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Introduccioén: Estudios recientes demuestran la activacion de la via
mTOR en el carcinoma hepatocelular (CHC) (Villanueva, Gastroentero-
logy 2008). AUn asi, se desconoce el rol oncogénico del complejo 2 de
esta via (MTORC2) y su posible papel como diana terapéutica.

Objetivos: Investigar (1) el papel oncogénico de MTORC2 en el
CHC y (2) el impacto in vitro de la inhibicion selectiva de RICTOR,
componente del complejo.

Métodos: Se estudiaron 102 muestras de tejido fresco de CHC
determinando las alteraciones en el nimero de copias de DNA
(Affymetrix 238K array) y en la expresion génica (Affymetrix U133
Plus 2.0 y qRTPCR-Tagman). Los resultados se validaron en una co-
horte independiente de 164 muestras parafinadas de CHC (DASL-
Illumina). Para estudiar la inhibicion selectiva de RICTOR se trans-
fectaron células de CHC humano, Huh7, con siRNA-RICTOR y se
evaluo su efecto en la viabilidad (MTT), proliferacion (Timidina[H]3)
y ciclo celular (FACS). Asimismo, se analizaron diferentes vias de
sefalizacion por Western blot (p-AKT, p-RPS6 y p-ERK), y el impacto
de inhibir RICTOR en la expresion génica (Affymterix U133). En el
analisis estadistico se emplearon curvas Kaplan-Meier (log-rank) y
modelos de Cox, mientras que las correlaciones genémicas se estu-
diaron mediante GSEA.

Resultados: El 25% (25/102) de las muestras tienen ganancias en
el locus de RICTOR, y en 9 (9/102) existe aumento en su expresion
(p = 0,01). Estos pacientes presentan mayor tasa de recurrencia
tumoral en la cohorte inicial (p < 0,001) y en la de validacion
(9%,14/163; p = 0,005). In vitro, a 48h de transfeccion con siRNA-

RICTOR, la viabilidad celular tumoral disminuye un 20% (p = 0,04) y
la proliferacion un 30% (p = 0,03). Se induce un moderado arresto
del ciclo celular en G1 (p = 0,005). La infraexpresion de RICTOR
reduce la fosforilacion de AKT sin afectar la activacion de MTORC1
(p-RPS6). GSEA muestra en Huh7-siRNA-control enriquecimiento
significativo en 83 gene sets (FDR < 0,05), algunos relacionados con
vias oncogénicas (ej. RAS, MYC), mientras que la inhibicion de RIC-
TOR (Huh7-siRNA-RICTOR) consigue neutralizar la expresion de 79
gene sets, algunos pro-oncogénicos, restando 4 activados (FDR <
0,05) pero sin perfil oncogénico (ej. TNFA).

Conclusiones: MTORC2 esta activado en un 10% de los pacientes
con CHC y se asocia a riesgo de recurrencia. El bloqueo selectivo de
RICTOR (MTORC2) tiene efecto antitumoral en un modelo celular de
CHC. Su confirmacién como nuevo oncogén esta en evaluacion en
animales transgénicos.

P-3. ACTIVACION DEL PROMOTOR DE LA PROTEINA
ASOCIADA A LA RESISTENCIA A MULTIPLES FARMACOS
MRP2 EN TUMORES DEL CIRCUITO ENTEROHEPATICO

E. Gonzalez-Sanchez?, O. Briz>?, E. Herraez?, M.A. Serrano?,
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Introduccién: Las bombas exportadoras ABC (ATP-binding cas-
sette) reducen la concentracion intracelular de sustancias endoge-
nas en condiciones fisiologicas y de farmacos en las células tumora-
les. La proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos MRP2
(gen ABCC2) localizada en la membrana canalicular de los hepato-
citos juega un papel determinante en la secrecion biliar de bilirru-
bina. En tumores puede causar resistencia a farmacos como el cis-
platino. El objetivo de este trabajo fue investigar los mecanismos
de activacion del promotor de MRP2 (pMRP2) en células derivadas
de tumores enterohepaticos.
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Métodos: y resultados: Se determiné por RT-PCR cuantitativa y
Western-blot la expresion de MRP2. Esta proteina se encontré muy
expresada en células derivadas de hepatoblastoma (HepG2), hepa-
tocarcinoma (SK-Hep1), colangiocarcinoma (CHL) y adenocarcino-
ma de colon (Caco-2 y LS174T). La exposicion de estas células a
cisplatino aumento la expresion de MRP2. El tratamiento prolonga-
do de células LS174T con concentraciones crecientes de cisplatino
y doble seleccion clonal permiti6 obtener una sublinea parcialmen-
te quimiorresistente (LS174T/R), que presentaba una marcada so-
breexpresion de MRP2. El promotor de MRP2 completo o parcial se
clond en plasmidos que contenian la ORF de GFP o de luciferasa,
para medir la activacion del promotor mediante cambios de fluo-
rescencia de GFP por citometria de flujo, o de actividad de lucife-
rasa, por luminometria. La transfeccion de estos plasmidos permi-
tio observar la activacion directa por parte del cisplatino de forma
dependiente de la region de pMRP2 conservada. Ademas, aln en
ausencia de cisplatino la activacion del promotor era marcadamen-
te superior en células quimiorresistentes que en las controles. El
analisis de la expresion de factores de transcripcion que podrian
interaccionar con pMRP2 no revelé diferencias en los niveles de
ARNm de p53, c-Myc, AP1, YB1, NRF2, RXR y SXR. Sin embargo, la
expresion estaba elevada (4 a 6 veces) para c/EBPb, HNF1a, HNF3b
y HNF4a, y era especialmente alta (237 veces) en el caso de FXR.
La expresion de SHP, un gen diana de FXR, también estaba aumen-
tada (30 veces) en las células quimiorresistentes.

Conclusiones: La exposicion de células derivadas de tumores en-
terohepaticos a farmacos citostaticos como el cisplatino induce la
expresion de MRP2, tanto por activacion directa del promotor como
por un mecanismo indirecto mediado por factores de transcripcion,
entre los que se encuentra el tandem FXR-SHP.

P-4. TRATAMIENTO DE METASTASIS HEPATICAS

DE CARCINOMA DE PANCREAS CON UN ADENOVIRUS
ONCOLITICO REGULADO POR HIPOXIA QUE EXPRESA LA
CITOCINA INMUNOESTIMULADORA INTERLEUCINA-12

S. Bortolanza, M. Buiiuales, E. Garcia-Aragoncillo, J. Prieto
y R. Hernandez-Alcoceba

Centro de Investigacion Médica Aplicada. Universidad de Navarra.
Pamplona. Espana.

Introduccion: El cancer de pancreas presenta una marcada ten-
dencia a metastatizar en el higado. En esta fase, la enfermedad es
letal y los tratamientos convencionales no son efectivos. Entre las
nuevas opciones terapéuticas que se investigan en la actualidad se
encuentran: (i) los adenovirus oncoliticos (o de replicacion condi-
cionada, CRAd), que consiguen una replicacion y destruccion selec-
tiva de las células tumorales y (ii) la inmunoterapia basada en la
transferencia génica de citoquinas inmunoestimuladoras como in-
terleuquina-12 (IL-12), con le objetivo de activar el reconocimien-
to y la destruccion de las células tumorales por medio del sistema
inmune del paciente.

Métodos: En el presente proyecto hemos combinado ambas estra-
tegias terapéuticas mediante el uso de un adenovirus oncolitico que
expresa IL-12 (Ad-DHsclL12). La selectividad de la replicacion viral
se obtiene mediante la utilizacion de promotores dependientes de
hipoxia y de proliferacion celular para el control de la expresion de
proteinas virales. De modo complementario se han delecionado fun-
ciones especificas del virus que son indispensables para la replica-
cion viral solo en células normales, pero no en el tumor. La secuencia
codificante para genes reporteros (luciferasa) o terapéuticos (IL-12)
se inserto en una region del genoma viral para asegurar un incremen-
to simultaneo de la replicacion y la expresion en el microambiente
tumoral. Para evaluar la eficacia de este tratamiento se ha utilizado
un modelo de metastasis hepaticas en hamsters sirios, que son inmu-
nocompetentes y permisivos para la replicacion de adenovirus.

Resultados: Los adenovirus replicativos consiguen una destruc-
cion selectiva de las células tumorales en ambientes hipoxicos, y
una amplificacion de la expresion de transgenes respecto a los virus
defectivos in vivo. La administracion local de Ad-DHsclL12 consigue
una alta expresion de IL-12, preferentemente en los tumores hepa-
ticos. Este tratamiento logra una significativa reduccion del tama-
fo tumoral, con remisiones completas en el 50% de los animales.
Este efecto es superior al observado con adenovirus defectivos que
expresan IL-12, mientras que los virus replicativos carentes de ge-
nes terapéuticos no muestran ningln efecto.

Conclusiones: La expresion de IL-12 mediante adenovirus repli-
cativos es efectiva para el tratamiento de metastasis hepaticas de
cancer de pancreas en un modelo animal, y no incrementa la toxi-
cidad frente a los adenovirus defectivos convencionales gracias al
control simultaneo de la replicacion y la expresion del transgén.

P-5. APARICION DE EVENTOS CARDIOVASCULARES
TRAS TRATAMIENTO A LARGO PLAZO CON SORAFENIB
EN PACIENTES CON CARCINOMA HEPATOCELULAR
AVANZADO (CHC)

M. Reig?, A. Forner?, C. Rodriguez de Lope?, J. Rimola®,
S. Tremosini?, C. Ayuso®, C.A. Mestres<, J.M. Llovet®y J. Bruix?
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Introduccion: Sorafenib mejora la supervivencia de los pacien-
tes (pts) con CHC. Aunque la seguridad y la tolerancia del sorafenib
en el ensayo SHARP fue aceptable, existe escasa informacion sobre
la aparicion de eventos adversos cardiovasculares (EAC) a largo pla-
Z0 en su uso clinico habitual.

Objetivo: Determinar el perfil de seguridad cardiovascular de los
pts con CHC avanzado tratados con sorafenib.

Métodos: Desde octubre de 2007 a septiembre de 2009 se regis-
tré en forma prospectiva la tolerancia de los pts con CHC en trata-
miento con sorafenib. Se incluyeron pts con cirrosis compensada
(Child-Pugh Ay B-7 puntos) y excluyé aquellos pacientes con hiper-
tension arterial (HTA) no controlada y/o enfermedad arterial ines-
table. La evaluacion clinica y de laboratorio se realizo al inicio y
cada 1 mes. Sorafenib se mantuvo hasta aparicion de efectos ad-
VErsos severos o progresion sintomatica.

Resultados: Durante el periodo de estudio 91 pts iniciaron trata-
miento con sorafenib. La edad media fue 66 anos, 81% hombres,
VHC pos en 61%, Child-Pugh A en 83,5%; 59% presentaban al inicio
un CHC BCLC B y 41% BCLC C. Al inicio, 33 pts (36%) eran hiperten-
sos (HTA) y 23 (21%) diabéticos. La mediana de duracion del trata-
miento en toda la cohorte fue 5,6 meses (0-24). Durante ese perio-
do se registraron 481 eventos adversos. Cuarenta de ellos fueron
EAC que afectaron a 31 pts. Se dividio los CAE en HTA (26 eventos),
eventos isquémicos o tromboticos (IT) (10 eventos) y alteracion del
ritmo cardiaco (AR) (4 eventos). El tiempo medio de aparicion de la
HTA fue 23 dias (1-484), IT 290 dias (37-607) y AR 93,5 (29-530). No
hubo muertes asociadas con EAC: 85,3% eran CTCAE de grado I/1l,
8,8% lll 'y 5,9% IV. La presion arterial diastolica (PAD) y el hemato-
crito basal fueron los Unicos parametros significativamente dife-
rente (p = 0,01 y p = 0,04) entre aquellos que desarrollaron o no
EAC. La mediana de tratamiento de los pts que desarrollaron EAC
fue 9,39 meses [0-24], significativamente mayor (p = 0,016) que los
que no lo desarrollan 3,94 meses [0-23].

Conclusiones: Mas del 80% de los EAC asociados a sorafenib fue-
ron leves, pero el tipo y gravedad difieren en el tiempo. Por lo
tanto, los pts deben ser cuidadosamente seleccionados y valorados
antes de iniciar el tratamiento para prevenir EAC en forma precoz.
La isquemia y la trombosis surgen después de la administracion a
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largo plazo vy, tienen que ser controlados intencionalmente para
permitir la deteccion temprana y manejo.

P-6. PROLIFERATIVE ROLE OF LKB1 IN THE
DEVELOPMENT OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA
ASSOCIATED TO NONALCOHOLIC STEATOHEPATITIS

J.L. Garcia-Rodriguez?, N. Martinez-Lopez?, M. Varela-Rey?,

D. Fernandez-Ramos?, M. Vazquez-Chantada?, N. Embade?,

A. Woodhoo?, L. Espinosa-Hevia?, F.J. Bustamante®, L.A. Parada?,
M.S. Rodriguez?, S.C. Luc, J.M. Mato® y M.L. Martinez-Chantar?
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Introduction: LKB1 plays an important role in hepatocyte proli-
feration and liver regeneration in an S-adenosylmethionine (SAMe)
dependent manner. Mice lacking methionine adenosyltransferase
1A (MAT1A) show a chronic deficiency in SAMe levels and developed
spontaneously non alcoholic steatohepatitis (NASH) and hepatoce-
llular carcinoma (HCC), resembling the human pathology. In the
current work we have isolated a cell line, SAMe-D (SAMe-Deficient)
from the HCC of MAT1A KO mice as a model of a NASH-tumoral
cell.

Methodology: We analyzed levels of LKB1 and Akt after giving an
apoptotic stimulus (UVC) and after hormone response using Wes-
tern blot. Immunoprecipitation assay was made to probe the inte-
raction between HAUSP and p53. RNA-silencing of LKB1 was deve-
loped and the localization of relative proteins were detected by
Immunocitochemistry analysis.

Results: Results presented here indicate that LKB1 plays a role in
cell survival in those liver tumors. Firstly, we show that higher ba-
sal levels of LKB1 and Akt phosphorylation characterized SAMe-D
cells. In fact, the activation of Akt in response to either a propap-
totic stimulus, or in response to an anabolic hormone such as insu-
lin is partially independent of PI3 kinase. These results provide the
first evidence of a cross-talk between LKB1 and Akt in response to
stimulus of completely different nature, leading us to consider this
process as a compensatory and salvage mechanism in SAMe-D glo-
bal response. In addition, HAUSP, a deubiquitinating enzyme that
regulates p53 level, was abnormally accumulated in the cytoplasm
of SAMe-D cell and interacts with a wild type p53 form. Depletion
of LKB1 resulted in a nuclear localization of HAUSP and p53 and a
change in HuR shuttling after UV treatment. These results sugges-
ted that LKB1-mediates feedback regulation of HAUSP through
post-translational modification, and this can modify the level of
Mdm2, the major partner of HAUSP, and in consequence the locali-
zation of p53. Additionally, a novel regulatory mechanism of HAUSP
levels through HuR mediated mRNA stabilization was identified in
SAMe-D cells. Consistent with findings from SAM-D cells, p53 cyto-
plasmic staining was increased in human HCC with an alcoholic
steatohepatitis (ASH) and NASH etiology.

Conclusions: In conclusion, SAMe-D cells could be considered as
an excellent tool for the development of new therapeutic strate-
gies for this type of tumor.

P-7. DESARROLLO DE UN METODO DE PR,EDICCI(')N
DE RESPUESTA A LA TERAPIA FARMACOLOGICA
EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER DIGESTIVO

N. Grané-Boladeras?, L. Trigueros-Motos?, M.R. Romerao®,
P. Martinez-Becerra®, L. Muioz-Bellvis®, M.A. Serrano®, F.J. Casado?,
S. Beltranc, J.J.G. Marin®, M. Molina-Arcas® y M. Pastor-Anglada®

aGrupo de Regulacion de los Sistemas de Transporte. Departament
de Bioquimica i Biologia Molecular. Institut de Biomedicina

de la Universitat de Barcelona (IBUB) y CIBER EHD (Accion
Transversal en Cdncer). Barcelona. Espaiia.
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Introduccion: El principal problema para definir una terapia
adecuada en el tratamiento del cancer es la limitacion en el cono-
cimiento de las caracteristicas génicas del tumor para predecir su
respuesta. El transporte de farmacos a través de la membrana plas-
matica celular esta mediado por un amplio espectro de proteinas
transportadoras, claves para la internalizacion y consiguiente ac-
cion citotoxica de estos compuestos. Recientemente, se ha sugeri-
do que el analisis transcriptomico de genes que codifican para di-
chas proteinas en tumores puede conllevar la capacidad de
prediccion de respuesta terapéutica.

Objetivos: El objetivo Gltimo de este estudio es el desarrollo de
un test reproducible que, mediante la caracterizacion de la expre-
sion de una bateria de genes, permita predecir la sensibilidad/re-
sistencia a la quimioterapia de tumores digestivos.

Métodos: Se eligieron 15 lineas tumorales representativas del
sistema gastro-hepatico ademas de 5 lineas de glandula mamaria,
para determinar la existencia de diferencias de expresion génica/
citotoxicidad dentro de un mismo tipo celular o bien entre éstos.
En base a los tratamientos mas utilizados en terapia contra tumo-
res gastro-hepaticos, se eligieron 6 farmacos antineoplasicos para
realizar estudios de sensibilidad de las 20 lineas celulares a trata-
mientos de 48 horas. Dentro de dichos farmacos se encuentran de-
rivados de nucledsidos como el 5-fluorouracilo, 5’-DFUR y la gemci-
tabina, y otros de distinta naturaleza quimica como paclitaxel,
doxorubicina y cisplatino. Para realizar el analisis génico utilizamos
tarjetas microfuidicas (Applied Biosystems), una herramienta que
nos permitiéo de manera rapida y fiable analizar la expresion de 93
genes a la vez, los cuales fueron cuidadosamente seleccionados
segun su papel en vias de activacion y/o accion de cada uno de los
farmacos.

Resultados: A partir de los valores minimos de supervivencia he-
mos clasificado las distintas lineas en sensibles o resistentes para
cada uno de los farmacos, analizando después la expresion génica
diferencial entre los dos perfiles de respuesta al tratamiento obte-
niendo asi aquellos genes que podrian ser indicativos de la respues-
ta al farmaco, tal y como se muestra en la figura 1 (a,c). Ademas,
se ha observado como estos genes generan clusters (b,d) coinci-
diendo con los perfiles de citotoxicidad (claro = resistente, oscuro
= sensible).

Conclusiones: Los resultados preliminares obtenidos anticipan
combinaciones de genes cuya expresion correlaciona con la quimio-
sensibilidad, independientemente del origen de las lineas tumora-
les utilizadas. El analisis bioinformatico, todavia en curso, ha de
permitir identificar genes especificos de tumor y/o de farmaco que
esperamos puedan ser validados en cohortes de pacientes como
posible herramienta predictiva de respuesta terapéutica.

Agradecimientos: SAF2008-00577, CIBER-Accion Transversal en Can-
cer, BFU2006-07556/BF1, Fundacion Ramon Areces y 20055GR00315.
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P-8. EFECTO DE LA ADMINISTRACI()N IN VITRO
DE PTK787 SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR
EN HEPATOCARCINOMA

M. Piva, S. Carbajo-Pescador, J. Martin-Renedo, J.L. Mauriz
Gutiérrez, P. Gonzalez y J. Gonzalez-Gallego

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepdticas y Digestivas (CIBERehd) e Instituto de Biomedicina.
Universidad de Ledn. Ledn. Espana.

Introduccion: El carcinoma hepatocelular (HCC) es responsable
de unas 600.000 muertes anualmente, siendo el quinto tipo de can-
cer mas comun entre los hombres y el octavo entre mujeres en el
mundo. El PTK787 es un nueva droga antiangiogénica muy prome-
tedora en terapia antitumoral, en especial para el HCC por ser éste
un tumor altamente vascularizado. Esta sustancia, podria no sdlo
frenar la formacion de nuevos vasos sanguineos sino que también,
potencialmente, actuar de forma directa sobre las propias células
tumorales.

Objetivos: Determinar el efecto del PTK787 sobre la prolifera-
cion de las lineas celulares derivadas de HCC humano HepG2, He-
p3B, y HuH7; y verificar si su efecto potencial efecto antiprolifera-
tivo podria estar relacionado con la induccion de la apoptosis.

Métodos: Para nuestro estudio tratamos hepatocitos tumorales
de las lineas HepG2, Hep3B y HuH7 con dos concentraciones dife-

rentes (10 y 20 microM) de PTK787 y a diversos tiempos (2, 4y 6
dias); como control se utilizaron células no tratadas o tratadas con
vehiculo (DMSO al 0,1%). Se procedié a determinar la viabilidad
celular mediante el ensayo de MTT en las tres lineas celulares.
También, se analizaron diversos parametros relacionados con la
apoptosis en la linea HUH7 (la mas sensible al tratamiento), deter-
minandose por espectrofluorimetria la actividad de las caspasas 3,
8y 9. Ademas, se cuantificO mediante Western Blot la expresion de
las proteinas Bax, Citocromo c y Fas-L.

Resultados: El tratamiento con PTK787 indujo una reduccion en
la proliferacion celular, dosis y tiempo dependiente, en las 3 lineas
celulares, siendo la mas sensible HuUH7 que mostré una reduccion
significativa desde el primer dia de tratamiento ya a la dosis de 10
microM. El analisis de la apoptosis en la linea HUH7 mostro la induc-
cion de la misma solo a dosis de 20 microM, con incrementos esta-
disticamente significativos en la actividad de las caspasas 3, 8y 9,
y de la expresion de Bax, Citocromo C y Fas-L a dicha dosis.

Conclusiones: PTK787 parece ejercer un efecto directo sobre la
proliferacion celular en hepatocitos tumorales. Dicho efecto pare-
ce relacionado, al menos en parte, con una induccion de la muerte
celular por apoptosis, tanto por via intrinseca como por via extrin-
seca a la dosis de 20 microM. Aunque son necesarios mas estudios,
nuestros experimentos indican que el farmaco PTK787 puede cons-
tituir una herramienta util en el tratamiento del HCC, frenando no
solo la angiogénesis tumoral sino también la proliferacion celular.
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P-9. ELASTOGRAFIA DE TRANSICION Y MEDICION DEL
GPVH EN EL ESTADIAJE DE CARCINOMA HEPATOCELULAR
RESECABLE EN PACIENTES CON CIRROSIS COMPENSADA

E. Llop, A. Berzigotti, M. Reig, E. Erice, J.G. Abraldes, J. Bruix,
J. Bosch y J.C. Garcia-Pagan

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinic. IDIBAPS y CIBERehd.
Barcelona. Espana.

Introduccion: Los pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC),
bilirrubina normal y gradiente de presion venosa hepatica (GPVH) <
10 mmHg tienen bajo riesgo de descompensacion tras la reseccion
del CHC y pueden alcanzar una supervivencia > 70% a los 5 afnos.
Los pacientes con GPVH = 10 mmHg (hipertension portal clinica-
mente significativa, HTPCS) frecuentemente desarrollaran descom-
pensacion postoperatoria y tendran una supervivencia < 50% a los
5 afos. Las guias clinicas actuales recomiendan la medicion del GPVH
para evaluar potenciales candidatos a reseccion hepatica (Hepato-
logy 2005, AASLD guidelines). Se ha sugerido que la elastografia de
transicion (FibroScan®) estimaria adecuadamente el GPVH. Nuestro
objetivo fue evaluar la utilidad de la elastografia hepatica en pre-
decir HTPCS y en el estadiaje del CHC resecable en pacientes con
cirrosis hepatica compensada y CHC.

Pacientes y métodos: Desde junio de 2007 a junio de 2009 se
incluyeron 49 pacientes con cirrosis hepatica Child-A y CHC poten-
cialmente resecable referidos a nuestra unidad para medicion del
GPVH. Las mediciones de elastografia se realizaron el mismo dia sin
conocer el valor del GPVH.

Resultados: El GPVH se obtuvo en todos los pacientes. En 5
(10,2%) no se pudo realizar la medicion de la rigidez hepatica por
obesidad. El GPVH y la medicion de la rigidez hepatica fueron posi-
bles en 44, 35 varones. La edad media era de 61 + 11 afos. Un 73%
con hepatitis C. La media del GPVH fue 9,5 + 4,6 mmHg y la rigidez
hepatica 19,2 + 12,3 kPa. Se observo una correlacion directa entre
el GPVH y la rigidez hepatica (r = 0,407; p Pearson = 0,01). Utilizan-
do el punto de corte de 13,6 kPa (Vizutti et al. Hepatology 2007),
la sensibilidad fue del 90% y la especificidad del 46% con un valor
predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) para detectar HTPCS del
58% y 85% respectivamente. Utilizando el de 21KPa (Bureau et al.
Aliment Pharmacol Ther 2008), la especificidad se incremento al
92% a expensas de reducir la sensibilidad al 50%. Los VPP y los VPN
fueron 83 y 60% respectivamente. Un valor = 13,6 kPa descartaria
HTPCS y un valor = 21 kPa confirmaria HTPCS, pero 19 de 44 pa-
cientes (43%) tenian un valor de elastografia en una zona gris (en-
tre 13,6 y 21 KPa).

Conclusiones: Las mediciones con elastografia no son posibles
en el 10% de los pacientes con cirrosis hepatica compensada y CHC
y en otro 40% no permitiran predecir la HPTCS. La elastografia de
transicion puede reducir la necesidad de medir el GPVH en el esta-
diaje de CHC resecable en la mitad de pacientes con cirrosis com-
pensada.

P-10. REDUCCI'ON EN LA VIABILIDAD Y PARADA DEL CICLO
CELULAR EN LINEAS CELULARES DERIVADAS DE .
HEPATOCARCINOMA HUMANO TRAS LA ADMINISTRACION
DE PPI-2458

J. Martin-Renedo, S. Carbajo, M. Piva, J.L. Mauriz
y J. Gonzalez-Gallego

Centro de Investigacion Biomédica en Red: Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd) e Instituto de Biomedicina.
Universidad de Ledn. Leon. Espana.

Introduccién: El carcinoma hepatocelular (HCC) es el quinto
tumor mas frecuente en el mundo y la tercera causa de muerte
debida al cancer. Los medicamentos utilizados en el tratamiento
del HCC presentan, en su mayoria, citotoxicidad y una gran varie-

dad de efectos secundarios. Una de las caracteristicas del cancer
es la desregulacion del ciclo celular y la aparicion de resistencia
a la apoptosis, procesos en los que esta involucrado el gen p53,
frecuentemente mutado durante la hepatocarcinogénesis. PPI-
2458 es una nueva sustancia, con capacidad antiangiogénica y que
podria presentar algun efecto directo sobre los hepatocitos tumo-
rales.

Objetivos: Investigar el papel del gen p53 en la supervivencia y
en el estado del ciclo celular en HCC humano, tras administracion
de PPI-2458.

Métodos: Se usaron 3 lineas derivadas de HCC humano: HepG2
(p53 wt), Huh7 (p53 mut Y220C) y Hep3B (p53 nulo), administran-
dose el farmaco PPI-2458 (1 microM) en el medio de cultivo duran-
te distintos tiempos (2, 4 y 6 d). Posteriormente, se procedié a
analizar la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT y el ciclo
celular mediante citometria de flujo.

Resultados: El tratamiento de las células con PPI-2458 fue capaz
de disminuir la viabilidad en todas las lineas utilizadas, HepG2,
Huh7 y Hep3B. En cuanto a la linea HepG2, la reduccién en la via-
bilidad celular fue significativa a partir de los seis dias de trata-
miento (—44% vs control). En relacion a las células Huh7 se pudo
observar dicha reduccion desde el principio de la exposicion al an-
tiangiogénico (2d), continuando este descenso progresivamente
hasta los 6 dias de tratamiento (—18, —31 y —57% respectivamente
vs control). Finalmente, en las células Hep3B la viabilidad se vio
significativamente reducida a los 4 y 6 dias de exposicion al farma-
co (—19 y —22%). En cuanto a la modificacion del ciclo celular ob-
servamos un incremento estadisticamente significativo del numero
de células en la fase GO/G1, desde el mismo inicio del tratamiento
(2 d) en los 3 tipos celulares.

Conclusiones: El PPI-2458 parece capaz de reducir la viabilidad
celular de las lineas expuestas al mismo, HepG2, Huh7 y Hep3B,
siendo capaz de conducir a una parada del ciclo celular en la fase
GO0/G1. Todos estos efectos, parecen ser independientes del nivel
de expresion de p53. Nuestros resultados muestran que PPI-2458
podria actuar directamente sobre los hepatocitos tumorales redu-
ciendo su proliferacion mediante un mecanismo citostatico aln no
determinado.

P-11. LA ACUMULACION DE ACIDOS BILIARES
ACTUA COMO FACTOR PROMOTOR DE
COLANGIOCARCINOGENESIS EN RATAS

E. Lozano, R.I.R. Macias, M.J. Monte, A.G. Blazquez, R. Rosales,
J. Vaquero, M. Fernandez-Dolén y J.J.G. Marin

Laboratorio de Hepatologia Experimental y Vectorizacion
de Fdrmacos (HEVEFARM). Universidad de Salamanca. CIBERehd.
Salamanca. Espafia.

Introduccion: El colangiocarcinoma presenta una incidencia cre-
ciente y una elevada mortalidad debido, en parte, a la dificultad de
diagnosticarlo en las etapas iniciales de su desarrollo.

Objetivos: Poner a punto un modelo experimental de colangio-
carcinoma en la rata e investigar el efecto promotor de colangio-
carcinogénesis del acimulo de acidos biliares, que podria ser un
factor favorecedor del desarrollo de estos tumores en situaciones
de colestasis cronica.

Métodos: Para inducir la colangiocarcinogénesis se administré a
las ratas tioacetamida (TAA). En algunos animales se combiné este
tratamiento con una colestasis obstructiva por doble ligadura y
seccion del conducto biliar. Se recogieron muestras de higado a las
4y 8 semanas tras el inicio del tratamiento. Se realizaron estudios
histologicos por tincion con hematoxilina-eosina o con tricromico.
La expresion de las proteinas CK-7, claudina-4, Neu, ASBT y GST-pi
se investigd mediante RT-PCR cuantitativa, Western-blot e inmu-
nofluorescencia. Se recogieron muestras de suero para determinar
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los niveles y especies moleculares de acidos biliares y realizar una
bioquimica completa.

Resultados: En ratas tratadas con TAA aparecia hipercolanemia.
Se consiguieron niveles séricos de acidos biliares marcadamente
mayores en el grupo con tratamiento con TAA mas colestasis. A las
4 semanas de tratamiento, solo era posible detectar claudina-4 y
débilmente GST-pi en el higado de animales con colestasis mas tra-
tamiento con TAA. A las 8 semanas, era mas evidente la expresion
de claudina-4 y CK-7 en el higado de animales con colestasis y fue
mas alta en animales con colestasis mas TAA. Este cambio era de-
pendiente de la dosis de TAA administrada. La expresion de GST-pi
fue mayor en colestasis que en los animales tratados con TAA. La
expresion de la proteina especifica de células diferenciadas del
epitelio biliar ASBT era detectable en el higado control, pero des-
aparecia durante el desarrollo del colangiocarcinoma. Por el con-
trario el marcador de malignidad Neu no aparecia en ratas con co-
lestasis y solo se detectd en grupos tratados con TAA, aunque su
expresion era mas abundante cuando se combinaba TAA con coles-
tasis.

Conclusiones: La acumulacion de acidos biliares en colestasis
favorece la proliferacion ductular y actia como factor promotor de
la colangiocarcinogénesis inducida quimicamente en ratas por ad-
ministracion de TAA.

P-12. ANALISIS DE LA CONCENTRACION SERICA
DE VCAM-1 EN PACIENTES CON HEPATOCARCINOMA'
Y SU ASOCIACION CON EL GRADO DE FUNCION HEPATICA

A. Diaz-Sanchez*?, A. Matilla?, O. Nanez><, D. Rincon?,
R. Lorente?, O. Lo lacono®d, B. Merino?, A. Hernando?,
G. Clemente® y R. Banares?

aSeccioén de Hepatologia CIBEREHD. HGU Gregorio Marandn.
Madrid. Espafa.

bUnidad de Digestivo. Hospital Infanta Leonor. Madrid. Espafia.
Unidad de Digestivo. Hospital Infanta Sofia. Madrid. Espafa.
dUnidad de Digestivo. Hospital del Tajo. Madrid. Espafa.

Introduccion: VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) esta
implicada en la angiogénesis y fibrogénesis hepatica y reciente-
mente se ha demostrado su influencia en la circulacion hiperdina-
mica del cirrético. El hepatocarcinoma (CHC) es un tumor con im-
portante actividad angiogénica, en el que el aumento de expresion
de VCAM-1 pudiera jugar un papel etiopatogénico.

Objetivos: Evaluar las diferencias en la concentracion sérica de
VCAM-1 en pacientes con hepatopatia crénica con y sin CHC y su
asociacion con las caracteristicas del tumor y de la enfermedad
hepatica.

Material y métodos: La concentracion sérica de VCAM-1 en san-
gre periférica (sVCAM-1P) y suprahepatica (sVCAM-1H) se analiz6
mediante ELISA en 134 pacientes consecutivos con hepatopatia cro-
nica a los que se realizo un estudio hemodinamico esplacnico, 58
de los cuales tenian CHC.

Resultados: Hubo una estrecha correlacion entre los niveles de
sVCAM-1P y sVCAM-1H en los pacientes con (r = 0,85) y sin CHC (r =
0,77) (p = 0,0001). La media de sVCAM-1H en el grupo con CHC fue
de 3.099 + 1.301, y en el grupo sin CHC de 2.900 + 1.424 ng/ml (p
> 0,05), manteniéndose tras la estratificacion de ambos grupos por
Child. El tamafo tumoral medio fue de 4,8 + 3,7 cm, uninodular en
el 63,2%, afectacion bilobar en el 19,2%, trombosis vascular malig-
na en 6,9% y estadio BCLC-A en el 55,2% de los pacientes. En el
grupo con CHC se observo una correlacion inversa significativa en-
tre sVCAM-1H con el tamano del nédulo mayor (r = -0,36) en los
pacientes Child A. No se encontré asociacion de sVCAM-1H con:
extension, tamafio total, trombosis maligna, estadio BCLC o nime-
ro de nodulos. Se observo una asociacion lineal significativa entre
el estadio de Child y sVCAM-1H (Child A: 2.485 + 1.294 vs Child B:

3.408 = 1.338 vs Child C: 4.096 = 862 ng/ml; p = 0,007), asi como
una correlacion significativa con MELD (r = 0,27), bilirrubina (r =
0,47), albamina (r = -0,45) y plaquetas (r = -0,49). Siete pacientes
con CHC sin cirrosis presentaron una sVCAM-1H marcadamente in-
ferior que los pacientes cirroticos con CHC (cirrosis 3.133 + 1.301
vs no-cirrosis 1.496 + 1.030 ng/ml; p = 0,006).

Conclusiones: La concentracion sérica de VCAM-1 no difiere en-
tre los pacientes cirroticos con y sin CHC con similar funcion hepa-
tica, por lo que no parece participar en su etiopatogenia. En los
pacientes con CHC los niveles de VCAM-1 estan claramente relacio-
nados con la gravedad de la enfermedad hepatica de base, y no con
las caracteristicas del tumor.

