos de respuesta virolgica sostenida
(RVS) son el genotipo y la carga viral. Los factores bioquimicos no
han sido evaluados de manera exhaustiva en la literatura.
Objetivos: Evaluar la cinética bioquimica durante el tratamiento
con PEG-IFN mas ribavirina en pacientes naive con HCC genoti-
pol y analizar su posible utilidad como factores predictivos de
RVS.

Pacientes y métodos: Se incluyeron 141 pacientes naive con HCC
genotipo 1: 46 mujeres (32,6%) y 95 hombres (67,4%). La edad
media fue de 47 + 9 afios. Los pacientes recibieron PEG-IFN-o. mds
ribavirina durante un afio. Se analizaron variables epidemioldgicas,
bioquimicas, histolégicas y virales basalmente, durante el trata-
miento (meses 1, 3, 6 y 12) y tras 6 meses de seguimiento. Para el
estudio estadistico se utilizaron los test de chi cuadrado, t-Student,
ANOVA y regresion logistica.

Resultados: 68/141 pacientes (48%) lograron una RVS, 38/141
(27%) fueron recidivantes y 35/141 (28,4%) no respondieron (NR).
Valores normales de GPT y GOT en los meses 1 y 3 de tratamiento
se asociaron con RVS (GPT normal primer mes (p < 0,002); GOT
normal primer mes (p < 0,006); GPT normal tercer mes (p < 0,01);
GOT normal tercer mes (p < 0,02)). En el andlisis univariante la
RVS se asocié con bajos niveles basales de GPT (RVS: 175 =
252,04 vs NR: 120,03 £ 174,06; p < 0,01), ferritina (RVS: 179,13 +
114,81 vs NR: 318,07 = 175,90; p < 0,01) y del cociente GOT basal
/GPT basal (RVS: 0,59 + 1,16 vs NR: 0,66 + 0,15;p < 0,01). Nive-
les basales mas elevados de colesterol total (RVS: 184,65 + 31,42
vs NR: 167, 41 + 51,12; p < 0,02) y del cociente GPT basal /GGT
basal (RVS: 3,43 +2,96 vs NR: 2,27 + 2,03; p < 0,01) se asociaron
a una mayor probabilidad de RVS. Al mes, las variables predictoras
de RVS fueron valores mds bajos de GPT (RVS: 40,22 + 36,43 vs
NR: 57,11 + 42,26; p < 0,05), GOT (RVS: 31,82 + 14,80 vs NR:
44,64 + 23,92; p < 0,007) y GGT (RVS: 37,34 + 22,59 vs NR:
50,74 + 35,78, p < 0,01) y niveles mds elevados de colesterol total
(RVS: 170,65 + 28,13 vs NR: 148,06 + 31,21; p < 0,001). La mag-
nitud del descenso de la GPT se establecié con el cociente
GPTb/GPT1mes. En la curva ROC el 4rea bajo la curva fue de 0,75.
Se seleccioné 2 como mejor punto de corte (sensibilidad 70%, espe-
cificidad 65%, VPP 72% y VPN 64%). En el andlisis univariante un
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cociente > 2 se asocié con la RVS; p < 0,001, OR: 4,7 95% IC:
2,29-9,97.

Conclusiones: /) El tratamiento con PEG-IFN mas ribavirina es
eficaz, alcanzando tasas de RVS del 45,8%. 2) La cinética de las ci-
fras de GPT y GOT resulta 1itil para predecir una RVS de forma
precoz, barata y sencilla. 3) La probabilidad de alcanzar una RVS
es cuatro veces mayor en los pacientes con descenso = 50% en los
valores de GPT al mes con respecto a su valor basal.

RESPUESTA VIRAL SOSTENIDA (RVS) AL TRATAMIENTO CON
INTERFERON PEGILADO Y RIBAVIRINA EN PACIENTES CON
GENOTIPO 4 DEL VHC Y COINFECCION POR VIH

L. Martin-Carbonero!, M. Puoti?, J. Garcia-Samaniego', M.
Romero', E. Losada®, A. Marifio*, K. Aguirrebengoa’®, M.
Ndfiez!, J. Carb6' y V. Soriano!

'Hospital Carlos IlI. CIBEREHD. Madrid. *Spedale Civili. Brescia
Italia. Hospital Clinico. Santiago de Compostela. *Hospital Arquitecto
Marcide. Ferrol. >Hospital de Cruces. Bilbao.

Introduccién y objetivo: La respuesta al tratamiento de la hepatitis
C con interferén pegilado (peglFN) y ribavirina (RBV) en los pa-
cientes infectados por el genotipo 4 es similar a la de los pacientes
con genotipo 1 e inferior a la observada en los genotipos 2/3. En la
mayoria de los estudios el nimero de pacientes con genotipo 4 es
bajo y los datos de respuesta viral sostenida (RVS) en ocasiones
contradictorios. Ademads, los factores relacionados con la respuesta
en esta poblacién de pacientes no son bien conocidos.

Métodos: Se incluyé en un andlisis retrospectivo a todos los pa-
cientes VHC+/VIH+ con genotipo 4 tratados con peglFN alfa 2a
(180 mcg/semana) + RBV (1000-1.200 mg/dia) durante 48 semanas
en dos estudios multicéntricos (PRESCO y ROMANCE). La cifra
basal de ARN-VHC, su indetectabilidad en la semana 4 (RVR) y el
descenso de 2 log en la semana 12 (RVP) se evaluaron como pre-
dictores de respuesta y se incluyeron en un andlisis uni y multiva-
riado. Los resultados se expresan en valores de mediana (IQR).
Resultados: Se analiz6 a 75 pacientes (60 varones) con una edad
media de 40 afios y un recuento de linfocitos CD4 de 598 cel/ul. El
49% de los pacientes tenia una cifra de ARN-VIH < 50 copias/ml,
el 71% presentaba elevacion persistente de las transaminasas y el
31% tenia fibrosis avanzada (F3-4). La mediana de la cifra basal de
ARN-VHC fue 5,7 log/ml. Diez pacientes (13%) alcanzaron RVR y
26 (35%) RVP. En los andlisis por intencién de tratar y on-treat-
ment la RVS se observé en 21/75 (28%) y 21/62 (34%) de los pa-
cientes, respectivamente. En el andlisis multivariado la cifra basal
de ARN-VHC (OR para cada incremento de 0,08 log,, IC
95%:0,008-0,8) y la RVP (OR 6,5 IC 951:1,3-30,8) se asociaron de
modo independiente con la RVS. No se pudo establecer un punto de
corte adecuado de la cifra basal de ARN-VHC para predecir res-
puesta (sensibilidad de 0,3 para 5.7 log,, de ARN-VHC)..
Conclusiones: Los pacientes coinfectados por VHC/VIH portado-
res del genotipo 4 tratados con peglFN y RBV tienen una tasa baja
de RVS, inferior a la de los pacientes VIH-, y constituyen una po-
blacién “dificil de tratar”. Los niveles basales de ARN-VHC viral y
la RVP son los mejores predictores de respuesta.

CARACTERiSTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON
COINFECCION VIH/VHC Y TRANSAMINASAS NORMALES

L. Martin-Carbonero, M. Romero, V. Soriano, I. Maida, P.
Barreiro, M. Niiiez, C. Castellares, A. Moreno y J. Garcia-
Samaniego

Servicios de Enfermedades Infecciosas y Hepatologia. Hospital Carlos
IIl. CIBEREHD. Madrid.

Introduccién y objetivo: Entre un 25% y un 30% de los pacientes
con infeccién por VHC presenta transaminasas persistentemente
normales (ALTPN). La actividad histoldgica y la progresion de la
fibrosis hepatica son mas leves en los pacientes con ALTPN que en
los que tienen transaminasas elevadas. En los pacientes coinfecta-
dos por VHC y VIH la prevalencia y la implicacién clinica de la he-
patitis C con ALTPN no son bien conocidas.
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Pacientes y métodos: Se analiz6 a todos los pacientes VIH+ con
ARN-VHC + a los que se realizé evaluacion de la fibrosis hepatica
con elastografia (FibroScan®) en nuestro hospital. ALTPN se defi-
nié como la normalidad de los valores de AST/ALT en tres deter-
minaciones consecutivas en un periodo de un afio. Los pacientes
con ALTPN se compararon con un grupo control de pacientes con
elevacion crénica de transaminasas.

Resultados: Se identificaron 87 pacientes con ALTPN y 133 pa-
cientes con ALT elevada. La edad media fue similar en ambos gru-
pos (43 y 42 afios, respectivamente). El 17% de los pacientes con
ALTPN y el 23% de los que tenfan transaminasas elevadas habian
recibido alguna pauta de tratamiento con IFN sin respuesta. La fi-
brosis hepética fue inferior en el grupo de pacientes con ALTPN
(Tabla).

Estadio fibrosis Leve Moderada Grave
(Metavir) (< 9,5 KPa) (F0-F2) (9,5-13,9 KPa) (F3) (214 KPa) (F4)
ALTPN 76 (86%) 9 (10%) 3 (4%)
ALT elevada 65 (49%) 22 (16%) 46 (35%)

ALTPN se asocié significativamente con el sexo femenino (42%
vs 26%; p = 0,012) y los genotipos 4 6 1 (33% vs 6%; p = 0,001, y
67% vs 53%; p = 0,04; respectivamente). Los pacientes con eleva-
cion de ALT recibian mas frecuentemente TARGA (90% vs 75%;
p = 0,006) y eran portadores del genotipo 3 (24% vs 10%; p =
0,01). Los pacientes con ALTPN presentaban cifras mds altas de
plaquetas (media, 214 vs 160 x1000/ul; p < 0,001) y de linfocitos
CD4 (media, 567 vs 475 cels/ul; p = 0,09) que los pacientes con
ALT elevada. Ademas, los niveles de ARN-VHC fueron inferiores
en el grupo de ALTPN (5.8 vs 6.16 logs; p = 0,004). No se obser-
varon diferencias en los estadios de fibrosis avanzada (F3-F4) en-
tre los pacientes con ALTPN en funcién del genotipo (G1:13%;
G2: 33%; G3: 11% y G4: 14%) o tratamiento previo (20% y 13%
p=0,21).

Conclusiones: Casi un 40% de los pacientes coinfectados
VIH/VHC tienen ALTPN y un 15% de ellos presenta fibrosis avan-
zada (F3-F4) independientemente del genotipo. Los pacientes con
ALTPN son mayoritariamente mujeres y portadores del genotipo 4.

FACTORES PREDICTIVOS DE LOS DIFERENTES PATRONES DE
RESPUESTA VIROLOGICA E INFLUENCIA SOBRE LA RESPUESTA
VIROLOGICA PERSISTENTE DURANTE EL TRATAMIENTO
ANTIVIRAL EN PACIENTES NAIVE CON HEPATITIS CRONICA C
(HCC)

M. Garcia-Retortillo, M.D. Giménez, C. Marquez, 1. Cirera,

S. Coll, F. Bory y R. Sola

Seccion de Hepatologia. Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Spain.

El genotipo del VHC es el factor predictivo de respuesta viroldgica
persistente (RVP) mas importante y determina la duracién del trata-
miento antiviral pero estudios recientes han demostrado que una ra-
pida negativizacion del ARN-VHC tras iniciar tratamiento también
se asocia a una mayor tasa de RVP.

Objetivos: /) Describir los patrones de respuesta antiviral y esta-
blecer su frecuencia durante el tratamiento antiviral en pacientes
naive con HCC. 2) Analizar los factores predictivos de los patrones
de respuesta antiviral y su relacion con la RVP.

Pacientes y métodos: Se incluyeron de forma consecutiva 206 pa-
cientes desde mayo de 2002 hasta diciembre de 2006. Todos los pa-
cientes fueron tratados con Interferén Pegilado alfa-2a y ribavirina
segin pauta estdndar dependiendo del genotipo. La determinacién
del ARN-VHC (PCR cuantitativa y cualitativa) se llev6 a cabo en el
momento basal y en las semanas 4, 12, 24, 48 y 72 (en los genoti-
pos 1 y 4). Definicién de los diferentes patrones de respuesta: 1-
RVR (Respuesta Virologica Rapida, ARN indetectable en la sema-
na 4), 2-RVPc (Respuesta Virolégica Precoz completa, ARN
indetectable en semana 12), 3-RVPp (Respuesta Viroldgica Parcial,
un descenso >2 log,, con ARN detectable en semana 12), y 4-NR
(No Respuesta, disminucién de < 2 log,, de la carga viral respecto a
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la basal, determinado a la semana 12). La adherencia al tratamiento
se definié como cumplimiento de >80% del tiempo y de las dosis de
farmacos establecidas.

Resultados: La mediana de edad fue de 41 afios (rango: 18-75) y el
67% fueron hombres. La distribucién por genotipos fue: G1: 46%,
G2: 6.8%, G3: 40,3% y G4: 6.3%. Se observo RVR en 48 pacientes
(48.5%), RVPc en 54 pacientes (26.2%), RVPp en 20 pacientes
(9.7%) y NR en 32 pacientes (15.5%). La RVP se consigui6 en el
66% de los pacientes. La tasa de RVP vari6 entre los diferentes pa-
trones de respuesta antiviral (90,9%, 66.7%, 50% y 0% para RVR,
RVPc, RVPp y NR, respectivamente). La RVP se relaciond con la
edad, el genotipo, la RVR, el indice de Forns para evaluacién de fi-
brosis y la adherencia al tratamiento pero sélo la RVR (p < 0,001) y
la adherencia al tratamiento (p = 0,002) mostraron un valor predicti-
vo independiente para la RVP. Las tnicas variables asociadas de
forma independiente con la RVR fueron el genotipo (p < 0,001) y el
indice de Forns para la evaluacion de la fibrosis (p = 0,04). Por otro
lado, el genotipo y un estadio avanzado de fibrosis (METAVIR 3-4)
se asociaron de forma independiente a la NR. El VPP de RVR para
la RVP alcanz6 el 90%.

Conclusiones: La RVR se consigue en una proporcién importante
de pacientes naive con hepatitis crénica C y constituye el factor pre-
dictivo de RVP mas potente. El genotipo y el estadio de fibrosis se
asocian a la RVR. Las gufas para el tratamiento de la HCC deberian
tener en cuenta la RVR como un factor clave a la hora de establecer
la duracién del tratamiento antiviral.

LA RESISTENCIA INSULINICA NO PREDICE LA RESPUESTA
VIRICA SOSTENIDA A INTERFERON PEGILADO Y RIBAVIRINA EN
LOS INDIVIDUOS COINFECTADOS POR VIH Y VHC

N. Merchante**, 1. de los Santos-Gil®, D. Merino®",

M. Gonzélez-Serrano®, J.A. Mira*, L. Cardefioso®,

E. Ferndandez-Fuertes®”, J. Ruiz-Morales®", J.A. Garcia-Garcia®,
J. del Valle*" y J.A. Pineda®

“Hospital Universitario de Valme, Sevilla. "Hospital Universitario La
Princesa, Madrid. “Hospital Juan Ramdn Jiménez, Huelva. “Hospital
Universitario Virgen de la Victoria, Mdlaga. *Grupo para el Estudio de
la Hepatitis Viricas de la Sociedad Andaluza de Enfermedades
Infecciosas.

Introduccion: La resistencia insulinica (RI) se ha relacionado con
una peor tasa de respuesta virica sostenida (RVS) a interferén pegi-
lado y ribavirina en los pacientes monoinfectados por VHC. Se des-
conoce si la RI predice también la RVS en los individuos coinfecta-
dos por VIH y VHC.

Meétodos: Se evalud la posible influencia de la RI en la tasa de RVS
en una cohorte multicéntrica de pacientes coinfectados por VIH y
VHC que recibieron tratamiento con interferén pegilado y ribaviri-
na. La RI se midié de acuerdo al método homeostasis model assess-
ment (HOMA).