P-13. EFICACIADE LA ECOGRAFIA CON CONTRASTE
ECOGRAFICO SONOVUE® EN LA EVALUACION

DE LA RESPUESTA TERAPEUTICA DEL CARCINOMA
HEPATOCELULAR A TRATAMIENTOS LOCO-REGIONALES

J.F. Castroagudin, E. Molina, A.M. Alvarez-Castro
y E. Dominguez-Mufoz

Unidad de Ecografia Digestiva e Intervencionista. Servicio
de Aparato Digestivo. Hospital Clinico Universitario de Santiago.
Santiago de Compostela. Espafa.

Introduccion: La técnica de imagen estandar para la evaluacion
de la respuesta terapéutica local del hepatocarcinoma (HCC) a las
terapias loco-regionales es la TC con contraste IV, pero su coste,
necesidad de inyeccion de contrastes yodados y el empleo de ra-
diaciones ionizantes pueden restringir su aplicacion periddica. La
ecografia con contrastes ecograficos (CE-US) podria constituir una
alternativa a la TC en la evaluacion de la respuesta terapéutica del
HCC a las terapias loco-regionales.

Objetivos: Analizar la eficacia de la CE-US en la evaluacion de la
respuesta terapéutica local del HCC a terapias loco-regionales: in-
yeccion percutanea de etanol (PEl), ablacion por radiofrecuencia
(RF) y quimioembolizacion transarterial (TACE).

Métodos: Se incluyeron de forma prospectiva 23 enfermos (100%
varones, edad 65,8 + 7,7 afnos) con HCC sometido a ablacion per-
cutanea mediante PElI y/o RF o terapia intravascular mediante
TACE. Se realizé una exploracion ecografica mediante un equipo
de ultrasonidos digital Hitachi EUB-8500 (Hitachi Medical Corpora-
tion, Tokio, Japdn) tras la inyeccion de 2,4-5 ml de contraste eco-
grafico Sonovue® (Bracco, Milan, Italia) segln protocolo estandar, a
las 4 semanas del procedimiento terapéutico. Las imagenes fueron
almacenadas digitalmente y evaluadas posteriormente por dos ob-
servadores independientes, categorizando cada nédulo explorado
en necrosis completa (RC) o parcial (RP). A las 4 semanas del pro-
cedimiento terapéutico se realizé asimismo una TC con contraste
intravenoso, evaluado por un radiologo ciego para las caracteristi-
cas basales del tumor. Los resultados fueron analizados mediante el
paquete estadistico GraphPad InStat version 3.05 (GraphPad Soft-
ware Inc., San Diego, CA, EEUU).

Resultados: Se exploraron un total de 44 nddulos de HCC some-
tidos a RF (n = 17), PEIl (n = 18) y TACE (n = 9). Las respectivas tasas
de RC fueron de 75% para la CE-US y del 63,6% para la TC. En 6
nodulos identificados como totalmente necrosados en la CE-US, la
TC mostré tejido neoplasico viable, mientras que en un Unico caso,
la CE-US mostro tejido tumoral residual sin confirmacion posterior
en la TC. Los respectivos valores de sensibilidad, especificidad, VPP
y VPN de la CE-US fueron del 62,5%, 100%, 100% y 82%.

Conclusiones: En comparacion con la TC, la CE-US proporciona
unas prestaciones diagnosticas que la convierten en una técnica de
imagen de utilidad en la evaluacion de la respuesta terapéutica del
HCC a los tratamientos loco-regionales.
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P-14. IDENTIFICACION DE UN NUEVO ANTIONCOGEN
HEPATICO: HNAA25P

C. Gazquez, M. Lasa, E. Larrea, J. Prieto y R. Aldabe
CIMA. Universidad de Navarra. Pamplona. Espafia.

Introduccioén: La acetilacion aminoterminal de proteinas se lleva
a cabo mediante unos complejos enzimaticos formados por una
subunidad catalitica y una o varias subunidades accesorias, que en
el caso del complejo enzimatico hNatB comprende a la subunidad
catalitica denominada hNaa20p y la subunidad accesoria hNaa25p.
En este trabajo analizamos los efectos de la variacion de los niveles
de expresion de los componentes del complejo enzimatico hNatB:
hNaa20p y hNaa25p.

Métodos: para variar los niveles de expresion de las proteinas
hNaa20p y hNaa25p transfectamos siRNA especificos frente a estas
proteinas y analizamos los efectos generados sobre el desarrollo
del ciclo celular y la capacidad de las células de crecer sin estar
unidas a ninglin sustrato mediante un ensayo de crecimiento en
soft-agar. La interaccion de las proteinas fue determinada median-
te ensayos de coinmunoprecipitacion a partir de extractos celula-
res. La determinacion de los niveles de expresion de hNaa25 en
muestras tumorales se realizo extrayendo el RNA de biopsias hepa-
ticas almacenadas en el departamento de Hepatologia y Terapia
Génica del CIMA y cuantificando la expresion génica mediante un
analisis RT-PCR en tiempo real.

Resultados: Al inhibir la expresion de las subunidades de hNatB
comprobamos el mismo fenémeno que se ha descrito en los otros
complejos enzimaticos hNat, donde al inhibir la expresion de la
subunidad accesoria, hNaat25p, se produce la degradacion de la
subunidad catalitica, hNaa20p, pero no viceversa. Cuando analiza-
mos los efectos de la inhibicion de la expresion de las proteinas
hNaa20p y hNaa25p en diferentes lineas celulares comprobamos
que al inhibir hNaa20p se produce una parada del ciclo celular,
mientras que al inhibir la expresion de hNaa25p se produce una
mayor proliferacion celular. En correlacion con estos datos compro-
bamos que cuando analizabamos la capacidad de proliferacion de
las células cuando no estan unidas a un sustrato se producia una
mayor proliferacion cuando la proteina hNaa25p no estaba presen-
te en las células. Posteriormente comprobamos que cuando sobre-
expresabamos la proteina hNaa25p en las células se produce un
descenso en la proliferacion celular. Cuando analizamos muestras
de hepatoma humano comprobamos que existe un descenso de la
expresion de hNaa25 en los tumores hepaticos respecto a la expre-
sion observada en tejido sano. Este efecto observado debe ser in-
dependiente de la actividad del enzima hNatB ya que en ambos
casos no se encuentra presente la subunidad catalitica hNaa20p.
Un posible mecanismo para explicar este fendomeno puede estar
basado en la interaccion observada entre CDK2 y el complejo
hNatB.

Conclusiones: La proteina hNaa25p presenta una capacidad anti-
proliferativa en lineas celulares y su expresion se encuentra dismi-
nuida en muestras de hepatocarcinoma humano, todo lo cual indica
que esta proteina puede tener una actividad antioncogénica.

P-15. LA SOBREEXPRESION DE LA SINTASA ENDOTELIAL
DEL OXIDO NiTRICO (ENOS) EN CELULAS ENDOTELIALES
LINFATICAS (LYECS) INDUCE DISFUNCION LINFATICA

EN RATAS CIRROTICAS (CH) CON ASCITIS

J. Ribera?, P. Melgar-Lesmes?, M. Pauta?, S. Tugues?,
G. Fernandez-Varo?, V. Arroyo®, W. Jiménez® y M. Morales-Ruiz?

aServicio de Bioquimica y Genética Molecular.

bUnidad de Hepatologia-Institut de Malalties Digestives.
Hospital Clinic y Provincial de Barcelona. IDIBAPS. CIBERehd.
Universitat de Barcelona. Barcelona. Espafia.

Introduccion: El sistema linfatico tiene una importancia crucial
en el mantenimiento de la homeostasis de fluidos. Las complicacio-
nes mas comunes de la cirrosis son la aparicion de ascitis y edema
periférico. En este contexto, los objetivos de este estudio fueron
investigar si en la cirrosis existe una disfuncion linfatica que contri-
buya al acimulo de liquido extravascular y determinar cuales son
los mecanismos implicados.

Métodos: La cirrosis fue inducida por inhalacion de CCl4. La fun-
cionalidad de los vasos linfaticos se evaludé por linfangiografia.
LyECs mesentéricas de ratas control (CT) y CH se aislaron usando un
anticuerpo anti-podoplanina (Sigma). Para valorar el efecto de la
inhibicion de eNOS en la funcionalidad linfatica, ratas CH fueron
tratadas con L-NMMA (0,5 mg/Kg/dia una semana). Paralelamente,
y para excluir el efecto hipertensivo asociado al L-NMMA, ratas CH
fueron tratadas con midodrina (5 mg/Kg/dia una semana).

Resultados: La condicion de cirrosis, comparada con la condi-
cion CT, se asoci6 a una disfuncion linfatica caracterizada por la
disminucion de vasos linfaticos funcionales en la zona esplacnica
(1,2 £0,6 vs 7,4 + 0,9 vasos fluorescentes/campo p < 0,001, respec-
tivamente) y periférica (3,0 + 0,4 vs 6,5 + 1,7 vasos fluorescentes
en oreja p < 0,001, y 2,7 £ 0,3 vs 9,5 + 1,8 estructuras de hone-
ycomb fluorescentes en cola p < 0,05). Considerando que la con-
tractibilidad de la capa muscular lisa de los vasos linfaticos colec-
tores es uno de los factores que controla el flujo linfatico, evaluamos
si un incremento en la produccién de dxido nitrico (NO) podia estar
implicado en esta disfuncion. La abundancia de eNOS fue significa-
tivamente superior en LyECs de ratas CH comparadas con LyECs de
ratas CT, asi como la acumulacién de NO,- en el medio de cultivo.
Ademas, el mismo grupo de ratas CH utilizado para detectar la
disfuncion linfatica mostré una mejora significativa en la captacion
de FITC-dextrano tras recibir un tratamiento con L-NMMA, compa-
rado con ratas CH tratadas con midodrina (6,5 + 0,6 vs 3,3 + 0,4
vasos fluorescentes en oreja, p < 0,005, respectivamente). El efec-
to beneficioso del tratamiento con L-NMMA no se debi6 a un aumen-
to en la presion arterial media (MAP), puesto que no se encontraron
diferencias significativas entre los dos tratamientos (88,4 + 4,7 vs
96,9 + 2,2 mmHg).

Conclusiones: Estos resultados indican que la cirrosis esta aso-
ciada a una disfuncion linfatica causada por una sobreproduccion
de oxido nitrico originada en el endotelio linfatico.

P-16. INSUFICIENCIA RENAL EN LA CIRROSIS HEPATICA:
VALOR PRONOSTICO DE LA CAUSA DE INSUFICIENCIA
RENAL. ESTUDIO PROSPECTIVO DE 562 PACIENTES

M. Martin-Llahi, M. Guevara, A. Torre, C. Fagundes, M. Marinelli,
T. Restuccia, G. Pereira, M. Pavesi, V. Arroyo y P. Ginés

Hospital Clinic de Barcelona. CIBERehd. Barcelona. Esparnia.

Introduccién: Los pacientes con cirrosis hepatica pueden pre-
sentar insuficiencia renal por distintas causas. Se desconoce si la
causa de la insuficiencia renal tiene implicaciones pronosticas.

Objetivos: Con el objetivo de investigar si la causa de insuficien-
cia renal condiciona el pronodstico, se incluyo un total de 562 pa-
cientes consecutivos con insuficiencia renal en un estudio prospec-
tivo durante un periodo de 6 afos. Las causas de insuficiencia renal
fueron: infeccion bacteriana (n = 212), hipovolemia (n = 154), sin-
drome hepatorrenal sin infeccion (n = 60), enfermedad renal orga-
nica (n = 42), nefrotdxica (n = 20) o mixta (n = 74). La insuficiencia
renal por infeccion bacteriana y por sindrome hepatorrenal se con-
sideraron conjuntamente dado que tienen un mecanismo patogéni-
co similar. Los pacientes con insuficiencia renal por nefrotoxicidad
y de causa mixta se excluyeron del analisis.

Resultados: A los 3 meses, la mortalidad fue significativamente
superior en los pacientes con insuficiencia renal por sindrome he-
patorrenal o infeccién bacteriana que en el resto de pacientes (67%
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vs 33%, p = 0,0001). Para evaluar si el valor pronostico de la causa
de insuficiencia renal podia depender de otros factores, se genero
un modelo estadistico en el que el valor prondstico de la causa de
insuficiencia renal se ajusto en funcion de las variables con valor
predictivo en un analisis univariado de supervivencia. Las Unicas
variables que anadieron valor predictivo a la causa de insuficiencia
renal fueron la puntuacion de MELD y la concentracion sérica de
sodio (odds ratio: 1,61 (IC: 1,01-2,56, p: 0,045), 1,14 (IC: 1,1-1,19,
p < 0,0005) y 0,96 (IC: 0,92-0,99, p: 0,006), respectivamente).

Conclusiones: Los resultados de este estudio indican que la cau-
sa de insuficiencia renal anade valor predictivo a la puntuacion de
MELD vy al sodio sérico en la evaluacion del pronéstico de los pa-
cientes con cirrosis hepatica e insuficiencia renal. Estos resultados
tienen implicaciones en la evaluacion de la gravedad de los pacien-
tes con cirrosis e insuficiencia renal en lista de espera de trasplan-
te hepatico.

P-17. VALOR PRONOSTICO DE LA INSUFICIENCIA
SUPRARRENAL RELATIVA EN LAS DIFERENTES
DESCOMPENSACIONES DE LA CIRROSIS

J. Acevedo, J. Fernandez, M. Castro, D. Roca, P. Ginés y V. Arroyo

Liver Unit. IMDM. Hospital Clinic. Universidad de Barcelona.
IDIBAPS y Ciberehd. Barcelona. Espana.

Introduccion: La insuficiencia suprarrenal relativa (ISR) es fre-
cuente en pacientes cirroticos con sepsis grave o shock séptico y se
asocia a un mal prondstico. Sin embargo, su impacto sobre otras
descompensaciones de la cirrosis se desconoce.

Objetivos: Evaluar la prevalencia y el valor pronodstico de la ISR
en la cirrosis descompensada.

Métodos: Estudio prospectivo que evalud en las primeras 24 ho-
ras del ingreso hospitalario mediante la realizacion del test de cor-
ticotropina (250 g EV), la presencia de ISR definida como un cor-
tisol total basal < 15 pg/dl y/o un delta de cortisol < 9 pg/dl
(criterio 1) o un delta de cortisol < 9 pg/dl (criterio 2) en todos los
pacientes con cirrosis descompensada ingresados en nuestra uni-
dad entre febrero del 2007 y octubre del 2009. Se calcul6 asimismo
el cortisol libre basal (cortisol total basal/transcortina).

Resultados: Un total de 188 pacientes presentaron 220 ingresos.
La prevalencia de ISR segln los criterios 1y 2 fue del 64 y 27% en
el total de la serie, del 52 y 21% en la PBE, del 69 y 24% en la infec-
cion no PBE, del 82 y 46% en la ascitis no infectada, del 54y 31% en
la encefalopatia hepatica, del 58 y 26% en la hemorragia digestiva,
del 71y 29% en el sindrome hepatorenal, del 49 y 36% en el shock
y del 80 y 22% en un grupo de 10 pacientes ambulatorios (p = ns).
La prevalencia de ISR fue similar en pacientes CHILD A/B vs C (67 y
26% vs 59 y 29%; criterios 1y 2, respectivamente). El indice de
cortisol libre fue de 0,029 + 0,08 pg/dl en el grupo de pacientes no
descompensados, de 0,063 + 0,03 en los descompensados sin shock
y de 0,137 + 0,1 wg/dl en aquellos con shock séptico (p = 0,016). La
mortalidad hospitalaria fue del 18% (21% a los 3 meses). No se ob-
servaron diferencias significativas en la mortalidad entre los pa-
cientes con y sin ISR. En el analisis multivariado se identificaron
como factores predictivos independientes de mortalidad hospitala-
ria la presencia de shock (OR: 4,9) y el MELD score (OR: 1,2). Estos
mismos factores y el cortisol total basal (OR: 1,06) predijeron de
manera independiente la mortalidad a los 3 meses.

Conclusiones: La prevalencia de ISR es alta en la cirrosis des-
compensada pero carece de significacion clinica. La activacion del
eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal es un factor de mal prondstico
a corto plazo en la cirrosis avanzada.

P-18. PAPEL DE LAS UNIONES INTERCELULARES
EN EL INCREMENTO DE LAS RESISTENCIAS VASCULARES
INTRAHEPATICAS EN RATAS CIRROTICAS

M. Hernandez-Guerra®®, Z. Adrian?, J.C. Garcia-Pagan¢,
B. Abrante®, E. Salido®, J. Boschcy E. Quintero®®

aUnidad Hepadtica.

bUnidad de Investigacion.

Hospital Universitario de Canarias. Las Palmas de Gran Canaria.
Espafia.

Laboratorio de Hemodindmica hepdtica. Hospital Clinic.
Barcelona. Espana.

Introduccion: En la cirrosis existe una menor respuesta vasodila-
tadora a acetilcolina (ACH) que determina un aumento de la resis-
tencia vascular intrahepatica. Recientemente, estudios fisioldgicos
sobre vasos sanguineos sefalan que las uniones intercelulares vas-
culares dependientes de conexinas 40 y 43, son esenciales en la
regulacion del tono vascular. De hecho, su modulacion farmacolo-
gica y genética estd asociada a una respuesta anormal del tono
vascular ACH-dependiente.

Objetivos: Examinar el papel de las uniones intercelulares en la
regulacion del tono vascular intrahepatico en ratas en diferente
estadio de cirrosis.

Métodos: En ratas Sprague-Dawley sanas y con cirrosis inducida
por inhalacion de tetracloruro de carbono (CCL4) sin ascitis (13
semanas) y con ascitis (> 18 semanas), se les realizd estudio de la
presion de perfusion portal (PP) con curvas dosis-respuesta a me-
toxamina (MTX,10-4M) y ACH (10-8, 10-7, 10-6 mol/l), en presencia
del inhibidor especifico de las uniones intercelulares 18-a-glicirre-
tinico (GLY, 100 wM) o vehiculo. Un tercer grupo de ratas sin expo-
sicion a CCL4 se incluyd como grupo control.

Resultados: Tras incubar con GLY, la PP aumento de forma signi-
ficativa en el grupo de ratas control (40 + 10% vs 0,03 + 0,1%, p <
0,01), en el grupo de ratas cirroticas sin ascitis (16 = 3% vs 2 = 1%,
p < 0,01) y ratas con ascitis (47 + 6% vs 1,9 = 1,3%, p < 0,01). Sin
embargo, este incremento de la PP no se asoci6 a una diferente
respuesta vasoconstrictora a MTX en el grupo de GLY comparado
con controles en ninguno de los grupos. En ratas sanas incubadas
con GLY la respuesta vasodilatadora ACH-dependiente fue significa-
tivamente menor comparada con vehiculo (p < 0,05). Sin embargo,
no se objetivaron diferencias tras la incubacion con GLY en ratas
cirréticas sin ascitis (p = 0,07) ni en ratas con ascitis (p = 0,1).

Conclusiones: Las uniones intercelulares modulan el tono vascu-
lar intrahepatico en ratas sanas y cirroticas. La respuesta vasodila-
tadora ACH-dependiente mediada por conexinas esta alterada en
ratas cirréticas, lo que sugiere que estas uniones estan involucra-
das en la fisiopatologia de la hipertension portal. Por lo tanto, el
incremento de la actividad/funcion de estos canales tiene implica-
ciones clinicas ya que podrian mejorar la respuesta vasodilatadora
ACH-dependiente.

Estudios realizados con financiacion del Instituto de Salud Carlos
I11-FIS (07/583) y el Programa de Intensificacion de Actividad Inves-
tigadora (INT07/173).

P-19. LA LIGADURA ENDOSCOPICA ES CLARAMENTE
SUPERIOR A LA ESCLEROSIS EN EL TRATAMIENTO AGUDO
DE LA HEMORRAGIA POR VARICES ESOFAGICAS,
ESPECIALMENTE EN PACIENTES DE ALTO RIESGO

S. Augustin, J.T. Altamirano, L. Muntaner, A. Gonzalez
y J. Genesca

Hospital Universitari Vall d’Hebron. Barcelona. Espafia.

Introduccion: Estudios previos sugieren que, tras un episodio de
hemorragia por varices esofagicas, el uso de variables clinicas per-
mite estratificar los pacientes segln el riesgo de recidiva y muerte.
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No seleccionados Esclerosis Ligadura p
(n=101) (n = 148)
Todos (n = 249) 33% (33/101)  16% (24/148) 0,002
Bajo riesgo 16% (7/43) 12% (9/77) 0,478
(n = 120)
Alto riesgo 45% (26/58) 21% (15/71) 0,004
(n = 129)
Seleccionados Esclerosis Ligadura p
(n =74) (n =110)
Todos (n = 184) 27% (20/74) 6% (7/110) < 0,001
Bajo riesgo 15% (5/34) 5% (3/59) 0,136
(n=93)
Alto riesgo 37% (15/40) 8% (4/51) 0,001
(n=91)

Se desconoce el efecto de las distintas modalidades de tratamiento
endoscopico en los diferentes subgrupos de riesgo.

Objetivos: Analizar la mortalidad tras un episodio de hemorragia
por varices esofagicas en distintos grupos de riesgo segln el trata-
miento endoscopico utilizado: esclerosis o ligadura.

Métodos: Estudio observacional en una cohorte prospectiva de
249 pacientes cirroticos consecutivos (afios 2001-2009) con hemorra-
gia por varices esofagicas. Todos los pacientes fueron tratados en la
fase aguda con somatostatina + profilaxis antibiotica + tratamiento
endoscopico (esclerosis o ligadura). Se analizé la mortalidad a las 6
semanas segun grupo de riesgo (Bajo: Child B sin hemorragia activa
en endoscopia inicial o Child A; Alto: Child B con hemorragia activa o
Child C) y tratamiento endoscopico recibido. Asimismo, se repitio6 el
analisis en el subgrupo de 184 pacientes susceptibles de ser incluidos
en estudios terapéuticos (Seleccionados: Child < 14, edad < 80, no
hepatocarcinoma ni trombosis portal).

Resultados: No existieron diferencias significativas en las carac-
teristicas basales de los distintos subgrupos terapéuticos. La mor-
talidad a las 6 semanas fue de 23% (todos los pacientes) y de 15%
(seleccionados). La mortalidad segln grupos de riesgo y tratamien-
to recibido se muestra en la tabla. La ligadura fue superior a la
esclerosis en todos los grupos de riesgo. El mayor beneficio se ob-
servo en los pacientes seleccionados de alto riesgo.

Conclusiones: En la hemorragia por varices esofagicas, la ligadu-
ra endoscopica es claramente superior a la esclerosis, especial-
mente en pacientes de alto riesgo, y deberia considerarse el trata-
miento de eleccion.

P-20. DETECCION DE ADN BACTERIANO EN LA
PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA MEDIANTE PCR
EN TIEMPO REAL Y SECUENCIACION DEL GEN 16S RDNA

G. Soriano®®, O. Esparcia¢, M. Montemayor<, C. Guarner-Argente?,
R. Pericasc, X. Torras®?, N. Calvod, E. Roman>?, F. Navarroc,
C. Guarner2®y P. Coll®

aServicio de Patologia Digestiva.

bCIBERehd.

Servicio de Microbiologia.

d4Servicio de Oncologia.

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona. Espafia.

Introduccién: En los pacientes con peritonitis bacteriana es-
pontanea (PBE) el cultivo es negativo en mas del 50% de los casos,
a pesar de la inoculacion de liquido ascitico en frascos de hemo-
cultivo.

Objetivos: Estudiar si la deteccion de la regién conservada del
gen 165 rDNA mediante PCR en tiempo real y secuenciacion aumen-
ta el rendimiento del cultivo en el diagndstico microbioldgico de la
PBE en pacientes cirréticos.

Pacientes y métodos: Se han incluido todos los pacientes cirro-
ticos con recuento de neutrofilos > 250/mm? en liquido ascitico y
cultivo positivo (grupo PBECP) o negativo (grupo PBECN), un grupo
de pacientes cirréticos con recuento de neutrofilos < 250/mm? y
cultivo negativo (grupo ascitis estéril, AE) y otro grupo de pacientes
con ascitis neoplasica (AN). Se ha realizado estudio microbioldgico
del liquido ascitico mediante cultivo convencional e inoculacion en
frascos de hemocultivo. Se ha estudiado la presencia de DNA bac-
teriano en liquido ascitico mediante PCR en tiempo real y secuen-
ciacion del gen 16S rDNA.

Resultados: En el grupo PBECP (n = 25), se detecto DNA bacteria-
no en 23/25 casos (92%). En 12 casos la secuenciacion permitio la
identificacion de género o especie, en 8 de los cuales coincidié con
el cultivo y en 4 no. En 11 casos la secuenciacion no obtuvo resul-
tados concluyentes y en 2 no se detecté DNA bacteriano. En los 30
episodios de PBE con cultivo negativo, se detectdé DNA bacteriano
en 16 casos (53,3%) (p = 0,004 respecto PBECP). La secuenciacion
permitio identificar el posible microorganismo implicado en 6 casos
y fue no concluyente en 10. En 14 casos la PCR fue negativa. En el
grupo AE (n = 20), se detectd DNA bacteriano en 12/20 casos (60%)
(p = 0,01 respecto PBECP y pNS respecto PBECN). En 6 de los 12
casos la secuenciacion permitio la identificacion de E. coli, y fue no
concluyente en 6. En los 8 casos restantes fue negativa. En todas
las muestras de los pacientes con AN (n = 27) la PCR fue negativa (p
< 0,001 respecto a los otros grupos).

Conclusiones: 1) En el 46,6% de las PBE con cultivo negativo no
se consigue detectar DNA bacteriano en liquido ascitico, lo que
puede cuestionar la etiologia bacteriana en estos casos. 2) No
siempre es posible secuenciar el DNA bacteriano amplificado en li-
quido ascitico con esta metodologia. 3) La presencia de DNA proca-
riota no secuenciable en liquido ascitico en pacientes cirrdticos
podria corresponder a translocaciones polimicrobianas previas y
requiere posteriores estudios.

P-21. UN MICROSATELITE PRESENTE EN LA REGION
PROMOTORA DEL GEN GLS PREDICE EL RIESGO DE
ENCEFALOPATIA HEPATICA. ANALISIS FUNCIONAL
“IN VITRO”

J.A. del Campo?, M. Jover?, J.L. Royo®, J.J. Galan®, S. Mafies¢,
A. Ruiz® y M. Romero-Goémez?

aUnidad de Gestion Clinica de Enfermedades Digestivas &
CIBERehd. Hospital Universitario de Valme. Universidad

de Sevilla. Sevilla. Espafa.

bStructural Genomics. Neocodex, S.A. Sevilla. Espafia.
‘Departamento de Inmunologia y Oncologia. Centro Nacional

de Biotecnologia. Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC). Madrid. Espana.

Antecedentes y objetivos: En trabajos desarrollados previa-
mente por nuestro grupo, se ha estudiado la region codificante y
las regiones 5"UTR y 3"UTR del gen GLS en 20 pacientes cirroticos
seleccionados en base a sus antecedentes genéticos (haplotipos) y
riesgo de desarrollar encefalopatia hepatica. Los resultados se han
obtenido de una cohorte de estimacion (n = 100) y otra de valida-
cién (n = 156) de pacientes cirréticos cuyo seguimiento se ha reali-
zado en 6 hospitales espafnoles. En dicho estudio se ha puesto de
manifiesto una relacion significativa entre la presencia de un mi-
crosatélite en el promotor del gen GLS y la probabilidad de desa-
rrollar encefalopatia hepatica. En base a estos datos, se han lleva-
do a cabo una serie de ensayos funcionales cuyo objetivo era la
determinacion del papel de la presencia del microsatélite (en sus
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versiones corto y largo) sobre los niveles de actividad enzimatica
empleando como testigo la actividad luciferasa.

Métodos: Se ha amplificado mediante PCR un fragmento de 1,7
Kb aguas arriba del punto de inicio de traslacién del gen GLS huma-
no. Como molde para la PCR se ha empleado DNA de la linea germi-
nal de pacientes portadores de las variantes del microsatélite con
6, 14y 29 repeticiones del trinucleétido GCA. Los fragmentos resul-
tantes se clonaron en el plasmido pGL3. Las construcciones resul-
tantes se han empleado para transfectar transitoriamente células
HEK293 utilizando el sistema jetPl. Las células se colocaron en pla-
cas de 6 pocillos a una densidad de 200.000 células por pocillo y se
incubaron a 37 °C, 5% de CO, de 24 a 72 horas. Se tomaron muestras
de células a los tiempos indicados y los extractos celulares se em-
plearon para el analisis de la actividad luciferasa utilizando el sis-
tema Dual Luciferase Assay System de Promega’.

Resultados: Se ha identificado y caracterizado un microsatélite en
la region 5°UTR del gen GLS, con una longitud variable comprendida
entre 177 y 210 pares de bases. Hemos clasificado el microsatélite en
corto (177-195 pb) y largo (198-210 pb). Hemos establecido previa-
mente en pacientes cirrdticos una asociacion significativa entre la
presencia del microsatélite largo-largo y la probabilidad de desarro-
llar encefalopatia hepatica. Estudios funcionales han puesto de ma-
nifiesto que existe una relacion directa entre la longitud del micro-
satélite y los niveles de actividad luciferasa, lo que sugiere un papel
funcional en los niveles de expresion del gen GLS.

Conclusiones: La presencia del microsatélite largo-largo en pa-
cientes cirréticos determina una mayor probabilidad de desarrollar
encefalopatia hepatica y los estudios de funcionalidad sugieren un
papel determinante en los niveles de expresion del gen GLS.

P-22. LA HIPONATREMIA ES UNA COMPLICACION
FRECUENTE DEL TRATAMIENTO CON TERLIPRESINA DE
LA HEMORRAGIA DIGESTIVA POR HIPERTENSION PORTAL

E. Sola, S. Lens, M. Guevara, M. Pavesi, C. Fagundes,
M. Martin-Llahi, G. Henrique Pereira, J. Gonzalez-Abraldes,
A. Mas, V. Arroyo y P. Ginés

Unidad de Hepatologia. Institut Clinic de Malalties Digestives
i Metaboliques. Hospital Clinic. Barcelona. Espaiia.

La terlipresina es un analogo de la vasopresina que se utiliza para
el tratamiento de la hemorragia digestiva por hipertension portal de-
bido a su accion vasoconstrictora esplacnica mediada por los recepto-
res V1. Apesar de que la terlipresina tedricamente presenta un efec-
to antidiurético por su accion sobre los receptores V2 renales, el
posible desarrollo de hiponatremia en pacientes tratados con terli-
presina por hemorragia digestiva no ha sido estudiado. Con este ob-
jetivo se reviso de forma retrospectiva una serie consecutiva de 58
pacientes con hemorragia digestiva por hipertension portal grave (sin
respuesta a somatostatina) tratados con terlipresina. La administra-
cion de terlipresina (2 mg/4h durante 5 dias) se asocioé a una reduc-
cion significativa de la concentracion sérica de sodio en el conjunto
de pacientes (134,9 a 130,5 mEq/L, p < 0,002). Treinta y seis de los 58
pacientes (62%) desarrollaron hiponatremia durante el tratamiento,
definida como una reduccion > 5 mEq/L con un valor final inferior a
135 mEq/l. En dichos pacientes la concentracion de sodio disminuyo
de 136,1 a 128,3 mEq/L (media 7,8 mEq/l; p < 0,0001) y la media
de la concentracion de sodio minima fue de 123 mEq/l (109-134).
VeintiGn pacientes (58,3%) presentaron un sodio minimo inferior a
125 mEq/L. La hiponatremia fue transitoria en 33 casos al suspender
el tratamiento. Un paciente con hiponatremia severa tratado con
suero salino hipertdnico desarrolld una mielinolisis central pontina.
Los factores predictivos independientes de hiponatremia fueron la
bilirrubina y creatinina sérica bajas, de forma que los pacientes con
enfermedad hepatica menos avanzada presentaron un mayor riesgo
de desarrollo de hiponatremia. En conclusion, la hiponatremia es una

complicacion frecuente del tratamiento con terlipresina en la hemo-
rragia digestiva grave por hipertension portal. La hiponatremia es
intensa aunque transitoria en la mayoria de los casos y mas frecuente
en los pacientes con cirrosis menos avanzada. Esta complicacion debe
ser tenida en cuenta al utilizar terlipresina para el tratamiento de la
hemorragia digestiva por hipertension portal.

P-23. LAALTERACION DE LA FUNCION RENAL ES

EL PRINCIPAL DETERMINANTE MODIFICABLE DE
SUPERVIVENCIA TEMPRANA EN PACIENTES CIRROTICOS
CON HEMORRAGIA POR VARICES ESOFAGICAS TRATADOS
CON LA TERAPIA DE ELECCION ACTUAL

S. Augustin, J.T. Altamirano, L. Muntaner, A. Gonzalez
y J. Genesca

Hospital Universitari Vall d’Hebron. Barcelona. Espafia.

Introduccion: Los estudios pronosticos disponibles en hemorra-
gia por varices esofagicas incluyen pacientes con tratamiento su-
boptimo segln las recomendaciones actuales.

Objetivos: Identificar factores predictivos de mortalidad tem-
prana tras una hemorragia por varices esofagicas en pacientes que
han recibido tratamiento de eleccion actual, mediante un nuevo
enfoque estadistico basado en arboles de decision tipo CART.

Métodos: Cohorte prospectiva de 148 pacientes cirréticos conse-
cutivos (afios 2001-2009) con hemorragia por varices esofagicas
tratados en la fase aguda con la terapia de eleccion segln reco-
mendaciones actuales (somatostatina + profilaxis antibiotica + liga-
dura endoscopica). Se realizé un analisis multivariado mediante 2
técnicas (regresion logistica y CART) para identificar factores pre-
dictivos independientes de mortalidad a las 6 semanas (mortalidad
temprana), con especial énfasis en variables potencialmente modi-
ficables disponibles al ingreso.

Resultados: Las tasas de recidiva hemorragica y mortalidad tem-
prana fueron de 14% y 16%, respectivamente. El analisis mediante

N =148

Muerte (6 semanas)
No 124 84%

Si 24 16%
I |
Child-pugh Child-pugh
<7 >7
N = 51 N =97
Muerte (6 semanas) Muerte (6 semanas)
No 50 98% No 74 76%
Si 1 2% Si 23 24%
[ |
Creatinina Creatinina
< 1,00 mg/dI > 1,00 mg/dl
N=44 N =53
Muerte (6 semanas) Muerte (6 semanas)

No 41 93% No 33 62%
Si 3 7% Si 20 38%

Figura 1
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regresion logistica permitio la identificacion de puntuacion de Child
(OR 1,5, 1C95 1,1-1,9, p = 0,003), creatinina > 1,35 mg/dL (OR 3,9,
1C95 1,0-11,4, p = 0,01) y hepatocarcinoma (OR 5,4, 1C95 1,4-20,4,
p =0,01) como factores de riesgo independientes de mortalidad. El
analisis CART proporcioné un algoritmo sencillo (ver Figura), basa-
do en la combinacién de puntuacion Child y creatinina, que permi-
tia una discriminacion precisa de 2 subgrupos con prondstico clara-
mente distinto: uno de bajo riesgo (2-7% mortalidad), que incluia
pacientes con Child = 7 y creatinina basal 21,0 mg/dL; y uno de
alto riesgo (38% mortalidad), que incluia pacientes con Child > 7 y
creatinina >1,0 mg/dL (mortalidad 23% si creatinina 1,0-1,35, 54%
si creatinina > 1,35).