Resultados: Se incluyeron a 155 pacientes en el estudio. Cincuenta
y cinco (36%) pacientes lograron una RVS. La mediana (Q1-Q3)
del HOMA en los pacientes que lograron una RVS fue 2.40 (1.73-
3.97) mientras que fue 3.10 (1.90-4.60) en los no respondedores (p
=0,17). Cuarenta y dos (38%) pacientes con un HOMA menor de 4
lograron alcanzar una RVS mientras que 13 (29%) de los pacientes
con un HOMA mayor de 4 alcanzé una RVS (p = 0,27). Se realiza-
ron andlisis usando un valor de corte del HOMA de 2 que mostra-
ron resultados superponibles. En los pacientes con genotipo 1 6 4
no hubo diferencias en las tasas de RVS de los pacientes con un
HOMA menor 6 mayor de 4 [19 (27%) vs 7 (24%); p = 0,8]. Tras el
andlisis multivariante los factores que de forma independiente se
asociaron con la RVS fueron el genotipo 3 [odds ratio ajustada
(ORA) 8.20; intervalo de confianza al 95% (IC) 2.81-23.88; p <
0,0001], una carga viral del VHC basal menor de 600.000 Ul/mL
[ORA 3.16; IC 95% 1.12-8.86; p = 0,029] y un colesterol LDL ba-
sal mayor de 100 mg/dL [ORA 6.36; IC 95% 1.96-20,67; p =
0,002].

Conclusién: La RI no predice la RVS a interferon pegilado y riba-
virina en pacientes coinfectados por VIH y VHC.

EL DOMINIO EXTRA A DE LA FIBRONECTINA (EDA) AUMENTA
LA INMUNOGENICIDAD DE LA PROTEINA NS3 EN UNA VACUNA
FRENTE AL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC) BASADA EN EL
VIRUS DEL BOSQUE SEMLIKI (SFV)

C. Mansilla, E. Casales, N. Casares, M. Martinez, P. Sarobe,

F. Borrds-Cuesta, J. Prieto, C. Smerdow y J.J. Lasarte

Area de Hepatologia y Terapia Génica, Centro de Investigacion Médica
Aplicada CIMA, Clinica Universitara, Universidad de Navarra,
Pamplona.

El desarrollo de una vacuna frente al virus de la hepatitis C (VHC)
es necesaria para el control de esta infeccion. En este trabajo se plan-
tea la construccion de un virus Semliki (SFV) recombinante que ex-
prese una proteina secretable de fusién entre las proteinas NS3 del
VHC y el dominio extra A de la fibronectina (EDA), un ligando na-
tural de roll like receptor 4 (TLR4), y que nuestro grupo ha mostrado
que es un potenciador de la respuesta inmunitaria. La utilizacién de
la proteina EDA podria favorecer el targeting del antigeno NS3 a las
células dendriticas (CD) que expresan TLR4, y estimular la madura-
cién de las CD para inducir una respuesta inmune celular eficaz fren-
te a la proteina NS3. Por otro lado, la expresion de esta proteina de
fusion mediante la utilizacién de un vector viral como SFV, que in-
duce la apoptosis de las células a las que infecta y permite la expre-
sién de altos niveles de proteina recombinante, puede ser un método
eficaz de potenciacion de la respuesta inmune antiviral. Hemos cons-
truido los virus recombinantes SFV-(EDA-NS3) y SFV-(NS3) que
expresan las proteinas EDA-NS3 o NS3 con el péptido sefial de Ia ti-
rosinasa humana (HTLP) para favorecer su secrecién. La infeccién
de células BHK con estos virus permite una expresién equivalente
de EDA-NS3 o NS3 (medida por western blot). Sin embargo, cuan-
do inmunizamos ratones transgénicos HHD, (que expresan la molé-
cula HLA-A2) con 10° pfu de los SFV recombinantes, encontramos
que la respuesta inmune inducida frente a la proteina NS3 es mayor
en los ratones que han recibido el SFV-(EDA-NS3). Del mismo
modo, la induccién de una respuesta citotdxica frente a células diana
incubadas con los determinantes citotxicos de esta proteina es supe-
rior en caso de los ratones inmunizados con el virus recombinante
SFV-(EDA-NS3) (medida como produccién de IFN-gamma median-
te ELISA y ELISPOT o por ensayos de liberacién de cromo).
Conclusion: Estos resultados sugieren que la proteina recombinan-
te de fusion entre el dominio extra A de la fibronectina y la proteina
NS3 del VHC podria utilizarse en el desarrollo de una vacuna profi-
lactica o terapéutica frente a la infeccion por este virus.

LA RESPUESTA VIRQL()GICA PRECOZ PERMITE PREDECIR LA
RESPUESTA VIROLOGICA A LARGO PLAZO EN PACIENTES CON
HEPATITIS CRONICA B

E. Llop, J.L. Calleja, J. de la Revilla, F. Pons, B. Pefias
y L. Abreu

Servicio de Gastroenterologia 'y Hepatologia. Hospital Universitario
Puerta de Hierro. Madrid.

Introduccién y objetivos: El patr6n de descenso inicial de la carga
viral (CV) durante el tratamiento de la hepatitis crénica B puede in-
fluir en la respuesta viroldgica a largo plazo.

Objetivo: Evaluar la respuesta al tratamiento antiviral durante un 1
afio monitorizando el descenso en la CV al mes, 3 y 6 meses y su
relacién con la respuesta virolégica.

Pacientes y métodos: Andlisis retrospectivo de 66 pacientes (31
con lamivudina -LAM- y 35 con adefovir —~ADF-), recogiendo los
valores de DNA VHB y ALT al mes, 3 y 6 meses de tratamiento. Se
defini6 respuesta virolégica (RV) como DNA indetectable (< 200
copias mediante Cobas-Core® Roche) y respuesta bioquimica (RB)
a la normalizacién de la ALT (ULN 40 U/L). Se calcularon las mo-
dificaciones de CV en logaritmos y porcentajes y se compararon
mediante la prueba de t-Student disefidndose posteriormente curvas
ROC para definir puntos de corte.

Resultados: Lamivudina: En el grupo con LAM presentaron RV
16/31 (51.6%) y RB 22/31 (70,96%) a los 12 meses. No se observa-
ron diferencias estadisticamente significativas en la edad, sexo, via
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de infeccion, ALT basal y la presencia de AgHBe entre responde-
dores (R) y no respondedores (NR). La CV basal era més elevada
entre los NR vs los R (7,01 £ 1,05 vs 5,37 + 1,16; p < 0,001). Eva-
luando el descenso en logaritmos y el porcentaje de descenso de la
CV respecto a la basal sélo se observaron diferencias en el porcen-
taje de descenso al mes 3 que fue mayor en R (49,17 + 13,23% vs
38,33 + 20,44%). Con estos datos se disefié una curva ROC (AUC
= 0,675) y se determin6 un punto de corte de descenso < 30% que
tuvo un VPN del 80% y una S del 92%.

Adefovir: En el grupo con ADF presentaron RV 20/34 (57,1%) y
RB 25/34 (73,5 %) a los 12 meses. No se observaron diferencias
significativas en las caracteristicas basales a excepcion de la CV ba-
sal (R 4,67 = 1,22 vs NR 5,78 + 1,34; p = 0,01). Existi6 un descen-
so significativo en logaritmos y en porcentaje de descenso de CV
respecto a la basal a los 3 (R 46,55 + 13,93% vs NR 19,87 +
20,03%; R log 2,35 + 1,07 vs NR log 1,28 + 1,27) y 6 meses (R
49,31 + 12,73% vs NR 21,09 + 19,79%; R log 2,55 + 1,17 vs NR
log 1,26 + 1,24). Con estos datos se crearon las curvas ROC y se
calcularon los mejores puntos de corte a los 3 (AUC% = 0,83; AUC
LOG =0,77) y 6 meses (AUC % = 0,90; AUC LOG = 0,79). Asi se
obtuvo que al mes 6 un descenso en la CV < 1 log tiene un VPN del
80% con una S del 93% y que un descenso < 20% respecto a la CV
basal tiene un VPN del 100% y una S del 100%.

Conclusion: La monitorizacién precoz de la CV puede predecir la
RV al afo en los pacientes con hepatitis cronica B, especialmente
con ADF, y podria ayudar a identificar precozmente a los pacientes
no respondedores.

CAMBIOS EN EL GENOTIPO DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B EN
PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA B DURANTE EL
TRATAMIENTO ANTIVIRAL

R. Jardi*®, F. Rodriguez-Frias*®, E. Giggi¢, D. Tabernero®,

M. Schaper?, R. Esteban®® y M. Buti®*

“Bioquimica Hospital Universitario Vall d’Hebron. "CIBEREHD.
‘Hepatologia Hospital Universitario Vall d’Hebron.

La estabilidad o variaciones en el genotipo del virus de la hepatitis
B (VHB) en el curso de la historia natural de la hepatitis crénica B
(HCB) o durante el tratamiento es poco conocida.

Objetivos: Se ha realizado un estudio con el doble objetivo a) and-
lisis transversal para conocer la frecuencia de genotipos mixtos en
pacientes con hepatitis crénica B), b) andlisis longitudinal retros-
pectivo para evaluar la posibilidad de cambios en el genotipo del
VHB durante la evolucién natural de la HCB y durante el trata-
miento antiviral con analogos de nucledsidos o nucledtidos.
Pacientes y métodos: Los genotipos del VHB se han analizado en
293 muestras de suero. En el estudio transversal se incluyeron 103
pacientes y en el longitudinal 17 pacientes en tratamiento con lami-
vudina, o adefovir dipivoxil o ambos y 11 pacientes no tratados.
Los genotipos del VHB se han determinado mediante una técnica
de hibridacién inversa (INNOLIPA. HBV genotyping Assay; Inno-
genetics NV. Ghent Belgium). E1l ADN-VHB se determiné por PCR
a tiempo real (sensibilidad 5x10? copias /mL)

Resultados: En el estudio transversal el genotipo A se detectd en
33 (32%) de los casos, el genotipo D en 43 (42%), el genotipo C en
2 (2%), el genotipo F en 2 (2%), mientras que los genotipos mixtos
se detectaron en 23 (22%) pacientes. La combinacién mds frecuente
fue la de los genotipos A y D seguida de la coinfeccién por los ge-
notipos A y G. La infeccidn con el genotipo G se detecté en 7% pa-
cientes. No se observo relacién significativa entre la infecciéon mix-
ta y los niveles d¢ ADN-VHB o la severidad de la enfermedad
hepitica. En el estudio longitudinal 9 de 17 pacientes tratados pre-
sentaron cambios en el genotipo del VHB (1 genotipo A,5D, 1 F, 1
AD y AF) con seleccién del genotipo A en 6 (66%) de los 9 casos
(5 con genotipo D y 1 con genotipo AD). En 6 (66 %) pacientes
esta seleccién coincidié con una disminucién en los niveles de
ADN-VHB. De los 8 pacientes tratados en los que no se observaron
cambios en los genotipos 6 eran genotipo A, 1D,y 1 AG. En los 11
casos no tratados el genotipo del VHB se mantuvo estable durante
el periodo de seguimiento.
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Conclusiones: Los resultados de este estudio muestran la elevada
frecuencia de coinfeccién con diferentes genotipos en la HCB. La
seleccion del genotipo A durante el tratamiento antiviral podria re-
flejar una sensibilidad diferente al tratamiento antiviral de cada uno
de los genotipos. La ausencia de cambio en los pacientes no trata-
dos parece indicar la estabilidad de los genotipos en ausencia de
factores externos.

RAPIDA PROGBESION OBSERVADA DE LA FIBROSIS ENTRE
BIOPSIAS HEPATICAS SECUENCIALES EN PACIENTES
COINFECTADOS POR VIH Y VHC

J. Macias', J. Berenguer?, A. Arizcorreta®, A. Rivero*,

A. Gutiérrez®, M. Gonzélez-Serrano®, E. Ortega’, P. Miralles?,
S. Vergara!, J.A. Mira' y J.A. Pineda!

'H.U. de Valme, Sevilla; ?H.U. Gregorio Marafién, Madrid; *H.U.
Puerta del Mar, Cddiz; *H.U. Reina Sofia, Cérdoba; °H.U. Virgen del
Rocio, Sevilla; °H.U. Virgen de la Victoria, Mdlaga; "H.G.U. de
Valencia, Valencia.

Introduccion: Pocos estudios han evaluado la progresién de la fibro-
sis observada entre biopsias hepdticas secuenciales en pacientes coin-
fectados por VIH y VHC. En ellos la progresion de la fibrosis fue
mas rapida que en los estudios en que se estimo la progresion a partir
de una tnica biopsia hepatica (BxH). Cerca de un 50% de los pacien-
tes progreso al menos un estadio y un 25% eran progresores muy ra-
pidos (con incrementos de dos o mas estadios entre biopsias). No se
esclarecieron cudles eran los factores de riesgo para progresar. Por
ello nuestro objetivo fue evaluar la progresién de la fibrosis observa-
day sus factores de riesgo en pacientes coinfectados por VIH/VHC.
Métodos: Se incluyeron en este estudio retrospectivo de cohortes a
todos los pacientes coinfectados por VIH y VHC en los que se prac-
ticaron BxH secuenciales, separadas al menos por un afio, si no pre-
sentaban otras causas posibles de hepatopatia crénica. Los pacientes
con cirrosis (F4) en la primera BxH fueron excluidos. Se us6 la cla-
sificacion de Scheuer (FO-F4).

Resultados: Se incluyeron 83 pacientes en el estudio. La mediana
(Q1-Q3) de tiempo entre ambas BxH fue de 40 (31-65) meses. Se-
senta y siete (81%) pacientes recibieron terapia antirretrovirica po-
tente durante el seguimiento, 51 (76%) de ellos mostraron carga vi-
ral del VIH indetectable. Dieciocho (50%) de los 36 pacientes que
recibieron terapia anti-VHC después de la primera BxH mostraron
respuesta al final del tratamiento o curacién (ETR/SVR). Los pa-
cientes mostraron los siguientes cambios de estadio: Regresion > 1
estadio: 13 (16%), sin cambios: 36 (43%), progresiéon 2 1 estadio:
34 (41%). Los 44 pacientes con FO-F1 en la BxH inicial, y sin trata-
miento anti-VHC, mostraron los siguientes cambios: Regresion = 1
estadio: 5 (11%), sin cambios: 19 (43%), progresién > 1 estadio: 20
(45%). En el andlisis multivariante, los factores que se asociaron
con progresion 2> 1 estadio fueron inflamacion lobular moderada-se-
vera (LO-1 vs L2-4) en la primera BxH: OR ajustada (ORA) (inter-
valo de confianza 95%, 1C95%) 3.3 (1.3-8.7), p = 0,02, y
ETR/SVR: ORA (IC95%) 0,3 (0,7-0,9), p = 0,04.

Conclusiones: La fibrosis hepdtica progresa frecuentemente en los
pacientes coinfectados por VIH y VHC que reciben terapia antirre-
trovirica potente a lo largo de un periodo de tres afios. La inflama-
cién lobular moderada-severa en la BxH inicial se asocia con au-
mento del riesgo de progresar > 1 estadio de fibrosis. La respuesta
al tratamiento anti-VHC puede prevenir la progresion.

EL HABITO TABAQUICO EN LA HEPATITIS CRONICA C: EFECTO
SOBRE LA FIBROSIS Y EL IMPACTO SOBRE LA RESPUESTA
VIRAL SOSTENIDA

A. Madrazo?, L. Grande?, L. Lara®, M. Jover?, B. Pardo® y M.
Romero-Gémez*

“Unidad de Gestion Clinica de Enfermedades Digestivas y CIBEREHD,
Hospital Universitario de Valme, Sevilla. *Unidad de Tabaquismo.
UGC Neumologia. Hospital universitario de Valme. Sevilla.

Introduccién: La influencia del habito tabaquico sobre la progre-
sion de la fibrosis o la respuesta al tratamiento no es bien conocida.
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En pacientes tratados con terapia estandar se ha comunicado un des-
censo de la tasa de respuesta viral sostenida (El-Zayadi AR. World
J Gastroenterol 2006;12(38):6098-101)

Objetivo: Investigar el papel del consumo de cigarrillos en la pro-
gresién de la fibrosis en pacientes con hepatitis crénica C, asi como
su impacto en la posibilidad de curacién.