Conclusiones: En la hemorragia por varices esofagicas, la altera-
cion de la funcion renal es el principal determinante modificable
de mortalidad temprana, y deberia considerarse como objetivo de
estudios terapéuticos especificos.

P-24. MARCADORES PRECOCES DE INFECCION
BACTERIANA EN LA CIRROSIS HEPATICA

J. Acevedo, J. Fernandez, M. Castro, D. Roca, P. Ginés y V. Arroyo

Liver Unit. IMDM. Hospital Clinic. Universidad de Barcelona.
IDIBAPS y Ciberehd. Barcelona. Espana.

Introduccion: La respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), la pro-
teina C reactiva (PCR) y la leucocitosis son los marcadores de infec-
cion bacteriana habitualmente empleados en la poblacion general.
Su utilidad en el paciente cirrotico es probablemente menor.

Objetivos: Estudiar la utilidad de diferentes parametros clinicos
y analiticos en el diagndstico de las infecciones bacterianas en la
cirrosis hepatica.

Método: Estudio prospectivo que evalud en las primeras 24 horas
del ingreso hospitalario los marcadores de infeccion ya citados, el
factor Von Willebrand (Ag-vWF), la transcortina y el colesterol total
en todos los pacientes con cirrosis descompensada entre febrero
del 2007 y octubre del 2009.

Resultados: Un total de 188 pacientes presentaron 125 infec-
ciones en 220 ingresos. Un 52% de los pacientes infectados pre-
sentaron SIRS vs 36% de los pacientes no infectados (p = 0,02).
La prevalencia del SIRS fue del 54% en la PBE, del 45% en las
infecciones no PBE, del 37% en pacientes con ascitis no infecta-
da, del 57% en el shock hipovolémico y del 85% en el shock sép-
tico. La presencia de SIRS mostr6 una sensibilidad del 51%, una
especificidad del 66%, una valor predictivo positivo (VPP) del
60% y un valor predictivo negativo (VPN) del 57% para el diagnos-
tico de infeccion bacteriana. Los pacientes infectados presenta-
ron una PCR mas elevada (5,4 + 4,6 vs 1,8 + 2,6 mg/dl, p <
0,001), mas leucocitosis (10,0 vs 6,4 x 10°/L, p < 0,001) y unos
niveles de Ag-vWF mas elevados (457 + 193 vs 368 + 206 U/dl, p
= 0,002) que los no infectados. Por el contrario presentaron ni-
veles mas bajos de transcortina (25 + 9 vs 32 + 12 pg/ml, p <
0,001) y de colesterol total (89 + 42 vs 115 + 46 mg/dl, p <
0,001). Las areas bajo la curva (AUC) para el diagnostico de in-
feccion fueron similares para el recuento de leucocitos en san-
gre (0,67), los niveles séricos de Ag-vWF (0,66), los niveles plas-
maticos de transcortina (0,67) y el colesterol sérico total (0,69).
La PCR mostré la mejor AUC: 0,81. Un PCR = 2 mg/dl mostro6 una
sensibilidad de 76%, una especificidad de 69%, un VPP del 71% y
un VPN del 73% para el diagnéstico de infeccion. Dicha capaci-
dad diagnostica de la PCR se mantuvo en el subgrupo de pacien-
tes sin shock.

Conclusiones: La PCR, con un punto de corte de 2 mg/dl, es el
marcador clinico mas (til para identificar de manera precoz a los
pacientes cirréticos infectados. Otros marcadores de infeccion
como la leucocitosis, el Ag-vWF y el SIRS muestran una peor capa-
cidad diagnostica.

P-25. ASOCIACION ENTRE POLIMORFISMOS EN EL GEN
DE LA AQUAPORINA-1'Y LA HIPONATREMIA DILUCIONAL
EN LA CIRROSIS HEPATICA

A. Guerra-Ruiz, E. Fabrega, A. Berja, M. Garcia-Unzueta,
M. Lopez, M. Arias, J.A. Amado y F. Pons-Romero

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Santander. Espafa.

Introduccién: La retencion de agua es un problema clinico im-
portante en pacientes con cirrosis hepatica. Los factores implica-
dos en la misma y la aparicién de hiponatremia dilucional (HD) son
complejos, y podrian contribuir factores genéticos del paciente. La
proteina especializada en la formacion de poros acuosos, aquapori-
na-1 (AQP-1), se expresa abundantemente en los tibulos proxima-
les, en la rama descendente del asa de Henle y en los vasos rectos.
En un estudio previo de nuestro grupo observamos una probable
asociacion entre la HD y la presencia de polimorfismos (SNPs) en el
gen de la AQP-1.

Objetivos: Iniciar la identificacion de los loci o locus responsable
de dicha asociacion.

Métodos: Se extrajo ADN de leucocitos sangre periférica de 105
pacientes con cirrosis hepatica y ascitis. Usamos ensayos Tagman
SNP (Applied Biosystems) para la deteccion de los polimorfismos
dentro del gen AQP-1. Los polimorfismos marcadores (tag-SNP) fue-
ron seleccionados con arreglo a la distancia, el desequilibrio de li-
gamiento y a sus frecuencias de alelo menor (FAM) usando Haplo-
view.

Resultados: A lo largo del segmento correspondiente al gen AQP-1
seleccionamos 3 SNPs: rs1004317 (A/G; FAM 0,32), rs17159702 (C/T;
FAM 0,23) y rs1049305 (C/G; FAM 0,33); los dos primeros se ubican en
intrones y el tercero en la region 3 prima no codificante (3 UTR). Sélo
los dos Ultimos SNPs se asociaron con los niveles de sodio en plasma
y la presencia de hiponatremia: rs17159702 - CC 131,9 mEq/L frente
aTT 135,1 mEq/L; p = 0,07. x* = 4,65; p = 0,031 / / rs1049305 - CC
131,5 mEq/L frente a GG 135,9 mEq/L; p = 0,004. x* = 5,83; p =
0,016. EL SNP rs1049305 fue el Unico que mostrd asociacion con los
niveles plasmaticos de sodio en un modelo de regresion lineal (t =
3,55; p = 0,01) y el inico SNP de los tres que mostré asociacion (x? =
6,65, p = 0,01) con la presencia de hiponatremia severa (sodio en
plasma < 130 mEq/L). No encontramos diferencias entre ninguno de
los haplotipos en cuanto a clasificacion Child-Pugh, puntuacion

Valores medios para los pacientes
con alelos mayor (MM) o menor (mm)
136 [Irs 1004317
Ers 17159702
1354 rs 1049305
n.s.
~ 134+
k=3
i}
£.133
2
T 30| p = 0,007
S -
b p =0,031
<
& 431
130
129 T |
MM mm
Figura 1



XXXV Congreso Anual de la Fundacion/Asociacion Espaiola para el Estudio del Higado 141

MELD, pulso, presion arterial, tiempo de protrombina, creatinina en
suero, bilirrubina en suero y albimina sérica.

Conclusiones: Estos resultados preliminares corroboran que po-
limorfismos en AQP-1 se asocian con la HD en pacientes con cirrosis
hepatica, y sugieren que los polimorfismos ubicados en la region 3
UTR de este gen podrian estar involucrados en la fisiopatologia de
la susceptibilidad genética a desarrollar HD.

P-26. EXPRESION DIFERENCIAL DE PROTEiNAS
EN CEREBELO DE RATAS CON DERIVACION PORTO-CAVA:
UN ESTUDIO DIGE/MS

P. Carbonero?, M.M. Diaz Herrero®®, V. Felipc, M. Romero-Gomez®
y J. Bautista?

aDepartamento de Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad
de Sevilla. Sevilla. Espana.

bUDCED-CIBERehd. Hospital Universitario de Valme. Sevilla. Espana.
Laboratorio de Neurologia. Centro de Investigacion Principe
Felipe. Valencia. Espafia.

Introduccion: La expresion de proteinas en el cerebro podria
estar alterada en la encefalopatia hepatica (EH).

Objetivos: El objetivo de este trabajo es analizar la expresion
diferencial de proteinas en cerebelo de ratas con derivacion porto-
cava (pcs; un modelo animal de EH) utilizando técnicas de proted-
mica cuantitativas (DIGE/MS).

Métodos: La técnica DIGE-MS se ha llevado a cabo siguiendo el
método de Arnold et al (Berendt FJ, et al. Proteomics 2009;9:550-
64). Se ha utilizado el marcaje minimo, incluyendo un pool de es-
tandar interno, y se hicieron 6 réplicas independientes. Las image-
nes de 2D-DIGE se analizaron con el programa DeCyder 2D 6.5. Las
proteinas con diferencias estadisticas de expresion se han identifi-
cado mediante MS usando MALDI TOF/TOF.

Resultados: Se ha estudiado la expresion diferencial en el cere-
belo de ratas-pcs y ratas control (sham). Se han observado 11 spots
con diferencia significativa (ratio > 2, p < 0,05), de las cuales 9 han
sido identificadas mediante MS: 6 proteinas estan sobre-expresadas
[NADH deshidrogenasa (ubiquinona) Fe-S proteina 3, ubiquitin car-
boxil-terminal hidrolasa isozima, subunidad alfa de la proteina
G(0), proteina 1 tipo hipocalcina, subunidad 5A de la citocromo
oxidasa C, fosofoproteina p19] y 3 estan infra-expresadas en ratas-
pcs [ proteina 2 relacionada con dihidropirimidinasa, abimina séri-
ca, cadena alfa de la propionil-CoA carboxilasa]. También se ha
analizado la distribucion metabdlica de estas proteinas: estrés oxi-
dativo, neurotransmision, citoesqueleto, etc.

Conclusiones: Existe una expresion diferencial de proteinas en
la EH (ratas-pcs) segun areas especificas del cerebro. Hemos de-
tectado alteraciones en la expresion de proteinas mitocondriales,
del citoesqueleto y funciones neuronales, que participan en pro-
cesos de fosoforilacion oxidativa, balance redox, homeostasis del
calcio, neurotransmision y plegamiento. Estas modificaciones po-
drian ser tanto post-traduccionales como inducidas por la hipera-
monemia.

Proyecto de excelencia de la Junta de Andalucia (P06-CTS-01887).

P-27. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON IGF-1 EN RATAS
CON ENCEFALOPATIA HEPATICA POR DERIVACION
PORTOCAVA

M. Jover?, I. Camacho®, D. Diaz?, M. Garcia-Fernandez,
J.E. Puches, I. Castilla-Cortazare<, L. Grande?,

C.M. Rodriguez-Ortigosa¢, J. Prietoe, J.D. Bautista?

y M. Romero-Gémez?

aUnidad de Gestion Clinica de Enfermedades Digestivas

y CIBEREHD. Hospital Universitario de Valme. Sevilla. Espafa.
bServicio de Bioquimica. Hospital Universitario de Valme. Sevilla.
Espana.

“Departamento de Fisiologia Médica. Universidad de Mdlaga.
Mdlaga. Espana.

dDepartamento de Bioquimica. Bromatologia, Toxicologia y
Medicina Legal. Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla.
Sevilla. Espafa.

¢Terapia Génica y Hepatologia. Centro de Investigacion

en Medicina Aplicada. Universidad de Navarra. Pamplona. Espana.

Introduccion: El factor semejante a la insulina tipo | (IGF-1) esta
descendido en animales sometidos a derivacion portocava y en in-
dividuos con cirrosis hepatica (Caufriez et al. J Endocrinol Invest.
1991;14:317-21).

Objetivos: Estudiar el efecto del tratamiento sustitutivo con
IGF-1 sobre los niveles de amonio, perfil aminoacidico y pérdida
ponderal en ratas sometidas a derivacion porto-cava como en pa-
cientes con cirrosis hepatica.

Material y métodos: Incluimos 24 ratas Wistar macho (250-300
g), 8 sham y 16 sometidas a derivacion porto-cava (DPC). Los ani-
males recibieron IGF-1 intraperitoneal 2 pg/kg/12 horas o vehicu-
lo. Estudiamos la diferencia de peso a lo largo del estudio y medi-
mos el indice de Fisher (como cociente de aminoacidos ramificados
y aminoacidos aromaticos, determinados por el método AccQ de
Waters mediante HPLC), los niveles de amonio (método enzimatico
GDH, COBAS Integra, ROCHE) y o6xido nitrico (ELISA, kit R&D Sys-
tem, Minneapolis, Mi) en plasma. Medimos los niveles de IGF-1 me-
diante RIA en suero (Kit Mouse/rat IGF-I DSL-2900, Diagnostic, EEUU).

Resultados: Los niveles de IGF-1 estaban descendidos a la mitad
en ratas con DPC que recibieron vehiculo frente a ratas sham. Se
observé una correlacion de los niveles de IGF-1 con la hiperamonie-
mia (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). El tratamiento con IGF-1 previno la
pérdida ponderal en las ratas con DPC, de forma que en las ratas
sham el peso aument6 81 + 39 gramos, las ratas con DPC no trata-
das perdieron 19 + 54 gramos y las ratas DPC tratadas ganaron 10 +
64 gramos; ANOVA, p = 0,001). En cambio, no observamos ningun
efecto del tratamiento con IGF-1 sobre la amonemia plasmatica,
cociente AAR/AAA ni oxido nitrico.

Conclusiones: El tratamiento sustitutivo con IGF-1 en ratas so-
metidas a derivacion porto-cava previene la pérdida de peso aun-
que no mejora la amoniemia ni el cociente AAR/AAA. Por tanto, el
IGF-1 mantiene su efecto anabolizante pero no mejora la encefalo-
patia hepatica.

P1070425 y CIBER CB06/04/0047 del ISCIII.
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P-28. LA TRASLOCACIC')N BACTERIANA EN LA CIRROSIS
ES UN FENOMENO MONOMICROBIANO ASOCIADO

A UNA RESPUESTA INFLAMATORIA DEPENDIENTE

DE LA CONCENTRACION DE ADN BACTERIANO

R. Francés, P. Zapater, P. Bellot, S. Pascual, M. Pérez-Mateo
y J. Such

CIBERehd-Unidad Hepdtica. Hospital General Universitario.
Alicante. Espana.

Introduccién: La traslocacion de ADN bacteriano (ADNbact) es
un fendmeno frecuente en los pacientes con cirrosis y ascitis que
esta considerado como un indicador de mal pronéstico. La variabi-
lidad de la respuesta inflamatoria asociada a su presencia y obser-
vada en estudios previos implica multiples factores.

Objetivos: Evaluar la posibilidad de traslocacion simultanea de
ADNbact de mas de una especie y determinar la relevancia de los
diferentes factores que pueden influenciar el grado de respuesta
inmunoldgica en estos pacientes.

Pacientes y métodos: Se incluyé de forma prospectiva a una
serie de 66 pacientes con ascitis en los que se identifico la presen-
cia de ADNbact. La identificacion de especies se realizo por PCR y
secuenciacion del gen 16SrRNA y por PCR con cebadores especifi-
cos. Se evalud la concentracion en suero de ADNbact amplificado,
endotoxina (LPS), TNF-alfa y 6xido nitrico. Las variables evaluadas
fueron concentracion sérica de ADNbact, la hipotética presencia de
ADNbact procedente de mas de una especie, LPS, contenido en CGs
del ADNbact detectado (especifico de especie) y tincion de gram,

Resultados: todos los pacientes mostraron ADNbact de una Unica
especie. TNF-alfa y 6xido nitrico en suero mostraron una correla-
cion significativa con los de liquido ascitico (r = 0,64; p = 0,0001 y
r = 0,90; p = 0,0001, respectivamente). Los valores de TNF-alfa se
correlacionaron con la concentracion de ADNbact (r = 0,88; p =
0,001), con LPS (R =0,28; p = 0,025) y con PMNs en liquido ascitico
(R = -0,27; p = 0,024). TNF-alfa fue significativamente diferente
entre los grupos gram-negativo y gram-positivo (416 + 115 vs 348 +
78 pg/mL, p < 0,05) pero no entre especies bacterianas individual-
mente (p = 0,079). El modelo significativo con mejor ajuste (R? =
0,78) incluyo la concentracion de ADNbact, LPS y la interaccion
entre ambos. Los valores séricos de 6xido nitrico se correlaciona-
ron con la concentracion de ADNbact (r = 0,77; p = 0,001) pero no
con LPS (R =0,21; p = 0,095). La diferencia en los valores de dxido
nitrico no fue significativa entre grupos gram-negativo y gram-posi-
tivo o entre especies bacterianas individualmente. No hubo corre-
lacion entre la concentracion de ADNbact y la aparicion de muerte
(p = 0,8) ni diferencias en el analisis de supervivencia (log-rank
test, p = 0,4).

Conclusiones: en todos los pacientes de esta serie la trasloca-
cion es debida a una sola especie bacteriana. La concentracion de
ADNbact es el factor que predice en mayor medida la respuesta
inflamatoria sérica.

P-29. DISFUNCION RENAL Y ENCEFALOPATIA HEPATICA
EN PACIENTES CON CIRROSIS E INFECCIONES CUTANEAS.
RELACION CON EL PRONOSTICO

G.H. Pereira, M. Guevara, M. Marinelli, M. Martin-Llahi, E. Sola,
A. Nazar, C. Fagundes, J. Fernandez, V. Arroyo y P. Gines

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinic. Universidad de Barcelona
y CIBERehd. Barcelona. Espafa.

La insuficiencia renal y la hiponatremia son frecuentes en pa-
cientes con cirrosis y peritonitis bacteriana espontanea. Existen
pocos datos sobre la frecuencia de estas complicaciones en otras
infecciones de los pacientes con cirrosis. Aunque la celulitis es una
infeccion relativamente frecuente, no se dispone de informacion
sobre la incidencia de insuficiencia renal e hiponatremia en esta

infeccion ni sobre su prondstico. Con este objetivo se estudiaron 92
pacientes consecutivos que desarrollaron un total de 117 episodios
de celulitis en un periodo de 6 afos. Los gérmenes aislados con
mayor frecuencia fueron bacterias gram positivas (68%), en espe-
cial Staphylococus aureus (47%). La infeccion se resolvié con trata-
miento antibiético en la gran mayoria de los episodios (97%). Se
observo insuficiencia renal en 23 de los 117 episodios (20%). La in-
suficiencia renal fue transitoria en 9 casos, estable en 10 y progre-
siva en 4. Treinta y cinco pacientes desarrollaron hiponatremia,
que fue persistente en el 40% de los casos. En un analisis multiva-
riado, los factores predictivos de insuficiencia renal fueron la hipo-
tension arterial y la existencia de hiponatremia. En 35 casos (30%)
existia encefalopatia hepatica en el momento del diagnostico. La
mortalidad a los 3 meses fue del 23%. En un analisis univariado,
tanto la hiponatremia como la insuficiencia renal desarrollada du-
rante el episodio de celulitis se asociaron a un mal pronostico.
Otros factores de mal pronéstico fueron la encefalopatia hepatica,
la infeccion nosocomial y la hipotension arterial. En un analisis
multivariado, la puntuacion MELD-sodio y la existencia de encefa-
lopatia hepatica fueron factores predictivos de mortalidad a los 3
meses. En conclusion, la celulitis en pacientes con cirrosis se asocia
a una elevada frecuencia de insuficiencia renal, hiponatremia y
encefalopatia hepatica, que contribuyen a una mortalidad elevada
a corto plazo. La puntuacion de MELD-sodio y la presencia de ence-
falopatia hepatica son Utiles para predecir el pronostico en estos
pacientes.

P-30. ALTERACIONES DE ACETILCOLINESTERASA
EN EL HIPOCAMPO Y EN EL TALAMO EN RATAS
CIRROTICAS CON ENCEFALOPATIA HEPATICA DE TIPO C

M.A. Aller2, M. Méndez®, M. Méndez-Lopez®, L. Lopez®, J. Arias?
y J.L. Arias®

eDepartamento de Cirugia I. Facultad de Medicina. Universidad
Complutense de Madrid. Madrid. Espafa.

bUnidad de Neurociencias. Facultad de Psicologia. Universidad
de Oviedo. Asturias. Espafia.

Introduccion: Los pacientes cirroticos sufren frecuentemente
Encefalopatia Hepatica (EH), una complicacion neurologica que
cursa con alteraciones neuropsiquiatricas, como un deterioro cog-
nitivo y de la atencion.

Objetivos: Comprobar si el déficit cognitivo que se produce en la
cirrosis es secundario a un trastorno del metabolismo de acetilcoli-
nesterasa (AChE), un enzima periférico unido a membrana, que
hidroliza la acetilcolina liberada desde los terminales presinapti-
cos, lo cual en ultimo término, alteraria la neurotransmision de
acetilcolina.

Métodos: Se han utilizado 16 ratas macho Wistar de dos meses
de edad: un grupo (n = 8) de ratas cirroticas tras la administracion
de Tioacetamida (TAA) en el agua de bebida durante 12 semanas y
un grupo control (CO) (n = 8) que fue aislado en las mismas condi-
ciones, pero que ingirié agua normal. Las ratas fueron decapitadas,
se extrajeron los cerebros, que fueron congelados inmediatamente
y se obtuvieron secciones coronales. La determinacion histoquimi-
ca de AChE se realizd en diversas areas del sistema limbico cere-
bral: Accumbens core (AcC) y Accumbens shell (AcS), nucleo tala-
mico anterodorsal (TAD), nucleo talamico anteroventral (TAV) y
nucleo talamico anteromedial (TAM), en el hipocampo (CA1, CA3y
giro dentado; DG) y en el cortex entorrinal (EntC). La cuantifica-
cion de la tincion histoquimica de AChE fue realizada mediante un
analisis densitométrico utilizando un sistema de analisis de imagen
asistido por ordenador.

Resultados: Los niveles de densidad dptica de AChE en ratas ci-
rroticas con TAA fue inferior que en las ratas control en todas las
subareas estudiadas del hipocampo, CA1 (p < 0,001), CA3 (p < 0,05)
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y DG (p = 0,005). Por el contrario, en las ratas cirrdticas los niveles
de AChE fueron superiores (p < 0,005) que en las ratas control en
los nucleos talamicos TAD y TAV, asi como en el AcC y AcS (p <
0,001). Ademas, las concentraciones de AChE en las ratas cirrdticas
aumentaron (p < 0,05) en el area EntC respecto de los animales
control.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que la EH experimental
de tipo C comporta una disfuncion de la funcion colinérgica en re-
giones del sistema limbico cerebral implicadas en los procesos de
atencion y aprendizaje. Por lo tanto, seria interesante realizar fu-
turos estudios para comprender el papel que desempena la neuro-
transmision de acetilcolina en los déficits cognitivos de la EH aso-
ciada a la cirrosis.

P-31. FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE
UNA PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA SECUNDARIA
A UN GERMEN RESISTENTE A LA CEFOTAXIMA

J. Castellote, X. Ariza, A. Girbau, T. Broquetas, T. Lobaton,
S. Salord, R. Rota y X. Xiol

Hospital Universitario de Bellvitge. Barcelona. Espaiia.

Introduccion: El desarrollo de episodios de peritonitis bacteria-
na espontanea (PBE) resistentes a cefotaxima (CTX) ha aumentado
en los Gltimos afos. Esto comporta un aumento de la mortalidad.

Métodos y objetivos: Determinar los factores de riesgo para el
desarrollo de una peritonitis bacteriana espontanea (PBE) por un
germen resistente a la cefotaxima (CTX). Hemos estudiado retros-
pectivamente 220 episodios de PBE diagnosticados en los Gltimos 8
anos. Se identifico el germen causal en 131 episodios (59,5%). En 31
(23,6%) episodios, el germen aislado fue resistente a la CTX. Hemos
recogido variables demograficas, analiticas, microbioldgicas y clini-
cas. Se ha practicado un estudio de regresion logistica multiple para
determinar aquellas variables con valor predicitivo independiente.

Resultados: La presion arterial media, las proteinas y el recuen-
to de PMN en liquido ascitico en el momento de la infeccion, la
presencia de HDA previa, el uso de antibioticos en los tres meses
anteriores al episodio infeccioso, la profilaxis con norfloxacino, la
presencia de diabetes y los episodios intrahospitalarios se asocia-
ron con gérmenes resistentes a la CTX. El analisis multivariante
identifico al uso de antibioticos en los tres meses anteriores al in-
greso (RR, 1C95%; p) (5,98; 3,58-9,97; 0,000), la presencia de dia-
betes (3,624; 2,08-6,30; 0,02) y a los episodios intrahospitalarios
(2,81; 1,75-4,51, 0,02) como factores con valor predictivo indepen-
diente. Hemos desarrollado un score sencillo que permite dividir a
los episodios de PBE en tres grupos de riesgo: bajo, medio y alto
con unas tasas de resistencia a la CTX del 7,7%, 22% y 57% respec-
tivamente.

Conclusiones: 1. El uso de antibiéticos en los tres meses previos
al episodio de PBE, la presencia de diabetes y los episodios in-
trahospitalarios son factores de riesgo para el desarrollo de PBE por
gérmenes resistentes a la CTX. 2. Hemos elaborado un score senci-
llo que permite clasificar a los episodios de PBE en tres grupos de
riesgo para resistencia a la cefotaxima.

P-32. LA HIPERAMONEMIA AUMENTA EL TONO
GABAERGICO EN CEREBELO PERO LO DISMINUYE
EN CORTEZA CEREBRAL. PAPEL EN EL DETERIORO
COGNITIVO EN ENCEFALOPATIA HEPATICA

0. Cauli, A. Agusti y V. Felipo
Centro de Investigacion Principe Felipe. Valencia. Espana.

Introduccion: Se ha propuesto que un aumento del tono GABAér-
gico debido a la hiperamonemia esta implicado en la patogénesis
de la encefalopatia hepatica (EH). Sin embargo, ningun estudio ha

analizado si el tono GABAérgico esta aumentado o no realmente en
cerebro in vivo.

Objetivos: Analizar, en ratas con hiperamonemia, si el tono GA-
BAérgico esta aumentado en cerebro in vivo y si cambios en el tono
GABAérgico contribuyen al deterioro cognitivo en EH. La activacion
del receptor NMDA aumenta la formacion de 6xido nitrico y de GMPc.
La activacion de esta via glutamato-dxido nitrico-GMPc es necesaria
para algunas formas de aprendizaje y memoria. La activacion del
receptor GABA, disminuye la funcién de esta via. Si la hiperamone-
mia aumenta el tono GABAérgico debe disminuir la funcién de la via
y ésta debe recuperarse bloqueando el receptor GABA,. Ya mostra-
mos que la funcion de la via esta disminuida en cerebelo en modelos
de EH y de hiperamonemia. Hemos estudiado ahora si esto es debido
a un aumento del tono GABAérgico, los mecanismos por los que la
hiperamonemia altera el tono GABAérgico y si la alteracion del tono
GABAérgico es la causa del deterioro cognitivo.

Métodos: Analizamos la funcion de la via glutamato-o6xido nitri-
co-GMPc en cerebelo y corteza por microdialisis in vivo. Activamos
los receptores GABA, con muscimol o los blogueamos con bicuculi-
na. Analizamos la capacidad de aprendizaje realizando tests en un
laberinto en Y.

Resultados: La hiperamonemia aumenta el tono GABAérgico en
cerebelo y lo disminuye en corteza. El aumento del tono GABAérgico
en cerebelo es debido a aumentos en 1) GABA extracelular; 2) THDOC,
un neuroesteroide que aumenta la activacion del receptor GABA,, y
3) el contenido de las subunidades a1, a6 y y2 del receptor GABA,. La
disminucion del tono GABAérgico en corteza es debido a una disminu-
cion de las subunidades o y y2 del receptor GABA, y un aumento de
pregnanolona, que reduce selectivamente la activacion de los recep-
tores GABA, conteniendo la subunidad o4 muy abundante en corteza
y ausente en cerebelo. El tratamiento con bicuculina normaliza el
tono GABAérgico en cerebelo y recupera la funcion de la via y la ca-
pacidad de aprendizaje en ratas con hiperamonemia y EH.

Conclusiones: El aumento del tono GABAérgico en cerebelo con-
tribuye al deterioro cognitivo en hiperamonemia y EH. El bloqueo
de los receptores GABA, en condiciones adecuadas restaura la ca-
pacidad cognitiva.

P-33. UTILIDAD DE LA RIFAXIMINA EN EL TRATAMIENTO
DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA MINIMA: ANALISIS
INTERMEDIO

L. Grande, M. Jover, M. Fobelo, B. Figueruela, M.J. Jiménez,
I. Camacho, A. Pérez, M. Maraver, R. Aparcero, A. Fernandez
Palacin, C. Almeida, E. Suarez y M. Romero Gomez

Unidad de Gestion Clinica de Enfermedades Digestivas y
CIBEREHD. Unidad de Gestién de Farmacologia. Unidad de Gestion
de Bioquimica. Unidad de Estadistica. Hospital Universitario de
Valme. Sevilla. Espafa.

Objetivos: Analisis intermedio para valorar la eficacia terapéuti-
ca de la rifaximina frente a placebo en los pacientes con EHM.

Pacientes y método: En un estudio doble ciego, cruzado y alea-
torizado utilizando Rifaximina frente a placebo, incluimos 17 pa-
cientes con cirrosis hepatica y EHM valorada mediante test psico-
métricos seguidos en la consulta externa de hepatologia, 14
hombres (82,4%) y 3 mujeres (17,6%), con edad media de 58 + 9
anos, etiologia alcoholica 12 (70,6%), virus C 4 (23,5%),y otros 1
(5,9%). Los pacientes seran aleatorizados en dos grupos: (T1) ini-
cialmente un grupo recibira rifaximina (1.200 mg/dia) comprimidos
de 200 mg, 2 comp/8h durante 4 semanas y otro grupo (T2) place-
bo, 2 comp/8h durante 4 semanas. Posteriormente el grupo de ri-
faximina recibira placebo (T3) y el de placebo rifaximina (T4) du-
rante otras 4 semanas con un periodo de lavado de 4 semanas entre
ambos. Analizamos la funcion hepatica, la prueba de la sobrecarga
oral de glutamina (SOG), EHM, frecuencia critica del parpadeo y
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medimos la insulinemia (ECLIA) y resistencia a la insulina mediante
HOMA = Insulina (mUI/ml) X glucosa (mmol/L)/22,5 antes y des-
pués de cada tratamiento.

Resultados: Los pacientes en el grupo T1 presentaron una mejo-
ria estadisticamente significativa en el area bajo la curva de gluta-
mina respecto al grupo T2 (-52,3 + 53 vs -5,62 + 10,56; p = 0,045) y
un aumento en el grupo T4 (74 + 45,6 vs 13 + 37,19). La puntuacion
PHES utilizada en el diagnostico de la EHM se deterior6 significati-
vamente en el grupo T4 frenteal T3 (2 + 1,75 vs -1 £ 1,15; p = 0,05)
asi como un mejoria en el grupo T2 frente a T1 pero sin alcanzar
significacion (3,5 + 3,87 vs 1,75 £ 1,5; p = 0,43).

Conclusiones: En uno de los brazos se observa una mejoria de los
test psicométricos y del area bajo la curva de la sobrecarga oral de
glutamina en las cuatro primeras semanas de tratamiento, que pos-
teriormente se reproduce aunque con menor intensidad en la se-
gunda parte del estudio.

P-34. LA ENCEFALOPATIA HEPATICA MINIMA AUMENTA
EL RIESGO DE CAIDAS EN LOS PACIENTES CIRROTICOS

E. Roman*b, G. Soriano*?, M. Torrens, J. Cordoba><,
C. Villanueva®?, X. Torras®?, V. Vargas®cy C. Guarner®®

aCIBERehd.

bServicio de Patologia Digestiva. Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau. Barcelona. Espana.

Servicio de Medicina Interna. Unidad de Hepatologia. Hospital
Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.

Introduccién: La encefalopatia hepatica minima (EHM) aumenta
el riesgo de accidentes de trafico y deteriora la calidad de vida en
los pacientes cirrdticos. Sin embargo, no se ha estudiado la rela-
cion entre la EHM y el riesgo de caidas accidentales, que pueden
ser causa de complicaciones y mortalidad en estos pacientes.

Objetivos: Analizar si las caidas accidentales son mas frecuentes
en los pacientes cirroticos con EHM respecto a aquellos sin EHM.

Métodos: Se han incluido 104 pacientes cirroticos ambulatorios
del 01/03/2008 al 31/10/2009. Se recogieron datos clinicos y ana-
liticos y el tratamiento farmacolégico. Para el estudio de EHM se
utilizé el Psychometric Hepatic Encephalopathy Score (PHES) (diag-
nostico de EHM: PHES < -4) y la frecuencia critica de parpadeo
(CFF) y se evaluo la calidad de vida mediante el test SF-36. Se re-
gistrd el nimero de caidas en el afio previo y se analizo la severidad
de las lesiones y la necesidad de atencion sanitaria.

Resultados: Treinta y siete (35,5%) de los 104 pacientes presen-
taron EHM. La incidencia de caidas en el afo previo al estudio fue
de 13/37 (35,1%) en pacientes con EHM y 6/67 (8,9%) en pacientes
sin EHM (p = 0,001). La media de caidas por paciente fue 0,62 *
1,06 vs 0,09 + 0,28, respectivamente (p = 0,005). No hubo diferen-
cias entre los dos grupos en la severidad de las lesiones. Los pacien-
tes con EHM precisaron mayor atencion sanitaria en atencion pri-
maria (13,5% vs 0%, p = 0,005) y hospitalizacion (8,1% vs 2,9%, pNS)
por caidas. La EHM mostré una mayor asociacion con las caidas en
los pacientes que tomaban psicofarmacos (n = 19), ya que en este
subgrupo 6/8 pacientes (75%) con EHM presentaron caidas vs 2/11
pacientes (18,1%) sin EHM (p = 0,02). En los pacientes sin trata-
miento con psicofarmacos (n = 85), la incidencia de caidas fue de
7/29 (24%) en pacientes con EHM vs 4/56 (7,1%) en pacientes sin
EHM (p = 0,04). La calidad de vida fue peor en los pacientes con
EHM (p < 0,005 respecto a pacientes sin EHM) y en aquellos con
antecedente de caidas (p < 0,05 respecto a pacientes sin caidas).

Conclusiones: Las caidas accidentales son mas frecuentes en los
pacientes cirroticos que presentan EHM, especialmente si estan en
tratamiento con psicofarmacos. Las caidas son una causa frecuente
de atencion sanitaria y hospitalizacion en los pacientes con EHM.
La EHM y las caidas estan asociadas a una peor calidad de vida en
los pacientes cirréticos.

P-35. LA SECRECION BILIAR DE S-NITROSOGLUTATION
ESTA IMPLICADA EN LA HIPERCOLERESIS INDUCIDA
POR ACIDO URSODESOXICOLICO

C.M. Rodriguez-Ortigosa®®, J.M. Bafales*®, I. Olivas?, I. Uriarte>®,
F.J. Corrales?, J.F. Medina®®y J. Prieto®c

aCIMA-Universidad de Navarra. Pamplona. Espafia.
bCIBERehd CIMA-Universidad de Navarra. Pamplona. Espafia.
°CIBERehd Clinica de la Universidad de Navarra. Pamplona.
Espana.

Introduccién: El acido ursodesoxicolico (AUDC) induce una hi-
percoleresis rica en bicarbonato que, de acuerdo a datos recientes,
es mediada parcialmente por ATP producido por colangiocitos. Por
otro lado, el dxido nitrico (NO), a concentraciones bajas o fisiologi-
cas, es capaz de estimular procesos secretores.

Objetivos: Investigar si el AUDC podria promover la secrecion
biliar de derivados de NO y si estos compuestos podrian participar
en la hipercoleresis inducida por AUDC y en la liberacion de ATP.

Métodos: Se evaluo la secrecion biliar de derivados de NO en el
modelo experimental de higado de rata perfundido in situ (isPRL) y
la inhibicion de la sintesis de NO en el modelo de higado de rata
aislado y perfundido (IPRL). La implicacion del glutation en la se-
crecion biliar de derivados de NO inducida por AUDC fue confirma-
da mediante estudios de isPRL en ratas mutantes para el transpor-
tador canalicular ABCC2/Mrp2 (ratas TR?), y en ratas normales
deplecionadas de glutation mediante butionina-sulfoximina (BSO).
Los derivados de NO presentes en bilis fueron identificados por es-
pectrometria de masas. En colangiocitos de rata aislados y cultiva-
dos se cuantifico la secrecion de ATP y, mediante western blot, las
vias de sefalizacion implicadas en la accion del AUDC; ademas se
evaluo el efecto antiapoptotico de derivados de NO en la apoptosis
inducida por beauvericina.

Resultados: La infusion de AUDC en isPRL incremento significati-
vamente la secrecion biliar de derivados de NO, la expresion hepa-
tica de iNOS y la actividad NOS total en el higado. AUDC también
estimuld la liberacion de NO en hepatocitos de rata. Tras la admi-
nistracion de AUDC, el NO biliar se encontré fundamentalmente en
forma de nitrosotioles de bajo peso molecular, de los cuales el S-
nitrosoglutation (GSNO) es la especie predominante. La secrecion
biliar de NO fue abolida por inhibicion de iNOS (en IPRL) y también
mediante deplecion con BSO del glutation hepatico. La infusion de
AUDC en ratas TR- produjo una secrecion de derivados de NO signi-
ficativamente menor a la observada en ratas sanas, hallazgo consis-
tente con la hipotesis de que el transportador de glutation ABCC2/
Mrp2 tiene un papel en el transporte de GSNO. En colangiocitos de
rata, GSNO activo la via de Akt, redujo significativamente la apop-
tosis inducida por beauvericina y estimulo significativamente la li-
beracion de ATP producida por AUDC, efecto que fue bloqueado por
inhibicion de PI3-K. Por ultimo, la infusion retrograda de GSNO en
el conducto biliar de la rata incremento6 significativamente el flujo
biliar y la secrecion biliar de bicarbonato.

Conclusiones: AUDC induce la secrecion biliar de GSNO lo que
contribuye a estimular la secrecion ductal.

P-36. SIGNIFICADO CLINICO DE LOS ANTICUERPOS
ANTI-RO52 EN 609 CASOS CON CIRROSIS BILIAR PRIMARIA
DE ESPANA, REINO UNIDO Y GRECIA

M.G. Mytilinaiou, E. Spyrou, L. Caballeria, I.E. Rigopoulou,
G.N. Dalekos, D. Vergani, D.P. Bogdanos y A. Parés

King’s College Hospital. Londres. Reino Unido.

Department of Medicine. University of Thessaly y Centre
for Research. Larissa. Grecia.

Unidad de Hepatologia. CIBERehd. Hospital Clinic. IDIBAPS.
Universidad de Barcelona. Barcelona. Espafa.
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Introduccion y objetivos: Un estudio reciente sugiere que los
anticuerpos anti-Ro52 que presentan los pacientes con sindrome de
Sjogren (SS), también estan presentes en pacientes con cirrosis bi-
liar primaria (CBP) y que se asocian con una enfermedad mas avan-
zada. Por este motivo se ha investigado la prevalencia y el signifi-
cado clinico de estos anticuerpos en una amplia cohorte de
pacientes con CBP de tres paises europeos.

Pacientes y métodos: 609 pacientes con CBP de Reino Unido (n =
293), Espana (n = 223) y Grecia (n = 93) con una mediana de edad de
49 anos (intervalo 23-86) y un grupo control de 31 pacientes con SS
sin CBP. Los anticuerpos anti-Ro52 se detectaron por ELISA (INOVA
Diagnostics) y se confirmaron por inmunoensayo (EUROIMMUN) y un
ELISA de disefio propio basado en el antigeno Ro52 humano expresa-
do de forma recombinante en E. coli. También se detecto la presen-
cia de anti-Ro60, tipico de SS mediante ELISA, asi como los autoanti-
cuerpos convencionales mediante inmunofluorescencia indirecta.

Resultados: Se hallaron Anti-Ro52 en 127 (43%) pacientes brita-
nicos, 91(41%) pacientes espanoles y 33 (35%) pacientes griegos. De
los 123 pacientes de quienes se disponia de muestras secuenciales
(n = 532) con una mediana de seguimiento de 5 afos (2-12 afnos), 67
(55%) resultaron ser persistentemente anti-Ro52 negativo, 40 (32%)
fueron persistentemente anti-Ro52 positivos y 16 (13%) desarrolla-
ron anticuerpos Ro52 tras el primer resultado negativo. Los pacien-
tes con Anti-Ro52 tenian niveles inferiores de albimina (2,7 + 0,3
vs 3,3+ 0,3 g/L, p = 0,04) y una tendencia a menor tiempo de pro-
trombina y mayores niveles de IgG (p = 0,06 y 0,07, respectivamen-
te) en comparacion con los casos seronegativos. Los demas indica-
dores clinicos, bioquimicos, e histologicos no fueron diferentes
entre los dos grupos. En el grupo control con SS y anti-Ro60 se ob-
servo reactividad anti-Ro52 en 20 casos (64,1%), pero la correacti-
vidad anti-Ro60 y anti-Ro52 sélo se detectd en el 12,1% de los 107
pacientes con CBP evaluados.

Conclusiones: Los anticuerpos anticuerpos anti-Ro52 se detec-
tan en una elevada proporcion de pacientes con CBP (35-43%), con
prevalencias comparables en diferentes areas geograficas, y se aso-
cian con una peor funcién hepatica. Su significado pronostico debe
ser estudiado en estudios prospectivos. El antigeno causante de la
aparicion de los anticuerpos Ro52 es desconocido y probablemente
distinto al responsable de su presencia en el sindrome de Sjogren.

P-37. EL MRP3 (ABCC3) DESEMPENA UN PAPEL CRITICO
EN LA REGULACION DE LA CIRCULACION
ENTEROHEPATICA DE SALES BILIARES

M. Garcia®, M.A. Avila®, K. van de Weteringe, C.M. Rodriguez®<,
M.J. Monte¢, J.J.G . Marin?y J. Prieto*®

aCIBERehd. Clinica de la Universidad de Navarra. Pamplona. Espana.
bCIMA. Universidad de Navarra. Pamplona. Espana.

‘CIBERehd. CIMA. Universidad de Navarra. Pamplona. Espanha.
9CIBERehd. Universidad de Salamanca. Salamanca. Espana.
eDivision of Molecular Biology. The Netherlands Cancer Institute.
Amsterdam. Holanda.

Introduccién: Mrp3 (Multidrug Resistance-associated Proetin 3;
ABCC3) pertenece a una familia de transportadores de membrana
que interviene en el transporte dependiente de ATP de compuestos
como aniones organicos, acidos biliares o compuestos conjugados
con glutation, sulfato o acido glucurénico. Mrp3 se localiza en la
membrana basolateral de células epiteliales de higado e intestino
estando implicado en el vertido de los mencionados substratos al
torrente sanguineo. La funcion de Mrp3 en el metabolismo y ciné-
tica de las sales biliares no esta bien definida. En el presente tra-
bajo analizamos el papel de Mrp3 en la regulacion de la circulacion
enterohepatica de sales biliares.

Material y métodos: Hemos utilizado ratones nulos (KO) para
Mrp3 y sus correspondientes ratones wild type (WT) los cuales fue-

ron sometidos a una dieta suplementada con acido célico al 0,1%
durante cinco dias. Otros dos grupos de ratones WT y KO Mrp3 reci-
bieron dieta estandar (Harland Teklad). Se extrajo mRNA de higado
e ileon en todos los grupos y se estudio mediante PCR a tiempo real
la expresion de genes modulados por sales biliares que intervienen
en el ciclo enterohepatico. Se estudié también el contenido de
acidos biliares intrahepaticos en muestras basales de ratones WT y
KO Mrp3 mediante LC-MS/MS.

Resultados: Los niveles de expresion de Mrp3 de los ratones WT
sometidos a la dieta enriquecida con acido colico mostraron, tanto
en higado como en ileon, niveles de expresion significativamente
superiores a aquellos alimentados con dieta control. Ya que estos
datos indicaban que los niveles de Mrp3 son regulados por sales
biliares se determind tanto en WT como en Mrp3 KO la expresion en
higado y en ileon de diferentes genes implicados en la homeostasis
de sales biliares tras una dieta rica en colato. Se observé que tras
la sobrecarga de colato la expresion hepatica de Cyp7a1 disminuia
en WT mientras que en Mrp3 KO esta disminucion era significativa-
mente menor. Ademas, mientras que los WT mostraban una marca-
da sobreexpresion de Cyp3a11 y SHP tras la administracion de cola-
to la induccion de estos genes era significativamente inferior en
Mrp3KO. Interesantemente también se observo que la dieta rica en
colato producia una sobreexpresion en ileon de los transportadores
Osta, OstB y del receptor SHP en los WT mientras que estos genes
no se inducen por la sobredosis de colato en los Mrp3 KO. Asimismo,
la cuantificacion en ileon de los niveles de expresion del transpor-
tador ASBT mostro un descenso significativo en condiciones basales
en los Mrp3 KO en comparacion con WT. En concordancia con estos
hallazgos la concentracion intrahepatica de sales biliares fue infe-
rior en Mrp3 KO que en WT.

Conclusiones: Nuestros resultados indican que el transportador
basolateral Mrp3 juega un papel central en la regulacion la circula-
cion enterohepatica y pool de sales biliares.

P-38. LA PRESENCIA DE ASCITIS INFRAVALORA LA
MEDICION DE LA DENSIDAD MINERAL OSEA EN ESQUELETO
AXIAL. IMPLICACIONES EN EL DIAGNOSTICO DE
OSTEOPOROSIS EN LOS PACIENTES CON CIRROSIS
HEPATICA

N. Guanabens, R. Reyes, A. Martinez-Ferrer, A. Monegal, A. Muxi,
J. Caballeria, P. Peris, F. Pons y A. Parés

Unidades de Patologia Metabdlica Osea y de Hepatologia.
Hospital Clinic. CIBERhed. IDIBAPS. Universidad de Barcelona.
Barcelona. Espana.

Introduccion: Se ha sugerido que la presencia de ascitis podria
artefactuar el valor de densidad mineral 6sea (DMO), un procedi-
miento clave para el diagnostico de osteoporosis que es una com-
plicacion frecuente de los pacientes cirroticos en fases avanzadas
y en lista de espera de trasplante. Hay muy pocos estudios que
hayan evaluado este aspecto, y la presencia de osteopenia o osteo-
porosis en los pacientes cirréticos en lista de espera de trasplante
tiene implicaciones terapéuticas y de prevencion de posibles frac-
turas postrasplante.

Objetivos: Evaluar si la presencia de ascitis modifica el valor de
DMO en esqueleto axial y si la variacion se relaciona con la canti-
dad de liquido y/o con el cambio de peso o del perimetro abdomi-
nal.

Pacientes y métodos: Se incluyeron de forma consecutiva 20
pacientes (14V/6M; 64,8 + 11,6 anos) afectos de cirrosis hepatica
(11 virus hepatitis C, 1 virus hepatitis B, 6 alcohdlica, 2 otros) con
ascitis. Se determin6 la DMO en columna lumbar, cuello de fémury
fémur total (DXA), el perimetro abdominal, el peso, el indice de
masa corporal (IMC) y la distancia entre el abdomen y el brazo de-
tector del densitometro, inmediatamente antes y después de una
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paracentesis evacuadora. Ademas, se midi6 el volumen y se anali-
zaron las caracteristicas del liquido ascitico extraido.

Resultados: Tras la paracentesis evacuadora, la DMO aumento
de forma significativa en columna lumbar (0,931 + 0,18 a 0,977 =
0,12 g/cm?, p = 0,002) y fémur total (0,874 + 0,19 a 0,893 + 0,18
g/cm?, p = 0,009), sin cambios en cuello de fémur. La escala-T paso
de-2,3+1,5a-1,9 £ 1,6 en columna lumbar y de -1,6 + 1,4a -1,4
+ 1,3 en fémur total. La cantidad de liquido ascitico extraido fue
de 3,0 a 12,7 litros (media: 6,6 + 2,7), el perimetro abdominal
disminuyd de 109 + 112 99,2 + 7,9 cm, el peso de 71,4 + 11,5 a 64,1
+ 10,7 kg y el IMC de 27 + 3 a 24,5 + 2,8. La distancia abdomen-
detector aumento de 14,1 + 2,7 a 19,1 + 2,6 cm. No se observaron
asociaciones entre los cambios de DMO y los demas parametros
analizados.

Conclusiones: La presencia de ascitis artefactGa las mediciones
de DMO en esqueleto axial. Se debe considerar este aspecto al
evaluar la DMO en hepatopatas con ascitis, pues presentan unos
valores de densidad d6sea en columna lumbar y fémur total inferio-
res a los que les corresponderia. Estos resultados tienen notables
implicaciones en el diagnostico de osteoporosis en los pacientes
cirréticos con ascitis.

P-39. CARACTERIZACION DE PEPTIDOS Y PROTEINAS
CAPTURADAS POR EL MARS EN PACIENTES
CON COLESTASIS Y PRURITO REFRACTARIO

M. Gay, M. Carrascal, M. Gorga, A. Mas, J. Abian y A. Parés

CSIC/UAB Laboratorio de Proteémica. 1I1BB-CSIC. Universidad
Auténoma de Barcelona. Unidad de Hepatologia. CIBERehd.
Hospital Clinic. IDIBAPS. Universidad de Barcelona. Barcelona.
Espana.

La dialisis con albimina usando el sistema MARS (Molecular Ad-
sorbent Recirculating System) es una nueva aproximacion terapéu-
tica para las enfermedades de higado. Mas alla de los efectos clini-
cos, este procedimiento tiene el potencial de permitir el analisis
de moléculas eliminadas por la dialisis con albUmina, que puede
estar implicada en la fisiopatologia de las enfermedades de higado.
En este estudio analizamos los péptidos y proteinas absorbidos en
el cartucho de intercambio anionico (SAX) del MARS, después de
tratamiento con MARS. Se ha evaluado mediante shotgun proteo-
mics, los péptidos y proteinas absorbidos en el cartucho SAX del
MARS después del tratamiento de pacientes con colestasis y prurito
refractario. Debido a que la albimina comercial usada en la dialisis
ya contiene otras proteinas residuales, se prepard una muestra
control recirculando albimina al 20% a través de un cartucho SAX
del MARS durante seis horas. Los extractos procedentes del control
y de los pacientes se digirieron con dos enzimas distintas (tripsina
y GluC) y los péptidos resultantes se analizaron por cromatografia
liquida multidimensional acoplada a espectrometria de masas en
tandem (MDLC-MS/MS). Los espectros de fragmentacion se busca-
ron usando el motor de busqueda SEQUEST frente a la base de da-
tos UniProt humana y su copia reversa. Las proteinas identificadas
se validaron posteriormente mediante western blot. En estas mues-
tras se han identificado mas de 1500 secuencias de péptidos corres-
pondientes a 144 proteinas. Esta coleccion incluye 60 proteinas que
se han detectado sélo en las muestras derivadas de los pacientes y
no se encuentran en los extractos de la albimina control. La carac-
terizacion de cinco de estas proteinas (Neutrophil defensin, Secre-
ted Ly-6/uPAR-related protein 1, Serum amyloid A, Fibrinogen al-
pha chain y Pancreatic prohormone), como proteinas capturadas
por el procedimiento de dialisis, se ha confirmado por monitoriza-
cién de reaccion maltiple MS/MS. Las proteinas Neutrophil defensin
y Secreted Ly-6/uPAR-related protein 1 se detectaron y confirma-
ron por western blot. En conclusion, en pacientes con colestasis y
prurito refractario tratados con dialisis de albumina, se han identi-

ficado proteinas que son eliminadas de la sangre de los pacientes y
absorbidas a los cartuchos de SAX. Ademas, se ha documentado que
la solucion de albimina humana comercial contiene otros péptidos
y proteinas ademas de la albimina.

P-40. EXPRESION CANALICULAR DE MDR3 Y ANALISIS
MUTACIONAL DEL GEN ABCB4 EN NINOS CON COLESTASIS
COMPATIBLE CON DEFECTO DE MDR3

L. Alvarez, P. Martinez-Fernandez, S. Andueza, L. Hierro,
G. Muioz-Bartolo, M.C. Diaz, C. Camarena, A. de la Vega,
E. Frauca, M.D. Lledin y P. Jara

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

Introduccion: La proteina MDR3 es un flipasa canalicular impli-
cada en la secrecion de fosfatidilcolina a la bilis. Mutaciones en
homozigosis o heterozigosis en el gen que la codifica (ABCB4), pre-
disponen al desarrollo de litiasis, colestasis gestacional, colangitis
esclerosante y cirrosis biliar, en adultos; en nifos, dan lugar a un
tipo de colestasis intrahepatica progresiva, con GGT elevada, que
en algunos casos responde a tratamiento con URSO. En las series
descritas de nifios con sospecha clinica de defecto de MDR3, se han
confirmado mutaciones en ABCB4 en el 17-55% de casos.

Objetivos: Explorar la posibilidad de un defecto de MDR3 en una
cohorte de nifios con clinica semejante al espectro descrito.

Pacientes y métodos: Estudio de 38 nifios con hepatopatia suge-
rente de defecto de MDR3. Padecian colestasis de inicio neonatal,
con evolucion cirrégena (n = 10) o sin evolucion cirrégena (n = 5);
colestasis neonatal filiada pero con evolucion atipica (n = 7); he-
patopatia crénica idiopatica de lactante mayor o nifio (n = 8), o
patologia vesicular con disfuncion hepatica (n = 8). La presencia de
mutaciones puntuales en el gen ABCB4 se analiz6 por secuenciacion
del DNA. La posible delecion de exones se evaluo por la técnica de
MLPA. La expresion canalicular de MDR3, BSEP y MRP2 se analizo
mediante inmunohistoquimica en biopsias hepaticas.

Resultados: Se detectaron mutaciones puntuales en el gen ABCB4
en el 19% de los casos analizados (6/32; solo un caso de mutacion
bialélica, en heterozigosis compuesta). En ninguno de los pacientes
se observaron deleciones en heterozigosis en regiones exdnicas. La
expresion de las proteinas canaliculares BSEP y MRP2 fue normal en
todas las biopsias hepaticas analizadas. En 9 de los 25 casos estu-
diados (36%), se evidenci6 ausencia o disminucion de expresion
canalicular de MDR3: en 3 de 4 casos (75%) se confirmo la mutacion
de ABCB4, y en 4 de 15 nifos (27%) no se detectaron mutaciones.
En dos hermanos afectados se observaron polimorfismos genéticos
diferentes en ABCB4, demostrando ausencia de ligamiento para
este gen.

Conclusiones: Solamente en un 19% de nifios con clinica suge-
rente de defecto de MDR3 se detecté mutacion en el gen ABCB4, y
en su mayoria en un Unico alelo. La mayor frecuencia de expresion
andémala de MDR3 y el patrén de segregacion alélica identificado en
hermanos afectados sugieren la existencia de otros mecanismos
que alteren MDR3 u otros defectos génicos que causen un fenotipo
de enfermedad parecido.

P-41. IDENTIFICACION DE UNA FORMA ASINTOMATICA
DE CIRROSIS BILIAR PRIMARIA DE CURSO MUY BENIGNO

Grupo Espanol de Colestasis Crdnica

CIBERehd. Unidad de Hepatologia. Hospital Clinic. IDIBAPS.
Universidad de Barcelona. Barcelona. Espafa.

Antecedentes y objetivos: La cirrosis biliar primaria (CBP) asin-
tomatica es cada vez mas prevalente en las series recientes, pero
la historia natural, prondstico y curso de esta presentacion no esta
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completamente definida. Por ello, en el presente estudio se ha
analizado una cohorte de pacientes con CBP de 17 hospitales espa-
fioles para conocer la forma de presentacion, historia natural y
curso de la enfermedad.

Pacientes y métodos: Se han estudiado 1.058 pacientes (92% mu-
jeres, edad media: 53,1 + 0,4 anos), diagnosticados entre 1971 y
2006 (media de seguimiento 8,1 + 0,2 afos). Se han estudiado las
caracteristicas clinicas, analiticas y el estadio histoldgico en el mo-
mento del diagnostico, y la aparicion de sintomas y manifestaciones
indicativas de progresion de la enfermedad, asi como si los pacientes
fallecieron o fueron trasplantados. Los pacientes se dividieron en
sintomaticos y asintomaticos segiin la presencia de sintomas en el
momento del diagnostico. Asimismo, en los pacientes asintomaticos
se distingui6 entre los que permanecieron libres de sintomas y los
que desarrollaron sintomas en el curso del seguimiento.

Resultados: 651 pacientes (62%) eran asintomaticos en el mo-
mento del diagnostico. No hubo diferencias entre los pacientes sin-
tomaticos y asintomaticos con respecto al sexo, presencia de anti-
cuerpos antinucleares y antimitocondriales, pero los pacientes
asintomaticos tenian mayor edad, menor gravedad de la enferme-
dad y mayor supervivencia libre de trasplante. La mayoria de los
pacientes fueron tratados con acido ursodeoxicélico. De los pacien-
tes inicialmente asintomaticos, el 71% permanecio libre de sinto-
mas, y 191 desarrollaron sintomas durante el seguimiento. La su-
pervivencia libre de trasplante a los 20 afnos del diagnostico fue del
87% en los pacientes que permanecieron libres de sintomas, pero
disminuyé en los pacientes que desarrollan sintomas (56%, p <
0,001), con una supervivencia mejor que la observada en los pa-
cientes sintomaticos (46%). Los pacientes que permanecieron libres
de sintomas eran mayores, tenian menores niveles de bilirrubina,
fosfatasa alcalina, alanino aminotransferasa y estadio histoldgico,
y mayores niveles de albimina, hemoglobina y plaquetas que los
pacientes que desarrollaron sintomas (p < 0,01). El analisis multi-

variado detect6 como indicadores de permanecer asintomaticos
durante el seguimiento uno fosfatasa alcalina basal > 560 U/L, una
albiumina > 40 g/L, una hemoglobina > 13 g/L y una edad > 53
anos.

Conclusiones: Los pacientes asintomaticos tienen un curso dife-
rente, ya que la mayoria de los pacientes permanecen libres de
sintomas durante el seguimiento y tienen una excelente probabili-
dad de supervivencia. Estos pacientes tienen mayor edad y una
enfermedad mas leve en el momento del diagnostico, que identifi-
can una forma extremadamente benigna de cirrosis biliar en pa-
cientes tratados con acido ursodesoxicoélico.

P-42. LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE OXIDO NiTRICO
DURANTE LA COLESTASIS INDUCIDA EXPERIMENTALMENTE
REDUCE LA LESION HEPATOCELULAR AL FACILITAR

LA HOMEOSTASIS DE NITROSOTIOLES

L.M. Lopez-Sanchez?, F.J. Corrales®, M. Barcoss, I. Espejo©,
J.R. Munoz-Castafieda? y A. Rodriguez-Ariza®

aHospital Universitario Reina Sofia. Unidad de Investigacion.
IMIBIC. Cérdoba. Espaiia.

bUniversidad de Navarra. Hepatology and Gene Therapy Unit.
Pamplona. Espana.

Hospital Universitario Reina Sofia. Servicio de Andlisis Clinicos.
Cordoba. Espana.

Introduccion: Las intervenciones que faciliten el metabolismo
del oxido nitrico (NO) en etapas colestasicas tempranas pueden
ayudar a mantener el estado redox de las proteinas hepaticas. Ade-
mas, escasos estudios han explorado la participacion de la S-nitro-
silacion de proteinas y el metabolismo de nitrosotioles (SNO) en la
lesion hepatocelular por colestasis.
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Métodos: Se dividieron ratas macho Wistar (200-250 g) en 4 gru-
pos (n = 10): operacion simulada (0S), ligadura del conducto biliar
(BDL), y ratas BDL tratadas con el inhibidor de sintesis de NO S-
metilisotiourea (SMT, 25 mg/Kg) o con acido tauroursodeoxicolico
(TUDCA, 50 mg/Kg). La funcion hepatica y NO plasmatico se anali-
zaron mediante ensayos bioquimicos. La proliferacion ductular se
determiné en cortes tefidos con hematoxilina-eosina y se confirmé
con inmunotincion especifica (citoqueratina 19) de colangiocitos
maduros. La fibrosis hepatica se determiné mediante tincion con
tricromico de Masson. Se analizd la expresion de Mrp2 por western
blot, y la de iNOS y la enzima nitrosoglutation reductasa (GSNOR)
por RT-PCR. Las proteinas S-nitrosiladas se detectaron y purificaron
con el método “biotin-switch” y se identificaron por analisis pro-
tedmico con HPLC acoplado a ESI-MS/MS.

Resultados: Después de 7 dias, el inhibidor de iNOS fue mucho
mas efectivo que TUDCA en reducir la lesion hepatocelular, con
una disminucion de enzimas hepaticas y de bilirrubina circulantes
(Fig. 1) y un grado significativamente menor de proliferacion duc-
tular y fibrosis periportal (Figs 2-4). Ambos tratamientos recupera-
ron los niveles basales del transportador canalicular Mrp2 (Fig. 5),
pero solo el tratamiento con SMT disminuy6 significativamente los
elevados niveles plasmaticos de NO y de proteinas hepaticas S-ni-
trosiladas en las ratas BDL (Figs. 6 y 7). La expresion de GSNOR
hepatica, que regula la homeostasis de SNO y proteinas S-nitrosila-
das, mostré un acusado descenso en ratas BDL, que se recupero
tras el tratamiento con SMT, pero no con TUDCA (Fig. 8). Se identi-
ficaron 25 proteinas hepaticas que se encontraban S-nitrosiladas en
ratas BDL (Tabla 1), incluyendo S-adenosilmetionina sintetasa, be-
taina-homocisteina S-metiltransferasa, y hsp90.

Conclusiones: Nuestros resultados apoyan el beneficio terapéu-
tico de inhibir la sintesis de NO, en un contexto colestasico, al fa-
cilitar la homeostasis de nitrosotioles, y proporcionan dianas de S-
nitrosilacion que posibilitaran el desarrollo de nuevas terapias en
dolencias colestasicas.

P-43. PAPEL DE LA HIPERCOLANEMIA MATERNA
EN LA ETIOPATOGENIA DEL SINDROME DE DISTRES
RESPIRATORIO DE NEONATOS DE RATA

E. Herraez, R.l.R. Macias, E. Lozano, E. Poli, M.J. Monte,
F. Gonzalez San Martin, F. Jiménez, M.J. Pérez, D. de Lucca,
E. Keck y J.J.G. Marin

Laboratorio de Hepatologia Experimental y Vectorizacion
de Farmacos. Universidad de Salamanca. CIBERehd. Salamanca.
Espana.

Introduccién: La etiopatogenia del sindrome de distrés respira-
torio del neonato se ha asociado con la presencia de colestasis en
la embarazada.

Objetivos: Investigar el papel de la acumulacion de acidos bilia-
res en la sangre materna en el dafo pulmonar fetal asociado a la
colestasis durante la gestacion.

Métodos: Como modelo experimental se ha utilizado la colesta-
sis obstructiva inducida por doble ligadura y seccion del conducto
biliar comdn el dia 14 de la gestacion en ratas prefadas. A término
se recogieron muestras de sangre y tejido pulmonar de las madres
y sus fetos. Los niveles de expresion de las proteinas de interés se
determinaron por RT-PCR cuantitativa, Western blot e inmunofluo-
rescencia. Los niveles séricos de acidos biliares se determinaron
enzimaticamente y el pool global de estas moléculas se marcd por
administracion a las madres de [3H]-taurocolato.

Resultados: La colestasis materna produjo un aumento de los
niveles séricos de acidos biliares en las madres (?20) y, gracias a la
barrera placentaria, menos marcadamente en sus fetos (?3). La
cantidad de acidos biliares en el tejido pulmonar de fetos de ma-
dres colestaticas fue el doble que la encontrada en los controles,

lo que se correlaciono con alteraciones estructurales (edema peri-
bronquiolar, colapso de los espacios alveolares y depdsitos de
membrana hialina en la luz alveolar), infiltracion de células infla-
matorias, caida de la expresion de interleucina-6 y aumento de
actividad de la mieloperoxidasa. La expresion en el tejido pulmo-
nar de las proteinas transportadoras de aniones organicos (Oatps)
no se modificd, pero aumenté la de proteinas ABC (ATP-binding
cassette) como los transportadores de lipidos Abcal y Mdr2 y las
bombas exportadoras de aniones organicos Mrp3y Bcrp.

Conclusiones: La acumulacion de acidos biliares en el tejido pul-
monar fetal durante la colestasis materna altera la estructura y la
funcionalidad de los alveolos neonatales, por accion directa (deter-
gente) e indirecta (pro-inflamatoria), alterando también los niveles
de expresion de varias proteinas ABC presentes en el tejido pulmo-
nar que juegan un papel importante en la defensa del epitelio al-
veolar y en la formacion del surfactante.

P-44. ALENDRONATO SEMANAL VS IBANDRONATO
MENSUAL EN LA OSTEOPOROSIS DE LA CIRROSIS BILIAR
PRIMARIA: SIMILAR EFICACIA PERO DISTINTA ADHERENCIA

N. Guaiabens, D. Cerda, A. Monegal, A. Muxi, L. Caballeria,
P. Peris, F. Pons y A. Parés

Unidad de Patologia Metabélica Osea y Unidad de Hepatologia.
Hospital Clinic. CIBERhed. IDIBAPS. Universidad de Barcelona.
Barcelona. Espana.

Introduccién: Pocos estudios han evaluado el tratamiento de la
osteoporosis de la cirrosis biliar primaria (CBP). Se ha descrito que
el alendronato (70 mg/s) es eficaz para aumentar la masa osea de
los pacientes con CBP y tiene pocos efectos adversos. Sin embargo,
se desconoce si el tratamiento con ibandronato es eficaz y bien
tolerado en esta enfermedad.

Objetivos: Evaluar la eficacia de una dosis semanal de alendro-
nato (70 mg) en comparacion con una dosis mensual de ibandrona-
to (150 mg) sobre la masa 6sea y los marcadores dseos en la CBP.
Ademas, analizar la tolerancia y adherencia terapéutica. Pacientes
y métodos: Se aleatorizaron 30 mujeres con CBP (63,7 + 1,6 afos)
con osteoporosis y/o fractura por fragilidad asociada a masa osea
baja, para recibir alendronato (n = 16) o ibandronato (n = 14) du-
rante 1 afo. Ademas de las pruebas hepaticas, se determino al
inicio y cada 6 meses, la densidad mineral dsea (DMO) lumbar y de
fémur proximal (DXA), los niveles de 25-OH-D, PTH y los marcado-
res 0seos (osteocalcina, PINP, CTx y NTx). Se valoro la adherencia
con el cuestionario de Morisky-Green.

Resultados: No existieron diferencias significativas basales en la
edad, DMO y gravedad de la colestasis entre grupos. Completaron el
ano de tratamiento 14 pacientes con alendronato (2 abandonos por
efectos adversos digestivos leves) y 10 pacientes con ibandronato (1
abandono por patologia intercurrente, 1 por violacion de protocolo, 1
por efectos adversos digestivos leves y 1 por dolor osteoarticular). A los
12 meses de tratamiento se observaron cambios significativos de la
DMO lumbar para alendronato (0,894 + 0,29 a 0,933 + 0,31 g/cm?, p =
0,01) e ibandronato (0,907 + 0,33 a 0,941 + 0,36 g/cm?, p = 0,025), con
cambios del 4,4y 3,9%, respectivamente. En fémur total el aumento de
la DMO fue del 1,6 y 1,2%, respectivamente. Las dos pautas se asocia-
ron a una disminucién precoz y de similar magnitud de los marcadores
6seos. La adherencia fue superior para el ibandronato: 5 y 6 pacientes
fueron poco adherentes para alendronato vs 1 y 0 pacientes para iban-
dronato a los 6 y 12 meses, respectivamente (p = 0,02). Ninguna de las
dos pautas se asocio a alteraciones de la funcion hepatica.

Conclusiones: Estos resultados indican que el alendronato sema-
nal y el ibandronato mensual aumentan la DMO y reducen los mar-
cadores 6seos de forma similar en la osteoporosis asociada a la CBP,
con un buen perfil de seguridad. Sin embargo, la adherencia tera-
péutica es superior para el ibandronato mensual.
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P-45. LA BILIRRUBINA DISMINUYE LA VIABILIDAD
Y DIFERENCIACION EN OSTEOBLASTOS HUMANOS

S. Ruiz-Gaspa, A. Martinez-Ferrer, A. Enjuanes, P. Peris,
M.J. Martinez de Osaba, L. Alvarez, A. Monegal, A. Combalia,
N. Guainabens y A. Parés

Unidades de Patologia Metabdlica Osea y de Hepatologia.
CIBERhed. Hospital Clinic IDIBAPS. Universidad de Barcelona.
Barcelona. Espana.

Introduccion: La osteoporosis de los pacientes con colestasis
esta asociada a una baja formacion dsea, mediada por los osteo-
blastos. Se ha sugerido que las sustancias retenidas en la colestasis
podrian intervenir en la funcion osteoblastica, pero el efecto de
estas sustancias, como la bilirrubina, es poco conocido.

Objetivos: Analizar el efecto de la bilirrubina sobre la viabilidad
y diferenciacion de osteoblastos humanos primarios.

Material y métodos: El estudio se realizd sobre osteoblastos
humanos obtenidos de hueso trabecular de pacientes con coxar-
trosis, intervenidos para la colocacion de una proétesis de cadera.
Se evaluaron dos condiciones experimentales: a) distintas con-
centraciones de bilirrubina (10, 50, 100 y 1.000 wM), y b) cultivo
con suero obtenido de pacientes colestasicos con niveles norma-
les y elevados de bilirrubina y de controles sanos. Los experimen-
tos se realizaron a distintas horas (24, 48 y 72) y con la presencia
o ausencia de suero fetal bovino (FBS). Se determind la viabilidad
celular mediante un método colorimétrico (Kit WST-1) y la dife-
renciacion osteoblastica mediante la cuantificacion de la activi-
dad fosfatasa alcalina.