Métodos: En una cohorte de 106 pacientes consecutivos con hepa-
titis crénica C [56 hombres y 50 mujeres, edad media 46 + 10 afios,
genotipo 1: 86 (82%), genotipo 3: 7 (6,7%) y genotipo 4: 11
(11,3%)] valorados para tratamiento antiviral en nuestra unidad.
Mediante una encuesta estructurada y validada se recogié el habito
tabaquico, clasificando en: fumador, exfumador, fumador pasivo o
no fumador, asi como la cantidad de cigarrillos/dia y los afios de ha-
bito. Calculamos el nimero de paquetes*afios (paquetes de cigarri-
llos fumados al dia * nimero de afios de héabito (paq*afio)). Consi-
deramos hdbito tabdquico excesivo un consumo superior a 30
paq*afio. Investigamos el consumo de alcohol valorado en gr/dia.
Analizamos la influencia del habito tabaquico, junto al consumo de
alcohol, esteatosis, indice HOMA, obesidad en la progresién de la
fibrosis y en la posibilidad de respuesta sostenida. Utilizamos la re-
gresién logistica Backward LR para realizar los andlisis multiva-
riantes.

Resultados: Los pacientes con fibrosis avanzada F3-F4 (n = 19
(18%)) presentaban mayor resistencia a la insulina (5,4 =5 vs 2,8 +
1,8; p < 0,001, mayor edad (52,1 =9 vs 45 + 9 afios; p < 0,004),
mayor consumo de tabaco (22,2 + 18 vs 15,1 + 13,9 pag*aio; p <
0,05). Encontramos una fuerte asociacion entre el consumo demas
de 30 pag*afio y la presencia de fibrosis avanzada (8/19 vs 10/87; p
< 0,0001). En el analisis multivariado las variables independientes
asociadas con la fibrosis avanzada fueron el hdbito tabdquico mayor
de 30 pag*afio (O.R. 4,23; IC95%: 1,03-17,4), indice HOMA (O.R:
1,33 (IC95%: 1,04 — 1,69) y la edad O.R. 1,06 (IC95%: 0,19-1,03).
La tasa de respuesta sostenida en el grupo de 87 pacientes que con-
cluyeron el tratamiento y 6 meses de seguimiento fue similar entre
pacientes fumadores excesivos (9 de 15 (60%) que en no fumadores
excesivos (38 de 72 (53%); p = ns.

Conclusiones: Aunque el tabaquismo no influye en la tasa de res-
puesta sostenida obtenida con peginterferén y ribavirina, el consu-
mo excesivo de tabaco se asocia de forma independiente a un ma-
yor riesgo de alcanzar fibrosis avanzada. Por tanto, se deberia
aconsejar la deshabituacion tabaquica a todo paciente con hepatitis
crénica C.

EL POLIMORFISMO DEL CITOCROMO P-450 1A1 ESTA )
RELACIONADO CON LA FIBROSIS EN LA INFECCION CRONICA
HCV

G. Moraleda, R. Bércena y S. del Campo

Servicio de Gastroenterologia. Hospital Ramon y Cajal. Madrid.

Antecedentes: La infeccion crénica por el virus C de la hepatitis
(VCH) se caracteriza por una evolucién progresiva de la fibrosis he-
pética llegando al estado de cirrosis en un perfiodo de 20-30 afios.
Se sabe que los factores genéticos tienen un papel importante en la
progresion de la fibrosis. Entre estos factores, el citocromo P-450
(CYPs) parece ser uno de los mas importantes. El P-450 constituye
una familia de enzimas involucrada en el metabolismo oxidativo de
compuestos endégenos (esteroides, dcidos grasos o vitaminas lipo-
solubles) y en el metabolismo de xenobidticos como drogas emple-
adas en clinica, carcindgenos, etc. Se sabe que existen diferentes
polimorfismos del P-450 asociados con distintas enfermedades he-
paticas.

Objetivo: Analizar si diferentes polimorfismos del P-450:
CYP1Al, CYP1A2, CYP2D6 y CYP2EI se asocian con fibrosis en
la infeccion por VCH.

Pacientes y métodos: En el estudios se incluyeron 125 pacientes
con hepatitis cronica VCH (87 varones y 38 mujeres; edad media +
DE: 49,9 + 10,6 afos). El grado y estado de la fibrosis hepatica se
analizé mediante el indice de Knodell oscilando entre FO y F4. Los
pacientes se dividieron en 2 grupos en funcién al estado de fibrosis:
F(0-2) (n =90) y F(3-4) (n = 35).

Los polimorfismos de los distintos citocromos se analizaron de
DNA extraido de células mononucleares de sangre periférica segui-
do de PCR y digestién con enzimas de restricciéon (RFLP). La pre-
sencia o ausencia de alelos mutantes se correlacioné con el fenotipo
de “lento” o “rapido” acetilador, respectivamente.

CYPI1AIL: El polimorfismo m1/m2 se detecté en la zona 3-UTR
mediante digestion con Mspl para diferenciar el alelo wt (ml) del
mutante (m?2).

CYP1A2: La transversién A734C en primer intrén de este gen se
analiz6 mediante digestién con Apal. La presencia de A o C dife-
rencia el fenotipo wt del mutante, respectivamente.

CYP2E1: La region 5” de este citocromo se analizé mediante diges-
tion con Pstl y Rsal. Digestion con Pstl detecta el alelo wt; diges-
tién con Rsal detecta el alelo mutante y digestiéon con ambas enzi-
mas detecta una combinacién de alelos.

CYP2D6: La transicién de G1934A se analiz6 mediante digestion
con BstNl. Los fragmentos no digeridos confirman la mutacién
G1934A y por lo tanto el genotipo de lento acetilador.

Resultados: Al analizar el CYP1ALI, la frecuencia de alelo wt y
mutante en el grupo F(0-2) fue 85.5% (77/90) y 14.5 % (13/90),
mientras que el grupo F(3-4) fue 63% (22/35) y 37% (13/35), res-
pectivamente. La frecuencia de fenotipo mutante y por tanto de len-
to acetilador fue significativamente mayor en el grupo F(3-4) que
en el F(0-2) (37% vs 14.5%, p < 0,007). No se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas al analizar los citocromos
CYP1A2, CYP2EI y CYP2D6.

Conclusion: Existe una asociacién entre lento acetilador del
CYP1ALl y evolucién defibrosis en la infeccién por VCH.

LA RESISTENCIA INSULINICA SE CORRELACIONA CON LA
FIBROSIS HEPATICA EVALUADA POR ELASTOMETRIA
HEPATICA TRANSITORIA EN PACIENTES COINFECTADOS POR
VIHY VHC

N. Merchante, J. del Valle, S. Vergara, J. Macias, J.A. Garcia-
Garcfia, J.A. Mira, E. Recio, J. Castillo, F. Lozano y J.A. Pineda

Hospital Universitario de Valme, Sevilla.

Introduccién y objetivo: La fibrosis hepética ocasionada por el
VHC y los factores que influyen en su progresién son uno de los as-
pectos mds importantes en el manejo de los pacientes coinfectados
por VIH y VHC. La elastometria hepdtica transitoria es una técnica
que permite estimar de forma no invasiva la fibrosis hepadtica a par-
tir de los valores obtenidos de rigidez hepatica (RH) y que ha sido
validada en los pacientes coinfectados por VIH y VHC. Por otra
parte, la resistencia insulinica (RI) es un fenémeno frecuente en la
hepatitis crénica por VHC. Estudios previos sugieren que la RI se
asocia con el grado de fibrosis hepética y promueve la progresién
de la misma en los individuos monoinfectados por VHC. Sin em-
bargo se desconoce si la RI también influye en la progresion de la
fibrosis hepdtica en los pacientes coinfectados por VIH y VHC.
Métodos: Se evalué la posible relacion de la RI con la presencia de
fibrosis hepatica significativa en una cohorte de pacientes coinfecta-
dos por VIH y VHC en los que se practicé una determinacion de
RH mediante elastometria hepdtica transitoria como parte de su
evaluacion general en las consultas de nuestra Unidad. La presencia
de una RH > 7.2 kilopascales (Kpa) fue considerada indicativa de la
existencia de fibrosis hepatica significativa. La RI se midi6 de
acuerdo al método homeostasis model assessment (HOMA).
Resultados: Se incluy6 a 73 pacientes en el estudio. Treinta (41%)
pacientes mostraron una RH >7.2 Kpa. Los valores de RH y
HOMA mostraron correlacion directa (Coeficiente de correlacion li-
neal Ro de Spearman: 0,34, p = 0,003). La mediana (Q1-Q3) del
HOMA de los pacientes con una RH > 7.2 Kpa fue 2.99 (2.06-3.85)
mientras que la de los pacientes con una RH < 7.2 Kpa fue 2.01
(1.49-2.89) (p = 0,02). Siete pacientes (23.3%) con un HOMA < 2
mostraron una RH > 7.2 Kpa mientras que 23 (76.7%) de aquellos
con un HOMA 2= 2 mostraron una RH > 7.2 Kpa (p = 0,02). Se ob-
servaron diferencias similares cuando se usaron otros puntos de cor-
te del HOMA. Los factores que en el andlisis multivariante se aso-
ciaron de forma independiente con la presencia de una RH >7.2
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Kpa fueron la presencia de un recuento de células CD4 < 200
céls/mL [Odds Ratio Ajustada (ORA) 10,14; intervalo de confianza
(IC) al 95% (0,93-110,4); p = 0,05] y un HOMA > 2.4 [ORA 3.87;
IC 95% (1.04-14.32); p = 0,04].

Conclusiones: La RI se correlaciona con la presencia de fibrosis
hepdtica significativa evaluada por elastometria hepdtica transitoria
en los individuos coinfectados por VIH y VHC.

IMPACTO DE UN PROGRAMA MULTIDISCIPLINAR DE SOPORTE
EN LA ADHERENCIA Y LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO DE LA
HEPATITIS C

M. Garcia-Retortillo?, I. Cirera®, M.D. Giménez?, C. Marquez?,
J.A. Galeras?, P. Castellvi®, R. Navinés®, E. Clot°, E. Salas®,

F. Bory?, R. Martin-Santos® y R. Sola®

aSeccion de Hepatologia, Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona.*Servicio de Psiquiatria, Hospital del Mar /

Unitat d’Investigacio en Farmacologia, Institut Municipal d’Investigacio
Meédica (IMIM). “Servicio de Farmacia, Hospital del Mar.

Diferentes evidencias han confirmado el impacto de la adherencia y
del cumplimiento en el resultado del tratamiento de la hepatitis C.
Objetivo: Evaluar el impacto de un programa de atencion multidis-
ciplinario (PAM) en el cumplimiento y en la eficacia del tratamien-
to de la hepatitis C.

Método: Doscientos setenta y ocho pacientes naive con hepatitis C
consecutivos que iniciaron tratamiento en la Seccién de Hepatolo-
gia del Hospital del Mar de Junio 2001 a Junio 2006. Todos los pa-
cientes fueron tratados con Peg-IFN alfa-2a 180 pg/semana y riba-
virina (RBV) (G1/4:1000-1200, 12 meses G2/3: 800, 6 meses). Los
pacientes se dividen en dos grupos: Grupo 1: 131 pacientes inclui-
dos en el PAM y Grupo 2: 147 pacientes controlados de forma con-
vencional. El equipo del PAM incluye hepatdlogos, enfermeras, far-
macéutico, psicélogo y psiquiatra y comprende informacién
estandarizada al paciente, programacién abierta y flexible, manejo
protocolizado de los efectos secundarios. Se consideré6 como cum-
plimiento cuando el paciente recibia el 80 % de la dosis total pres-
crita de ambos farmacos durante el 80 % del tiempo de tratamiento.
Resultados: Los pacientes de ambos grupos no presentaron diferen-
cias en relacion a edad, sexo, genotipo, carga viral ni grado de fibrosis.

Grupo 1 Grupo 2 P
Cumplimiento (%) 94,6 78,9 0,0001
Retirada (%) 53 10,2 NS
Dosis < 80 % (%) 0 12,9 0,0001
Dosis Peg-IFN 100% (%) 93,9 80,9 0,001
Dosis RBV 100 % (%) 90,8 73,5 0,0002
Respuesta sostenida (%) 77,1 61,9 0,006
Genotipo 1 66,7 48,1 0,03
Genotipo 2/3 87,7 81,4 NS

Realizaron tratamiento psiquidtrico 45 (34,3%) y 34 (23,1%) pa-
cientes de cada grupo (P 0,04). Durante el tratamiento, la hemoglo-
bina descendié a < 10 mg/dl en el 17,6 y 22,4 % de los pacientes de
cada grupo (P: NS) aunque solo se utilizé6 EPO en el 53 y 4,1 %
respectivamente.

Conclusiones: El programa de atencién multidisciplinaria mejora el
cumplimiento del tratamiento de la hepatitis C y aumenta su efica-
cia especialmente en pacientes con genotipo 1.

INFLUENCIA DE LA INMIGRACION EN EL NUMERO Y
CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON HEPATITIS C

M. Garcia-Retortillo, M.D. Giménez, C. Marquez, 1. Cirera, S.
Coll, F. Bory, A. Planas y R. Sola

Seccion de Hepatologia, Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Barcelona.

En los tltimos afios se ha registrado un incremento de la poblacion
inmigrante en nuestro pais la cual en la ciudad de Barcelona alcanza
el 6,5 %. En muchos casos los inmigrantes proceden de paises con
alta prevalencia de hepatitis C.
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Objetivo: Investigar la influencia de la inmigracion en las caracte-
risticas de los nuevos pacientes con hepatitis C.

Método: Hemos incluido un total de 2398 nuevos pacientes con he-
patitis C diagnosticados en el periodo 1995-2007 en la Seccién de
Hepatologia del Hospital del Mar, 511 de los cuales presentaban co-
infeccion por el VIH. Los 1855 pacientes mono-infectados se divi-
dieron en dos grupos segun el periodo de diagnéstico: 1995-2000,
783 pacientes y 2001-2007, 1072 pacientes. Hemos comparado las
caracteristicas demogréficas y clinicas de estos dos grupos.
Resultados: El nimero de pacientes/afio fue de 131 y 165 en am-
bos periodos. Dicho incremento fue debido a un mayor porcentaje
de pacientes inmigrantes que pasé del 6,6 % al 24,4 % (P < 0,0001)
mientras que el nimero de nuevos pacientes espaiioles se ha mante-
nido estable (122 y 124 pacientes/afio, respectivamente). La edad
media de los pacientes result6 similar (47 = 1 y 49 + 1 afios) aunque
el porcentaje de pacientes con edad inferior a 35 afios ha disminui-
do en el segundo periodo (29,5 a 23,9%; P = 0,007) a expensas de
la poblacién autéctona (28,3 a 16,2 %; P < 0,0001) mientras que el
porcentaje se mantiene estable en la poblacién inmigrante (46,2 y
47,7%). El érea de procedencia de la poblacién inmigrante ha varia-
do significativamente predominado en el dltimo periodo la pobla-
cion asidtica (28,8 vs 56,1% respectivamente) frente a la poblacién
americana (32,7 y 16%) y africana (19,2 'y 9 %) (P = 0,002). La pre-
valencia de pacientes con genotipo 1 ha descendido significativa-
mente del 75 al 59 % registrandose un incremento paralelo de los
pacientes con genotipos 2/3 del 17,7 al 34,1 % (P < 0,0001). Los
pacientes con genotipo 4 mantienen una frecuencia similar (7 y
6,7%). El porcentaje de pacientes con cirrosis, compensada o des-
compensada, en el momento del diagnéstico fue similar en ambos
periodos (17,1 y 17,2%). Realizaron tratamiento antivirico 326
(41,6%) y 482 (44,9%) pacientes en cada periodo (P: NS) registran-
dose un significativo aumento en el nimero de tratamientos realiza-
dos en la poblacién inmigrante (7,7 y 31,9%; P < 0,0001).
Conclusiones: El aumento en la poblacién inmigrante de origen
asidtico comporta un incremento en el nimero de pacientes con he-
patitis C que repercute notablemente en el genotipo predominante y
en el porcentaje de pacientes candidatos a tratamiento antivirico.