Resultados: La adicion de bilirrubina a concentraciones de 50 y
100 uM disminuyo6 la viabilidad un 36% y 56%, respectivamente (p <
0,002). Este efecto se observd en los cultivos a partir de 48 horas y
fue menos marcado en los experimentos con FBS. La bilirrubina a
1.000 pM tuvo un efecto muy lesivo ya que la supervivencia fue <
20% en todos los tiempos y condiciones (p < 0,001). Asimismo se
observo que la bilirrubina (50 wM) disminuyo la actividad fosfatasa
alcalina en un 13,5% a las 72 horas (p = 0,04), y a 100 .M en un 25%,
53% y 56% a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente (p < 0,001). Los
sueros de pacientes ictéricos con concentraciones de bilirrubina de
6,6, 33 y 66 pM disminuyeron de forma significativa la viabilidad
osteoblastica a partir de las 48 horas en un 27%, 26% y 34%, respec-
tivamente (p < 0,03). No se observaron efectos significativos en la
viabilidad con los sueros de pacientes con colestasis y bilirrubina
normal. Los sueros de los pacientes ictéricos también ocasionaron
una disminucion significativa de la actividad fosfatasa alcalina.

Conclusiones: La bilirrubina disminuye la supervivencia y dife-
renciacion osteoblastica. Estos resultados explicarian, en parte, la
disminucion de la formacion osea de los pacientes con colestasis
crénica.

P-46. IDENTIFICACION DE UNA MUTACION INACTIVANTE
EN EL GEN DE LA BILIVERDINA REDUCTASA ALFA (BLVRA)
QUE CAUSA ICTERICIA VERDE DEBIDA

A HIPERBILIVERDINEMIA DURANTE EPISODIOS

DE COLESTASIS

L. Sanchez-Vicente?, M.A. Serrano?, N.S. Nytofte®, M.J. Monte?,
Z. Tumer<, K. Ladefoged® y J.J.G. Marin?

aLaboratorio de Hepatologia Experimental y Vectorizacion

de Fdrmacos. CIBERehd. Universidad de Salamanca. Salamanca.
Espana.

bQueen Ingrids Hospital. Nuuk. Groenlandia. Dinamarca.
‘Wilhelm Johannsen Centret. The Panum Institute. Copenhagen.
Dinamarca.

Introduccioén: El catabolismo del grupo hemo implica la biotrans-
formacion de biliverdina IXa en bilirrubina IXa por la biliverdina re-

ductasa alfa (BVRa). La acumulacion de biliverdina causante de
“ictericia verde” es un hallazgo raro asociado a enfermedad hepati-
ca avanzada, como cirrosis o carcinoma hepatocelular. En este tra-
bajo se ha identificado una mutacion en el gen BLVRA que codifica
la BVRa causante de episodios de “ictericia verde” en dos mujeres
esquimales de distintas zonas de Groenlandia. Métodos/Resulta-
dos: Durante crisis de colestasis obstructiva debidas a colelitiasis
ambas pacientes presentaron un intenso color verde en mucosas,
suero y orina, junto con elevacion de los marcadores bioquimicos de
colestasis, salvo los niveles séricos de bilirrubina, que sorprenden-
temente eran normales o solo moderadamente elevados. Utilizando
HPLC-MS/MS se detectaron niveles muy altos de biliverdina IXa en
suero, orina, bilis y leche de una de las pacientes que estaba en
periodo de lactancia durante una de las crisis. La hiperbiliverdine-
mia remitio tras la eliminacion quirtrgica de la obstruccion biliar. EL
analisis de la secuencia codificante del gen de la BVRa revel¢d la
presencia de tres SNPs: ¢.90G > A (exdn 2), c.214C > A (exon 3) y
c.743A > C (exdn 8), que originan los siguientes cambios en la se-
cuencia de aminoacidos: p.Ala3Thr, p.Ser44X, p.Gly220Gly. Esto im-
plica la introduccion de un codon de parada situado antes de la re-
gion catalitica de la BVRa. Utilizando sondas TagMan se comprobo
que ambas pacientes eran homocigdticas para la mutacion c.214C >
A. El estudio de distribucion alélica en los parientes de primer grado
de una de las pacientes reveld que tanto el padre como la madre
eran heterocigéticos para la mutacion, mientras que el hermano era
homocigético para el alelo normal y la hermana era, como la pa-
ciente, homocigotica para la mutacion c.214C > A, si bien no pre-
sentaba historia de haber tenido signos de hiperbiliverdinemia.

Conclusiones: La ausencia completa de actividad BVRa no es una
condicion letal, siendo su consecuencia mas destacable la apari-
cion de hiperbiliverdinemia, en lugar de hiperbilirrubinemia, en
pacientes con colestasis obstructiva sin deterioro general de la fun-
cion hepatica.

P-47. VALOR PREDICTIVO DE UNA RESPUESTA ANTIVIRAL
PRECOZ AL TRATAMIENTO CON ALBINTERFERON ALFA-2B
EN COMBINACION CON RIBAVIRIN EN PACIENTES NAIVE
CON HEPATITIS CRONICA C GENOTIPO 1 (HCC G1):
RESULTADO DE UN ESTUDIO MULTICENTRICO

S. Zeuzem?, M. Diago®, M. Butic, R. Moreno®y R. Planas¢,
en representacion del Grupo de Estudio ACHIEVE-1

aJ.W. Goethe University Hospital. Frankfurt. Alemania.

bHospital General de Valencia. Valencia. Espana.

‘Hospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.
dHospital La Princesa. Madrid. Espana.

¢Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Badalona. Barcelona.
Espania.

Introduccion: Estudio fase 3, aleatorizado, controlado, multi-
céntrico que evalud la eficacia y la seguridad de albinterferdn alfa-
2b (albIFN), un polipéptido de fusion genética de albimina con in-
terferon alfa-2b en pacientes con hepatitis cronica C genotipo 1.

Métodos: 1.331 pacientes fueron aleatorizados 1:1:1 a uno de
los 3 grupos de tratamiento: alb-IFN900 g g2semanas; alb-IFN1200
ng g2semanas; PEG-IFNa2a 180 g semanal durante 48 semanas,
en combinacion con ribavirina oral ajustada por peso 1.000-1.200
mg/dia. La aleatorizacion fue estratificada segun niveles de ARN-
VHC (= o < 800,000 IU/ML), BMI (= o < 25 kg/m?) y grupo étnico. El
objetivo primario fue la respuesta viroldgica sostenida (RVS), defi-
nido como el suero ARN-VHC < 10 IU/ML en la semana 72. El tamafo
de la muestra proporcioné un poder del 90% para demostrar no-in-
ferioridad con un margen del 12%.

Resultados: se alcanzo el objetivo primario de no-inferioridad
para RVS de albIFN 900 pg (p = 0,0008) y alblFN 1.200 ng (p =
0,0029) frente a PEG-IFNa2a. En la poblacién segin intencion-de-
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tratar, las tasas de RVS fueron 51,0% (225/441), 48,2% (213/442), y
47,3% (208/440) en los grupos PEG-IFNa2a, albIFN900 y albIFN1200.
El valor predictivo positivo (VPP) de respuesta viroldgica inicial en
semana 2 (RVI; > 2 log disminucion o ARN-VHC < LOQ) fue del 73-
84%; el PPV de respuesta viral rapida en Semana 4 (RVR; HCV el ARN
< LOQ) fue del 83-88%. En los grupos PEG-IFN«2a, albIFN 900 y al-
bIFN 1200 las tasas de RVI fueron de 30,2%, 33,9%, y 38,2%; las ta-
sas de RVR fueron de 26,5%, 24,0%, y 28,9%, respectivamente. El
analisis multivariante identifico los siguientes factores predictivos
de RVS: ARN-VHC < 400.000 IU/ML, edad < 45a, GGT normal, ALT
elevada, fibrosis FO-2 y el grupo étnico, compatible con estudios
anteriores. Los analisis de seguridad mostraron una tasa de efectos
adversos graves (AA) de 23,1%, 24,0% y 28,2% respectivamente.

Conclusiones: Albinterferon alfa-2b 900 g administrado cada 2
semanas demuestra una eficacia comparable con el PEG-IFNa2a en
pacientes con la hepatitis cronica C genotipo 1. La respuesta anti-
viral precoz tiene un valor predictivo positivo para RVS en todos los
grupos de tratamiento. La incidencia total de acontecimientos ad-
versos es similar entre los grupos de tratamiento.

P-48. VALOR PREDICTIVO DE UNA RESPUESTA ANTIVIRAL
PRECOZ AL TRATAMIENTO CON ALBINTERFERON ALFA-2B
EN COMBINACION CON RIBAVIRIN EN PACIENTES NAIVE
CON HEPATITIS CRONICA C GENOTYPE 2 O 3:
RESULTADOS DE UN ESTUDIO MULTICENTRICO

D. Nelson?, M. Buti® y M. Diago, en representacion del Grupo
de Estudio ACHIEVE2-3.

aUniversity of Florida-Gainesville. Gainsville, FL. EE.UU.
bHospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.
‘Hospital General de Valencia. Valencia. Espafia.

Introduccion: Estudio fase 3, aleatorizado, controlado, multi-
céntrico que evalud la eficacia y la seguridad de albinterferdn alfa-
2b (albIFN), un polipéptido de fusion genética de albumina con in-
terferén alfa-2b en pacientes con hepatitis cronica C genotipo 2-3

Métodos: un total de 933 pacientes fueron aleatorizados 1:1:1 a
uno de 3 grupos de tratamiento combinados con ribavirina oral 800
mg/d: PEG-IFNa-2a 180 pg semanal, o albIFN 900 o 1.200 p.g cada 2
semanas durante 24 semanas. La aleatorizacion fue estratificada por
los niveles basales de ARN-VHC (=/< 800.000 IU/mL) y genotipo 2/3.
El objetivo primario fue la respuesta viral sostenida (RVS; ARN-VHC <
10 IU/ML semana 48). El tamafo de la muestra proporcioné un poder
del 90% en demostrar no-inferioridad con un margen del 12%.

Resultados: se alcanzé el objetivo primario de no-inferioridad
para RVS de albIFN 900 p.g (p = 0,009) y albIFN 1.200 n.g (p = 0,006)
frente a PEG-IFNa2a. Los resultados en un analisis de intencion de
tratar mostraron una tasa de RVS del 84,8%, 79,8%, y 80,0% para
PEG-IFNa2a, albIFN900 y albIFN1200, respectivamente. El valor
predictivo positivo (VPP) de respuesta virologica inicial a la semana
2 (RVI; > 2 log disminucién o ARN-VHC < LOQ) fue de 83-90%; el VPP
de respuesta viral rapida a la semana 4 (RVR; ARN-VHC < LOQ) fue
de 86-91%. En los grupos PEG-IFN«2a, albIFN 900 y albIFN 1200, las
tasas de IVR fueron 81,3%, 86,9%, y 85,8%; las tasas RVR de 84,2%,
79,2%, y 85,2% respectivamente. Entre los factores predictivos de
RVS se identificaron: ARN-VHC < 400,000 IU/ML, edad < 45 afos,
BMI < 30, genotipo 2, GGT normal, ALT elevada, estadio de fibrosis
FO-2, y pertenecer a la region asiatica. El analisis por subgrupo
mostro tasas RVS en Asia (n = 271) del 95,5%, el 79,8%, y el 81,8%
para PEG-IFNa-2a, albIFN 900 y 1.200 pg, respectivamente, frente
a 80,5%, 79,8%, y 79,3% en el resto de regiones (n = 662). Los datos
de seguridad fueron similares entre los grupos de tratamiento.

Conclusiones: AlbIFN 900 g cada 2 semanas demostré una efi-
cacia comparable al PEG-IFNa-2a con tasas similares de aconteci-
mientos adversos. La respuesta antiviral precoz tiene un valor pre-
dictivo positivo para RVS en todos los grupos de tratamiento.

P-49. PEPTIDOS INHIBIDORES DE INTERLEUCINA 10
AUMENTAN LA INMUNOGENICIDAD DE VACUNAS FRENTE
AL VIRUS DE LA HEPATITIS C BASADAS EN CELULAS
DENDRITICAS

N. Diaz-Valdés?, L. Manterola?, V. Belste?, J.l. Riezu-Boj?,
E. Larrea?, J. Lopez-Sagaseta®, J. Hermida®, J. Prieto>,
J.J. Lasarte?, F. Borras-Cuesta? y P. Sarobe?

aDivision de Hepatologia Terapia Génica.

bDivisién de Ciencias Cardiovasculares.

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

Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Universidad
de Navarra. Pamplona. Espafia.

Introduccion: Los pacientes con infeccion cronica por el virus de
la hepatitis C (VHC) se caracterizan por presentar altos niveles sé-
ricos de la citoquina inmunosupresora interleuquina 10 (IL-10), lo
que sugiere que ésta podria ser responsable de la pobre respuesta
inmune celular antiviral que se encuentra en estos pacientes. Pues-
to que IL-10 suprime la funcion de células presentadoras de antige-
no como las células dendriticas (CD), el objetivo del presente tra-
bajo ha sido el desarrollo de péptidos inhibidores de IL-10 que
pudieran restaurar las funciones de las CD y asi mejorar su capaci-
dad de inducir respuestas antivirales.

Métodos: Mediante una libreria de fagos recombinantes se selec-
cionaron péptidos capaces de unirse a IL-10, que luego se caracte-
rizaron en ensayos in vitro de proliferacion, fosforilacion asi como
en su efecto sobre diferentes funciones de CD murinas y humanas.

Resultados: Se seleccionaron los péptidos p9 y p13, capaces de
unirse a IL-10, que inhibian su efecto proliferativo en un bioensayo
y en ensayos de fosforilacion de STAT-3. En cultivos de leucocitos
humanos, donde la proteina core del VHC induce la produccion de
IL-10, el péptido p13 restauro la capacidad de las CD plasmacitoi-
des de producir IFN-alfa tras su estimulacion con un ligando de
TLR9. De la misma manera, cuando las CD mieloides se estimularon
con CD40L, el péptido p9 restauré la produccion de IL-12 mediante
la inhibicion de IL-10 inducida por core. Ademas, p13 fue capaz de
aumentar in vitro el efecto de los estimulos de maduracion sobre
CD humanas y murinas, potenciando la produccion de IL-12 y mejo-
rando su capacidad estimuladora de linfocitos T, lo que resulto en
un aumento de su proliferacion y de la produccion de IFN-gamma.
Finalmente, la vacunacion con CD murinas estimuladas en presen-
cia de p13 fue capaz de inducir respuestas celulares mas potentes
frente al antigenos del VHC.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que los péptidos inhibi-
dores de IL-10 podrian tener importantes aplicaciones en la inmu-
noterapia de la infeccion cronica por VHC, mediante su capacidad
de aumentar la funcionalidad de las CD.

P-50. EL VIRUS DE LA HEPATITIS C INDUCE LA EXPRESION
HEPATICA DE LAS QUIMIOCINAS CCL17 Y CCL22,

LAS CUALES FAVORECEN LA MIGRACION DE CELULAS T
REGULADORAS AL HIGADO CONTRIBUYENDO

A LA CRONIFICACION DE LA INFECCION

J.l. Riezu-Boj, E. Larrea, R. Aldabe, L. Guembe, E. Galeano,
I. Echeverria, P. Sarobe, J. Prieto y J.J. Lasarte

Area de Hepatologia y Terapia Génica y Servicio de Morfologia.
CIMA. Pamplona. Espana.

Departamento de Medicina Interna. Clinica Universitaria

de Navarra y CIBERehd. Instituto Carlos Ill. Pamplona. Espafia.

Introduccion: La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) se
caracteriza por una alta tendencia a la cronicidad. La curacion es-
pontanea y la respuesta al tratamiento de esta enfermedad estan
asociadas a una fuerte respuesta inmune celular. Esta respuesta es
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casi indetectable en los pacientes con hepatitis cronica C (HC-C).
En pacientes con HC-C se ha encontrado un mayor nimero de célu-
las T reguladoras (Treg), lo que podria estar obstaculizando una
respuesta inmune efectiva. En el presente trabajo hemos analizado
la produccion de factores atractantes de Treg por células infecta-
das por VHC.

Métodos: Hemos utilizado biopsias hepaticas de 26 pacientes con
HC-Cy de 11 pacientes con respuesta virologia sostenida tras el tra-
tamiento con interferon. Asimismo estudiamos 16 pacientes con
otras hepatopatias no relacionadas con el VHC (8 con infeccion por
virus de la hepatitis B y 8 con esteatohepatitis) y 24 muestras de hi-
gado sano. Se determind por PCR cuantitativa la expresion de Foxp3
(un marcador de Treg) y de las quimiocinas CCL17 y CCL22 implicadas
en la atraccion de Treg. Asimismo se cuantifico por inmunofluores-
cencia en tejido hepatico las células CD3+Foxp3+. Ademas se analizo
la produccion de quimiocinas por células dendriticas derivadas de
monocitos (MDDC) puestas en contacto con células Huh7 no infecta-
das o infectadas con la cepa JFH1 del VHC y se estimo la capacidad
quimiotactica de estos cocultivos para atraer Treg.

Resultados: Encontramos que la expresion de Foxp3, CCL17 y
CCL22 esta significativamente elevada en pacientes con HC-C.
Igualmente estos enfermos presentan un porcentaje de células
CD3+Foxp3+ significativamente superior al hallado en pacientes
con otras hepatopatias (17 + 9% vs 3 + 3%, p < 0,001). Observamos
que las MDDC cocultivadas con Huh7 infectadas con JFH1 expresa-
ban niveles significativamente mas altos de mRNA y proteina de
CCL17 y CCL22 que las cocultivadas con Huh7 no infectadas (936 +
115 vs 801 + 76 pg/ml de CCL17, p < 0,05y 4174 + 378 vs 2434 + 776
pg/ml de CCL22, p < 0,05 respectivamente). Asimismo hallamos
que los sobrenadantes de cocultivos de MDDC con Huh7 infectadas
con JFH1 ejercen un quimiotactismo positivo sobre Treg mayor que
los cocultivos de MDDC con células no infectados (p < 0,05) y que
este efecto es bloqueado cuando inhibimos las quimiocinas con an-
ticuerpos especificos.

Conclusiones: Las células dendriticas puestas en contacto con
células infectadas por el VHC producen quimiocinas (CCL22 y
CCL17) capaces de atraer Treg. Ello concuerda con mayores niveles
de CCL22, CCL17 y de células Foxp3+ en biopsias hepaticas de pa-
cientes con HC-C en comparacion con controles. Estos hallazgos
son relevantes para explicar la cronificacion de la infeccion e iden-
tifican nuevas dianas para el tratamiento de la HC-C.

P-51. TRES ANOS DE TRATAMIENTO CON TENOFOVIR
DISOPROXIL FUMARATO (TDF) EN PACIENTES
HBEAG-POSITIVO CON HCB (ESTUDIO 103).
ANALISIS PRELIMINAR

T. Casanovas?, E.J. Heathcote®, E. Gane¢, R. deMand, S. Lee®,
R. Flisiakf, S. Maussg, K. Tchernev®, O. Kurdas', M. Shiffmanj,
P. Marcellink, M. Buti!, M. Prieto™, J. Enriquez", J. Sorbel®,

J. Anderson®, E. Mondou®” y F. Rousseau®

aCSU. Bellvitge. Barcelona. Espana.

bToronto Western H. University of Toronto. Canadd.
‘Middlemore H. Nueva Zelanda.

9Erasmus MC. University Medical Center. Paises Bajos.
eUniversity of Calgary. Canadd.

TMedical University of Bialystok. Polonia.

¢Medical School of Hannover. Alemania.

"Medicine University of Sofia. Bulgaria.
iHaydarpapa Numune Hospital. Istanbul. Turquia.
Virginia Commonwealth University. Richmond VA.
kHospital Beaujon. Francia.

Hospital Vall d "Hebron. Barcelona. Espafa.
mHospital La Fe. Valencia. Espafia.

"Hospital Santa Creu | Sant Pau. Barcelona. Espafa.
"Gilead Sciences. Durham NC.

Introduccion: TDF es un analogo de nucledtido aprobado para el
tratamiento de la Hepatitis cronica B (HCB). Tras los 2 primeros
anos de este estudio se logrd la supresion del ADN-VHB en el 78% de
los pacientes y pérdida de HBsAg en el 6% de los pacientes (analisis
por intencion de tratar, AIT). Se muestran los resultados de esta
cohorte de tratamiento a 3 anos.

Métodos: Pacientes monoinfectados con HCB HBeAg-positivo
fueron aleatorizados 2:1 (doble-ciego) a recibir TDF 300 mg (N =
176) o adefovir dipivoxil 10 mg (ADV)(N = 90) durante las primeras
48 semanas(S). Tras biopsia hepatica a la S48, cambiaron a fase
abierta recibiendo TDF durante 7 afos adicionales. A partir de la
S72 o posteriormente, los pacientes con DNA-VHB >400 copias(c)/
mL (69 Ul/mL) podian ser tratados con TDF y emtricitabina. EL ADN-
VHB fue determinado mediante COBAS TagMan (Roche) (limite de
deteccion = 169 ¢/mL = 29 IU/mL).

Resultados: Un total de 214 pacientes completaron 144 S de
tratamiento. En el AIT a largo plazo la respuesta virologica (RV)
(ADN-VHB < 400c/mL) del total de pacientes fue del 78% sin dife-
rencias significativas entre los grupos originales de tratamiento. El
analisis por protocolo (APP) mostro RV en el 95% de los tratados
con TDF durante 3 anos y 89% de los tratados con terapia secuen-
cial (ADV48S-TDF96S). Se detecto ADN-VHB = 400 c¢/mL en 14 pa-
cientes a las 144S, y adicionalmente en 3 pacientes en su ultima
visita antes de discontinuar el tratamiento con TDF durante el 3er
afno. Un total de 31 pacientes cambiaron a FTC+TDF entre la S72 y
144 por presentar ADN-VHB = 400 c/mL, de ellos 17 tuvieron ADN-
VHB < 400 c/mL a la S144. La media global de ALT fue 38,5 UI/L.
La pérdida de HBeAg y seroconversion se observo en el 35% y 26%
de pacientes respectivamente (APP).La probabilidad acumulada
de pérdida de HBsAg y seroconversion HBsAg fue del 8% y 5% res-
pectivamente. Los pacientes con pérdida de HBsAg pertenecian a
los genotipos A(12), D(7) o F(1).14 pacientes discontinuaron trata-
miento entre la S96 y 144, ninguno debido a efectos adversos (EA).
No se produjeron muertes durante el estudio y ningln paciente
presentd EAG durante el tratamiento considerados relacionados
con TDF. Un paciente con incremento de creatinina de 0,5 mg/dL
durante el 2° afio lo mantuvo durante el afno 3. El estudio de resis-
tencias esta en curso.

Conclusiones: TDF fue bien tolerado y produjo supresion viral
potente y continuada con aumento progresivo de la pérdida de
HBeAg y HBsAg a lo largo de 3 anos de tratamiento en pacientes
HBeAg+.

P-52. RESULTADOS A 3 ANOS DE TRATAMIENTO CON
TENOFOVIR DISOPROXIL FUMARATO (TDF) EN PACIENTES
CON HEPATITIS B CRONICA HBEAG-NEGATIVO

M. Buti?, P. Marcellin®, Z. Krasteve, G. Germanidis?, K. Kaita®,

I. KotzeV!, P. Buggische, F. Weilert", H. Trinh', S. Gurel,

E.J. Heathcotek, M. Prieto!, J.L. Calleja™, J. Sorbel", J. Anderson",
E. Mondou" y F. Rousseau”
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bHospital Beaujon. Francia.

University H. St Ivan Rilsky. Bulgaria.
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Introduccion: TDF es un analogo de nucledtido aprobado para el
tratamiento de VIH-1 en 2001 y para el tratamiento de la Hepatitis
cronica B (HCB) en 2008. A nivel mundial, mas de un millén de pa-
cientes toman TDF diariamente.

Métodos: Pacientes monoinfectados con HCB HBeAg-negativo
fueron aleatorizados 2:1 (doble-ciego) a recibir TDF 300 mg (N =
250) o adefovir dipivoxil 10 mg (ADV) (N = 125) una vez al dia. Tras
biopsia hepatica a la semana (S) 48, todos los pacientes cambiaron
a fase abierta recibiendo TDF durante 7 afos adicionales. A la se-
mana 72 o posteriormente, los pacientes con DNA-VHB = 400 co-
pias/mL (69 Ul/mL) tenian la opcion a ser tratados con TDF y em-
tricitabina. EL ADN-VHB fue determinado a través de COBAS TagMan
(Roche) (Limite de deteccion = 169 copias/mL = 29 IU/mL).

Resultados: Un total de 328 pacientes completaron 3 anos de
tratamiento. En el analisis a largo plazo por intencion de tratar la
respuesta virologica (ADN-VHB < 400 copias/mL) del total de pa-
cientes fue del 88% sin diferencias entre los grupos de tratamiento
originales aleatorizados. En el analisis por protocolo se observo res-
puesta virologica en el 99,1% de todos los pacientes en tratamiento
con TDF al tercer ano. Tres pacientes tuvieron ADN-VHB = 400 co-
pias/mL a la S 144 y un paciente adicionalmente discontinué TDF
durante el tercer aifo con ADN-VHB = 400 copias/mL en el momen-
to del abandono del estudio. 3 pacientes iniciaron tratamiento con
FTC+TDF en fase abierta a partir de la $72; todos ellos tuvieron
ADN-VHB < 400 copias/mL a la $144. No se detectaron mutaciones
asociadas a resistencia a TDF durante los 3 afos de tratamiento. La
media global de ALT a la 5144 fue de 33 Ul/L. La seguridad fue
buena hasta el tercer afo. Sélo 7 pacientes discontinuaron el tra-
tamiento durante el tercer ano; ninguno de ellos a causa de efectos
adversos. 2 pacientes fallecieron durante el tercer ano, ninguna
muerte se considerd relacionada con el farmaco en estudio. El
aclaramiento de creatinina se mantuvo estable durante los 3 afios
y ningln paciente tuvo incremento de 0,5 mg/dL en creatinina o
descenso de aclaramiento de creatinina < 50 mL/min.

Conclusiones: TDF fue bien tolerado y produjo una supresion
viral potente y continuada en pacientes HBeAg-. No fueron detec-
tadas mutaciones de resistencia asociadas durante tres anos de
tratamiento con TDF.

P-53. SUPRESION DE LA ACTIVIDAD DE LOS LINFOCITOS T
REGULADORES POR MEDIO DE UN PEPTIDO INHIBIDOR

DE FOXP3: APLICACION EN LA VACUNACION FRENTE

AL VIRUS DE LA HEPATITIS C

N. Casares, L. Arribillaga, F. Rudilla, D. Llopiz, J.I. Riezu-Boj,
P. Sarobe, F. Borras-Cuesta, J. Prieto y J.J. Lasarte

Centro de Investigacion Médica Aplicada. CIMA. Pamplona. Espaia.

Introduccioén: Los linfocitos T CD4+CD25+ reguladores (Treg) son
esenciales para la proteccion frente a las enfermedades autoinmu-
nes y en la prevencion del rechazo a los transplantes. Sin embargo,
debido a sus propiedades inmunosupresoras, pueden ser capaces
de inhibir la activacion de respuestas inmunitarias frente al cancer
e infecciones virales. El factor de transcripcion FOXP3 es impres-
cindible para su desarrollo y su actividad inmunosupresora. Por
este motivo, con el fin de inhibir la actividad de dichas células,
nuestro objetivo ha sido el desarrollo de péptidos inhibidores de
FOXP3 para su aplicacion en la potenciacion de una vacuna frente
al virus de la Hepatitis C (VHC) basada en un adenovirus recombi-
nante que expresa la proteina NS3 (AdNS3).

Métodos: La identificacion del péptido inhibidor de FOXP3 se
realizd mediante el uso de librerias de fagos. Posteriormente, se
comprobé su capacidad para unirse la proteina FOXP3 (mediante
resonancia de plasmones), entrar en la célula y bloquear la trans-
locacion de FOXP3 al nucleo (microscopia confocal), inhibir la acti-
vidad de Treg purificados tanto humanos como murinos (ensayos de

proliferacion celular) y restablecer la actividad de factores de
transcripcion tales como NFAT y NFKB en ensayos de luciferasa. En
cuanto a los estudios in vivo, se analizo el efecto inmunopotencia-
dor de P60 en la vacunacion de ratones BALB/c con el adenovirus
AdNS3 en un modelo de infeccidn con virus vaccinia que expresa la
poliproteina del VHC (vHCV1-3011).

Resultados: Hemos identificado el péptido P60, capaz de unirse
a FOXP3, inhibir su translocacion al ncleo. Hemos observado que
FOXP3 inhibe la actividad transcripcional de los factores de trans-
cripcion NFAT y NFkB. Sin embargo, la adicidon de P60 era capaz de
restablecer la actividad de NFAT y NFkB. P60 inhibe in vitro la acti-
vidad inmunosupresora de las Treg. La vacunacion de ratones
BALB/c con AdNS3 es capaz de proteger a un 60% de los ratones de
la posterior infeccion con vHCV1-3011. Sin embargo, la combina-
cion del adenovirus con P60 fue capaz de proteger el 100% de los
animales.

Conclusiones: Estos resultados muestran que el péptido P60 es
capaz de inhibir la actividad de FOXP3 y de los Treg y asi aumentar
la eficacia de una vacuna basada en el uso de un adenovirus que
expresa la proteina NS3. Esta estrategia podria aplicarse en la va-
cunacion terapéutica frente al VHC.

P-54. LA PRESENCIA DE MUTACIONES EN EL PROMOTOR
BASICO DEL CORE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B EN
PACIENTES HBEAG POSITIVO IDENTIFICA A LOS PACIENTES
QUE REQUERIRAN TRATAMIENTO ANTIVIRAL A LARGO
PLAZO TRAS LA SEROCONVERSION A ANTIHBE

D. Tabernero?, M.J. Sanchez®, M. Homs?, F. Rodriguez-Frias®<,
R. Jardi®<, M. Schaper?, R. Esteban®cy M. Buti><

aCentro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd) del Instituto Carlos Il.
Barcelona. Espafia.

bDepartamento de Hepatologia.
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Hospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.

Introduccion: Algunos pacientes con hepatitis cronica B (HCB)
HBeAg positivo mantienen niveles detectables de ADN-VHB y progre-
sion de la enfermedad hepatica, tras la pérdida del HBeAg. Identifi-
car a estos pacientes permitiria que se beneficiasen del manteni-
miento del tratamiento antiviral tras la pérdida del HBeAg.

Objetivos: Evaluar la relacion entre las caracteristicas virologi-
cas basales del VHB en la fase HBeAg positivo (genotipo, niveles de
ADN-VHB y las mutaciones en las posiciones 1762y 1764 del promo-
tor basico del core (PBC) y en la region precore (PC) del VHB) y los
cambios de estas variables en el momento de y tras la pérdida del
HBeAg, en pacientes con replicacion persistente del VHB.

Pacientes y métodos: Se analizaron 60 muestras de suero de 20
pacientes (15 varones, mediana de edad 37 afos) con HCB HBeAg
positivo, que perdieron el HBeAg espontaneamente o con trata-
miento antiviral (8 interferon, 10 analogos de los nucleos(t)idos) y
posteriormente fueron seguidos longitudinalmente. El genotipo del
VHB y las mutaciones del PBC y del PC se determinaron, mediante
hibridacion reversa (INNO-LiPA). El ADN-VHB se cuantifico por PCR
en tiempo real (sistema Light-Cycler).

Resultados: Basalmente, 13 (65%) pacientes presentaban genoti-
po Ay 7 (35%) genotipo D. En el PC se detectaron mutaciones en 6
(30%) pacientes y en el PBC en las posiciones 1762 y 1764 también
en 6 pacientes respectivamente. La mediana de los niveles de ADN-
VHB fue 7,7 log10 copias/ml. Todos los pacientes perdieron el HBe-
Ag y 16 (80%) seroconvirtieron a antiHBe. Ocho (40%) pacientes
presentaron ADN-VHB indetectable tras un seguimiento medio de
39,5 meses y 12 (60%) ADN-VHB detectable (niveles medios 7,5
log10 copias/ml), tras un seguimiento medio de 74,5 meses. La
Unica variable asociada con la replicacion persistente del VHB tras
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la pérdida de HBeAg fue la presencia de mutaciones en el PBC ba-
salmente (p = 0,017). Ademas 2 pacientes desarrollaron mutaciones
en el PBC durante el seguimiento. Cuatro pacientes negativizaron
el HBsAg después de un seguimiento medio de 35 meses, todos ellos
presentaron genotipo Ay en ningln caso se detectaron mutaciones
en el PBC.

Conclusiones: La deteccion de mutaciones en el PBC en pacien-
tes con HCB HBeAg positivo, es un indicador de los que van a pre-
sentar viremia persistente tras la pérdida del HBeAg al interrumpir
el tratamiento. El estudio de estas mutaciones podria seleccionar
pacientes candidatos a recibir terapia antiviral continuada.

P-55. INMUNIZACION FRENTE AL VIRUS DE LA HEPATITIS
C MEDIANTE EL USO DE UN PEPTIDO DE LA PROTEINA NS3
UNIDO COVALENTEMENTE A LAS MODULINAS DERIVADAS
DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS

M. Durantez?, C. Fayolle®, N. Casares?, V. Belsue?, J.l. Riezu?,
P. Sarobe?, J. Prieto®<, F. Borras-Cuesta?, C. Leclerc® y J.J. Lasarte?

aCentro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Division of
Hepatology and Gene Therapy. Universidad de Navarra.
Pamplona. Espana.

binstitut Pasteur. Unité de Régulation Immunitaire

et Vaccinologie. INSERM. Paris. Francia.

CIBERehd. Clinica Universidad de Navarra. Pamplona. Espania.

Introduccion: Las proteinas recombinantes son generalmente
poco inmunogénicos si no se combinan con adyuvantes adecuados o
son modificados para favorecer su captura por las células dendriti-
cas (CD) y su posterior maduracion. S. epidermidis produce un
complejo de al menos cuatro péptidos, llamado “phenol-soluble
modulins”, que activa la produccion de citoquinas proinflamatorias
por los macrofagos a través de la via Toll like receptor 2 (TLR2). En
este trabajo analizamos si la union de un antigeno peptidico de la
proteina NS3 del virus de la hepatitis C (VHC) a los péptidos deriva-
dos de la modulina de S. epidermidis podria facilitar la captura del
antigeno por las células dendriticas que expresan TLR2 y favorecer
la induccion de una respuesta inmunitaria frente al VHC.

Métodos: Analizamos por citometria de flujo la capacidad de los
péptidos derivados de alfa-Mod y gamma-Mod para unirse a dife-
rentes subpoblaciones leucocitarias. Estudiamos la capacidad de
estos péptidos para activar la maduracion de las células dendriticas
y mejorar la presentacion antigénica asi como para inducir una
respuesta citotoxica antigeno especifica mediante ensayos de “in
vivo killing” y ELISPOT. Sintetizamos los péptidos alfa-Mod-1073 y
gamma-Mod-1073 que contienen los péptidos alfa y gamma de la
modulina fusionados al epitopo T citotoxico p1073-1081 de la pro-
teina NS3 del VHC que es reconocido en el contexto de la molécula
humana HLA-A2. Inmunizamos ratones transgénicos HHD con estos
péptidos y analizamos su capacidad de inducir una respuesta celu-
lar frente al VHC.

Resultados: Hemos demostrado que los péptidos sintéticos que
contienen alfa-Mod y gamma-Mod son capaces de unirse a la super-
ficie de varias subpoblaciones de esplenocitos y en particular a las
células presentadoras de antigeno. Estos péptidos inducen la ma-
duracion de CD y consiguen mejorar la presentacion antigénica. La
inmunizacion de ratones trasnsgénicos HHD que expresan la protei-
na HLA-A2 con los péptidos alfa-Mod-p1073 y gamma-Mod-p1073,
en combinacion con el adyuvante poli(l:C), indujo potentes res-
puestas T citotoxicas frente al péptido p1073, algo que no ocurria
cuando los ratones eran inmunizados con el p1073 y poli(l:C).

Conclusiones: Los péptidos alfa y gamma derivados de la modu-
lina pueden ser utilizados para el “targeting” de antigenos a las
células presentadoras. La union de un antigeno del VHC a estos
péptidos constituye una estrategia Util en el desarrollo de una va-
cuna frente al VHC.

P-56. E\/ALUACION ECONOMICA DE UN PROGRAMA DE
ATENCION MULTIDISCIPLINARIO EN EL TRATAMIENTO
DE HEPATITIS C: RESULTADOS PRELIMINARES

M. Garcia-Retortillo?, V. Martin-Escudero®, M.D. Giménez?,
I. Cirera?, C. Marquez?, P. Castellvi?, R. Navinés?, O. Urbina?,
E. Salas?, R. Martin-Santos¢, C. Varela® y R. Sola®

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

bRoche Farma. Madrid. Espana.

Servicio de Psiquiatria/Unidad de Investigacién en Farmacologia.
Hospital del Mar. IMIM. Barcelona. Espafia.

dServicio de Farmacia. Hospital del Mar. IMIM. Barcelona. Espafa.

Introduccion: La adherencia al tratamiento es un factor impor-
tante que influye en el éxito de la terapia de la hepatitis cronica C
(HCC).

Objetivos: Comparar los costes y efectos de un programa de
atencion multidisciplinario (PAM) versus la estrategia convencional
en un grupo de pacientes con HCC, con el fin de ayudar a optimizar
la asignacion de recursos.

Métodos: Se incluyeron en el estudio 278 pacientes con HCC mo-
noinfectados no tratados previamente: Grupo 1 (n = 131) con estra-
tegia PAMy Grupo 2 (n = 147) controlados con estrategia convencio-
nal. Todos los pacientes fueron tratados con Peg-IFN alfa-2a y
ribavirina. Ademas de hepatodlogos y enfermeras, el PAM incluyo
farmacéuticos, psicologos y administrativos. Se realiz6 ademas, un
esquema de visitas abierto y flexible, un control activo de la medi-
cacion, una evaluacion continuada del riesgo psiquiatrico y se ofre-
cio a los pacientes informacion estandarizada. Se desarroll6 un ar-
bol de decision para estimar el ratio coste-efectividad incremental
(RCEI) del PAM versus la estrategia convencional. Se incluyeron los
costes unitarios de los medicamentos y del tiempo de los profesio-
nales. La efectividad se midi6 en términos de respuesta viral soste-
nida (RVS) y la adherencia se definié como la administracion de >
80% de la dosis total prescrita.

Resultados: Para genotipos 1/4 (G-1/4), el 92,4% de los pacien-
tes fueron adherentes en el grupo 1y el 69,3% en el grupo 2 (p =
0,0005) mientras que para genotipos 2/3 (G-2/3), el 96,9% y 93,2%
de los pacientes fueron adherentes en los grupos 1y 2 respectiva-
mente (p > 0,05). La RVS fue 66,7% en el grupo 1 y 48,9% en el
grupo 2 para G-1/4 (p = 0,03) y 87,7% y 81,4% para G-2/3 (p > 0,05)
en los grupos 1y 2 respectivamente. El coste por RVS fue superior
en el grupo 2 que en el grupo 1 (24.079€y 20.197€ en G-1/4; 8.351€
y 7.723€ en G-2/3). El coste por cada RVS adicional en el grupo 1
fue de 9.533€ en pacientes con G-1/4, en pacientes con G-2/3 el
grupo 1 fue dominante, es decir, mas efectivo y menos costoso que
en el grupo 2.

Conclusiones: El PAM mejora la adherencia en el tratamiento de
la HCC y con ello la respuesta viroldgica, pudiendo ser ademas, una
estrategia coste-efectiva en comparacion con la estrategia de tra-
tamiento convencional.

P-57. RESULTADOS CLINICOS, HISTOLOGICOS ]
Y HEMODINAMICOS DEL TRATAMIENTO CON INTERFERON
PEGILADO Y RIBAVIRINA EN PACIENTES CON RECIDIVA C
TRAS EL TRASPLANTE HEPATICO

J.A. Carrion, G. Crespo, G. Fernandez-Varo, R. Miquel,
J.C. Garcia-Pagan, J. Bosch, W. Jiménez, M. Navasa y X. Forns

Unidad de Hepatologia del Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBERehd.
Barcelona. Espana.

Antecedentes: Pocos estudios han evaluado el impacto del tra-
tamiento antiviral en la fibrosis hepatica, la presion portal y la su-
pervivencia del injerto en pacientes con recidiva C tras el trasplan-
te hepatico (TH).
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Objetivos: Evaluar clinicamente, histoldgicamente y hemodinamica-
mente la respuesta antiviral en pacientes con recidiva C tras el TH.

Métodos: Se incluyeron 93 pacientes con recidiva C post-TH
(2000-2006) que recibieron interferén pegilado alfa-2b y ribavirina,
con un seguimiento medio post-tratamiento de 27 meses. En todos
los pacientes se realizo una biopsia hepatica al inicio y al final del
tratamiento; el gradiente de presion venoso hepatico (GPVH) se
determino en 68 pacientes.

Resultados: Treinta y dos (34%) pacientes alcanzaron una respues-
ta viral sostenida (RVS). En el inicio del tratamiento, habia fibrosis
significativa (F = 2) en 20 (63%) de los 32 pacientes que lograron la
RVS (RVSs) vs 40 (66%) de los 61 que no respondieron (NRs) (p = ns) e
hipertension portal (GPVH = 6 mmHg) en 14 (54%) de los 26 RVSs vs
35 (69%) de los 51 NRs (p = ns). Tras finalizar el tratamiento se obser-
v un aumento del estadio de fibrosis = 1 en 3 (9%) RVSs vs 34 (56%)
NRs (p = 0,001) y el GPVH aumenté = 25% respecto al basal en 1 (7%)
RVSs vs 23 (43%) NRs (p = 0,006). Durante el seguimiento 19 (31%)
NRs desarrollaron descompensacion clinica (15 ascitis, 4 encefalopa-
tia) pero ninglin RVSs se descompensoé (log-rank = 0,001). La hepati-
tis colestasica (OR: 1,28, p = 0,025) y la RVS (OR: 2,28, p = 0,001) se
asociaron independiente con la progresion de la fibrosis y el aumento
del GPVH de forma positiva y negativa, respectivamente. La RVS
(OR: 20,4, p = 0,004) fue la Unica variable asociada independiente-
mente con la ausencia de descompensacion.

Conclusiones: la RVS en pacientes con recidiva C tras el TH se
asocia a mejores resultados clinicos al prevenir la progresion de la
fibrosis y de la hipertension portal.

P-58. PAPEL DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS
DEL RECEPTOR DEL INTERFERON ALFA EN LA RESPUESTA
AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL DE LA HEPATITIS CRONICA C

R. Lopez-Rodriguez?, M. Roman®, A. Hernandez-Bartolomé,
L. Rodrigoc, M.J. Borque-Ifurrita?, Y. Rodriguez-Mufioz?,

S. Martin-Vilchez?, M. Trapero-Marugan?, F. Abad-Santos®,
R. Moreno-Otero?® y P. Sanz-Cameno?

eUnidad de Hepatologia Hospital Universitario La Princesa

y CIBERehd (Instituto de Salud Carlos Ill). Madrid. Espana.
bServicio de Farmacologia Clinica. ITH. Hospital Universitario

de la Princesa. Madrid. Espanfa.

Servicio de Digestivo. Hospital Central de Asturias. Oviedo. Espana.

Introduccion: La administracion de interferdn-pegilado-a mas
ribavirina es la herramienta terapéutica mas eficaz en el trata-
miento de la hepatitis cronica C (HCC). Mientras que los pacientes
con HCC infectados por los genotipos virales 2 y 3 tienen una tasa
alta de respuesta viral sostenida (RVS), los pacientes infectados por
virus C con genotipos 1 y 4 alcanzan la RVS solo en el 40% de los
casos aproximadamente. El interferon-pegilado-a estimula la res-
puesta inmune a través de su union con el receptor del interferon-
a (IFNAR), codificado por los genes IFNAR1 y IFNAR2, y en cuya se-
cuencia se incluyen varios polimorfismos. Estas variaciones
genéticas podrian afectar a la cascada de sefalizacion modulando
la respuesta antiviral. En consecuencia, nos proponemos determi-
nar el papel de los polimorfismos del IFNAR en la respuesta al tra-
tamiento con interferon-pegilado-a mas ribavirina.

Métodos: 167 pacientes con HCC tratados con interferon-pegila-
do-a mas ribavirina se incluyeron en el estudio tras dar su consen-
timiento informado. Se determinaron los polimorfismos de los ge-
nes IFNAR1 (-408C/Ty V168L) y IFNAR2 (F8S y F10V) mediante PCR.
La respuesta al tratamiento se definié como respuesta viral soste-
nida (RVS) o no respuesta (NR) siguiendo la practica clinica habi-
tual. La asociacion de los polimorfismos con la respuesta al trata-
miento se estimo mediante el test estadistico x2.

Resultados: Como se ha descrito previamente, los pacientes con
genotipo viral 1 y 4 mostraban una tasa menor de respuesta. (p =

0,001). En consecuencia, la asociacion de los polimorfismos del IF-
NAR con la respuesta al tratamiento se analizé en dos grupos (ge-
notipo viral 1-4 y 2-3). Los pacientes portadores del genotipo viral
1-4 mostraron una tasa de respuesta menor cuando portaban el
diplotipo T/T-T/T de los polimorfismos F8S y F10V (p < 0,05); sin
embargo la tasa de respuesta era similar a la conseguida por los
pacientes con genotipo viral 2-3 cuando portaban otros diplotipos
F8S y F10V. Ademas, los pacientes con genotipo viral 1-4 mostraban
una tasa menor de respuesta asociada a los genotipos G/Gy C/C de
los polimorfismos V168L y -408C/T (p < 0,05), respectivamente.

Conclusiones: Nuestros datos sugieren que, en funcion del geno-
tipo viral, los polimorfismos del IFNAR analizados pueden influir en
la respuesta al tratamiento de la HCC. El incremento del tamafo
muestral ayudaria a confirmar el valor prondstico de estos polimor-
fismos.

P-59. LA PROLONGACION DEL TRATAMIENTO ANTIVIRAL
EN LA HEPATITIS POR VIRUS C RECURRENTE .
POSTRASPLANTE HEPATICO SIN RESPUESTA VIROLOGICA
RAPIDA REDUCE LAS RECAIDAS Y AUMENTA LA RESPUESTA
VIROLOGICA SOSTENIDA

J.M. Pascasio, J.M. Sousa, F. Gavilan, M.T. Ferrer, M. S:clyago,
J. Serrano Diez-Canedo, A. Giraldez, L. Barrera, J.M. Alamo
y M.A. Gbmez-Bravo

Hospital Universitario Virgen del Rocio. Sevilla. Espana.

Objetivos: Evaluar la respuesta viroldgica sostenida (RVS) y se-
guridad del tratamiento en pacientes con hepatitis por VHC recu-
rrente postrasplante hepatico, utilizando dosis plenas de interfe-
ron pegilado alfa-2a (PEG2a) y ribavirina (RBV) y duracion
prolongada en aquéllos sin respuesta viroldgica rapida (RVR).

Pacientes y métodos: Estudio de la cohorte completa de pacientes
con recurrencia histolégica por VHC postrasplante hepatico tratados
durante 48 (genotipos 1-4) o0 24 semanas (genotipos 2-3). En pacien-
tes sin RVR (4 semanas) se propuso la prolongacion del tratamiento a
72 (genotipos 1-4) o 48 semanas (genotipos 2-3). Se incluyeron 46
pacientes [(4 hepatitis agudas con ictericia y/o colestasis y 42 croni-
cas, 60% con fibrosis (F) severa (F3-F4, indice Scheuer)],76% genotipo
1, 65% con carga viral VHC > 800.000 Ul/ml. Trece pacientes (11 ge-
notipo 1; 2 con genotipo 3) recibieron tratamiento prolongado.

Resultados: Se observd RVR (31%), a las 12 semanas [RNA-VHC
negativo, 64%; respuesta virologica precoz (RVP), 86%], al final del
tratamiento (70%) y RVS (61% global; 57% en genotipo 1), respecti-
vamente. La RVS se asoci6 a la negativizacion del RNA-VHC a las 4
(93% vs 48%; p = 0,004) y 12 semanas (86% vs 25%; p = 0,04) y a la
RVP (71% vs 17%; p = 0,018). Solo 1 paciente sin RVP tuvo RVS. En
los pacientes sin RVR, el tratamiento prolongado incrementé la RVS
(92% vs 40%; p = 0,044). La RVS se asoci6 a la carga viral baja (81%
vs 50%; p = 0,039), pero no a la severidad de la fibrosis. La mediana
de tiempo entre el trasplante y el inicio del tratamiento fue mayor
en los pacientes con RVS (42 vs 16 meses; p = 0,001). La edad media
de los donantes tendi6 a ser menor en los que tuvieron RVS (46 vs
51 afos; p = NS). No hubo diferencias asociadas a la pauta de inmu-
nosupresion. El 80%, 61%, 24% y 26% de los pacientes presentaron
anemia, neutropenia, trombopenia y rechazo agudo/cronico, res-
pectivamente; el 9% recibi6 Filgastrim, el 52% eritropoyetina y el
24% transfusion. EL 26% de los pacientes debieron suspender el tra-
tamiento y ello se asocié a menor RVS (33% vs 71%; p = 0,028). La
RVS se asoci6 a una mayor supervivencia.

Conclusiones: 1) El tratamiento agresivo de la hepatitis por VHC
postrasplante hepatico, con dosis plenas de PEG2a 'y RBV y duracion
prolongada (cuando no existe RVR), permite reducir las recaidas y
obtener una alta tasa de RVS, superior a las referidas con pautas de
duracion estandar. 2) Las variables predictivas de RVS resultan si-
milares a las definidas en inmunocompetentes.
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P-60. ANALISIS LONGITUDINAL DE LA EXPRESION DE PD-1
EN LAS CELULAS CD8+ VHC-ESPECIFICAS DURANTE

EL TRATAMIENTO ANTI-VHC SEGUN LA RESPUESTA
VIROLOGICA

J.R. Larrubia?, S. Benito?, J. Miquel?, M. Calvino?,
E. Sanz-de-Villalobos?, A. Gonzalez-Praetorius?, S. Albertos®
y T. Parra-Cid?

aUnidad de Hepatologia Traslacional. Hospital Universitario
de Guadalajara. Universidad de Alcald. Guadalajara. Espafa.
bServicio de Aparato Digestivo. Fundacion Jiménez-Diaz.
Universidad Auténoma. Madrid. Espafia.

Introduccion: La recuperacion de reactividad de los linfocitos T
citotoxicos (LTC) VHC-especificos podria desempefar un importan-
te papel en el desarrollo de respuesta virologica sostenida (RVS)
tras tratamiento. En relacion con la respuesta al tratamiento, se
analiz6 la dinamica de la frecuencia, reactividad y fenotipo PD-1
de los LTC VHC-especificos durante el tratamiento de pacientes con
hepatitis cronica por VHC (HCC).

Material y métodos: Veintidds pacientes con HCC genotipo-1
HLA-A2+ recibieron tratamiento con Peg-interferon alfa-2b y riba-
virina. Se obtuvieron linfocitos de sangre periférica (SP) e intrahe-
paticos (IH) antes del tratamiento y de SP longitudinalmente hasta
24 semanas post-tratamiento. La frecuencia de LTC VHC-especifi-
cos se cuantifico mediante tincion con Ac anti-CD8 y complejos
pentaméricos HLA-A2/péptido (pentamero). Directamente ex-vivo
y tras expansion, se analizo el fenotipo PD-1 en las células CD8+/
pentamero+ mediante tincion con Ac anti-PD-1. La proliferacion se
evalué mediante estimulacion de las células T con el péptido espe-
cifico en presencia y ausencia de anti-PD-L1. Las células marcadas
se analizaron mediante citometria de flujo. La RVS, recaida y no-
respuesta se definio de acuerdo a la guia de consenso de la AEEH.

Resultados: De los 22 pacientes tratados: 12 desarrollaron RVS,
6 recidivaron y 4 no respondieron al tratamiento. Antes del trata-
miento se detectaron directamente ex-vivo células CD8+/penta-
mero+ en SP en un 20% e IH en un 80% de los pacientes tratados.
Estas células presentaban un fenotipo PD1 elevado en higado y PD1
intermedio en SP y proliferaron tras estimulacion especifica in-vi-
tro solamente en un 10% de casos, aunque aumento hasta el 25%
tras tratamiento con anti-PD-L1. Tras el final del tratamiento se
observé una recuperacion de la reactividad de las células CD8+/
pentamero+ en los pacientes con RVS (90%) y recaedores (80%) pero
no en los no-respondedores (0%) (p < 0,001). Curiosamente, la ex-
presion de PD-1 en las células CD8+/pentamero+ tras expansion era
significativamente mayor en los pacientes con recaida con respecto
a los sujetos con RVS (p < 0,001).

Conclusiones: El desarrollo de RVS tras tratamiento se correlacio-
na con la recuperacion de reactividad de LTC VHC-especificos con
baja expresion de PD-1, mientras que en los pacientes con recaida
estas células tienen un fenotipo PD-1 intermedio y los no-responde-
dores no recuperan la respuesta citotoxica VHC-especifica.

P-61. COMPORTAMIENTO DE CITOCINAS TH1 Y TH2

Y SUS POLIMORFISMOS EN PACIENTES CON HEPATITIS
CRONICA C (HCC) GENOTIPO 1 TRATADOS

CON INTERFERON PEGILADO Y RIBAVIRINA

E.J. Pavon?, P. Mufoz de Rueda®®, M.A. Lopez-Nevots, J. Casado?,
A. Gila?®, J. Ledn>®, R. Quiles*?, J.A. Mufoz?, A. Ruiz-Extremera®®
y J. Salmerona®

aUnidad de Aparato Digestivo. Hospital Universitario San Cecilio.
Granada. Espafia.

bCiber Enfermedades Hepdticas y Digestivas.

Servicio de Inmunologia.

Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada. Espafa.

Introduccion: Las citoquinas juegan un papel importante en la
regulacion de la respuesta inmune. En la infeccion por VHC una
produccion inadecuada de sus niveles puede afectar la respuesta al
tratamiento. Ademas se ha demostrado que ciertos polimorfismos
de las citoquinas afectan a la expresion y secrecion de las mismas.

Métodos: Se han determinado los niveles de expresion y los poli-
morfismos de las citoquinas Th1 (IFN-gamma y TNF-alfa) y Th2 (IL-6
e IL-10) en 133 pacientes con HCC, genotipo 1, tratados con
IFNpeg+RBV durante 48 semanas en las siguientes muestras: basa-
les, 12 semanas del comienzo del tratamiento y una vez finalizado
el mismo. 73 pacientes (55%) presentaron respuesta virologica sos-
tenida (RVS), 40 (30%) fueron recidivantes (RC) y 20 (15%) no res-
pondieron (NoRVP) a las 12 semanas de tratamiento.

Resultados: En la IL-10 se observd un descenso significativo en-
tre la basal y el postratamiento (p = 0,023); mientras que en el
IFN-gamma presentaba diferencias significativas al comparar la ba-
sal con las 12 semanas (p = 0,01) y al finalizar el tratamiento (p <
0,0001). Haciendo un estudio estratificado por respuesta (NR (RC +
noRVP) vs RVS) se demostr6 que Unicamente la IL-10 presentaba
diferencias significativas en su comportamiento por efecto del tra-
tamiento (p = 0,034), ya que sus valores no se modificaron en los
NR. Al individualizar a los pacientes RC, se observé un aumento del
TNF-alfa al compararlos con la RVS, tanto en el basal (p = 0,037)
como en el postratamiento (p = 0,017). Los factores predictivos
independientes de RVS fueron la edad = 40 anos (ORa = 2,6, 1C95%
= 1,2-5,5, P = 0,014) y el TNF-alfa basal (ORa = 0,944, 1C95% =
0,896-0,994, p = 0,029). Con respecto a los polimorfismos de las
citoquinas, se observo en la RVP una asociacion con los genotipos
T/Ay T/T (fenotipo High e Intermediate, respectivamente) del IFN-
alfa (p = 0,018), asi como los A/C para IL10-592 (p =0,016) y C/Cy
T/C para IL10-819 (p = 0,033). La RVS se relacionaba con el genoti-
po C/C (fenotipo low) de la IL-6 (p = 0,048).

Conclusiones: En la HCC-genotipo 1, los patrones de algunas ci-
toquinas varian ampliamente segln el tipo de respuesta virologica,
como expresion de una mayor respuesta inmune en los pacientes
con RVS. Por otro lado, los polimorfismos de IL-6 se asocian con la
RVS tanto genotipica como fenotipicamente, mientras que los poli-
morfismos del IFN-gamma e IL10 se relacionan con la RVP.

P-62. ULTRASECUENCIACION /PIROSECUENCION COMO
HERRAMIENTA PARA EL ANALISIS DE LA EVOLUCION

DE LA QUASIESPECIES DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B:
ESTUDIO DE UN PACIENTE TRATADO SECUENCIALMENTE
CON ANALOGOS DE NUCLEOSIDOS Y NUCLEOTIDOS

F. Rodriguez Frias*<, D. Taberneroc, J. Quer, R. Jardi><,
M. Schaperc, M. Homs¢, |. Ortega?, P. Fernandez Fernandez?,
R. Esteban®cy M. Buti®<

aDepartamento de Bioquimica.

bDepartamento de Hepatologia.

Hospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.
<Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd) del Instituto Carlos Ill.
Barcelona. Espana.

dUnidad de Bioinformadtica y Estadistica del Institut de Recerca
Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.

Introduccion: El estudio de variantes del virus de la hepatitis B
(VHB) resistentes al tratamiento con analogos de nucleos(t)idos
(Nucs) sélo detecta las variantes con proporciones > 1% de la qua-
siespecies viral. La ultrasecuenciacion/pirosecuenciacion (UDPS)
permite el analisis de miles de secuencias, Util para detectar va-
riantes muy minoritarias y conocer la complejidad de la quasies-
pecies.

Objetivos: Estudiar por UDPS la quasiespecies del VHB en un
paciente con infeccion crénica tratado secuencialmente con Nucs
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(lamivudina [LAM], adefovir [ADV] y entecavir [ETV]), en el que se
detectaron resistencias a estas terapias.

Métodos: Se analiz6 por UDPS (GS-FLX 454/Roche) un fragmento
de la polimerasa del VHB (codones 148 a 208) en muestras obteni-
das al principio y al final de cada tratamiento y una muestra de 4
anos antes del primer tratamiento (pre-Nucs).

Resultados: Se han obtenido 100390 secuencias. Al inicio del tra-
tamiento con LAM se observaron bajas proporciones de variantes
asociadas a resistencia a LAM (rtM204l [0,03%], rtV173L [0,03%] y
rtv1911 (1,08%)) y ADV (rtA181T [0,05%]), frecuencias similares
(0,08%, 0,05%, 0,09% y 0,59%) se observaron en las muestra pre-
Nucs. Tras una respuesta inicial a LAM se observd una reactivacion
de la actividad viral (RV) con rtA181T como principal variante
(64,1%), seguida de las variantes con mas de una sustitucion (com-
binadas): rt181AT-rtV1911 (4,4%), rtL180M-rtM204V-rtV2071 (1,4%) y
rtA181T-rtM204V-rtV2071 (1,3%); también se observo una propor-
cion elevada de la variante rtL180M (1,9%). No hubo respuesta a
ADV persistiendo rtA181T (56,5%), seguida por rtA181T-rtV191I
(6,6%). Tras una primera respuesta a ETV, se produjo un RV aumen-
tando la complejidad de la quasiespecies, detectandose una alta
proporcion de variantes combinadas: rtL180M-rtS202G-rtM204V-
rtvV2071 (72,4%), rtl169T-rtV173L-rtL180M-rtM204V (10%) y rtI169T-
rtV173L-rtL180M-rtS202G-rtM204V+rtV207I (4,6%).

Conclusiones: La UDPS permite analizar cuantitativamente la
evolucion de la quasiespecies VHB bajo el efecto de las terapias
antivirales, detectandose variantes combinadas y de muy baja fre-
cuencia (= 0,03%). No se observaron cambios en la quasiespecies
en ausencia de terapia antiviral. La variante rtA181T, la mas fre-
cuente en las quasiespecies basal, fue la principal responsable del
fallo de los tratamientos con LAM y ADV. Las variantes combinadas
son seleccionadas preferentemente como resistentes a la terapia
con ETV.

P-63. LA IND!VIDUALIZACICN DEL TRATAMIENTO
Y LA ATENCION MULTIDISCIPLINAR AUMENTAN
LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS C

M. Garcia-Retortillo?, I. Cirera?, N. Canete?, M.D. Giménez?,
C. Marquez?, P. Castellvi?, R. Navinésc, A. Castano®, O. Urbinad,
E. Salas?, S. Coll2, F. Bory?, R. Martin-Santos® y R. Sola®

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

bServicio de Psiquiatria. Hospital del Mar. Barcelona. Espania.
‘Departamento de Psiquiatria y CIBERSAM. Institut Clinic

de Neurociéncies. Hospital Clinic. IDIBAPS. Barcelona. Espaia.
d4Servicio de Farmacia. Hospital del Mar. Barcelona. Espaia.

Introduccién: Algunos estudios han confirmado la eficacia de la
individualizacion del tratamiento de la hepatitis C (HCC), aumen-
tando su duracion en pacientes sin respuesta viroldgica rapida
(RVR). Por otra parte, los sistemas de apoyo basados en la atencion
multidisciplinar, aumentan la adherencia al tratamiento y como
consecuencia su efectividad. El objetivo del presente estudio es
analizar la eficacia conjunta de ambas estrategias en la practica
clinica habitual.

Métodos y resultados: Hemos incluido 395 pacientes consecuti-
vos con HCC que iniciaron tratamiento con IFN PEG alfa-2a (180 p.g)
y ribavirina (RBV) (1000-1200 mg, 48 semanas G1/4 y 800 mg, 24
semanas G2/3) desde 2002 a 2008. Los pacientes se han dividido en
3 grupos: Grupo 1, tratamiento con control convencional (2002-
2005); Grupo 2, tratamiento realizado en un programa de atencion
multidisciplinar (PAM) previamente descrito (2005-2006); Grupo 3,
a los que, ademas de estar incluidos en el PAM, se les ofrecia la
posibilidad de aumentar la duracion del tratamiento (72 semanas
en genotipo 1/4 o0 48 semanas en genotipo 2/3) si no presentaban
RVR (2007-2008). Se considerd la adherencia al tratamiento cuando

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 P
Pacientes 147 131 117
RVS global (%) 61,9 77,1 83,8 0,0002
RVS G 1/4 (%) 48,9 66,7 71,2 0,01
RVS G 2/3 (%) 81,4 87,7 93,8 0,1
Recidiva (%) 22,2 13,7 5,8 0,002
Adherencia (%) 78,9 94,6 88,8 0,0004

los pacientes recibieron el 80% de la dosis total prescrita de ambos
farmacos. Se realizd extension del tratamiento en 29 de 37 pacien-
tes del grupo 3 que no presentaron RVR y negativizaron el ARN VHC
en la semana 24. La tasa de RVS en ellos fue del 89,6% (G1/4: 87%
y G2/3: 100%).

Conclusiones: La aplicacion conjunta de medidas de soporte
multidisciplinar y la individualizacion de la duracion del tratamien-
to aumentan la eficacia del tratamiento de la hepatitis C sin una
clara repercusion en la adherencia. La mejor tasa de respuesta que
consigue la individualizacion de la duracion del tratamiento se
debe a una reduccion en la tasa de recidiva.

P-64. ESTUDIO OBSERVACIONAL, PROSPECTIVO .

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

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

L. Grande Santamaria”, R. Sold', F. Bafos’, M. Miras*, M.A. Alvarez!,
A. Castro™, M. Jiménez Pérez", M. Vergara Gomez", B. Pefias?,

L. Bonete, J. SalmeronP, M. Moreno?, F. Jorquera’

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

de la Infeccion por VHC y Transaminasas Normales

%Hospital Puerta de Hierro. Madrid. Espafia.

bHospital Carlos Ill. Madrid. Espafa.

‘Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona. Barcelona. Espaiia.
4Hospital La Princesa. Madrid. Espafa.

¢Hospital del Norte. Madrid. Espafa.

'Hospital Virgen de las Nieves. Granada. Espafa.

sHospital Arquitecto Marcide. A Coruha. Espafia.

hHospital de Valme. Sevilla. Espana.

iHospital del Mar. Barcelona. Espafa.

JConsorci Sanitari Integral de L’Hospitalet. Barcelona. Espana.
kHospital Virgen Arrixaca. Murcia. Espafa.

Hospital Altahia. Manresa. Barcelona. Espana.

mHospital Juan Canalejo. A Corufia. Espana.

"Hospital Regional Carlos Haya. Mdlaga. Espafa.

"Hospital Parc Tauli. Sabadell. Barcelona. Espaia.

°Hospital Son Dureta. Baleares. Espafa.

PHospital San Cecilio. Granada. Espafa.

9Hospital General de Fuerteventura. Tenerife. Espafa.
"Hospital de Leon. Ledn. Espania.

Introduccion: Del 25 al 46% de los pacientes con hepatitis C cro-
nica tienen niveles de transaminasas normales. El estudio que per-
mitié avalar el tratamiento de estos pacientes con transaminasas
normales utilizé dosis de ribavirina de 800 mg/dia. Sin embargo la
dosis actual recomendada es de 1000-1200 para genotipos 1y 4. EL
objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta al tratamiento
con Peginterferéon alfa-2a asociado a ribavirina a dosis estandar
(1000-1200 mg/dia) en la erradicacion del virus C genotipo 1y 4. En
este estudio se ha evaluado la respuesta virologica rapida (RVR:
ARN-VHC < 50 IU/ml en semana 4), la respuesta virologica precoz
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(RVP: ARN-VHC negativo o disminucion > 2 log en semana 12 de
tratamiento), y la respuesta viroldgica sostenida (RVS: persistencia
de la respuesta completa en las 24 semanas post tratamiento).

Métodos: Estudio multicéntrico, observacional, prospectivo de
seguimiento del tratamiento con interferon alfa-2a pegilado + riba-
virina. Se incluyeron pacientes de ambos sexos entre los 18 y 70
anos, con evidencia de infeccion por VHC genotipo 1y 4y con cifras
de ALT normales (< 40 Ul/ml) durante al menos 2 ocasiones en los
Gltimos 12 meses.

Resultados: Se incluyeron un total de 170 pacientes (57 varones,
113 mujeres). Un 67,4% de los pacientes presentaba cargas virales
basales > 600.000 IU/ml, con una carga viral media de 2.986.269
IU/ml (+7.462.170 IU/ml). La respuesta viral rapida (RVR) fue del
30,8%. La tasa de RVR fue mayor en pacientes con carga viral baja
(48,7% vs 22,5%) (p < 0,05). La tasa de pacientes con respuesta viral
precoz (RVP) ha sido de 89,9% sin observarse diferencias significati-
vas entre los pacientes con carga viral alta y baja. La tasa de res-
puesta viral sostenida (RVS) fue del 56,5%. El subgrupo de pacien-
tes con carga viral inicial baja (< 600.000 IU/ml), presento una RVS
significativamente mayor (69,1% vs 50,9%, p < 0,05). La RVS en el
subgrupo con niveles de ALT < 30 UL en hombres y 19 UL en mujeres
fue mayor en este grupo (70,8% vs 54,1% p < 0,05).

Conclusiones: En pacientes con infeccion crénica por virus C y
ALT normal el tratamiento con Peginterferon alfa 22 y ribavirina
consigue una tasa de RVS del 56,5%. Esta tasa de RVS, conseguida
con dosis estandar de ribavirina, es superior a la publicada en los
estudios de registro con dosis bajas de ribavirina. En pacientes con
niveles de ALT < 30 UL (hombres) y < 19UL (mujeres), la tasa de
respuesta a las 72 semanas fue significativamente mayor que en los
pacientes con ALT normal (< 40 UL).

P-65. EN PACIENTES NAIVE CON HEPATITIS CRONICA C
(HCC) GENOTIPO 1 LA ADMINISTRACION DE RIBAVIRINA
SEGUN PESO (RBV) DURANTE CUATRO SEMANAS SEGUIDA
DE RBV MAS INTERFERON PEGILADO «-2A (IFN-PEG)
DURANTE 48 SEMANAS NO AUMENTA LA TASA

DE RESPUESTA VIROLOGICA SOSTENIDA (RVS)

J. Salmeron*?; A. Gila*?, P. Muiioz Rueda®, R. Quiles*®, A. Martin?,
A. Carazo?, J.A. Munoz?, E.J.Pavon?, A. Palacios®®, D. Quintero®
y A. Ruiz-Extremera®®

aUnidad de Aparato Digestivo. Hospital Universitario San Cecilio.
Granada. Espana.
bCiber Enfermedades Hepdticas y Digestivas.

Introduccion: Se sabe que la RBV asociada al IFN-Peg disminu-
ye las recidivas postratamiento. No obstante, por el momento se
desconoce si la RBV administrada antes del tratamiento combi-
nado puede aumentar la tasa de RVS. En un estudio piloto, sin
grupo control, en 10 pacientes no respondedores al IFN-Peg y
RBYV, presentado en forma oral en el AASLD (2009) por Brillanti et
al, observaron que el 50% presentaba una RVS si se administraba
la RBV durante un mes antes del tratamiento estandar de 48 se-
manas.