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO Y DE LA RESPUESTA
VIROLOGICA EN LA CALIDAD DE VIDA RELACIONADA CON LA
SALUD DE LOS PACIENTES CON HEPATITIS C

P. Castellvi, M. Garcfa-Retortillo, M.D. Giménez, C. Marquez,
L. Cirera, S. Coll, F. Bory y R. Sola

Seccion de Hepatologia. Hospital del Mar. IMIM. Universitat
Autonoma de Barcelona. Barcelona.

La hepatitis C y el tratamiento con interferén disminuyen la calidad
de vida relacionada con la salud (CVRS) de los pacientes. Sin em-
bargo, los datos sobre el impacto del tratamiento con interferén pe-
gilado (Peg-IFN) y ribavirina en la CVRS de los pacientes con he-
patitis C se han obtenido en la mayoria de los casos a partir de los
estudios clinicos de registro.

Objetivo: Evaluar el impacto del tratamiento en la calidad de vida
de los pacientes con hepatitis C.

Métodos: Se han incluido un total de 203 pacientes (edad 44 + 1;
hombres 59,6 %) con hepatitis C no tratados previamente que ini-
ciaron tratamiento con Peg-IFN alfa-2a y RBV entre 2003 y 2006.
Treinta y ocho pacientes (18,9%) tenfan co-infeccion VIH. Todos
los pacientes completaron el cuestionario de salud SF-36 antes y a
1,3, 6 y 12 meses durante el tratamiento y 6 meses después de fina-
lizarlo. Durante el tratamiento se utiliz6 la media obtenida en las di-
ferentes evaluaciones.

Resultados: La CVRS de los pacientes con hepatitis C aparece
afectada especialmente en los aspectos fisicos y de salud general y
disminuye significativamente durante el tratamiento en todos los as-
pectos excepto en la percepcion de salud general. No se evidencia-
ron diferencias significativas en el impacto en la CVRS en relacion
al tipo de respuesta viroldgica durante el tratamiento excepto en la
vitalidad que empeord mds en los pacientes con respuesta virologi-
ca lenta. Tras el tratamiento no se observaron diferencias en los dis-
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tintos aspectos de la CVRS en relacion a los valores basales a ex-
cepcién de la percepcion de salud general que mejord significativa-
mente. Los pacientes con respuesta viroldgica sostenida presentaron
una significativa mejoria en el rol emocional (de 73 +5a 85+ 3; P
=0,02) la cual no se registré en otros aspectos.

Basal Durante 6 meses post.
Funcion fisica 82+1 69 + 1* 821
Rol fisico 743 48 + 2% 75+3
Dolor corporal 69+2 58+ I* 72+£2
Salud general 542 541 62 + 2%
Vitalidad 60 +2 44 + 2% 62+2
Funcién social 822 68 + 2% 791
Rol emocional 822 73 £ 2% 80+2
Salud mental 701 65+ 1* 72+ 1

*P significativa basal-durante; #P significativa antes y 6 meses después del trata-
miento.

Conclusiones: La CVRS se deteriora notablemente durante el trata-
miento de la hepatitis C. Seis meses después de finalizar el trata-
miento, los pacientes con respuesta viroldgica sostenida no presen-
tan una mejoria significativa en la CVRS excepto en el rol
emocional.

PERFIL CLINICO DE LOS PACIENTES CON HEPATITIS C
CRONICA TRATADOS EN CATALUNA DURANTE EL PERIODO
2001-2005

M. Rabanal, M.J. Gaspar, N. Rams, T. Casanovas, X. Forns,
R. Planas y R. Sola

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

Hoy en dia se asume que el éxito del tratamiento farmacoldgico de
pacientes con hepatitis C cronica depende, por un lado, de las carac-
teristicas individuales del paciente como el sexo, edad en que se ini-
cia la enfermedad o niveles de transaminasas y por otro, de factores
relacionados con el propio virus como el genotipo y el grado de re-
plicacién viral que condicionan la duracién del mismo y evolucién
de la enfermedad.

Objetivo: Definir las caracteristicas clinicas de los pacientes trata-
dos en Catalufia durante el periodo 2001-2005.

Métodos: Andlisis epidemioldgico retrospectivo de los casos de he-
patitis C crénica tratados en los hospitales de Cataluiia durante el
periodo 2001-2005 segtn la base de datos del Consell Assessor del
Tractament Farmacologic de les Hepatitis Viriques de la Generalitat
de Catalunya.

Resultados: En los 5 afios, se autorizé el tratamiento a 8871 pa-
cientes con hepatitis C crénica. El 68,2% fueron de sexo masculino
y la edad de los hombres en que se efectud la solicitud de tratamien-
to se situd entre los 30 y los 49 afios en el 72,4% de los casos. En el
caso de las mujeres, el intervalo de edad fue mayor y comprendié
desde los 30 hasta los 59 afios (79,8% de los casos). El 10,6% de
los hombres present6 niveles normales de transaminasas (ALT <
25UI) mientras que en las mujeres dicho porcentaje fue del 9,8%
(ALT < 19UI). Respecto a los factores virales, el 59,3% de los tra-
tados presentaban el genotipo 1b, aumentando hasta el 64,3% el to-
tal de pacientes con genotipo 1. Un 4,4% presentaron genotipo 2, el
21,4% genotipo 3 y el 9,9% genotipo 4. Cabe destacar un incremen-
to significativo de la poblacién de genotipo 3 durante el periodo
2004-2005 (23%) respecto los 3 primeros afios (19,9%). Paralela-
mente, se observo que la poblacién mayor de 50 afios era mayorita-
riamente genotipo 1 (83,8% de los casos) y el genotipo 3 sélo afec-
taba al 6,17% de los casos. En cambio, en la edad entre 20 y 50
afios, mds del 25% de los pacientes presentaban genotipo 3 y un
58% presentaban genotipo 1. Adeemads, el 38,4% de los pacientes
presentaron un ARN-VHC < 400.000 Ul/ml, el 53,9% un ARN-
VHC < 600.000 UIl/ml y el 65,5% un ARN-VHC < 800.000 Ul/ml.
En el caso concreto de los enfermos de genotipo 1, dichos porcenta-
jes se redujeron al 34,7%, el 50,8% y el 63,1% respectivamente.
Conclusién: A pesar de la diversidad de casos, el perfil clinico en

Catalufia tiende a ser de mal prondstico ya que predomina el pa-
ciente de sexo masculino con genotipo 1, transaminasas elevadas y
un elevado grado de replicacion viral. No obstante, se observa un
incremento significativo de los casos de genotipo 3 en grupos de
edad joven probablemente asociado al factor de la inmigracion.

EFICACIA DE LA VACUNA CONTRA EL VIRUS DE LA HEPATITIS B
EN PACIENTES CON ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL
L. Vida Pérez, F. Gomez-Camacho, E. Iglesias Flores,

M.V. Garcia Sanchez, L. Castillo Molina, A. Cerezo Ruiz, L.
Casdis Juanena, J.M. Angel Rey, C. Llamoza Torres

y J.F. De Dios Vega

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

Introduccién: Aunque no parece existir un aumento en la prevalen-
cia de la infeccion del virus de la hepatitis B (VHB) en pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal (EII), se especula, que la ne-
cesidad de exploraciones invasivas, cirugia, transfusion de hemode-
rivados y/o uso de farmacos inmunomoduladores, sitie a estos pa-
cientes dentro de un grupo de riesgo para contraer esta infeccion.
Sin embargo, hasta el momento, no existen recomendaciones para
la vacunacién del VHB en estos pacientes ni se conoce cudl es su
tasa de eficacia ni los factores que pueden influir en su resultado.
Objetivos: Evaluar la eficacia de la vacuna contra el VHB en pa-
cientes con EIl y las causas que influyen en su resultado.

Pacientes y métodos: Se incluyeron en el estudio a 129 pacientes
con EII que recibieron la vacuna segtin el esquema cldsico de 3 do-
sis (0-1-6 meses). El testeo de Ac-HBs se realizé entre uno o dos
meses después de la ultima dosis. La respuesta de anticuerpos pro-
tectores adecuados fue considerada cuando se alcanzaron niveles
superiores a 10mUI/ml. Se recogieron datos clinicos relacionados
con la enfermedad y el uso de farmacos inmunomoduladores recibi-
dos antes o durante el periodo de vacunacién, haciendo referencia a
las dosis y tiempo de exposicion.

Resultados: La edad media fue 36.4 + 15 afios siendo 78 hombres
(60,5%). Setenta y uno (55%) tenian una colitis ulcerosa (CU): 45 co-
litis distal y 26 colitis extensa/pancolitis, y 58 (45%) una enfermedad
de Crohn (EC): 20 L1, 12 L2, 23 L3 y 3 L4. Treinta y cinco (60,3%)
de los pacientes con EC eran B1. La duracion media de la enferme-
dad fue 71 + 55,41 meses. Cincuenta y tres pacientes (41.1%) habian
recibido algiin tratamiento inmunosupresor previo a la vacuna y la
mayoria combinaron varios de ellos. Cincuenta y cinco (42,6%) reci-
bieron corticoides, 53 (41,1%) inmunosupresores, siendo el mas fre-
cuente la azatioprina (92.5%) y 10 (7,8%) terapias bioldgicas. El
tiempo de exposicion del farmaco inmunosupresor o terapias biol6gi-
cas hasta la vacunacion fue de 29,58 + 20,17 meses. En 84 (65,1%) la
vacuna no indujo una respuesta adecuada: 35 no crearon Ac-HBs y
49 desarrollaron titulos < 10 mUI/ml. El tnico factor implicado en la
respuesta a la vacuna fue la edad, los pacientes mds jovenes tuvieron
una mayor eficacia (30,91 + 14,8 vs 39,91 + 14,2 afios, p < 0,001).
Conclusion: Mds de la mitad de los pacientes con EII no consiguie-
ron una respuesta adecuada a la pauta de vacuna clédsica contra el
VHB. Ni el tipo, dosis o tiempo de exposicion previa a la vacuna de
farmacos inmunomoduladores, influyé en la menor eficacia a la va-
cunacién. Sin embargo, los pacientes mds jévenes respondieron me-
jor. Es posible que la propia enfermedad sea causa de una menor
respuesta y que estos pacientes requieran un esquema de vacuna-
cién més intenso.

RESULTADOS DE UNA ENCUESTA SOBRE L}OS CONOCIMIENTOS
DEL TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS CRONICA B DE LOS
MEDICOS ESPANOLES

I. Les, R. Garcia-Martinez, J. Cérdoba, M. Quintana, M. Buti
y R. Esteban

Servicio de Hepatologia-Medicina Interna. Hospital de la Vall
d Hebron. Barcelona. Esparia.

Introduccién y objetivo: El diagnéstico y el tratamiento de la he-
patitis crénica B (HCB) han mejorado sensiblemente en los tdltimos
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afios con la introduccién de los nuevos antivirales orales y la deter-
minacion del ADN-VHB. El objetivo de este estudio fue analizar
los conocimientos y la actitud diagndstica y terapéutica de los médi-
cos que tratan HCB en nuestro pafs.

Materiales y métodos: En Febrero de 2007, a través de la Asocia-
cién Espafiola para el Estudio del Higado, se distribuy6 un cuestio-
nario entre 692 médicos. El cuestionario analizaba: /) los datos de-
mogrificos y la experiencia de los médicos; 2) los conocimientos
sobre la HCB, y 3) la actitud ante dos casos hipotéticos de HCB,
uno HBeAg positivo y otro HBeAg negativo.

Resultados: Ciento diecinueve (17%) médicos respondieron al
cuestionario. La mayoria eran gastroenter6logos de hospitales uni-
versitarios con mas de 10 afios de experiencia y que trataban mds de
5 pacientes con HCB al afio. Las indicaciones del tratamiento de la
HCB eran conocidas por el 95% de los encuestados, pero sélo el
78% indicaba profilaxis con antivirales a los portadores inactivos
del VHB que requerfan inmunosupresion. Esta actitud era més fre-
cuente entre médicos de hospitales universitarios (86% vs 65%, p =
0,009). El 76% trataba la HCB HBeAg positivo con interferén es-
tandar o pegilado durante 12 meses y el 86% recomendaba un anti-
viral oral para los pacientes con HCB HBeAg negativo de forma
prolongada (42% con lamivudina, 36% con adefovir y 8% con ente-
cavir). La mayoria de los encuestados poseia experiencia con lami-
vudina (89%), con adefovir (84%) y con interferén (76%), pero sélo
el 45% conocia los resultados de eficacia de estos farmacos. El 74%
controlaba a los pacientes determinando el ADN-VHB. Sélo el 24%
utilizaba técnicas de deteccion de resistencias a antivirales, lo cual
era més frecuente en médicos que trataban mds de 10 pacientes al
afio (41% vs 14%, p = 0,001). La tnica variable que se asociaba en
el analisis multivariado al conocimiento de los farmacos y de la mo-
nitorizacion de la HCB era tratar mds 5 pacientes por afo.

El cribado de los familiares y la vacunacién antihepatitis B eran re-
alizados por el 85% de los médicos con mas de 10 afios de ejercicio
y por el 72% de los médicos con menos de 10 afios. No existia una
asociacion con el nimero de pacientes tratados al aflo.
Conclusiones: La mayoria de los médicos espaiioles tiene una ex-
periencia limitada en el seguimiento y el tratamiento de los pacien-
tes con HCB. La educacién médica continuada podria incrementar
los conocimientos sobre esta enfermedad y mejorar el tratamiento
de los pacientes.

EVALUACI(:)N DE LOS FACTORES CON IMPACTO EN LA
PROGRESION DE LA FIBROSIS EN PACIENTES VIH CON
HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C EN LA ERA DEL
TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DE GRAN ACTIVIDAD
(TARGA)

A. Moreno?, A. Muriel®, S. Diz?, A. Moreno®, L. Moreno?,
M.J. Pérez-Elias?, C. Quereda?, R. Barcena¢, J.L. Casado?,
A. Lépez San Roménd, M. Garcia?, L. Gil-Grande?,

F. Garcia-Hoz® y S. Moreno*

Servicos de Enfermedades Infecciosas®, Biosestadistica’, Anatomia
Patoldgica, Gastroenterologia® Hospital Ramén y Cajal. Madrid.

Introduccién: Desde la introduccién del tratamiento antirretroviral
de gran actividad (TARGA), existe gran controversia sobre los fac-
tores predictores y el potencial efecto del tipo de régimen de TAR-
GA sobre la velocidad de progresion de la fibrosis (VPF) en pacien-
tes coinfectados por VIH y VHC.

Métodos: Evaluar, mediante anélisis univariable y multivariable de
regresion logistica, en 302 pacientes VIH consecutivos con fecha
conocida de adquisicion del VHC, HBsAg(-), sin tratamiento previo
frente al VHC, ARN-VHC (+), y biopsia hepatica (BH) realizada
entre Enero 1998-Mayo 2007, los factores que pueden influenciar
una mayor VPF (punto de corte, VPF>0,1).