Objetivos y resultados: Estudiar la tasa de RVS en 27 pacientes
naive con HCC-genotipo 1 tratados con RBV segln peso durante 4
semanas seguido de IFN-Peg y RBV durante 48 semanas (grupo A). El
grupo A fue comparado con un grupo histérico de 27 pacientes, sin
RBV previa, tratados con IFN-Peg a-2a y RBV durante 48 semanas
(grupo B), que presentaban las mismas caracteristicas basales
(edad, sexo, carga viral y fibrosis e inflamacion hepatica). Al selec-
cionar a los pacientes del grupo B se desconocia el tipo de respues-
ta virologica. En el grupo A, la tasa de RVR (rapida, 4 semanas
después del IFN-Peg y RBV), RVP a las 12 semanas (RVP) y la RVS fue
del 53%, 89% y 52%; mientras que en el grupo B fue del 53%, 89% y
48%, respectivamente. Las diferencias no fueron estadisticamente

significativas. En el grupo A, al estudiar la carga viral se observo
una reduccion significativa (p = 0,01) durante las 4 semanas del
tratamiento con RBY, aunque ésta fue menor si se comparaba con
la reduccion a las 4 semanas después de introducir el IFN-Peg (p =
0,02). Otro aspecto interesante es que los pacientes del grupo A
con una disminucion de la carga viral = 600.000 Ul/ml después de
la RBV tenian mas posibilidades (p = 0,01) de presentar una RVS
(71%) que los pacientes con una menor disminucion de la carga viral
(< 600.000 Ul/mL, RVS = 11%).

Conclusiones: En pacientes naive con HCC-genotipo 1, la admi-
nistracion de RBV durante 4 semanas seguido del tratamiento es-
tandar durante 48 semanas no mejora la tasa de RVS.

P-66. EL VIRUS DE LA HEPATITIS C ALTERA LA EXPRESION
Y LOCALIZACION DE LAS TETRASPANINAS CD81 Y CD151

P. Sanz-Cameno?, R. Lopez-Rodriguez?, M.J. Borque®,
S. Martin-Vilchez?, Y. Rodriguez-Muioz?, A. Hernandez-Bartolomé?,
P. Majano®, R. Aldabe‘y R. Moreno-Otero?

aUnidad de Hepatologia. Hospital Universitario La Princesa
y CIBERehd (Instituto de Salud Carlos Ill). Madrid. Espaia.
bUnidad de Biologia Molecular. Hospital Universitario

de La Princesa. Madrid. Espafa.

CIMA. Universidad de Navarra. Pamplona. Espafa.

Introduccion: Nuestro grupo ha descrito recientemente la im-
plicacion de los microdominios de membrana celular enriqueci-
dos en tetraspaninas (TEMs) en la infeccion por el virus de la
hepatitis C (VHC). Ademas, hemos caracterizado la influencia
del VHC en la expresion y localizacion celular de la proteina de
las uniones intercelulares estrechas, Ocludina, asi como su par-
ticipacion en la infeccion viral. Debido a que diversos correcep-
tores del VHC se encuentran en dominios TEMS, y a que dichos
dominios regulan importantes funciones celulares (adhesion, mi-
gracion y proliferacion, entre otras), el OBJETIVO de este traba-
jo fue analizar la influencia del VHC en la expresion y funciona-
lidad de los TEMs.

Material y métodos: Los niveles de expresion de las tetraspani-
nas CD9, CD81 y CD151 fueron analizados mediante ensayos de
Western Blot y citometria de flujo en diversos replicones genémicos
(5 clones) y subgendmicos (3 clones que expresaban Unicamente la
region no estructural del virus) del VHC, asi como en la linea celu-
lar parental Huh7. La localizacion celular de las citadas tetraspani-
nas, de las proteinas virales E2 y NS5A, y del marcador subapical,
MAL-2, fue analizada por inmunofluorescencia.

Resultados: Mientras que los niveles de expresion de las tetras-
paninas analizadas fueron similares tanto en la linea Huh7 como en
los distintos replicones del VHC en los ensayos de Western Blot, el
analisis por citometria de flujo reflejé un marcado descenso de su
expresion en la superficie de las células que expresaban el virus.
Los experimentos de inmunofluorescencia revelaron el acumulo in-
tracelular de CD81 y CD151 en los replicones virales frente a la li-
nea parental Hu7h, que mostraba un claro patron de expresion de
membrana celular. De forma interesante, la localizacion subapical
de la proteina MAL-2 en la linea Huh7 se perdi6 en la mayoria de los
replicones del VHC estudiados.

Conclusiones: La deslocalizacion en la expresion celular de las
tetraspaninas analizadas y la pérdida de la polaridad celular ob-
servada en los replicones del VHC pueden reflejar importantes
disfunciones celulares debidas a la desorganizacion de los TEMs.
Estos resultados pueden ser de gran relevancia para la compren-
sion de los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la hepatitis
cronica C.
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P-67. BAJO RIESGO DE PROGRESIQN A CIRROSIS

EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C
QUE OBTIENEN RESPUESTA VIROLOGICA SOSTENIDA TRAS
EL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

S.M. Martinez, N. Tesei, E. Martinez-Bauer, S. Ampurdanés,
J.M. Barrera, M. Bruguera, J.M. Sanchez-Tapias y X. Forns

Unidad de Hepatologia. Institut de Malalties Digestives
i Metaboliques. Hospital Clinic. IDIBAPS. Ciberehd. Barcelona.
Espana.

Introduccion y objetivos: La finalidad del tratamiento antiviral
en pacientes con hepatitis cronica C (HCC) es interrumpir la pro-
gresion de la enfermedad y, particularmente, prevenir el desarrollo
de cirrosis hepatica. Para analizar el efecto del tratamiento antivi-
ral en la progresion de la enfermedad, un total de 896 pacientes
con HCC no cirroticos, tratados en nuestra unidad (355 con interfe-
rén monoterapia y 541 con interferon/interferon pegilado mas ri-
bavirina) desde mayo de 1990 a abril de 2003, fueron incluidos en
el estudio.

Métodos: El seguimiento fue realizado mediante analitica san-
guinea y ecografia abdominal, por un periodo de 67 meses de me-
dia, tras finalizar el tratamiento antiviral. Basalmente, la fibrosis
hepatica fue leve o ausente en 75% de los pacientes, y significativa
(F2-3) en el 25% restante. La mayoria de los pacientes estaban in-
fectados con el genotipo 1 del virus C.

Resultados: Se obtuvo respuesta virologica sostenida (RVS) en
392 (44%) pacientes tratados. En 103 (11%) pacientes se desarrollo
cirrosis hepatica (diagnosticada por biopsia hepatica o por criterios
clinicos, analiticos, endoscopicos y ultrasonograficos). En 25 de los
103 pacientes (24%) ocurrié descompensacion clinica o carcinoma
hepatocelular. Mediante regresion de Cox, las variables indepen-
dientemente asociadas con el desarrollo de cirrosis hepatica fueron
la edad > 40 anos (Hazard Ratio HR = 1,01), fibrosis significativa (HR
= 2,5) y no respuesta sostenida al tratamiento (HR = 5,2). Sélo 7
(2%) de los 392 pacientes que obtuvieron RVS desarrollaron cirrosis.
Entre los no respondedores, la edad > 40 anos (HR = 1,1) y la fibro-
sis significativa (HR = 3,8) se asociaron independientemente con el
desarrollo de cirrosis y descompensacion clinica. La incidencia
anual de cirrosis en no respondedores (3,3%) aumentaba a 5% en
mayores de 40 afios y hasta un 8% si ademas tenian fibrosis signifi-
cativa.

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran que en pacientes
con HCC la eliminacion viral previene el desarrollo de cirrosis hepa-
tica. Los pacientes que no obtienen RVS y de edad superior a 40
anos tienen un riesgo significativo de progresion a cirrosis.

P-68. VARIABILIDAD GENETICA DE LA REGION

DE LA PROTEASA NS3 DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C
EN PACIENTES VHC/VIH TRATADOS CON INHIBIDORES
DE LA PROTEASA DEL VIH

M. Bottecchia, A. Madejon, M. Sanchez-Carrillo, P. Labarga,
I. Martin, J. Garcia-Samaniego y V. Soriano

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

Introduccion: La rapida seleccion de mutaciones de resistencia
es uno de los aspectos que limitan el desarrollo de nuevos farmacos
frente al virus de la hepatitis (VHC). Datos preliminares sugieren
que los inhibidores de la proteasa (IPs) del VIH pueden inducir cam-
bios en la proteasa del VHC que comprometan la susceptibilidad a
los nuevos antivirales. Por este motivo, el objetivo del estudio fue
investigar los cambios en la secuencia de la region NS3 del VHC en
pacientes VHC/VIH tratados con IPs del VIH.

Métodos: Se incluyeron en el estudio 22 pacientes (73% varones;
59% ADVP) con coinfeccion VHC (genotipo 1) y VIH tratados con IPs

(atazanavir y lopinavir/ritonavir). Se analizaron 2 muestras de cada
paciente: la primera obtenida antes del inicio de la terapia con IPs
y la segunda después de al menos 6 meses de tratamiento. En todos
los casos se analizo la region codificante de los primeros 300 ami-
noacidos de la actividad NS3 mediante secuenciacion directa del
producto amplificado (Trugene, Siemens).

Resultados: En todos los pacientes se identificaron cambios de
aminoacidos en la region codificante de la proteasa NS3 entre la
muestra pre y post-terapia, localizados en 6 posiciones (aminoaci-
dos 40, 46, 80, 86, 89 y 91). En 1 paciente, se detecté un cambio
en la posicion 156P, una posicion susceptible de inducir desarrollo
de resistencia a IPs del VHC, aunque el cambio de aminoacido iden-
tificado no se corresponde con las mutaciones de resistencia des-
critas. En 3 pacientes se identificaron, tanto en la muestra basal
como final, cambios de aminoacido en posiciones relacionadas con
el desarrollo de resistencia. En 2 de ellos los cambios se localizaban
en las posiciones 39V y 170M, respectivamente, aunque no se co-
rrespondian con las mutaciones de resistencia previamente descri-
tas. En el paciente restante se identifico una mutacion de resisten-
cia de nivel medio a telaprevir y boceprevir (posicion 54S). La
aparicion de dicha mutacion no se asociaba al tratamiento con IPs,
ya que fue detectada tanto en la muestra basal como en la final.

Conclusiones: El uso de IPs del VIH no parece seleccionar varian-
tes de resistencia a los inhibidores de la proteasa del VHC. Este
comportamiento puede explicarse por las diferencias en la estruc-
tura de ambas proteasas. No obstante, seria necesario profundizar
en el analisis de los nuevos cambios de aminoacidos localizados en
posiciones asociadas a resistencia, una de las cuales (156P) apare-
ci6 durante el tratamiento.

P-69. EL TRATAMIENTO CON PEGINTERFERON ALFA-2A +
RIBAVIRINA EN PACIENTES CON CIRROSIS VHC

E HIPERTENSION PORTAL REDUCE DE FORMA PRECOZ

EL GRADIENTE DE PRESION PORTAL

M. Garcia-Retortillo, D. Rincon, A. Albillos, J. Colmenero,
R. Bataller, J.L. Calleja, R. Bahares, J.G. Abraldes, J. Bosch,
J.M. Sanchez-Tapias, X. Forns y J.C. Garcia-Pagan

Servicio de Hepatologia. Hospital Clinic. Barcelona. Espana.
Hospital Gregorio Marandén. Madrid. Espana.

Hospital Puerta de Hierro. Madrid. Espafia.

Hospital Ramén y Cajal. Ciberehd. Madrid. Esparia.

Introduccién: En pacientes con cirrosis hepatica compensada,
un gradiente de presion portal (GPP) > 10 mmHg (hipertension por-
tal clinicamente significativa; HTPCS) se asocia a un mayor riesgo
de descompensacion y peor pronoéstico. Los pacientes con cirrosis
compensada VHC son tributarios de tratamiento antiviral combina-
do con peginterferon + ribavirina. Datos preliminares sugieren un
efecto beneficioso del tratamiento antiviral sobre el GPP.

Objetivos: Evaluar el efecto del tratamiento con peginterferén
alfa-2a 180 ug semanal + ribavirina diaria (Peg + Riba) sobre el GPP
a corto y largo plazo en pacientes con cirrosis VHC e HTPCS.

Pacientes y métodos: En 30 pacientes con cirrosis hepatica com-
pensada e HTPCS tratados con Peg + Riba se determino el gradiente
de presion portal (GPP) basalmente y a las 12 semanas de trata-
miento. En 15/17 pacientes con respuesta viroldgica precoz (RVP:
disminucion > 2log de la carga viral a la semana 12) se determino
nuevamente el GPP 6 semanas después de completar 48 semanas
de tratamiento. En 9 de estos pacientes se logro respuesta virolo-
gica sostenida (RVS) y en 6 no. En 5/13 pacientes sin RVP, se midio
nuevamente el GPP tras un periodo observacional semejante.

Resultados: EL 80% eran hombres, la edad media 52 + 9 anos, un
87% eran genotipo 1y la carga viral basal log 10 6,08 + 0,66. En la
semana 12, el GPP descendi6 de forma significativa de 15,5 + 3,8 a
13,9 £ 3,3 mmHg (p < 0,001) con un descenso medio del 9,1 + 13%.
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En 13 pacientes, el descenso fue > 10% o por debajo de 10 mmHg
(GPP respondedores). La carga viral basal (6,5 + 0,3 vs 5,7 + 0,7; p
= 0,001) y el descenso de la carga viral y de ALAT en la semana 12
fue mayor en los GPP respondedores que en los no respondedores
(-4,2 +2,2vs -2,6 +2; p=0,03y-102 + 74 vs -49 + 71Ul/L; p =
0,06). En el cateterismo a las 6 semanas de finalizar el tratamien-
to, en los 9 pacientes con RVS, se mantuvo el descenso en el GPP
(12,9 + 2,8 mmHg (12s) a 12,2 + 3,5; p = 0,2), mientras que aumen-
t6 en los 6 que no lograron RVS (desde 14 + 3,7 mmHg a 15,8 + 5,6;
p = 0,1) o en los 5 pacientes del grupo sin RVP (12,8 + 3 mmHg a
13,9 +2,5; p=0,3).

Conclusiones: El tratamiento con Peg + Riba logra un descenso
precoz en el GPP que es mas evidente en los pacientes con RVP y se
mantiene en los pacientes con RVS.

P-70. MODELO IN VITRO DE REPLICA'CION DEL VIRUS

DE LA HEPATITIS B (VHB): EVALUACION DE LA CAPACIDAD
REPLICATIVA VIRAL MEDIANTE LA CUANTIFICACION

DE LA PRODUCCION DE HBSAG Y DE ADN VIRAL

M. Schaper¢, J. Querc, M. Buti®><, M. Homs¢, D. Tabernero©,
R. Jardi*<, P. Fernandez?, R. Esteban®<y F. Rodriguez Frias**

aServicio de Bioquimica Clinica.

bServicio de Hepatologia.

Hospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espafa.
°CIBEREHD.

Introduccion: La mayor limitacion del tratamiento antiviral con
analogos de nlcleos(t)idos en los pacientes con hepatitis cronica B
es la emergencia de cepas del VHB resistentes a los antivirales. El
desarrollo de ensayos fenotipicos in vitro representa una importan-
te herramienta para establecer las caracteristicas cualitativas y
cuantitativas de las resistencias a antivirales.

Objetivos: Desarrollar un modelo in vitro para estudiar la repli-
cacion del VHB, mediante la transfeccion de células de hepatoma
Huh7 con el genoma completo del VHB insertado en un plasmido
recombinante.

Métodos: A partir de muestras de suero de 2 pacientes con Hepati-
tis B se amplifico mediante PCR un fragmento de 3,5 kb (1,1 X longi-
tud del genoma del VHB). Este fragmento se insert6 en el plasmido
pTrieX-Mod. (Durantel et al. Hepatology. 2004;40:855-64). Se trans-
fectaron las células Huh7 y la replicacion del VHB se midié a los 6 dias
en el sobrenadante del cultivo mediante cuantificacion de HBsAg
(Abott) y ADN-VHB (Roche diagnostic) por PCR en tiempo real.

Resultados: Se ha analizo la capacidad replicativa de un clon por
cada paciente: un Wild type (WT) sin cambio de aminoacidos aso-
ciados con resistencias a analogos de nucleds(t)idos y un clon con
la variante rtA181T (MT) resistente a lamivudina/adefovir y que
produce un coddn stop (sW172stop) en la proteina S solapada con
la secuencia de la retrotranscriptasa. En el caso WT se detectd
HBsAg (70-80 Ul/mL) y ADN-VHB (108 Ul/mL), mientras que en MT,
se observaron niveles de HBsAg de 5-9 Ul/mLy 108 UlI/mL de ADN-
VHB. En todos los experimentos se transfectaron 2 ug de ADN-VHB
(1012 copias/mL de cultivo) por lo que a pesar del lavado intenso
de las células, los cultivos usados como controles negativos, mos-
traron niveles de ADN-VHB del orden de 104 Ul/mL en el sobrena-
dante.

Conclusiones: Estos resultados muestran que el genoma del VHB
aislado de muestras clinicas se puede expresar y replicar de forma
eficiente en células Huh7. Este ensayo permite la evaluacion de la
capacidad replicativa in vitro de diferentes variantes del VHB ais-
ladas de muestras clinicas mediante la cuantificacion de HBsAg y
ADN-VHB. La deteccion simultanea de HBsAg y ADN-VHB, a pesar de
la presencia de un codon “stop” en el gen de envoltura viral indica
que esta proteina truncada es funcional para la formacion de par-
ticulas virales.

P-71. VARIABILIDAD,GENI::TICA DE LA BEGION
CODIFICANTE DE EPITOPOS INMUNOGENICOS

Y ELEMENTOS REGULADORES DEL ANTIGENO DEL VIRUS
DE LA HEPATITIS DELTA: INFLUENCIA DE LA COINFECCION
POR VIH

A. Madejon, M. Bottecchia, E. Vispo, M. Sanchez-Carrillo,
M. Romero, I. Martin, J. Garcia-Samaniego y V. Soriano

Servicios de Hepatologia y Enfermedades Infecciosas.
Hospital Carlos Ill. CIBERehd. Madrid. Espanha.

Introduccioén: El estatus inmunoldgico de los pacientes ejerce un
importante papel sobre la variabilidad genética y la historia natural
de las infecciones virales cronicas. El objetivo del presente estudio
fue analizar la variabilidad de la region carboxi-terminal del anti-
geno del virus de la hepatitis delta (HDAg), donde se localizan ele-
mentos reguladores clave que incluyen epitopos de CD4 y CD8-CTL,
en pacientes con o sin infeccion por VIH.

Pacientes y métodos: Se incluyeron muestras puntuales de sue-
ro de 16 pacientes con hepatitis crénica delta (8 VIH-positivos).
Todas las muestras se obtuvieron antes del inicio de la terapia an-
tiviral. Se amplifico la region codificante de los aminoacidos 100-
214 del HDAg y los amplicones obtenidos se analizaron mediante
secuenciacion directa. El analisis de las secuencias se realizé utili-
zando los paquetes informaticos SegMan y ClustalX.

Resultados: El grado de homologia entre las secuencias de VHD
fue mayor dentro del grupo de pacientes coinfectados por VIH que
en los monoinfectados por VHD [distancia evolutiva (media + DE):
0,083 + 0,13 vs 0,052 + 0,022). Las diferencias mas importantes se
localizaron en la region codificante de un epitopo de células T-CD4+
(aa 114-122) mas conservada en los pacientes VIH positivos que en
los negativos [posiciones conservadas: 8/9 (89%) vs 6/9 (67%), res-
pectivamente]. Las diferencias mas acusadas se localizaron en dos
posiciones especificas: todos los pacientes VIH-positivos presenta-
ban una alanina en posicion 117, mientras que esta posicion fue
mucho mas variable en los VIH-negativos (Gly en 2, Ala en 3 y Ser
en 3 pacientes, respectivamente). Con respecto a la posicion 120,
todos los pacientes VIH-negativo presentaban una lisina, mientras
que en los coinfectados se encontroé arginina en 5 pacientes y lisina
en 3, respectivamente. No se encontraron cambios en regiones
esenciales de regulacion como la posicion de isoprenilacion, sefa-
les de fosforilacion o epitopos de CD8-CTL.

Conclusiones: La coinfeccion por VIH se asocia a una menor
variabilidad genética de la region codificante del HDAg y ello pro-
bablemente se debe a una menor presion inmunoldgica. Las ma-
yores diferencias entre pacientes con y sin coinfeccion por VIH se
localizaron sobre una region codificante de epitopo de las células
T-CD4+. Se debe analizar el efecto de la recuperacion de las cifras
de linfocitos CD4 sobre la variabilidad genética del VHD y la evo-
lucion de la enfermedad hepatica en pacientes con coinfeccion
VHD/VIH.

P-72. ;INFLUYE EL NIVEL DE ADN-VHB PRE-TH

EN LA RECURRENCIA'Y SUPERVIVENCIA DE LOS PACIENTES
TRASPLANTADOS POR VHB SI SE UTILIZA HBIG

Y ANTIVIRALES ORALES?

I. Campos-Varela®d, L. Castells*9, V. Vargas>9, F. Rodriguez-Frias®9,
I. Bilbao®d, M. Caraltc, M. Buti®9, R. Charcoc, R. Esteban?¢
y J. Guardia®¢

aUnidad de Hepatologia.

bLaboratorio de Bioquimica.

<Unidad de Trasplante Hepadtico.

d4CIBEREHD.

Hospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espana.
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Objetivos: Analizar el valor pronéstico de los niveles de DNA-
VHB en el momento del TH y el efecto del tipo de profilaxis en el
riesgo de recurrencia del VHB y la supervivencia post-TH.

Métodos: Se han analizado 859 pacientes trasplantados en nues-
tro centro entre 1988-2008 y se han incluido los casos por VHB con
determinacion de DNA-VHB por PCR en tiempo real (limite de de-
teccion 12 Ul/ml), realizandose de forma retrospectiva en los pa-
cientes en los que se disponia de suero congelado a -80 °C. Se ana-
liza la supervivencia y la recurrencia segun los valores de DNA-VHB
en el momento del TH (DNA < 103 vs DNA > 103) y segln las pautas
de profilaxis realizadas (HBIg vs vid + analogos de nucledsidos).

Resultados: Se trasplantaron 60 (7%) pacientes por hepatopatia
cronica por VHB y de ellos, en 49 (82%) casos se disponia del DNA-
VHB por PCR. El HBeAg fue positivo en 9 (18%) casos, los anticuerpos
antiVHC en 9 (18%) casos, los anticuerpos antidelta en 16% (8) y por
VIH en 2% (1) de los pacientes. Los niveles de DNA fueron < 103 Ul/
ml en el 80% (39/49 y > 103 Ul/ml en el 20% (10/49) y recibieron
HBIg el 14% (7/49) y vid + NUCs el 86% (42/49). Doce (24%) pacientes
fallecieron post-TH. Cinco (10%) por recurrencia del VHB (4 en pro-
filaxis con HBIg y 1 con HBIg+NUCs). En el analisis univariado los
factores asociados con mayor mortalidad fueron los niveles de DNA-
VHB pre-TH (p = 0,008), la pauta de profilaxis frente al VHB (p <
0,0001), el farmaco anticalcineurinico (p = 0,05) y la recurrencia
del VHB post-TH (p = 0,015). El analisis multivariado mostré como
Unica variable independiente de mortalidad el tipo de profilaxis. La
profilaxis con HBIg se asocié con una HR de 7 (1C95% 2,2-22,6), (p =
0,001). La supervivencia a 3 y 5 afos fue de 40 y 30% respectivamen-
te, para el grupo que recibio HBIg, comparado con un 90 y 85% para
el grupo que recibié HBIg + NUCs. La recurrencia del VHB fue de 16%
(8): 71% (5/7 casos) con profilaxis con HBIg y 7% (3/42) con HBIg +
NUCs (p < 0,0001). En el analisis univariado los factores asociados
con la recurrencia del VHB post-TH fueron los niveles de DNA pre-TH
(p = 0,004), la pauta de profilaxis (p = 0,001), y el farmaco antical-
cineurinico (p = 0,044). El analisis multivariado mostré como Unica
variable independiente de recurrencia la administracion de HBIg
con una HR de 27 (95% IC 5,2-147,2), (p < 0,0001).

Conclusiones: Los niveles de DNA-VHB determinados por PCR no
influyen en el riesgo de recurrencia ni de mortalidad asociada al
VHB cuando se administra HBIg + NUCs.

P-73. LOS iND]CES PREDICTIVOS NO INVASIVOS DE
FIBROSIS HEPATICA (INDICE FORNS, APRI'Y NIHCED) SON
FACTORES PREDICTORES DE EVOLUCION A CIRROSIS EN
LA HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C EN EL SEGUIMIENTO
A LARGO PLAZO. RESULTADOS PRELIMINARES

G. Bejarano?, M. Vergara®f, B. Dalmau®f, M. Gil>f, M. Miquel®f,
J. Sanchezf, M. Casas®, E. Martinez-Bauer®, J. Puigc, M.R. Bellad,
D. Suareze y X. Calvet>f

aMedicina Interna. Hospital de Mataré. Mataro. Barcelona. Espaiia.
bServicio de Digestivo.

<UDIAT.

d4Servei de Anatomia Patologica.

eServicio de Epidemiologia. Corporacion Sanitaria Parc Tauli.
Universidad Autonoma de Barcelona. Sabadell. Barcelona. Esparia.
fCIBERhed. Instituto Carlos Ill. Madrid. Espana.
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Introduccioén: No se ha realizado ningln estudio que analice la
capacidad para predecir la evolucion a cirrosis hepatica de los in-
dices predictivos no invasivos de fibrosis hepatica (IPNI) durante el
seguimiento.

Objetivos: Analizar la capacidad de prediccion de evolucion a
cirrosis del indice de Forns, APRI y NIHCED (Sabadell’s non invasive
Hepatitis C Early Diagnosis).

Material y métodos: Estudio longitudinal en el que se incluyeron
todos los pacientes monoinfectados con hepatitis cronica por virus
C con biopsia hepatica realizada entre 1993 y 2003. Criterios de
exclusion: otras enfermedades hepaticas concomitantes, addicion
a alcohol u otras drogas, cirrosis hepatica en la biopsia basal. Los
pacientes se evaluaron nuevamente entre septiembre de 2008 y
septiembre de 2009 con historia clinica, exploracion fisica, analiti-
ca y ecografia hepatica. Se calcularon los indices de Forns, APRI y
NIHCED. A todos los pacientes se les repitio la biopsia hepatica ex-
cepto en aquellos con criterios de hipertension portal (ascitis o
varices esofagicas), o en aquellos en que todos los IPNI indicaban
ausencia de fibrosis o expansion portal (FO-F1). Se realizaron cur-
vas ROC comparando los IPNI en el momento de la primera biopsia
con el grado de fibrosis en la actualidad. Se calculd el punto de
corte de cada IPNI con mayor sensibilidad (S) y especificidad (E)
para predecir evolucion a cirrosis.

Resultados: Se incluyeron 123 pacientes con una edad media de
59,86 anos + 12,7 (X = DE). Un 43,9% eran hombres. El tiempo me-
dio de seguimiento fue de 10,42 + 2,89 afos (5,32-16,65). En la
biopsia basal, un 47,1% tenia fibrosis significativa y un 52,8% no
tenia fibrosis o solo expansion portal. En la actualidad, un 39% tie-

Tabla Curvas ROC para la capacidad de prediccion de cirrosis de los indices predictivos indirectos

Punto de corte Sensibilidad Especificidad Valor predictivo positivo Area bajo la curva
indice Forns 5,4 92% 73% 69,8 0,90
APRI 0,8 83% 69% 64,9 0,85
NIHCED 3 77% 80% 71,2 0,83
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ne cirrosis, un 30,1% fibrosis avanzada y 30,9% ausencia de fibrosis
o0 expansion portal. Un indice de Forns de 5,4 predice evolucion a
cirrosis con una S del 92%, una E del 73% y un area bajo la curva
(ABC) de 0,90, con un 69,8% de los pacientes con cirrosis. El indice
APRI, para un punto de corte de 0,8 tiene una S de 83%, una E del
69% y un ABC de 0,85, con un 64,9% de los pacientes con cirrosis. Y
el NIHCED con un punto de corte de 3, tiene una S de 77%, una E de
80% y un ABC de 0,83 con un 71,2% de los pacientes con cirrosis.

Conclusiones: Los indices predictivos no invasivos pueden ayu-
dar a predecir la evolucion a cirrosis de los pacientes con hepatitis
crénica por virus C.

P-74. LA RESPUESTA CITOCINICA TH1 INDUCIDA ]
POR PEG-IFN MAS RIBAVIRINA CONTROLA LA REPLICACION
VIRAL EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA C
GENOTIPO 1

M. Trapero-Marugan>%¢, Y. Rodriguez-Munoz®, R. Lopez Rodriguez®,
S. Martin-Vilchez>¢, C. Mufioz*¢, M.J. Borque®, M. Chaparro?
y R. Moreno-Otero*¢¢

aServicio de Aparato Digestivo.

bUnidad de Biologia Molecular.

Servicio de Inmunologia. Hospital Universitario de La Princesa.
Madrid. Espana.

4CIBEREHD.

eFundacién Mutua Madrilefa. Madrid. Espana.

Objetivos: 1) Analizar el perfil citocinico Th1/Th2 en células mo-
nonucleares periféricas de pacientes con hepatitis cronica C (HCC)
en tratamiento con PEG-IFN mas ribavirina. 2) Correlacionar el ba-
lance Th1/Th2 con la respuesta terapéutica. 3) Validar factores
predictores de respuesta viroldgica sostenida (RVS).

Métodos: 44 pacientes naive con HCC genotipo 1 recibieron PEG-
IFN mas ribavirina (1-1,2 g/dia) durante 48 semanas. Se analizaron
basalmente, durante el tratamiento y el seguimiento mediante cito-
metria de flujo, tanto en linfocitos en reposo como estimulados con
éster de forbol, los marcadores de superficie CD4 y CD8, asi como la
produccion intracitoplasmica de IL-4, IFNy TNFa. Los factores pre-
dictores obtenidos se trataron de validar con otra cohorte de 12
pacientes de similares caracteristicas. Analisis estadistico: t de Stu-
dent para variables independientes, test de chi-cuadrado y ANOVA.

Resultados: De los 44 pacientes (edad media 45 + 8 afos), 26
(59%) alcanzaron una RVS, 13 recidivaron (30%) y 5 no respondieron
(11%). Al primer mes de tratamiento, la expresion de TNFa por los
CD4+ fue mayor en los pacientes con RVS que en los no responde-
dores (NR) (36,5 + 25 vs 17 + 21. p < 0,01). Al tercer mes de trata-
miento, la expresion de IL-4 por los CD8 fue menor en los pacientes
con RVS que en los NR (1,9 + 4,2 vs 3,9 + 4,2. p < 0,05) y la expre-
sion de TNFa por los CD8 fue mayor en los que alcanzaron una RVS
(48,8 + 20,9 vs 31 + 23, p < 0,01). Al finalizar el tratamiento, la
expresion de IFN+y por los CD8 y CD4 estimulados fue mayor en los
pacientes con RVS (17,3 + 14 vs 10 + 8,5. p < 0,04) y (10,7 + 8,2 vs
5,9 £ 5,5. p < 0,03). En el estudio multivariante, los factores pre-
dictivos de RVS fueron: niveles mas bajos de IL-4 estimulada al
tercer mes, asi como niveles mas altos de IFN+y estimulado y niveles
mas bajos de IL-4 al final del tratamiento. Otros 12 pacientes con
HCC (genotipo 1, 46 + 8 anos) fueron tratados con la misma pauta
durante 48 semanas: 5 alcanzaron una RVS, 5 recidivaron y 2 no
respondieron. Los pacientes con RVS presentaron al tercer mes de
tratamiento valores bajos de IL-4s (1,6 + 0,4 vs 3,6 + 1,9. p < 0,05)
y elevados de TNFa (6,3 + 0,1 vs 3,9 + 0,3, p < 0,05).

Conclusiones: Una respuesta Th1 por los linfocitos T CD8 duran-
te el tratamiento antiviral con PEG-IFN mas ribavirina se asocia con
la RVS. Podria utilizarse como predictor de RVS al tercer mes de
tratamiento. El analisis con otras citocinas se esta realizando en la
actualidad.

P-75. VALOR PREDICTIVO DE LA CINETICA

VIRAL DURANTE LAS 12 PRIMERAS SEMANAS

DE TRATAMIENTO CON IFN-PEG Y RBV

EN TRASPLANTADOS CON RECIDIVA VHC (GENOTIPO-1).
COMPARACION CON INMUNOCOMPETENTES

M.L.Gonzalez-Diéguez?, V. Cadahia?, S. Melon®, M. Onab,
L. Rodrigo® y M. Rodriguez?

aDepartamento de Hepatologia.
bDepartamento de Virologia. Hospital Universitario Central
de Asturias. Oviedo. Espafa.

Introduccion: Mientras que en pacientes inmunocompetentes
las reglas de interrupcion precoz del tratamiento estan bien esta-
blecidas, no ocurre lo mismo en el ambito del trasplante hepatico.

Objetivos: Conocer la cinética viral en trasplantados (tx) y su
valor predictivo sobre la respuesta viral sostenida (RVS), comparan-
dola con la observada en no trasplantados (notx).

Pacientes: 76 (34tx/42notx), genotipo 1, con biopsia pretrata-
miento y tratados con PEGa2b+RBV. Variables: RNA-VHC basal,
sem-4y 12, ALT, edad, sexo, IMC, diabetes (DM), estadio de fibrosis,
dosis PEG/RBY, reduccion dosis, uso de factores hemopoyéticos,
respuesta virologica rapida (RVR), precoz (RVP) y RVS. En los notx
sin RVP, el tratamiento fue interrumpido al mes-3 y en tx se mantu-
vo al menos 48 sem.

Resultados: Pretratamiento, la edad (p = 0,01), los niveles de
ALT (p = 0,0001) y la frecuencia de DM (p = 0,0001) fueron supe-
riores en tx que en notx. La dosis inicial de PEG (1,7 + 1,9/1,7 +
2,1 ng/kg/sem) y de RBV (12,9 + 1,4/12,5 + 2,1 mg/kg/d) fueron
similares en ambos grupos (p = 0,2 y p = 0,9). La RVS global fue
del 46% (42% en tx/50% en notx; p = 0,3). Las Unicas variables
pretratamiento asociadas con RVS fueron la DM (26% DM/56% no-
DM; p = 0,04) y la carga viral (40% alta/63% baja; p = 0,05). El
descenso del RNA-VHC en sem-4 (2,4 + 2/1,9 + 2) y 12 (3,9 +
2,3/3,5 + 2,6) fue mayor en notx que en tx, pero sin significacion
(p=0,2yp=0,4). Las tasas de RVR (11%/21%; p = 0,3) y RVP
(64%/71%; p = 0,6) fueron inferiores en tx, pero sin diferencias
significativas. ELl 86% de los tx y el 92% de los notx con un descen-
so del RNA < 1log10 en sem-4 no tuvieron RVS, mientras que la
tuvieron el 91% de los tx y el 88% de los notx con un descenso >
2,2 log. Todos los pacientes, tx y notx, con RVR tuvieron RVS (VPP:
100%), con igual VPN (65%) en tx y en notx. Ninguno de los 12 tx
sin RVP tuvo RVS (VPN: 100%), mientras que el VPP fue del 64% en
tx y 73% en notx.