Resultados: La mayoria fueron varones (75%), ADVP (92%), genoti-
po 164 (n=237, 80%), de edad media 40 + 5 afios, y SIDA previo en
94 (31%). La mediana de tiempo de infecciéon VHC fue de 20 aiios (3-
31); 52% habian recibido tanto inhibidores de proteasa (IP) como no
nucledsidos (NNRTI). La mediana de tiempo en IP y NNRTI fue de
34 (2-108) y 18 (1-92) meses, respectivamente. En el momento de la
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BH, la mediana de CD4 era 473 céls/ml; 64% tenian carga viral VIH <
1,7log,, copias/ml; 86% recibian tratamiento antirretroviral, bien
NNRTI (35%) 6 IP (33%). La mediana de GOT 56 U/I (12-909), GPT
75 U/ (11-578), GGT 141 U/ (12-2076), FA 100 U/l (36-4388). La
BH demostro fibrosis severa (F =3) en 106 (35%), y la mediana del
IAH fue 5. La mediana estimada de VPF fue 0,09 unids/afio (RIQ
0,05-0,15), con valores >0,1unids/afio en 128 (42%). En el analisis
univariable, la exposicion a IP (p = 0,032) y, en el momento de la BH,
valores de GGT =100 U/I (p = 0,02) y cifras menores de CD4 (p =
0,03) se asociaron a valores de VPF > 0,1, pero no el haber sido
ADVP (p = 0,8), la exposicién o tiempo en NNRTI (p = 0,78 y p =
0,34), el tiempo en IP (0,17), o ser naive a TARGA (p = 0,12). En el
andlisis multivariable, se mantuvo la asociacién entre valores de VPF
> 0,1 unids/afio y la exposicién a IP (OR 1.861, 95%CI 1.031-3.359, p
=0,039) y cifras de GGT > 100 U/l (OR 1.743, 95%CI 1.070-2.838, p
= 0,026). Respecto a aquellos pacientes nunca expuestos a IP, los pa-
cientes tratados alguna vez con IP eran mayores (mediana 40 vs 38
afios, p = 0,033), con una mayor incidencia de SIDA previo (36% vs
14%, p = 0,001), menor nadir de CD4 (146 vs 250 céls/ml, p = 0,001),
o con mds frecuencia habian tenido en algtin momento del seguimien-
to cifras de CD4 < 200 céls/ml (66% vs 26%, p = 0,001).
Conclusiones: En nuestra cohorte de pacientes coinfectados
VIH/VHC, la exposicién a IP y cifras de GGT = 100 U/I en el mo-
mento de la BH se asociaron a una mayor VPF. Sin embargo, entre
los pacientes con experiencia a IP existi6 una frecuencia significati-
vamente mayor de factores asociados a severidad histolégica, como
una mayor edad, y el haber presentado inmunodepresion severa y/o
SIDA.

Trasplante hepatico

EFICACIA Y SEGURIDAD DEL TRATAMIENTO CON INTERFERON
PEGILADO Y RIBAVIRINA EN PACIENTES CON CIRROSIS
HEPATICA POR EL VHC EN LISTA DE ESPERA DE TRASPLANTE
HEPATICO (TH): ESTUDIO CASOS Y CONTROLES

J.A. Carrién®, E. Martinez-Bauer?, G. Crespo?,

J.C. Garcia-Valdecasas®, M. Navasa® y X. Forns®

aServicio de Hepatologia, "Cirugia Hepdtica y Trasplante. Institut de
Malalties Digestives i Metaboliques, Hospital Clinic, IDIBAPS,
Ciberehd. Barcelona.

Una de las estrategias para prevenir la infeccion del injerto por el
VHC tras el TH es eliminarlo previamente. El objetivo de nuestro es-
tudio fue evaluar la eficacia y seguridad del tratamiento antiviral en
pacientes con cirrosis hepdtica por el VHC en lista de espera de TH.
Desde noviembre-03 hasta enero-06 se incluyeron 51 pacientes con
cirrosis por el VHC en lista de espera de TH que recibieron trata-
miento con interferén pegilado alfa-2a (180 pg/sem) y ribavirina (0,8-
1g/d). Como grupo control se seleccionaron 51 pacientes (diciembre-
99 a enero-05) pareados por edad, sexo, Child-Pugh, MELD y tiempo
en lista de espera de TH. Ambos grupos, casos y controles, eran com-
parables respecto al genotipo infectante (G1: 80% vs 82%), carga vi-
ral (ARN-VHC: 5.71 vs 5.67 log,, Ul/ml), tiempo en lista de espera
(36 vs 34 semanas), MELD (11 vs 11) y descompensaciones previas
(49% vs 64%). La duracién mediana del tratamiento fue de 15 sema-
nas. En el momento del TH, el ARN-VHC era indetectable en 15
(29%) de los 51 pacientes tratados. La respuesta viroldgica se mantu-
vo un minimo de 6 meses tras el TH en 10 (20%). La respuesta viral
precoz y el genotipo “no 1” fueron los factores predictivos mas po-
tentes asociados a respuesta viroldgica. En todos los pacientes del
grupo control se produjo infeccién del injerto por el VHC. Respecto a
la seguridad del tratamiento se observé una tendencia a presentar mas
episodios de infecciones bacterianas en el grupo de pacientes tratados
respecto al grupo control (18 vs 12) (log-rank = 0,08). Entre los pa-
cientes que no recibieron profilaxis antibiética con norfloxacino (n =
83) el nimero de episodios de peritonitis bacteriana y/o bacteriemia
espontdnea fue mayor en los pacientes tratados que en el grupo con-
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trol (9 vs 4) (log-rank = 0,05). Nuestro estudio demuestra que el trata-
miento antiviral en pacientes con cirrosis por el VHC y en lista de es-
pera de TH previene la infeccién del injerto en el 20% de los casos.
Sin embargo el tratamiento antiviral parece asociarse a un mayor ries-
go de infecciones bacterianas severas.

TRASPLANTE HEPATICO EN PACIENTES VHC. RESULTADOS EN
PACIENTES COINFECTADOS (VHC-VIH) Y MONOINFECTADOS (VHC)
M. Testillan, J.R. Ferndndez Ramos, M.J. Suarez, M. Gastaca,
J. Bustamante, J.I. Pijoan, M. Montejo, A. Valdivieso

y J. Ortiz de Urbina

Unidad de Hepatologia, Cirugia Hepatobiliar y Trasplante Hepdtico.
Hospital de Cruces. Baracaldo -Vizcaya.

Se ha descrito una peor evolucién en pacientes trasplantados coinfec-
tados por Virus Hepatitis C (VHC) y Virus de Inmunodeficiencia Hu-
mana (VIH) que en monoinfectados VHC, debido a una recurrencia
por VHC mads agresiva post —trasplante, que puede afectar a la super-
vivencia. Nuestro estudio compara la evolucion de ambos grupos de
pacientes, la recurrencia de la infeccién por VHC y la supervivencia.
Pacientes y métodos: Entre octubre 2003-abril 2006 se trasplantan
52 pacientes con infeccion VHC en nuestro Centro. Un paciente
(coinfectado) fallece al 5° dia de la intervencion y se excluye de este
andlisis. Se comparan 9 pacientes coinfectados (VHC-VIH) y 42 pa-
cientes monoinfectados (VHC). Todos los pacientes coinfectados
cumplian los criterios establecidos en el documento de consenso de la
SETH- GESITRA al ser incluidos en lista de espera. La inmunosu-
presion fue igual en los dos grupos: tacrolimus y esteroides en pauta
descendente lenta. Se define recurrencia agresiva por VHC la presen-
cia de dafio colostatico y/o fibrosis = 2, al primer afio post-trasplante.
Resultados: Los pacientes coinfectados fueron mds jovenes que los
monoinfectados (44 afios + 7 vs 55 afios = 9; p = 0,0024). No hubo di-
ferencias en el score MELD, edad del donante, genotipo y carga viral
de VHC pretrasplante, entre los dos grupos. Dos pacientes coinfecta-
dos (22%) y 6 monoinfectados (14%) presentaron rechazo celular agu-
do (p = ns). Seis pacientes coinfectados (66%) y 19 de 40 pacientes
monoinfectados biopsiados al primer afio (47%) presentaron recurren-
cia severa por VHC (p = ns). Hubo un caso de hepatitis colostatica fi-
brosante en coinfectados y dos en monoinfectados. La mediana de
tiempo de seguimiento fue 841 dias. No hubo diferencias en la super-
vivencia a 2 afios entre ambos grupos (85% vs 92%; log-rank =
0,248).

Conclusiones: La recurrencia histoldgica por virus Hepatitis C al
primer afio del trasplante es similar en pacientes coinfectados con
VIH y monoinfectados.

No hay diferencias en la supervivencia a corto plazo (2 afios) entre
ambos grupos de pacientes.

NIVELES SERICOS DE IL-17 E IL-23 EN PACIENTES
TRASPLANTADOS HEPATICOS ESTABLES A LARGO PLAZO

E. Fabrega®, M. L6pez-Hoyos®, D. San Segundo® y F. Pons-
Romero®

4Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. "Servicio de Inmunologia. Hospital Universitario Marqués
de Valdecilla. Santander.

Los mecanismos implicados en la regulacion de la respuesta inmune son
complejos y en la actualidad carecemos de marcadores que nos permitan
identificar a los receptores de trasplante hepatico (TH) que han desarro-
llado tolerancia y pueden abandonar el tratamiento inmunosupresor. Re-
cientemente se ha descrito una nueva via de respuesta inflamatoria de
las células T CD4+ independiente de la diferenciacién hacia Th1 o Th2.
Se trata de las células Th17 que poseen una gran capacidad inflamatoria
y acttian a través de la secrecién de IL-17. La diferenciacion hacia estas
células depende fundamentalmente de la IL-23.

Objetivo: Cuantificar los niveles séricos de IL-17 e IL-23 en pa-
cientes sometidos a TH estables a largo plazo y determinar si distin-
tos grados de inmunosupresion tienen influencia en dichos niveles.
Material y métodos: Se estudiaron 33 pacientes receptores de TH en
monoterapia con ciclosporina A o FK506 con funcion hepética estables

y libres de episodios de rechazo con un seguimiento minimo de 8 afios.
Los pacientes los dividimos en dos grupos: 13 pacientes con niveles en
rango terapettico y 20 pacientes con niveles subterapetiticos de antical-
cineurinicos. Como grupo control se incluyeron 38 sujetos sanos.
Resultados: Los pacientes trasplantados tenian niveles de IL-17 e
IL-23 semejantes a los controles sanos. Cuando se compararon los
niveles de acuerdo a la carga inmunosupresora se comprob6 que los
pacientes con niveles subterapetticos en tratamiento con FK-506
mostraban una menor concentraciéon de IL-17 e IL-23 que los que
los tenian en rango terapetitico. Este efecto no se observd con ci-
closporina A.

Conclusiones: Los resultados preliminares obtenidos en nuestros
pacientes demuestran una falta de activacion de las citocinas pro-
pias de una respuesta de células Th17, siendo esta mds marcada en
el subgrupo de pacientes tratados con FK506. Por tanto, estos resul-
tados podrian ayudar a identificar a los pacientes subsidiarios de ser
incluidos en protocolos de tolerancia operacional.

Este trabajo ha sido financiado en parte por beca FIS P1030330.

EFECTO ANTITUMORAL DE VECTORES BASADOS EN EL VIRUS
DEL BOSQUE DE SEMLIKI QUE EXPRESAN IL-12 EN TUMORES
DESARROLLADOS EN EL HIGADO

J.R. Rodriguez-Madoz, M. Zabala, E. Casales, M. Ruiz-Guillén,
M. Alfaro, J. Prieto, M.G. Kramer y C. Smerdou

Los vectores basados en el virus del Bosque de Semliki (SFV) que
expresan interleuquina 12 han mostrado una alta eficacia antitumo-
ral en el tratamiento de tumores sélidos tras la administracion intra-
tumoral. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han basado
en el tratamiento de tumores implantados subcutaneamente. El ob-
jetivo de este trabajo fue la evaluacion de la eficacia antitumoral de
los vectores de SFV que expresan IL-12 en el tratamiento de tumo-
res implantados en el higado. Para ello se han utilizado dos modelos
de tumores inducidos y uno de tumores desarrollados espontanea-
mente. Los primeros dos modelos se basaron en la implantacion in-
trahepatica de la linea celular de hepatocarcinoma McA-RH7777 en
ratas bufalo, o de la linea de adenocarcinoma de colon MC38 en ra-
tones C57BL/6, respectivamente. La administracin intratumoral de
108 pv (particulas virales) de un vector de SFV que expresa la IL-12
murina indujo mds de un 70% de remisiones tumorales completas
en el modelo de rata, con 10 animales curados de un total de 14 tra-
tados, aunque la expresion de IL-12 sélo fue detectable en 4 anima-
les. Por otra parte, en el modelo de rat6n, la administracién intratu-
moral de la misma dosis de SFV-IL-12 indujo un 50% de
remisiones tumorales completas (8 de 16), siendo en este caso de-
tectable la presencia de la citoquina en todos los animales tratados.
En ambos casos la toxicidad asociada al tratamiento fue minima sin
que se observara un aumento significativo de las transaminasas en
los grupos tratados respecto a los animales control.

Respecto al modelo de tumores espontdneos se utilizaron ratones
transgénicos L-PK/c-myc que desarrollan tumores hepdticos tras
varios meses consumiendo una dieta rica en sacarosa. En este mo-
delo la inyecci6n intratumoral de 10® pv de SFV-enh-IL-12 indujo
una disminucién del crecimiento tumoral en el 66% de los tumores,
incrementando la tasa de supervivencia de los animales hasta un
90%, frente a un 15% observado en el grupo control tratado con sa-
lino. Estos resultados muestran que los vectores basados en SFV
que expresan IL-12 constituyen un buen candidato para el trata-
miento de tumores s6lidos desarrollados en el higado.

MIL TRASPLANTES HEI,’ATICOS EN EL HOSPITAL DE
BELLVITGE. EVOLUCION Y SITUACION ACTUAL

L. Lladé, J. Fabregat, J. Castellote, E. Ramos, D. Julia,
L. Secanella, J. Torras, C. Baliellas, C. Valls, T. Serrano,
T. Casanovas, J. Figueras, X. Xiol y A. Rafecas

Unidad de Trasplante Hepdtico. IDIBELL. Hospital Universitari de
Bellvitge.

Desde 1984 hasta 2007, se han realizado 1000 trasplantes hepaticos
en el Hospital de Bellvitge. Analizamos la base de datos prospecti-
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va, estudiando por periodos de 200 pacientes (5 grupos), la evolu-
cién quirdrgica y resultados. Mostramos los resultados cuantitativos
en medianas y los cualitativos en porcentajes.

Resultados: Las principales indicaciones fueron hepatocarcinoma
(292, 30%), cirrosis endlica (215, 22%) y cirrosis VHC (159, 16%).
Se practicaron 106 retraspantes (11%). A lo largo de las etapas au-
ment6 la edad de los donantes (GI: 27, GII: 48, GIII: 44, GIV: 49,
GV: 59 afios), asi como el porcentaje de donantes fallecidos por
AVC (GI: 21%, GII: 52%, GIII: 49%, GIV: 54%, GV: 54%).

No ha variado de forma significativa el tiempo quirdrgico, ni el
tiempo de isquemia, pero si ha disminuido la transfusién de CH.
(GI: 16, GII: 10, GIII: 3, GIV: 2, GV: 0), la estancia en UCI (GI: 6,
GIL:6, GIII: 4, GIV: 4, GV: 3 dias), la estancia hospitalaria (GI: 26,
GII: 23, GIII: 16, GIV: 12, GV: 11 dias), las reintervenciones (GI:
21%, GII: 17%, GIII: 10%, GIV: 5,5%, GV: 6,6%) y la mortalidad
hospitalaria (GI: 27%, GII: 14%, GIII: 9%, GIV: 4,5%, GV: 6%).
El porcentaje global del complicaciones es del 60%, pero en estos
periodos ha disminuido la disfuncién primaria (GI: 6%, GII: 14%,
GIII: 11%, GIV: 7,5%, GV: 4%), la tasa de rechazo (GI: 43%, GII:
29%, GIII: 16%, GIV: 17%, GV: 14%) y de complicaciones biliares
(GI: 22,5%, GII: 28%, GIII: 19%, GIV: 13%, GV: 15%). La super-
vivencia actuarial global a 1, 5 y 10 afios es del 79%, 64% y 49%
respectivamente.

Conclusiones: La evolucion técnica y de manejo peroperatorio,
desde una Gptica multidisciplinar, han permitido mejorar progresi-
vamente los resultados del trasplante hepdtico hasta los resultados
actuales.

ESTUDIO PROSPECTIVO DE LOS FACTORES ASOCIADOS AL
DESARROLLO DE RECHAZO CRONICO EN PACIENTES CON
HEPATITIS C RECURRENTE TRAS EL TRASPLANTE HEPATICO
TRATADOS CON INTERFERON PEGILADO Y RIBAVIRINA

1. Ferndndez?, E. Ulloa?, C. Jiménez®, F. Colina®, A. Gimeno®,
M. Abradelo®, R. Muifioz?, M.L. Manzano?, G. Castellano?, J.C.
Meneu®, E. Moreno® y J.A. Solis-Herruzo®

Servicios de “Medicina Aparato Digestivo, "Cirugia General y Unidad
de Trasplantes Abdominales y “Anatomia Patologica. Hospital
Universitario 12 de Octubre, Madrid

El tratamiento antiviral con interferén pegilado (IFN-PEG) y ribavi-
rina puede inducir la aparicién de rechazo crénico (RC) en pacien-
tes con trasplante hepdtico y hepatitis C recurrente.

Objetivo: Investigar la incidencia, evolucién y los factores asocia-
dos con la aparicién de RC durante el tratamiento antiviral combi-
nado con IFN-PEG vy ribavirina de pacientes con hepatitis C recu-
rrente.

Método: Se evaluaron de forma prospectiva 79 pacientes con hepa-
titis C recurrente tratados con IFN-PEG vy ribavirina durante 48 se-
manas. Se realizé biopsia hepdtica en los dos meses previos a la te-
rapia antiviral y durante el tratamiento ante el empeoramiento del
perfil hepatico. El diagndstico de RC se efectué de acuerdo a los
criterios histolégicos internacionalmente aceptados. Las variables
incluidas en el andlisis de los factores asociados al desarrollo de RC
fueron la edad, el sexo, el nivel de transaminasas, de GGT, fosfata-
sa alcalina y bilirrubina, el antecedente de rechazo agudo, el tipo de
inmunosupresién en el momento del RC, el tipo de IFN-PEG y si
continuaban con ribavirina o no en el momento de desarrollar RC.
Resultados: Veintisiete pacientes (34%) consiguieron una respues-
ta viral sostenida. Siete (9%) de los 79 pacientes tratados desarrolla-
ron rechazo crénico (RC) durante el tratamiento. El tiempo medio
desde el inicio del tratamiento hasta la aparicion de RC fue de 5,8
meses (3-12 meses). Seis pacientes presentaban ausencia de viremia
en el momento del RC y el paciente restante elimind la infeccién a
los 3 meses de suspendido el tratamiento antiviral. Todos ellos con-
siguieron una respuesta viral sostenida. Tres pacientes fueron re-
trasplantados, uno falleci6 por cirrosis y RC, dos mantienen ducto-
penia estable del 40% y los dos restantes minima ductopenia, con
perfil hepdtico normal. En el andlisis de los factores asociados al
desarrollo de RC observamos que recibir tratamiento con ciclospo-
rina (6/7 pacientes que presentaron RC recibian ciclosporina y sélo
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1/7 tacrélimus en el momento del RC, mientras que de los que no
sufrieron RC, 13/72 se trataban con ciclosporina y 56/72 con tacré-
limus, P < 0,0001), y la supresién del tratamiento con ribavirina (en
3/7 pacientes con RC vs 0/72 entre los que no sufrieron RC, P <
0,0001) resultaron asociarse de manera estadisticamente significati-
va con RC del injerto.

Conclusiones: La aparicién de RC durante el tratamiento antiviral
con IFN-PEG y ribavirina es poco frecuente pero puede ser grave, y
parece asociada a la eliminacién de la infeccién viral. Recibir trata-
miento inmunosupresor con tacrélimus durante el tratamiento anti-
viral y mantener el tratamiento con ribavirina parecen disminuir el
riesgo de aparicion de esta complicacion.

RESULTADOS DEL TRASPLANTE COMBINADO HEPATO-RENAL.
COMPARACION CON UN GRUPO DE TRASPLANTE HEPATICO
AISLADO

I. Ferrer!, J. Rivera?, V. Aguilera'#, M. Berenguer'“, A. Rubin',
J. Sanchez®, M. Prieto'* y J. Mir?

IServicio de Medicina Digestiva, *Unidad de Cirugia y Trasplante
Hepdtico, *Servicio de Nefrologia, *Ciberehd. Hospital Universitario La
Fe, Valencia.

Introducciéon: El trasplante combinado hepatorrenal (THR) es la
alternativa terapéutica para los enfermos con enfermedad hepatica y
renal.

Objetivos: Analizar caracteristicas basales y evolucion del THR en
comparacién con un grupo de trasplante hepatico aislado (TH).
Pacientes y métodos: Se analizaron los THR desde 01/98 hasta
12/06. Se compararon con un grupo control de TH emparejados por
edad, sexo, fecha de TH e indicacién. Se analizaron datos demogra-
ficos, del pre-TH (Diabetes (DM), HTA, dialisis pre-TH, hepatocar-
cinoma (HCC), Child), complicaciones del post-trasplante (re-inter-
venciones por sangrado, infecciones bacterianas 1 mes,rechazo,
DM e HTA) y supervivencia.

Resultados: Se realizaron 16 THR y se compararon con 32 TH. La
mediana de edad fue: THR: 55 (15-67), TH: 54 (13-66). Hombres
(81% THR, 78%TH). En los THR la indicacion de TH fue: VHC: 4,
VHB: 1, OH: 7, HCC: 2, otras: 2 y en el TH aislado fue: VHC: 12,
VHB: 1, OH: 12, HCC: 3 y otras: 4. La indicacién de TR fue glo-
merulonefritis en 9, nefropatia glomerular en 2, nefropatia diabéti-
ca: 1, otras: 4. En el pre-trasplante, el 31% y el 28% de los THR y
TH presentaban HCC. La DM fue: 31% en THR y 28% en TH (p =
0,8). La HTA fue: 50% en THR y 19% en TH (p = 0,02). Doce pa-
cientes (69%) estaban en didlisis antes del THR vy el resto tenian ta-
sas de filtrado glomerular < a 30 ml/hora. En el post-trasplante 3
(19%) y 5(16%) del THR y TH tuvieron que ser reintervenidos por
sangrado (p = ns) y las infecciones bacterianas en el 1 mes ocurrie-
ron en 9 (60%) y 16 (52%) (p = 0,6). Cinco pacientes (31%) de los
THR requirieron dialisis post-trasplante frente a 1 (3%) (p = 0,01).
La inmunosupresion (IS) de induccion en los THR fue: ciclosporina
(cya) 25%, tacrolimus (tac) 75% y en los TH: cya: 62% y tac: 38%
(p = 0,03). La induccién con micofenolato (MMF) fue mayor en los
THR (87% frente a 6%, p = 0,1). La duracién de prednisona fue
mayor en los THR: (THR: 579 (246-1286), TH: 364 (32-2510), p =
0,4). La incidencia de rechazo hepdtico fue similar entre los grupos.
Entre las complicaciones metabdlicas al 1" afio la DM fue del 46%
y 32% en THR y TH respectivamente (p = 0,3), la HTA al 1*" afio
fue de 39% y 43% en THR y TH (p = 0,79). De las complicaciones
derivadas de la inmunosupresién: 3 pacientes en los THR (1 cardio-
patia isquémica y 2 tumores de novo) y 5 en TH aislado (2 cardio-
patia isquémica, 2 ACV y 1 tumor de novo). La mediana de creati-
nina en el THR al 1¢ mes, 1 y 3 afio fue: 1,2 (0,5-9,8), 1,1
(0,9-2,4) y 1,2(0,9-2,2) respectivamente (p = ns). La mortalidad
global fue: 3(19%) y 5 (16%) en THR y TH respectivamente. La
supervivencia al 1¢ afio fue: 90% en los TH y 80% en los THR, y al
3ery 5° afio del 81% en ambos grupos (p = ns).

Conclusiones: El THR es una alternativa eficaz en pacientes con
insuficiencia hepatica y renal terminal. Las complicaciones preco-
ces (reintervencion e infecciones bacterianas)y tardias son similares
en ambos grupos. La supervivencia del THR es similar a la del TH.
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FACTORES DE RIESGO E INFLUENCIA CLINICA DE LA
NEUROTOXICIDAD TEMPRANA ASOCIADA A )
ANTICALCINEURINICOS EN EL TRASPLANTE HEPATICO
D. Balderramo, J. Prieto, C. Fondevila y M. Navasa

Seccion de Trasplante Hepdtico. Hospital Clinic de Barcelona.
Universitat de Barcelona.

Introduccién: La neurotoxicidad asociada a anticalcineurinicos se
presenta en 20-40% de los pacientes que reciben un trasplante orto-
tépico de higado (TOH). Se define como neurotoxicidad temprana
asociada a anticalcineurinicos (NTAAC) a la que se presenta en las
primeras 4 semanas del TOH. Los factores de riesgo y el impacto
clinico de la NTAAC han sido evaluados parcialmente. Nuestro ob-
jetivo fue determinar los factores de riesgo de la NTAAC y su in-
fluencia en la evolucion clinica del TOH.

Métodos: Se evaluaron retrospectivamente 103 pacientes recep-
tores de TOH en el periodo 2004-2006. Se excluyeron los pacien-
tes que fallecieron en las primeras 2 semanas del TOH (n =5) y
los pacientes que recibieron trasplante doble (n = 3). Se conside-
r6 NTAAC a los eventos neurolégicos de moderada/severa grave-
dad que se presentaron en las primeras 4 semanas del TOH y que
requirieron modificacién de la inmunosupresiéon. Los eventos
considerados fueron: coma, convulsién, psicosis, confusion, en-
cefalopatia, déficit motores focales y depresion del estado de
conciencia. Se realiz6 un andlisis de las variables pretrasplante
(edad, género, hepatopatia de base, MELD, retrasplante, encefa-
lopatia e hiponatremia) y peritrasplante (tipo de trasplante, tiem-
pos de isquemia fria y de cirugia, reintervencién, inmunosupre-
sidn, insuficiencia renal y niveles de sodio, magnesio y colesterol
total). En el postrasplante se evalué la incidencia de infecciones,
rechazo agudo y mortalidad. Se realiz6 un analisis de riesgos pro-
porcionales de Cox para identificar factores asociados a la NTA-
AC.

Resultados: Se evalué a 95 pacientes, de los cuales 21 (22,1%) pre-
sentaron NTAAC y los 75 (77,9%) restantes formaron el grupo con-
trol. El tiempo medio de presentacion de la NTAAC fue 7,6 dias
posteriores al TOH. En el andlisis multivariado, la encefalopatia he-
patica previa al TOH (HR 4.,44; IC95% 1,43-13,85) y el tiempo de
cirugia mayor a 7 horas (HR 4,27; IC95% 1,4-12,98) se asociaron
de forma independiente con la NTAAC. En el postrasplante, el gru-
po de NTAAC presenté mayor frecuencia de rechazo agudo (p =
0,039) e infecciones fingicas (p = 0,02) y una tendencia a mayor
frecuencia de infecciones bacterianas. Los pacientes con NTAAC
presentaron mayor mortalidad que el grupo control (19% vs 5,4%),
aunque no fue significativa. El shock séptico asociado a neumonia
fue la principal causa de muerte en el grupo NTAAC.
Conclusiones: La encefalopatia previa al TOH y el tiempo de ciru-
gia son los factores determinantes de la aparicion de NTAAC. La
NTAAC se asocia a una mayor incidencia de rechazo agudo del in-
jerto e infecciones fiingicas, probablemente debido a la modifica-
ci6én de la inmunosupresion posterior a su presentacion.

EL GENOTIPO VARIANTE DE LA LECTINA FIJADORA DE
MANOSA (MBL) DEL DONANTE DEL INJERTO INFLUYE EN LA
EVOLUCION DEL TRASPLANTE HEPATICO

D. Balderramo?, C. Cervera®, M. Pascal®, J. Prieto®, B. Sudrez°,
F. Fuster®, L. Linares®, A. Moreno®, F. Lozano® y M. Navasa®
Servicios de “Hepatologia, "Enfermedades Infecciosas e “Inmunologia.
Hospital Clinic de Barcelona. Universitat de Barcelona.

Introduccion: La lectina fijadora de manosa (MBL, Mannose Bin-
ding Lectin) es un componente principal de la inmunidad innata. Es
una lectina sérica de tipo C de produccion hepatica que se fija a la
superficie de miultiples patégenos (bacterias, virus, hongos y parasi-
tarios) y contribuye a su eliminacién por opsonofagocitosis y/o lisis
mediada por el complemento. Los niveles séricos de MBL estdn es-
trechamente correlacionados con polimorfismos del promotor y
exon 1 del gen MBL2. Nuestro objetivo fue evaluar los genotipos de
MBL?2 de donante y receptor de un injerto hepatico y su influencia
en las infecciones y evolucién del trasplante hepatico.

Métodos: En un periodo de 3 afios (2004-2006) se determinaron
mediante secuenciacion los genotipos de MBL2 de donante y recep-
tor de los trasplantes hepdticos realizados en nuestra institucion.
Los genotipos se dividieron en silvestre (A/A) y variante (A/O;
0O/0). Ademds se analizaron variables pre y peritrasplante, inciden-
cia de infecciones bacterianas, flingicas y por citomegalovirus, inci-
dencia de rechazo, retrasplante y supervivencia postrasplante con
objeto de identificar aquellas variables relacionadas con el desarro-
llo de infecciones y la supervivencia.

Resultados: Se incluyeron en el andlisis 96 parejas consecutivas de
donante-receptor de trasplante hepatico. La frecuencia de genotipo
silvestre en donantes y receptores fue del 62% y 52% respectiva-
mente. No existieron diferencias significativas entre las caracteristi-
cas pre y peritrasplante entre genotipo silvestre y variante tanto en
los donantes como en los receptores. No existieron diferencias en la
tasa de incidencia de infecciones bacterianas e infecciones totales
respecto al genotipo del donante ni del receptor. Sin embargo, la
mortalidad relacionada con infeccién fue significativamente supe-
rior en receptores de higado de donante con genotipo variante de
MBL2 (50% vs 14%, p = 0,040). En el andlisis multivariado, el ge-
notipo variante de MBL2 del donante (HR 7.75, IC95% 2.25-26.7),
la puntuacion MELD (HR 1.13, IC95% 1.05-1.22) y la infeccién
bacteriana postrasplante (HR 11.0, IC95% 2.8-43.0) fueron factores
predictivos independientes de mortalidad.

Conclusiones: El genotipo variante de MBL2 del donante se asocia
a una peor evolucién del trasplante, en relacion principalmente con
una mayor gravedad en las infecciones postrasplante.

RETIRADA DE LA GAMMAGLOBULINA HIPERINMUNE CONTRA
EL VIRUS DE LA HEPATITIS B (VHB) (GHI-VHB) DESPUES DE DOS
ANOS DE ADMINISTRACION EN PACIENTES TRASPLANTADOS DE
HIGADO POR CIRROSIS (CI) - VHB: NUESTRA EXPERIENCIA CON
19 CASOS

P. Durén del Campo, A. Noblejas Mozo, 1. Bafios Pérez, M.
Jiménez Garrido, V. Sanchez Turrién y V. Cuervas-Mons
Unidad de Trasplante Hepdtico. Hospital Universitario Puerta de
Hierro. Madrid. Universidad Autonoma de Madrid.

Introduccién: La infeccion por VHB es la causa del 5% de los tras-
plantes hepaticos en nuestro medio. Para prevenir la reinfeccion del
injerto se administra inmunoprofilaxis con GHI-VHB (a dosis va-
riables), asociada o no a antivirales. Se asume que la GHI-VHB
debe administrarse indefinidamente, por el riego continuado de
reinfeccion, aunque algunos estudios sugieren que es segura su inte-
rrupcién en algunos pacientes.

Objetivo: Estudiar la seguridad de la supresién de la GHI-VHB,
después de dos afios de su administracion ininterrumpida, en pa-
cientes trasplantados de higado por Ci— VHB.

Pacientes y métodos: Pacientes trasplantados (enero 2001 -agosto
2005) en nuestro centro por Ci— VHB, a los que se les administra
profilaxis de reinfecciéon con GHI-VHB (2000 UI intramusculares
dia x 7 dias y luego 2000 UI mensuales durante dos afios) + andlogo
de nucleétidos/nucleésidos. Al completar 2 afios de profilaxis con
GHI-VHB, se suspende la GHI-VHB, se mantiene el analogo de nu-
cledtidos/nucledsidos y se inicia vacunacion anti-VHB (tres dosis
de 40 mcg). Si la vacunacién es efectiva (anti-HBs > 10 IU/L) se re-
tira el andlogo de nucledtidos/nucledsidos.

Resultados: 19 pacientes (16 varones, 3 mujeres, edad media 47,4
afios) trasplantados por Ci- VHB (5 con hepatocarcinoma y 5 con
coinfeccion VHD). Antes del trasplante el ADN-VHB era indetec-
table en todos los pacientes (espontdneamente en seis y bajo trata-
miento con andlogo de nucledtidos/nucledsidos en los 13 pacientes
restantes). E1 HBeAg era (+) en 3 pacientes. Todos los pacientes
completaron con éxito 2 afios de profilaxis con GHI-VHB, sola (n =
6) o asociada al mismo andlogo de nucledtidos/nucleésidos que re-
cibfan pretrasplante (n = 13). Al suspender la profilaxis con GHI-
VHB se inici6 vacunacion en todos los pacientes, habiéndose com-
pletado (al menos un ciclo de vacunacion, mdximo 3 ciclos) en 13,
y estd en curso en los seis pacientes restantes. La vacuna anti-VHB
fue efectiva en 5 (38,46%) de los 13 pacientes. En la tltima revi-
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sion, después de seguimiento medio de 25 meses desde la suspen-
sién de la GHI-VHB, ocho pacientes contindan con anilogo de nu-
cledtidos/nucledsidos y los 11 pacientes restantes no reciben ningtin
antiviral. El HBsAg y el ADN-VHB en sangre periférica permane-
cen indetectables, y la funcién del injerto es normal, en todos los
pacientes.

Conclusion: Estos resultados preliminares sugieren que la GHI-
VHB se puede suspender después de dos afios de administracion,
sin riesgo de recidiva del VHB, en pacientes con ADN-VHB pre-
trasplante indetectable. Se precisa seguimiento mds prolongado
para establecer la seguridad de esta politica.

INFECCION PRECOZ (3 PRIMEROS MESES) EN PACIENTES CON
TISASPLANTE HEPATICO (TH): EVOLUCION A LO LARGO DE 20
ANOS EN NUESTRO CENTRO

M. Cuervas-Mons Cantén?, J.I. Masa Gémez?, J. Ordufia
Azcona?, A. Noblejas Mozo®, I. Bafios Pérez®, P. Durdn del
Campo®, V. Sanchez Turrién*® y V. Cuervas-Mons Martinez*"
Facultad de Medicina. Universidad Autonoma de Madrid*. Unidad de

Trasplante Hepdtico®. Hospital Universitario Puerta de Hierro.
Madrid.

La infeccion es la causa mas frecuente de muerte precoz en los pa-
cientes con TH. Objetivo: Estudiar la evolucion durante 20 afios de
la incidencia y gravedad de la infeccion precoz (3 primeros meses)
post-TH

Pacientes y métodos: Pacientes con primer TH desde el inicio de
nuestro programa, agrupando a los pacientes en cuatro periodos de
tiempo consecutivos. GI (1986-1991) (n = 121); G II (1992-1996)
(n = 149); G III (1997-2002) (n = 183); G IV (2003-2006 (n = 99).
La inmunosupresion y la profilaxis anti-infecciosa variaron a lo lar-
go de los periodos.

Resultados: La incidencia de rechazo (87,6%, 68,6%, 43,9%,
36,4%), de reintervencién quirdrgica (46,2%, 23,5%, 19,5%, 9,2%),
y uso de dialisis (35,5%, 14,7%, 5,5%, 3%) (respectivamente en G
I, 1L, IIT y IV), disminuyé significativamente a lo largo del tiempo.
La incidencia de infeccion global (35,4% y 46,6%), bacteriana
(28,3% y 28,1%) y virica (4% y 17,1%) en los periodos IV y III,
respectivamente, fue significativamente menor que en periodos an-
teriores (80,6%, 66% y 43,8%, respectivamente en Gl y 73,1%,
51,8% y 35,6%, respectivamente en G II, todos p < 0,05). Por el
contrario la incidencia de infeccion fingica fue similar a lo largo
del tiempo (28%, 12,6%, 7,1%, 11,1% respectivamente; en G I, II,
IIT y IV; NS). La supervivencia del paciente aument6 significativa-
mente a lo largo del tiempo (64,5% GI; 82% GII; p < 0,011 vs I; y
89,4% y 83,8% en G Il y IV, p = 0,025 vs I y II). La infeccién fue
la causa més frecuente de muerte en los cuatro periodos (46,4%,
64%, 47,6%, 37,5%, respectivamente, en G I, II, III y IV; NS), ha-
biendo permanecido invariable la mortalidad por infeccién fiingica
(18,5%, 22,1%, 14,2% 18,75%, respectivamente; en G I, II, III y
IV; NS).

Conclusién: La mortalidad atribuida a infeccion, especialmente a
infeccién flingica, permanece inalterable a lo largo del tiempo, a pe-
sar de la disminucién progresiva de la incidencia global de infec-
cién precoz durante los dltimos afios.

ANALISIS DEL TRASPLANTE HEPATICO POR
HEPATOCARCINOMA SIGUIENDO LOS CRITERIOS DE MILAN Y
LOS CRITERIOS DE SAN FRANCISCO SEGUN LOS HALLAZGOS
PREVIOS AL TRASPLANTE

A. Campillo, V. Bernal, C. Sostres, M.A. Simén, A. Garcia-Gil,
E. Tejero y M.T. Serrano

Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa. Zaragoza.

El hepatocarcinoma (HCC) es una indicacion cada vez mas fre-
cuente de trasplante hepatico (TH). La mayoria de los centros se ba-
san en los criterios de Milan para incluir los pacientes en lista de es-
pera, aunque trabajos recientes indican que podrian ser expandidos.
Desde la Universidad de California, San Francisco se han propuesto
unos criterios basados en los hallazgos anatomopatoldgicos que han
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sido validados segtin el diagnostico de imagen antes del trasplante.
Nuestro objetivo es analizar la utilidad de ambos criterios aplicados
en la evaluacién pre-TH

Pacientes y métodos: Entre diciembre de 1998 y febrero de 2007
fue realizado el trasplante hepatico por HCC en 45 pacientes
(16,48%). Tras un andlisis retrospectivo se agruparon segin cum-
plieran los criterios de Milan o los de UCSF en el momento de su
inclusion en lista de espera. Se analiz6 la tasa de recidiva y la su-
pervivencia a los 3 y 5 aflos tras el TH mediante el método de Ka-
plan-Meyer.

Resultados: Segiin la evaluacion pre-TH 31 (68,9%) de los pacien-
tes cumplian los criterios de Milan y 39 (86,7%) los de UCSF. Tras
un seguimiento medio de 25 meses, se detecto recidiva en el 12,9
% de los pacientes que cumplieron los criterios de Milan y en el
17,9% de los UCSF. La supervivencia libre de enfermedad, no va-
ri6 significativamente entre ambos grupos. Fue del 74,45% y
63,03% en los pacientes que cumplian los criterios de Milan y del
68% y 57% respectivamente en los que seguian los criterios UCSF
(p>0,05).

Conclusién: El beneficio de expander las indicaciones de TH enel
hepatocarcinoma siguiendo los criterios UCSF es pequefio, pero no
afecta en la supervivencia a medio y largo plazo.

TRASPLANTE HEPATICO POR VHC FRENTE A TRASPLANTE
HEPATICO POR CIRROSIS MIXTA (VHC MAS ALCOHOL):
(DIFERENTE EVOLUCION POSTRASPLANTE?

V. Aguilera'?, M. Berenguer'?, A. Rubin', P. Lpez 4,

S. Benlloch'?, C. Ortiz>* y M. Prieto'?

IServicio de Medicina Digestiva. Hospital Universitario la Fe,

Valencia, *Ciberehd, 3Unidad de Inmunologia Experimental, * Hospital
de Especialidades 25, IMSS, Monterrey, México.

Introduccién: La combinacién del alcohol con la infeccién crénica
por el VHC condiciona una progresién mds acelerada de la hepato-
patia. En la cuarta parte de los pacientes que reciben un trasplante
hepatico(TH) por cirrosis-VHC existe antecedente de abuso endlico
pre-TH. La evolucion post-TH en los pacientes con cirrosis de etio-
logia mixta (VHC+alcohol) es un hecho poco estudiado.

Objetivos: Analizar las caracteristicas basales y la evolucién clini-
ca e histolégica de tres grupos de pacientes (cirrosis-VHC, cirrosis-
alcohol y cirrosis-mixta), asi como las complicaciones metabdlicas
y aparicion de tumores de novo.

Metodologia: Comparacién de tres grupos de pacientes trasplanta-
dos desde 1997 hasta 2001: cirrosis endlica (OH), cirrosis secunda-
ria al VHC vy cirrosis mixta. La afectacién histoldgica se evalud
mediante biopsias de protocolo. Se consideré enfermedad histoldgi-
ca relevante cuando la fibrosis era > 1 al 1°" afio, desarrollaban he-
patitis colestésica fibrosante, progresaban a cirrosis al 5° aflo o ha-
bia necesidad de re-TH por recidiva VHC. Se utilizaron los tests
chi-cuadrado, t de Student o tests no paramétricos cuando procedia.
Se analizé la supervivencia con curvas de Kaplan-Meier (1°-3°-5°-
7° aio post-TH).

Resultados: De 494 TH, se analizaron 337 pacientes (cirrosis-VHC:
170, cirrosis-OH: 107, Cirrosis mixta: 60). Los pacientes del grupo
mixto fueron significativamente mas jovenes en relacion con los
otros grupos y predominantemente varones. Los pacientes del grupo
OH se trasplantaron en estadios de Child mdas avanzados. La pérdida
del injerto fue mayor en los TH por VHC frente a los TH por alco-
hol (56% frente a 33%; p = 0,00) y frente al grupo de cirrosis mixta
(56% en VHC, 42% en mixto, p = 0,06). Las complicaciones meta-
bdlicas fueron mds prevalentes en el grupo de TH por cirrosis OH
que en los TH por cirrosis por VHC (HTA: Alcohol: 61%, VHC:
44%, p = 0,01, DM: Alcohol: 38%, VHC: 25%, p = 0,04, dislipe-
mia: Alcohol: 38%, VHC: 17%, p = 0,00), asi como los tumores de
novo post-TH (alcohol: 13%, VHC: 6%, p = 0,04). No hubo diferen-
cias en la incidencia de enfermedad histoldgica relevante (VHC:
45%, mixta 45%, p = 0,9). Los pacientes con cirrosis mixta recibie-
ron mds tratamiento antiviral (VHC: 18%, mixta 32%, p = 0,03). La
supervivencia de los pacientes fue significativamente menor en el
grupo VHC al comparar con el grupo OH (p < 0,01) y el grupo mix-
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to (p = 0,004): VHC: 1¢ afio: 72%, 7° afio: 43%, OH: 1¢ afo: 90%,
7° afno: 67%, Cirrosis mixta: 1° afio: 86%, 7° afio: 63%.
Conclusiones: La supervivencia post-TH es menor en el grupo de
pacientes TH por VHC que en el grupo de pacientes con cirrosis
mixta pese a una similar evolucion histoldgica. La edad mads joven
en el momento del TH en el grupo mixto y recibir mds tratamiento
antiviral, pudiesen justificar esta mejor evolucién frente al grupo
VHC. La HTA, la DM, la dislipemia y los tumores de novo se desa-
rrollan con mayor frecuencia en los TH por cirrosis alcohdlica que
en aquellos TH por cirrosis VHC.

Miscelanea

IMPACTO CLINICO DE LA MUTACION JAK2V617F EN EL
DIAGNOSTICO ETIOLOGICO EN PACIENTES CON TROMBOSIS
VENOSA ESPLACNICA

S. Raffa!, J. J Kiladjian?, J.G. Abraldes', A, F. Cervantes?,

F. Leebek®, C. Marzac’, B. Cassinat®, S. Chevret’, D. Cazals-
Hatem?®, A. Plessier®, S. Murad'®, H. Janssen'’, D. Valla®, S.
Cereja?, C. Conejer'!, N. Casadevall’, P. Fenaux?, J. Bosch!

y J.C. Garcia-Pagén!

Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica, Hospital Clinic, IDIBAPS y
Ciberehd. Barcelona, Espaiia. *Servicio de Hematologia, Hopital
Beaujon, Clichy, Francia. *Departamento de Hematologia, Hospital
Clinic. Barcelona, Espaiia. *Departamento de Hematologia, Erasmus
Medical Centre, Rotterdam, Holanda. *Anatomia Patoldgica, Hospital
Hotel-Dieu, Laboratorio de Hematologia, Paris, Francia. *Anatomia
Patolégica, Hospital Saint-Louis, Unidad de Biologia Celular, Paris,
Francia. "Anatomia Patolégica, Hospital Saint-Louis, DBIM, Paris,
Francia. $Anatomia Patolégica, Hopital Beaujon, Clichy, Francia.
°Servicio de Hepatologia, Hopital Beaujon, Clichy, Francia.
"%Departamento de Gastroenterologia y Hepatologia, Erasmus Medical
Centre, Rotterdam, Holanda. ' Anatomia Patolégica, Hospital Henri
Mondor, Laboratorio de Hematologia, Créteil, Francia.

Introduccién: Los sindromes mieloproliferativos (SMP) represen-
tan la causa mas frecuente de trombosis venosa espldcnica inclu-
yendo el Sindrome de Budd-Chiari (SBC) y la trombosis venosa
portal (TP). En estos pacientes, el diagnostico de SMP siguiendo
los criterios hematoldgicos clasicos se ve dificultado por los cam-
bios secundarios a la hipertension portal. Recientemente se ha iden-
tificado la mutacién JAK2V617F en un 90% y un 50% de pacientes
con Policitemia Vera y trombocitemia esencial (TE) respectivamen-
te y se ha sugerido que podria ser un nuevo marcador molecular de
SMP.

Objetivos: Evaluar el valor diagndstico y prondstico de la muta-
ciéon JAK2V617F en pacientes con trombosis venosa espldcnica.
Métodos: Se estudiaron 241 pacientes con trombosis venosa es-
placnica provenientes de 3 centros Europeos, 104 con SBC y 137
con TP. Todas las biopsias de medula 6sea (BMO) fueron revisadas
por un hemopatologo experto. La mutacion JAK2V617F se deter-
mino de forma prospectiva en DNA obtenido de muestras de sangre
total mediante la técnica de Real time PCR. En 101 pacientes se
evalué la formacién endégena de colonias eritroides (ECE).
Resultados: La mutacién JAK2V617F se encontré en el 45% y
34% de pacientes con SBC y TP respectivamente. Un 96.5% de
los pacientes en los que la BMO y la ECE sugerian SMP la muta-
cién JAK2V617F fue positiva. La mutacién se hall6 en un 58% de
pacientes en los que los resultados de BMO y ECC eran discor-
dantes y en un 7% cuando ambas pruebas eran negativas para
SMP. Como consecuencia, la informacién aportada por la muta-
ciéon JAK2V617F permitié incrementar la tasa diagnostica de
SMP desde un 31 a un 44%. Por otra parte, la mutacién
JAK2V617F fue negativa en un 13,9% de pacientes con BMO ca-
racteristica de SMP mayoritariamente pacientes con TE y mielofi-
brosis.

Los pacientes con SBC, JAK2V617F positivo (n = 47), presentaban
basalmente mayor grado de insuficiencia hepatica y mayor requeri-

miento de técnicas derivativas pero ello no ocasiond ningtin impac-
to en la supervivencia. El perfil de los pacientes con TP era, no obs-
tante, semejante en los pacientes con o sin SMP.

Conclusion: Nuestros resultados sugieren que en los pacientes por-
tadores de trombosis venosa espldcnica, la determinacién de la mu-
tacion JAK2V617F debe ser la primera prueba diagndstica para el
estudio del SMP. Sdlo en casos negativos deberia realizarse BMO.
A su vez, los pacientes con SBC asociado a SMP presentan una en-
fermedad hepatica de mayor gravedad pero que, debido a la aplica-
cién de tratamientos derivativos, no se asocia a un peor pronéstico.
Financiado en parte por V programa marco (QLGI-CT-2002-
01686) y la Fundacion para el estudio de las enfermedades del hi-
gado.

HISTORIA NATURAL DE LA HEPATOPATIA TOXICA
IDIOSINCRASICA EN UNA COHORTE IDENTIFICADA EN UN
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES

B. Garcia-Mufioz?, S. Lopez-Ortega®, Y. Borraz, A. Fernandez
Castafier”, M.C. Lopez-Vega®, M. Robles?, N. Ortiz?, 1. Cueto?,
M.IL Lucena® y R.J. Andrade®

Unidad de Hepatologia, Servicio de Aparato Digestivo®. Servicio de

Farmacologia Clinica®. Hospital Universitario “Virgen de la Victoria”.
Facultad de Medicina. Mdlaga.

Introduccién: Datos recientes sugieren que entre un 6% a un 33%
de los pacientes podrian evolucionar a la cronicidad. Objetivos:
analizar la historia natural de la hepatotoxicidad idiosincrasica,
identificar los factores relacionados con la persistencia y definir la
duracién del seguimiento a largo plazo mas costo-efectiva.
Material y métodos: Se incluyeron los pacientes diagnosticados de
hepatotoxicidad idiosincrasica entre 1994 y 2006 identificados en
un mismo centro a través del Registro Espafiol de Hepatotoxicidad
y con causalidad segiin escala de CIOMS probable o definida que
no cumpliesen criterios de exclusion.

Resultados: Se incluyeron 78 de 133 pacientes (edad media 51
afios, 53% mujeres) con un seguimiento promedio de 34 meses. El
patrén de lesion predominante fue el hepatocelular (41%). Hubo 7
éxitus no relacionados con la hepatotoxicidad. 12 pacientes
(15,4%) evolucionaron a cronicidad predominando el patrén coles-
tasico/mixto (20%; p < 0,05), aunque con mayor gravedad en el he-
patocelular. El dafio crénico se caracterizé por ser mas frecuente en
el sexo femenino, de menor edad y con un menor peso corporal. La
ictericia al ingreso fue menos frecuente en los casos crénicos, y el
rash mas frecuente. La duracién del tratamiento fue mayor en los
pacientes crénicos. Al final del periodo de seguimiento 8 crénicos
presentaban persistencia de la lesion. Los grupos farmacoldgicos
mads frecuentemente implicados fueron los hipolipemiantes (33%),
y los del sistema nervioso central (25%).

Conclusiones: La evolucion a la cronicidad en la hepatotoxicidad
idiosincrédsica no es excepcional. El patrén colestdsico/mixto es
mas proclive aunque la lesién hepatocelular es de mayor gravedad.
Los factores de riesgo son el sexo femenino, menor peso corporal,
y presencia de rash cutdneo. Los grupos terapéuticos los hipolipe-
miantes y los ansioliticos.

PREVALENCIA DE FRACTURAS EN LA CIRROSIS BILIAR
PRIMARIA. RELACION CON LA OSTEOPOROSIS Y EL GRADO DE
INSUFICIENCIA HEPATICA

A. Parés, D. Cerdd, A. Monegal, F. Pons, L. Caballerfa, P. Peris
y N. Guanabens

Unidades de Hepatologia y de Patologia Metabdlica Osea, Ciberehd,
Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona.

La osteoporosis es una de las complicaciones frecuentes en los pa-
cientes con cirrosis biliar primaria (CBP), y se relaciona con el gra-
do de insuficiencia hepdtica. La presencia de fracturas es una de las
consecuencias de la osteoporosis, y representa un factor de co-mor-
bilidad en esta enfermedad. La prevalencia de fracturas en la CBP
es poco conocida, basicamente porque los datos reportados se han
obtenido en series con un nimero reducido de pacientes.
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Objetivo: Analizar la prevalencia de fracturas y la asociacién con
las alteraciones de la densidad mineral ésea y la intensidad de la in-
suficiencia hepatica en la CBP.

Pacientes: Se han estudiado 185 mujeres con CBP (edad: 55,7 = 0,7
afios, intervalo: 28-79, con una promedio de duracién de la enferme-
dad antes de la evaluacion 6sea de 3,2 = 0,3 afios (intervalo: 0-19,5
afios).

Métodos: Ademds de las variables demogréficas y de las pruebas
rutinarias de funcién hepatocelular se evalu6 el estado posmenopdu-
sico, la presencia de fracturas vertebrales mediante radiologia (170
pacientes) y de fracturas periféricas (172 pacientes). En 180 pacien-
tes se disponia de DMO lumbar y en 140 de DMO de cuello de fé-
mur.

Resultados: La prevalencia de fracturas vertebrales, periféricas y
totales fue del 11,2%, 12,2% y 20,8%, respectivamente. Segun crite-
rios densitométricos el 30,6% de los pacientes tenfa osteoporosis
lumbar y el 12,9% osteoporosis femoral, tasas significativamente
superiores a las observadas en la poblacion estindar de mujeres es-
paiolas, que es del 11,2% y 4,3%, respectivamente (p < 0,001). La
presencia de fracturas se relacioné con la osteoporosis lumbar y fe-
moral, con el estado posmenopausico, con la edad y con la talla, al
igual que la presencia de fracturas vertebrales. No se observo rela-
cién entre la presencia de fracturas y el grado de insuficiencia hepa-
tica. Sin embargo, la existencia de osteoporosis se relaciond con la
edad, el peso, la talla, la duracién de la enfermedad, el estadio histo-
16gico y la magnitud de la colestasis. La presencia de osteoporosis
comporté un factor de riesgo para fractura vertebral de 8,48 (95%
IC: 2,67-26,95), y este factor de riesgo fue ya muy elevado en los
pacientes con osteopenia lumbar con escala-T < -1,5 (8,50; 95% IC
1,89-38,09) y osteopenia femoral con escala-T < -1,5 (6,83; 95%
IC: 1,48-31,63). Asi, 17 de los 19 pacientes (89.5%) con fractura
vertebral tenfan una escala-T lumbar < -1,5 y 15 de ellos (86.7%) te-
nian una escala-T en cuello femoral < -1,5.

Conclusiones: En la CBP, las fracturas, particularmente las verte-
brales, se relacionan con la presencia de osteoporosis y con una es-
cala-T lumbar y/o femoral < -1.5, mientras que la existencia de oste-
oporosis y osteopenia de relaciona con la intensidad de la colestasis.
La concordancia entre la fractura vertebral y la escala-T < -1.5 per-
mite seleccionar a los pacientes que deberian recibir tratamientos es-
pecificos para aumentar la masa dsea.

ANALISIS PROTEOMICO DEL PLASMA DE PACIENTES CON
COLESTASIS CRONICA Y PRURITO. EFECTO DE LA DIALISIS CON
ALBUMINA

R. Quesada, A. Parés, M. Gay, M. Carrascal, R. Deulofeu,
A.Masy J. Abidn

Unidad de Hepatologia, Ciberehd, Hospital Clinic, IDIBAPS,
Barcelona, y Laboratorio de Proteomica CSIC/UAB, IIBB-CSIC,
Universidad Autonoma de Barcelona.

El prurito es un sintoma frecuente en los pacientes con colestasis cro-
nica. Su patogenia es desconocida, y recientemente se ha demostrado
que la didlisis con albimina, mediante la aplicacién del sistema
MARS, mejora de forma significativa el prurito. Con el fin de cono-
cer potenciales moléculas relacionadas con el prurito de la colestasis
se ha efectuado un andlisis proteémico del plasma de 6 pacientes con
una enfermedad colestdsica crénica y prurito antes y después del tra-
tamiento con MARS (4 pacientes con cirrosis biliar primaria, 1 pa-
ciente con colangitis esclerosante primaria y un paciente con enfer-
medad de Alagille). Como grupo control se ha utilizado un grupo de
pacientes tratados con MARS con hepatitis alcohdlica grave sin pru-
rito (4 pacientes), y el plasma de sujetos controles.

Las muestras de plasma se trataron mediante columnas de afinidad
para eliminar siete de las familias de proteinas séricas mas abundan-
tes, incluyendo albimina e immunoglobulinas. Seguidamente se lle-
v6 a cabo un andlisis de expresién diferencial mediante electrofore-
sis bidimensional en geles de poliacrilamida y tincién con plata. Las
manchas de interés se recortaron del gel y se digirieron con tripsina
para su andlisis mediante mapeo peptidico en un espectrometro de
masas MALDI-TOF.
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Resultados: En el andlisis diferencial antes del tratamiento entre los
pacientes con colestasis y hepatitis alcohdlica se hallaron 8 manchas
que correspondieron al precursor de la glutatién peroxidasa, 6 man-
chas de apolipoproteina A y E, y otra mancha del precursor de la
globulina transportadora de hormonas sexuales. La apolipoproteina
estuvo 3 veces mas elevada en los pacientes con prurito que en los
controles con hepatitis alcohdlica y 1,5 mas que en los controles sa-
nos. En el andlisis del plasma de los pacientes con prurito antes y
después de la didlisis con alblimina se evaluaron los cambios de 979
manchas en los geles, de las cuales 5 mostraron cambios significati-
vos. Las proteinas diferenciales fueron identificadas como el precur-
sor del componente P-amiloide (25.4 kDa), el precursor de hapto-
globina (45.2 kDa), el precursor del factor 1 del complemento (65.7
kDa) y dos manchas correspondientes al precursor de apolipoprotei-
na Al (30.8 kDa).

Conclusiones: Los resultados de este estudio indican que en los
pacientes con colestasis cronica y prurito hay un notable aumento
de apolipoproteinas, y que la didlisis con albimina se asocia con
una disminucién de los niveles circulantes de cinco proteinas que
podrian estar relacionadas con la patogenia del prurito de la coles-
tasis.

EL GRADO DE INFILTRACION DE POLIMORFONUCLEARES TIENE
VALOR PRONOSTICO EN LA HEPATITIS ALCOHOLICA:
IMPLICACIONERS TERAPEUTICAS

M. Dominguez?, J. Colmenero®, R. Miquel®, M. Moreno?,

J.C. Garcia-Pagan®, V. Arroyo?, J. Caballeria®, P. Gines®

y R. Bataller*

“Unidad de Hepatologia, Institut Clinic Malalties Digestives i
Metaboliques y *Unidad de Patologia, Hospital Clinic. Institut
d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), CIBER de
Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBEREHD) y Centro de
Investigacion Biomédica Esther Koplowitz (CIBEK), Barcelona.

Introduccién y objetivo: La hepatitis alcohdlica (HA) es una com-
plicacién frecuente de los pacientes alcohdlicos, asociandose a un
mal prondstico. El tratamiento de las formas graves de la HA no es
efectivo en muchos pacientes. Por tanto, es necesario conocer mejor
la patogenia para desarrollar nuevos tratamientos. Recientemente
hemos demostrado que Gro-alpha, una citoquina que recluta células
polimorfonucleares de la familia de la interleuquina 8 (IL-8), parti-
cipa en la patogenia de la HA severa. Se desconoce, sin embargo, si
la infiltracién por polimorfonucleares juega un papel patogénico en
la HA. El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de pardme-
tros histoldgicos (grado de infiltracién de linfocitos y polimorfonu-
cleares, apoptosis celular y expresién hepiética de I1L-8) sobre la se-
veridad y la supervivencia de pacientes con HA.

Meétodos: Se incluy6 93 pacientes con criterios clinicos, analiticos e
histolgicos de HA, prospectivamente ingresados en la Unidad de
Hepatologia del Hospital Clinic de Barcelona durante el periodo
2000-2006. Las muestras de tejido hepético fueron tefiidas con He-
matoxilina & eosina y tricrémico de Masson. Se realizé inmunohis-
toquimica hepatica para IL-8, CD3 (linfocitos), CD15 (polimorfonu-
cleares) y células TUNEL (apoptosis). Se cuantificé el niimero de
células positivas por campo mediante un sistema computarizado
acoplado al microscopio. Se correlacioné dichos pardmetros con la
supervivencia a 90 dias y con la severidad de la enfermedad (Indice
de Maddrey). Se utiliz6 el modelo de regresion de Cox para el andli-
sis estadistico.

Resultados: En el andlisis univariado, el grado de infiltracién
por células polimorfonucleares (CD15 positivas), la apoptosis de
células inflamatorias y hepatocitos, la presencia de colestasis y el
porcentaje de esteatosis en la biopsia hepatica se asocié con una
mayor mortalidad a los 90 dias. En el andlisis multivariado, los
pardmetros predictores independientes de mortalidad a los 90
dias fueron el infiltrado de células polimorfonucleares (p =
0,009) y, en menor grado, la presencia de colestasis (p = 0,048).
El infiltrado de células polimorfonucleares se asocié indepen-
dientemente con la severidad de la enfermedad, segtn el Indice
de Maddrey.
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Conclusiones: La infiltracién hepatica de células polimorfonuclea-
res se asocia a una mayor severidad y a mortalidad a corto plazo en
pacientes con HA. Estos resultados confirman observaciones pre-
vias que indican que las citoquinas implicadas en la infiltracién por
células polimorfonucleares son una posible diana terapéutica para el
tratamiento de la HA.

PRESENTACION, CURSOY PRONOSTICO DE LA CIRROSIS BILIAR
PRIMARIA EN ESPANA. CAMBIOS DURANTE UN PERIODO
DE 35 ANOS

Grupo Espafiol de Enfermedades Colestésicas de la AEEH

Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives,
Ciberehd, Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona.

Introduccién y objetivos: La cirrosis biliar primaria (CBP) es una
enfermedad colestdsica crénica poco frecuente. Los datos disponi-
bles sobre su presentacion, curso y prondstico se basan, generalmen-
te, en series recogidas hace afios. Existen evidencias de que la pre-
sentacion e historia natural de la enfermedad puede haber cambiado
en los ultimos afios. Por este motivo el presente estudio analiza una
cohorte de pacientes con CBP diagnosticados desde 1970 hasta julio
de 2006 en 16 hospitales espafioles.

Pacientes y métodos: Se han estudiado 1094 pacientes (962 muje-
res con una edad media de 53.1 + 0,4 afos) diagnosticadas de CBP.
Se han recogido las manifestaciones clinicas, analiticas y el estadio
histolégico en el momento del diagndstico y la incidencia de altera-
ciones de progresién de la enfermedad como ictericia, ascitis, hemo-
rragia varicial y encefalopatia hepatica. Asimismo se ha evaluado si
los pacientes fallecieron o fueron trasplantados. Para evaluar las di-
ferencias en el curso de los afios, el conjunto de la serie se ha dividi-

do en 7 grupos de acuerdo con la fecha del diagnéstico, que com-
prenden periodos de aproximadamente 5 afios.

Resultados: Las caracteristicas clinicas, bioquimicas e histolégicas
en el momento del diagnéstico fueron claramente distintas en los di-
versos periodos de inclusién. Asi, los pacientes fueron tuvieron una
edad media mas elevada desde el primer al dltimo periodo del estu-
dio. No se observaron diferencias en el género. El prurito, la mela-
nodermia, la ictericia, la ascitis y la encefalopatia hepatica fueron
significativamente menos frecuentes en el momento del diagndstico
en los pacientes diagnosticados en los tltimos 15 afios que en aque-
llos diagnosticados antes de 1990 (p < 0,001). El estadio histolégico
diagnéstico fue menos avanzado en los dltimos 20 afios y particular-
mente en los tres dltimos quinquenios (p < 0,001). Ademds, la inci-
dencia de manifestaciones de progresion de la enfermedad disminu-
y6 de forma progresiva desde el primer al dltimo quinquenio de
estudio. 122 pacientes (11,9%) fallecieron y 64 (6,2%) recibieron un
trasplante hepdtico. Existieron diferencias significativas en la proba-
bilidad de supervivencia libre de trasplante entre los grupos, que se
alargé de forma significativa, desde el 50% al 91% a los 10 afios en-
tre el primer y el dltimo quinquenio de estudio. La mayoria de pa-
cientes diagnosticados en los dltimos 20 afios fueron tratados con
acido ursodesoxicdlico.

Conclusiones: La presentacion, incidencia de manifestaciones de
progresion de la enfermedad, curso y prondstico ha cambiado nota-
blemente en los ultimos afios, pasando de ser una enfermedad muy
sintomadtica, y con una elevada incidencia de complicaciones a tener
una presentacion poco sintomatica y menos grave. La supervivencia
libre de trasplante también ha mejorado, probablemente relacionada
con la menor gravedad inicial y por el efecto del tratamiento con
dcido ursodesoxicdlico.
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