Conclusiones: La cinética viral durante las 12 primeras semanas
de tratamiento no es diferente en tx y notx, mostrando una capa-
cidad de prediccion sobre RVS similar en ambos grupos, por lo que
las mismas reglas de interrupcion precoz que se aplican en notx
serian validas en tx. La caida del RNA-VHC en sem-4 identifica pa-
cientes con alta y baja probabilidad de RVS en ambos grupos, lo
que puede ser (til para dirigir el tratamiento cuando se disponga
de nuevos farmacos. Es posible que la elevada prevalencia de dia-
betes sea uno de los factores condicionantes de respuesta en pa-
cientes trasplantados.
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P-76. FACTORES PREDICTIVOS DE RECIDIVA

EN EL TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS CRONICA C EN
LA PRACTICA CLINICA HABITUAL EN HOSPITALES
ESPANOLES. ESTUDIO FAST-4: ANALISIS INTERMEDIO

C.M. Fernandez Rodriguez?, M.A. Serra®, R. Pérez Alvarez-,

J.J. Sanchez Ruanod, J.R. Fernandez Ramose, J.R. Larrubiaf,

S. Alonso?, A. Escudero®, R. Pérez Lopeze, M.E. Moreno Gutiérrezs
y B. Boxs

aFundacién Hospital Alcorcén. Madrid. Espana.

bHospital Clinico Universitario de Valencia. Valencia. Espaiia.
‘Hospital Central de Asturias. Oviedo. Espana.

dHospital Virgen de la Salud. Toledo. Espanha.

¢Hospital de Cruces. Bilbao. Espafa.

'Hospital de Guadalajara. Guadalajara. Espana.
sSchering-Plough, S.A. Madrid. Espafa.

Introduccién: Las tasas de fracaso terapéutico por recidiva tras
el tratamiento de la hepatitis cronica C, se han obtenido como ana-
lisis secundario de estudios dirigidos a conocer las tasas de RVS.

Objetivos: Conocer la tasa de recidiva y los factores que influyen
en la misma en pacientes espafoles tratados con Peg-interferon
a-2b y RBV.

Pacientes y métodos: Estudio prospectivo, multicéntrico, reali-
zado en 41 hospitales espanoles. Se incluyeron entre abril de 2008
y febrero de 2009 un total de 278 pacientes que habian alcanzado
respuesta viroldgica al final de tratamiento (< 50 Ul/ml), con peg-
interferon «-2b y RBV ajustada por peso. Se presentan los resulta-
dos de factores predictivos de recidiva en 140 pacientes que habian
completado la semana 24 post-tratamiento (edad media 46 + 9
anos, 63% varones). El IMC fue de 24,8 + 3,6 Kg/m?. Un 58% eran
G1/4, con una carga viral < 600.000 Ul/ml en el 45% de los casos y
existia fibrosis avanzada (F3-F4) en el 35%. La dosis media de RBV
fue de 14 + 2,3 mg/kg/dia.

Resultados: La tasa de recidivas fue del 13% (1C95%; 7,4-18,6%) y
del 14% en G1. Los factores predictivos de recidiva en el analisis
univariante fueron: Edad > 40 afios; IMC; negativizacion del ARN-VHC
en las semanas 4 y 12 de tratamiento y la ausencia de respuesta
bioquimica. En el analisis multivariante, la negativizacion del ARN-
VHC en las semanas 4 y 12 resulté ser el Unico factor predictivo de
recidiva. La dosis de RBV no influyo en la recidiva, si bien la reduc-
cion de dosis inferior a 10,6 mg/kg/dia se asocio a tasas de recidiva
del 37%. Los pacientes con fibrosis avanzada F3/4 presentaron mayor
tendencia hacia la recidiva que los de FO-F2 (19% vs 8%: NS).

Conclusiones: Los datos preliminares de este estudio confirman
una baja tasa de recidivas en pacientes tratados con peginterferon
«-2b y RBV. El Unico factor independiente relacionado con la tasa
de recidivas fue la cinética viral en las semanas 4 y 12.

P-77. DETECCION DE MUTACIONES PRIMARIAS

DE RESISTENCIA FRENTE AL VHB EN INMIGRANTES
AFRICANOS Y EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO RECIENTE
DE INFECCION POR VIH EN ESPANA

M. Bottecchia, A. Trevifio, A. Madejon, S. Puente, C. Rodriguez,
C. Barros, J. Garcia-Samaniego y V. Soriano

Servicios de Hepatologia, Enfermedades Infecciosas y Medicina
Tropical. Hospital Carlos Ill. CIBERehd. Madrid. Espana.

Introduccion y objetivos: El uso generalizado de lamivudina
(LAM) en el tratamiento de la hepatitis cronica B ha favorecido la
aparicion de mutaciones de resistencia a tratamiento antiviral
frente al VHB.

Objetivos: Evaluar la presencia de mutaciones primarias de re-
sistencia a terapia antiviral frente al VHB en pacientes con alto
riesgo de infeccion, tales como inmigrantes de zonas endémicas, y
pacientes con diagnostico reciente de infeccion por VIH.

Pacientes y métodos: Se incluyeron 1718 pacientes inmigrantes
procedentes de zonas endémicas de infeccion con VHB (77% africa-
nos, 22% sudamericanos, 1% asiaticos) atendidos en el Hospital Car-
los Il durante los ultimos 3 anos. Asimismo, se incluyeron 1519
pacientes con diagndstico reciente de infeccion con VIH-1 (48% es-
panoles, 20% africanos sub-saharianos, 21% sudamericanos, 7% eu-
ropeos, 1 de Filipinas y 1 del Magreb) atendidos en diferentes hos-
pitales del area urbana de Madrid desde el afio 2000. En todos los
pacientes se analizo la presencia de marcadores de infeccion por
VHB. En aquellos pacientes positivos al HBsAg se determiné el ge-
notipo viral y la presencia de mutaciones de resistencia mediante
sistema InnoLipa, secuenciacion génica (Trugene) y analisis filoge-
nético.

Resultados: El HBsAg fue positivo en 186/3237 (5,7%) de los pa-
cientes analizados (121 immigrantes y 65 pacientes con diagndstico
reciente de infeccion por VIH). El ADN-VHB fue positivo en 28/52
(53,8%) de los pacientes inmigrantes analizados y en 55/65 (85%)
de los recientemente diagnosticados de VIH, con positividad al HB-
sAg. Cuatro pacientes (2,1%) portaban la mutacion rtM204V, que
confiere resistencia a lamivudina, emtricitabina y telbivudina. Dos
de estos pacientes eran inmigrantes africanos, HBeAg y VIH negati-
vos, infectados con VHB de genotipo A y E, respectivamente. Los
otros 2 pacientes (uno de la RepUblica Dominicana y otro de Ma-
rruecos) pertenecian al grupo de pacientes con diagnostico recien-
te de infeccion por VIH, y presentaban infeccion con VHB de geno-
tipo A y D, respectivamente. Ninguno de ellos presentaba
mutaciones de resistencia frente a VIH.

Conclusiones: La identificacion de mutaciones primarias de resis-
tencia a lamivudina frente al VHB, en pacientes inmigrantes africa-
nos (2/28; 7,1%) y en pacientes VIH/VHB sin antecedentes previos
de tratamiento antiretroviral (2/55; 3,6%) puede tener importantes
implicaciones en la seleccion de terapia frente al VHB.

P-78. TRATAMIENTO DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA
CON METFORMINA ANTES DE LA TERAPIA ANTIVIRAL CON
PEGINTERFERON Y RIBAVIRINA EN LA HEPATITIS CRONICA
C. ESTUDIO PILOTO

M. Cuaresma, A. Rojas, L. Grande, E. Hoyas y M. Romero-Gomez

UGC Enfermedades Digestivas. Hospital Universitario de Valme.
Sevilla. Espana.

Introduccion: El estudio TRIC-1 demostré que el uso de la me-
tformina concomitante al tratamiento antiviral de la hepatitis cro-
nica C, aumenta la tasa de curacion en mujeres y en pacientes que
consiguieron un HOMA inferior a 2 en las 24 primeras semanas de
tratamiento (Romero-Gomez et al. Hepatology 2009;50).

Pacientes y métodos: Estudio prospectivo y abierto del uso de
metfomina 850 mg/12h/dia de forma secuencial al tratamiento con
peginterferdn y ribavirina durante 48-72 semanas. Incluimos 7 mu-
jeres y 4 hombres con hepatitis cronica C dificil de curar, genotipo
1 0 4, con sobrepeso (IMC = 28,1+3,7 kg/m?), carga viral alta (n =
11), fibrosis avanzada (n = 6) y HOMA > 4.

Resultados: La disminucion media del HOMA durante el trata-
miento con metformina previo a la terapia antiviral fue de -2,95 +
2,26, entre -0,5y -6,4, de forma que se normalizo la sensibilidad a
la insulina en 3 (27%) y se alcanz6 un HOMA < 4 en 8 (72,7%). Pre-
sentaron respuesta viral sostenida (RVS) 6/11 (54,5%), 5/7 (71%) en
mujeres y 1/4 (25%) en hombres (p = ns). En las 4 mujeres con fi-
brosis avanzada se consiguio RVS con la terapia secuencial.

Conclusiones: La metformina previa al tratamiento antiviral dis-
minuye la resistencia a la insulina y consigue una tasa de respuesta
viral sostenida superior a la esperada en pacientes con hepatitis
cronica C dificiles de curar, sobre todo en mujeres con hepatitis C
genotipo 1, fibrosis avanzada, carga viral alta y resistencia a la in-
sulina.
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P-79. DIFERENCIAS EN LOS TiTULOS SERICOS DE HBSAG
Y ADN-VHB EN PACIENTES INFECTADOS CON DIFERENTES
GENOTIPOS DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B. IMPACTO

DE LA SUPERINFECCION DELTA

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

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

Introduccion: Los titulos del antigeno de superficie del VHB (HB-
sAg) pueden utilizarse como un marcador secundario de replicacion
del VHB. El objetivo de este estudio fue analizar la correlacion
entre los titulos de HBsAg y DNA-VHB séricos en pacientes con he-
patitis B (con y sin sobreinfeccion delta) infectados por diferentes
genotipos del VHB. Pacientes y métodos: Se incluyeron muestras
retrospectivas de suero de 80 pacientes con hepatitis cronica B (27
VHB, 16 VHB/VHD, 22 VHB/VIH y 15 VHB/VIH/VHD). El genotipo
infectante fue VHB-A en 37 (47%) y VHB-D en 43 (53%) pacientes.
Las muestras se obtuvieron antes de iniciar el tratamiento antiviral
en todos los casos. Los titulos de HBsAg se cuantificaron mediante
Monolisa HBsAg Ultra (Bio-Rad) y los niveles de DNA-VHB mediante
PCR en tiempo real (Abbott).

Resultados: No se encontraron diferencias significativas entre
los pacientes monoinfectados con genotipos A o D tanto en lo que
se refiere a titulos de HBsAg (6,4 X 10* vs 9,1 X 10 IU/ml; p =
0,077) como de carga viral (3,0 X 107 vs 7,9 X 10° IU/ml; p = 0,163),
si bien ambos marcadores tendian a ser mayores en los pacientes
infectados con genotipo A. Este comportamiento fue diferente en
los pacientes con sobreinfeccion delta. Asi, los pacientes VHB/VHD
con genotipo D tenian titulos significativamente mayores tanto de
HBsAg (1,5 X 10%vs 6,7 X 10° IU/ml; p = 0,01) como de DNA-VHB (1
X 107 vs 7 X 10% IU/ml; p = 0,001) que los pacientes con genotipo
A. Las diferencias entre los niveles de HBsAg y DNA-VHB entre los
pacientes infectados con VHB-A y VHB-D se mantuvieron indepen-
dientemente del estatus VIH. No se encontraron diferencias signifi-
cativas en la relacion HBsAg/DNA-VHB entre los pacientes VHB-A 'y
VHB-D tanto en pacientes VHB (24,5 vs 8,3; p = 0,4) como en los
VHB/VHD (12 vs 3; p = 0,323).

Conclusiones: Los niveles de HBsAg y DNA-VHB séricos tienen
un comportamiento diferente entre los pacientes infectados por
los genotipos Ay D del VHB en funcion de la presencia o no de
sobreinfeccion delta. Esta se asocia a un incremento en los nive-
les de ambos marcadores en pacientes infectados con VHB-D.
Estos resultados sugieren que las interacciones entre VHB y VHD
que afectan a los niveles de replicacion viral y la capacidad de
encapsidamiento pueden ser genotipo-dependiente. La correla-
cion entre los niveles de HBsAg y carga viral no parece verse
afectada significativamente por el genotipo viral o la sobreinfec-
cion con VHD.

P-80. FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA
VIROLOGICA SOSTENIDA EN PACIENTES CON RESPUESTA
VIROLOGICA PRECOZ COMPLETA AL TRATAMIENTO

DE LA HEPATITIS C

M. Garcia-Retortillo?, R.M. Morillas®, M. Miquel, O. Rodriguez-Lopeze,
I. Cirera?, M. Vergarac, M. Sala®, M.D. Giménez?, N. Cafete?,

M. Gallache, M. Ardévold, M.A. Alvareze, S. Montoliuf,

M. Romero-Gomezs, R. Planas® y R. Sola®

aSeccion de Hepatologia. Servicio de Aparato Digestivo.

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

bUnidad de Hepatologia. Servicio de Gastroenterologia. CIBERehd.
Hospital Germans Trias i Pujol. Universitat Autonoma

de Barcelona. Badalona. Barcelona. Espafia.

Unidad de Hepatologia. Servicio de Gastroenterologia. CIBERehd.
Corporacié Sanitaria Parc Tauli. Sabadell. Barcelona. Esparnia.
dServicio de Farmacia. Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona.
Barcelona. Espafa.

¢Hospital Sant Joan De Déu. Manresa. Barcelona. Espaia.
fHospital Universitari Joan XXIll. Tarragona. Espana.

SUCM Enfermedades Digestivas y CIBERehd. Hospital Universitario
de Valme. Sevilla. Espafa.

Introduccion: Una parte de los pacientes que consiguen una res-
puesta virolégica precoz completa (RVPc), definida por negativizar
la carga viral en la semana 12, presentan una recidiva tras finalizar
el tratamiento de la hepatitis cronica C (CHC).

Objetivos: Investigar los factores predictivos de respuesta viro-
logica sostenida (RVS) en pacientes con CHC y RVPc durante el tra-
tamiento con interferon pegilado (IFN PEG) alfa y ribavirina (RBV).

Métodos: Entre 2003 y 2006, fueron incluidos 467 pacientes
naive consecutivos con CHC (edad 44 + 0,5 afos, genotipo 1/4:
66,8%) que realizaron tratamiento con IFN PEG y RBV segln practi-
ca clinica habitual. EL ARN VHC se determind (PCR tiempo real)
antes, a las 4, 12, 24 semanas, al final del tratamiento y a las 24
semanas durante el seguimiento.

Resultados: La tasa de RVS fue del 68,3% (G1: 58,2%, G2/3:
85,2%, G4: 69,4%). ELARN VHC fue indetectable por primera vez en
la semana 4 en el 40,1% de los casos (G1/4: 25,6%, G2/3: 71,6%),
en la semana 12 en el 33% (G1/4: 37,5%, G2/3: 23,9%), y en la se-
mana 24 en el 11,1% de los pacientes (G1/4: 15,7%, G2/3: 1,9%). El
ARN VHC nunca fue indetectable en el 15% de los pacientes (G1/4:
21,1%, G2/3: 2,6%). La RVS fue del 96,9%, 77,6%, y 31,8% cuando
los pacientes presentaron el primer ARN VHC indetectable en la
semana 4, 12 o 24, respectivamente (p < 0,0001). Dichos datos
fueron el 100%, 80,2% y 34,1% en los pacientes con G1/4y 95,1%,
65,2% y 0% en G2/3. En los pacientes con RVPc, los niveles basales
de plaquetas > 215 X 10¢/l (OR 4,5; 1C95%: 1,8-12,3; p 0,002) y el
descenso de la carga viral > 2 log en la semana 4 (OR 2,8; 1C95%:
1,2-6,9; p 0,02) alcanzaron valor predictivo independiente de RVS
en el analisis multivariado. La probabilidad de RVS en los pacientes
con niveles de plaquetas < 215 X 10¢/l y ARN VHC (basal-4 semanas)
< 2 log fue del 50% (G1/4: 56%, G2/3: 20%), mientras que dicho
valor aument6 al 90,5% (G 1/4: 88,6%, G 2/3: 100%) en los pacien-
tes con niveles de plaquetas > 215 X 10/l y ARN VHC (basal-4 se-
manas) > 2 log.

Conclusiones: Los niveles basales de plaquetas y la magnitud del
descenso de la carga viral en la semana 4 permiten identificar que
pacientes con RVPc pueden tener RVS.

P-81. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EFICACIA
DEL TRATAMIENTO ANTI-VHC ENTRE MONOINFECTADOS
Y COINFECTADOS VHC-VIH

L. Bonet, E. Marti, A. Escarda, J. Murillas, C. Marinescu,
A. Palomero, M.J. Bosque, P. Ortega, L. Lluis y P. Vaquer

Hospital Son Dureta. Baleares. Espana.

Introduccion: La primera causa de ingreso hospitalario y muerte
en pacientes VIH es la enfermedad hepatica VHC. La infeccion VIH
ejerce un efecto negativo sobre la hepatopatia VHC, acelerando la
progresion de la fibrosis, la descompensacion de la cirrosis, aumen-
tando el riesgo de hepatocarcinoma y disminuyendo la superviven-
cia tras la primera descompensacion.

Objetivos: Comparar cual es la efectividad del tratamiento con-
tra la hepatitis C cronica en nuestra serie de pacientes VIH frente
a los no VIH.

Métodos: Estudio retrospectivo: pacientes naives monoinfecta-
dos VHC y coinfectados VIH-VHC sometidos a tratamiento con inter-
ferdn pegilado y ribavirina entre 2003 y 2008. Se han comparado las
dos poblaciones, monoinfectados frente a coinfectados, mediante
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Tabla 1 Perfil de respuesta de los 2 grupos de pacientes

Tipo respuesta VIH (109) No VIH (209) Total (318)

RVS 45,9% (50)  62,7% (13) 56,9% (181)

NR 27,5% (30)  12,9% (27) 17,9% (57)

Respuesta 17,4% (19)  15,3% (32) 16,0% (51)
con recaida

Interrupcion 9,2% (10) 9,1% (19) 9,1% (29)

por efectos
secundarios

RVS: carga viral indetectable a los 6 meses post-tratamiento; NR: au-
sencia de disminucion de 2 log de la carga viral basal en la semana 12 o
carga viral detectable en la semana 24, respuesta con recaida: la carga
viral es indetectable al finalizar el tratamiento pero positiva a los 6
meses, interrupcion por efectos adversos: retirada del tratamiento por
efectos secundarios sin haber obtenido respuesta.

Tabla 2 Variables independientes que influyen
en la respuesta con significacion en el analisis
de regresion logistica

Variables OR 1C (95%) p

No VIH/VIH 2,70  1,45-5,00 0,00
Fy2/F3y4 1,97  1,08-3,58 0,03
Genotipos 2 y 3/ genotipos 1y 4 5,18 2,62-10,31 0,00
Carga viral basal 3,02 1,52-6,02 0,00

< 700.000 ui/ml/
= 700.000 ui/ml

pruebas de chi-cuadrado y se ha estudiado la influencia de cada
variable en el tipo de respuesta aplicando analisis de regresion lo-
gistica.

Resultados: Se han evaluado 318 pacientes, 109 (34%) coinfecta-
dos y 209 (66%) monoinfectados. No han alcanzado diferencias con
significacion estadistica entre ambos grupos las variables: sexo,
edad, carga viral basal, genotipo, farmacos estimuladores de colo-
nias, reduccion de dosis de interferon. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el grado de fibrosis F1 (en mono-
infectados 9°5% frente a 16,4% en coinfectados) y F3 (en monoin-
fectados 13,5% frente a 27,4% en coinfectados) (p < 0,01).y en la
reduccion de ribavirina (en monoinfectados 7,7% frente a 19,4% en
coinfectados) (p < 0,05).

Conclusiones: En la serie evaluada el porcentaje de curacién
es menor en el grupo de pacientes coinfectados que en el de los
monoinfectados, aunque en éstos alcanza casi el 46%. En nuestro
estudio, el grupo de pacientes monoinfectados y coinfectados es
similar en genotipo, edad, sexo, carga viral y cirrosis. La inte-
rrupcion por efectos adversos es igual en ambos grupos. Hay una
mayor fibrosis en el grupo de coinfectados, pero esta variable no
interacciona con la respuesta obtenida en funcion de ser o no
VIH. La carga viral basal, VIH, genotipo y grado de fibrosis son
variables independientes asociadas a curacion en la muestra eva-
luada.

P-82. EVALUACION DE UNA NUEVA,TECNICA

PARA LA DETERMINACION DEL ANTIGENO DEL CORE
DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC). COMPARACION
CON LA DETERMINACION DE ARN-VHC

M. Homs?, R. Jardi*?, F. Rodriguez-Frias®®, D. Tabernero?,
P. Fernandez®, M. Schaper?, M. Buti>c y R. Esteban®<

aCentro de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd). Instituto Carlos Ill.
Barcelona. Espafia.

bDepartamento de Bioquimica.

‘Departamento de Hepatologia.

Hospital Universitario Vall d’Hebron. Barcelona. Espafia.

Introduccién: La valoracion de la replicacion del VHC se realiza
mediante la deteccion de los niveles de ARN del VHC (ARN-VHC). La
determinacion cuantitativa del antigeno core del VHC (AgVHC) po-
dria ser util para sustituir o complementar esta valoracion.

Objetivos: Evaluar la utilidad de la determinacion de los niveles
del AgVHC mediante un nuevo método automatizado y su correla-
cion con la cuantificacion de ARN-VHC.

Pacientes y métodos: La cuantificacion del AgVHC se realizd en
muestras séricas de 254 pacientes mediante un inmunoensayo quimio-
luminiscente en el autoanalizador ARCHITECT (Abbott Diagnostics). La
cuantificacion del ARN-VHC se efectud en el sistema COBAS TagMan
(Roche Diagnostics). La sensibilidad y linealidad se evalué con 210
muestras de pacientes con hepatitis cronica anti-VHC positivo (163 ARN-
VHC positivo) de diferentes genotipos: 78 casos genotipo 1, 4 genotipo
2, 11 genotipo 3, 9 genotipo 4, 1 genotipo 5 y 4 casos con mezclas de
genotipos. La especificidad del método se establecio mediante el estu-
dio de 44 muestras de suero negativas para anti-VHC. Se considerd una
muestra AgVHC positiva si presentaba un valor = 10 fmol/mlL.

Resultados: Se detecté AgVHC en 146 (89,6%) de las 163 muestras
ARN-VHC positivo. De los 44 sueros anti-VHC negativo, 43 presenta-
ron valores de ARN-VHC y AgVHC indetectables. El caso restante era
un paciente inmunodeprimido positivo para ambos. La sensibilidad
de la determinacion de AgVHC se evalu6é mediante diluciones seria-
das de 3 muestras de suero con cargas virales > 107 Ul/ml; se detec-
t6 AgVHC en las diluciones con ARN-VHC = 10* Ul/ml. Los niveles de
AgVHC presentaron una buena correlacion con los niveles de ARN-
VHC (LogARN-VHC = 1,0449 X logAgVHC + 2,7579, R = 0,9633) y no se
observaron diferencias entre los distintos genotipos virales.

La sensibilidad del método fue del 89,02%, la especificidad y el
valor predictivo positivo del 100% y el valor predictivo negativo fue
del 70,49%. El coste de la determinacion del AgVHC fue 4 veces
inferior al de la de ARN-VHC.

Conclusiones: La determinacion de AgVHC mediante el inmu-
noensayo Abbott es un método simple y rapido para evaluar la ac-
tividad replicativa del VHC. La excelente correlacion con la cuanti-
ficacion de ARN-VHC permite que sea una alternativa a esta
determinacion, con un coste inferior.

P-83. FACTORES PREDICTIVOS DE EVOLUCION A CIRROSIS
EN LA HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C. RESULTADOS
PRELIMINARES

G. Bejarano?, M. Vergara®f, B. Dalmau®f, M. Gil>, M. Miquel®f,
J. Sanchezf, M. Casas®, E. Martinez-Bauer®, J. Puigc, M.R. Bellad,
D. Suareze y X. Calvet>f

aMedicina Interna. Hospital de Mataré. Mataré. Barcelona. Espafia.
bServicio de Digestivo.

<UDIAT.

dServei de Anatomia Patoldgica.

eServicio de Epidemiologia. Corporacion Sanitaria Parc Tauli.
Universidad Auténoma de Barcelona. Sabadell. Espaia.
fCIBERhed. Instituto Carlos Ill. Barcelona. Espafa.
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Introduccién: Pocos estudios analizan los factores que predicen la
evolucion a cirrosis en los pacientes con hepatitis cronica por virus C.

Objetivos: Definir los factores predictivos de evolucion a cirrosis
hepatica en una cohorte de pacientes con hepatitis cronica por vi-
rus C.

Material y métodos: Estudio longitudinal en el que se incluyeron
todos los pacientes monoinfectados de hepatitis cronica por virus C
a los que se les habia realizado una biopsia hepatica entre los afios
1993 y 2003. Criterios de exclusion: presencia de otras enfermeda-
des hepaticas concomitantes, presencia de cirrosis en la biopsia y
adiccion a alcohol., Los pacientes fueron evaluados entre septiem-
bre de 2008 y septiembre de 2009. Se les realizo6 historia clinica,
exploracion fisica, analitica y ecografia hepatica. Asimismo, se cal-
cularon los indices predictivos no invasivos de fibrosis hepatica
(APRI, indice de Foros y NIHCED- Non Invasive Hepatitis C Early
Diagnosis). La fibrosis se determiné por biopsia hepatica (indice
Knodell), excepto en aquellos pacientes con criterios de hiperten-
sion portal (ascitis o varices esofagicas) que indicaban cirrosis esta-
blecida, ni en aquellos en que todos los indices predictivos indica-
ban ausencia de fibrosis o expansion portal (FO-F1). Se realizo un
analisis univariante en el que se incluyeron variables demograficas,
factores de riesgo y analiticos. Posteriormente, se realizo el anali-
sis multivariante para detectar las variables estadisticamente sig-
nificativas.

Resultados: Se incluyeron 120 pacientes con una edad media de
59,86 anos + 12,7 (X + DE). Un 43,9% eran hombres. El tiempo me-
dio de seguimiento fue de 10,42 afos + 34,7 meses (63-199 meses).
La fibrosis hepatica inicial que presentaba era: un 47,1% con fibro-
sis significativa y un 52,8% sin fibrosis o con expansion portal. En la
actualidad, un 39% tienen cirrosis establecida, un 30,1% fibrosis
avanzada (F3) y 30,9% ausencia de fibrosis o expansion portal. Un
87,8% son genotipo 1y un 66,7% habian recibido tratamiento anti-
viral previo sin respuesta. El analisis multivariante mostré que la
edad, GOT, GGT y la diabetes mellitus son factores predictivos es-
tadisticamente significativos de evolucion a cirrosis hepatica.

Conclusiones: En los pacientes con hepatitis cronica por virus C
la edad avanzada, la presencia de diabetes y unos niveles altos de
GOT y GGT determinan mayor predisposicion de evolucion a cirrosis
hepatica.

P-84. DESEQUILIBRIO EN LA EXPRESION DEL SISTEMA
ANGIOPOYETINA/TIE2 EN MONOCITOS Y CELULAS
DERIVADAS DE MONOCITOS EN PACIENTES CON HEPATITIS
CRONICAC

Y. Rodriguez-Muiioz?, S. Martin-Vilchez?, M.J. Borque®,
R. Lopez-Rodriguez?, A. Hernandez-Bartolomé?, M. Trapero-Marugan?,
M. Chaparro?, R. Moreno-Otero? y P. Sanz-Cameno?

aUnidad de Hepatologia Hospital Universitario La Princesa
y CIBERehd (Instituto de Salud Carlos Ill). Madrid. Espana.
bUnidad de Biologia Molecular. Hospital Universitario

de La Princesa. Madrid. Espanfa.

Introduccion: La hepatitis crénica C (HCC) es una enfermedad
inflamatoria hepatica que puede desembocar en cirrosis y hepato-
carcinoma. La angiogénesis es un fenémeno patoldgico asociado a
la HCC y a otras enfermedades inflamatorias. Estudios previos han
esclarecido el papel fundamental del sistema Angiopoyetina/Tie-2
en la regulacion de los procesos de angiogénesis como de los de
inflamacion. Ademas, recientemente se ha descrito la capacidad
pro-angiogénica y pro-inflamatoria de los monocitos que expresan
el receptor Tie-2.

Objetivos: Analizar la expresion del sistema de Angiopoyetina/
Tie-2 en monocitos de sangre periférica de pacientes con HCC, asi
como en macrofagos (MDM) y células dendriticas derivadas (CDDM)
de los mismos.

Material y métodos: Las células mononucleares de sangre peri-
férica (PBMCs) se obtuvieron de 10 pacientes con HCC y 10 donan-
tes sanos mediante gradiente de densidad. Los monocitos se sepa-
raron de los PBMCs por seleccion positiva con anticuerpos anti-CD14
acoplados a bolas magnéticas (Miltenyi Biotech). Las células obte-
nidas se cultivaron a una densidad de 1 X 10° y se diferenciaron a
MDM 'y CDDM con el factor estimulador de colonias de granulocitos
y macrofagos (GM-CSF) o con GM-CSF e IL-4, respectivamente. Para
la obtencion de CDDM maduras, las CDDM inmaduras fueron incuba-
das 24 horas con lipopolisacarido (LPS). La expresion de Tie-2 fue
analizada en monocitos, MDM, CDDM inmaduras y maduras median-
te citometria de flujo, mientras que los niveles de Angiopoyetinal
y 2 (Ang1 y Ang 2) se determinaron en los sobrenadantes mediante
ELISA.

Resultados: La expresion de Ang2 fue notablemente superior
tanto en monocitos como en las células derivadas de éstos en pa-
cientes con HCC con respecto a los controles, siendo estadistica-
mente significativo en el caso de MDM y CDDM maduras. Por el
contrario, los niveles de Ang1 en los pacientes con HCC fueron in-
feriores respecto a los donantes sanos. En todos los casos ambos
factores experimentaron una reduccion gradual de su expresion du-
rante el proceso de maduracion. Estos fendomenos se acompanaron
de un incremento significativo de la expresion de Tie-2 en los mo-
nocitos de pacientes, y un descenso en CDDM inmaduras y maduras
de pacientes frente a los sujetos sanos.

Conclusiones: El desequilibrio de la expresion del sistema Angio-
poyetina/Tie2 en monocitos y células derivadas de monocitos en
pacientes con HCC podria explicar los trastornos angiogénicos e
inflamatorios relacionados con esta hepatopatia crénica. Seria in-
teresante elucidar en estas células el posible valor predictivo de
progresion de enfermedad y/o de respuesta al tratamiento antivi-
ral de la expresion del sistema Angiopoyetina/Tie2.

P-85. EFECTO DE LAS FLUOROQUINOLONAS
EN LA REPLICACION DEL VIRUS C DE LA HEPATITIS

G. Moraleda, R. Barcena, I. Garciay S. del Campo
Hospital Universitario Ramoén y Cajal. Madrid. Espana.

Introduccion: El virus C de la hepatitis (HCV) causa cirrosis y
carcinoma hepatocelular en el 20-30% de los pacientes infectados.
Hasta el momento, el tratamiento estandar de PEG-IFN y ribavirina
en la infeccion cronica HCV es efectivo solamente en el 40-60% de
los casos, lo que conlleva a un serio riesgo para la vida de los pa-
cientes, especialmente en aquellos con enfermedad avanzada. En
estos casos, el trasplante hepatico (TH) es la Unica opcion tera-
péutica, incluso si la infeccion HCV post-trasplante es inevitable.
Solamente una disminucién de la carga viral previa al TH podria
mejorar la evolucion de la infeccion HCV post-trasplante. Las fluo-
roquinolonas son antibioticos bactericidas que han demostrado po-
seer propiedades antivirales frente a virus DNA y RNA, incluido el
HCV (lkeda et al. Antivir Res 1987;8:103-13; Sumiyoshi et al. J Gen
Virol 1983;640:2329-33). Existen estudios piloto de tratamiento de
la infeccion crénica HCV con IFN o con IFN en combinacion con
ofloxacino con resultados contradictorios (Tsutsumi et al. J Gas-
troenterol Hepatol 1996;11:1006-11; Negro et al. J Hepatol 1998;
29:369-74).

Objetivos: El efecto que tienen las quinolonas sobre la replica-
cion del HCV utilizando el modelo celular de replicones HCV.

Material y métodos: Las lineas celulares de hepatoma Huh7 con-
teniendo el replicon del HCV (Huh7.b Clone Ay Huh7.b Ava.5, cedi-
das por Apath Laboratories, St. Louis, MO) que expresan estable-
mente las proteinas no estructurales del HCV se trataron con:
Norfloxacino (NFX), Ciprofloxacino (CPX), Enoxacino (ENX), Ofloxa-
cino (OFX) y Levofloxacino (LFX) a concentraciones de 1, 10 y 100
pg/ml durante 3 o 6 dias. El RNA-HCV se cuantifico mediante RT-
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PCR en tiempo real. Para normalizar la cuantificacion relativa del
RNA viral se amplifico bajo las mismas condiciones el gen de la 8-
Actina.

Resultados: Se observé una disminucion en los niveles de RNA-
HCV directamente proporcional a las concentraciones de antibioti-
cos utilizadas. También se observo esta misma tendencia en el gen
de la B-actina (figs. 1y 2). Ct: n° de ciclo en el que el producto de
PCR empieza a detectarse. A > Ct, < nivel basal de HCV-RNA.

Conclusiones: La disminucion de los niveles de HCV-RNA parecen
estar relacionados con el efecto citotéxico de los antibioticos lo
que sugiere que el papel de las quinolonas como agentes antivirales
en el contexto del modelo celular de replicones HCV es limitado.

P-86. EL METABOLISMO DEL ALCOHOL A ACETALDEHIDO
INDUCE LA EXPRESION DEL TRANSPORTADOR
MITOCONDRIAL DE COLESTEROL STAR

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

Unidad de Hepatologia. Hospital Clinic i Provincial. CIBEREHD,
CIBEK, IDIBAPS, IIBB-CSIC. Barcelona. Espafa.

Introduccion: El colesterol mitocondrial juega un papel critico
en la transicion de esteatosis a esteatohepatitis debido a la sensi-
bilizacion de los hepatocitos al estrés oxidativo y muerte celular
inducido TNF/Fas mediante la disminuciéon del GSH mitocondrial
(GSHm). Resultados previos han mostrado que el consumo de alco-
hol induce la disminucion del GSHm debido al incremento del co-
lesterol mitocondrial, efecto que ha sido reproducido por la accion
directa del acetaldehido generado en el metabolismo oxidativo del
alcohol. Por otra parte, hemos observado que StAR, un transporta-
dor de colesterol a la mitocondria, juega un papel clave en la regu-
lacion del colesterol mitocondrial en células de carcinoma hepato-
celular humano (Montero et al. Cancer Res 2008). Sin embargo, el
papel del alcohol/acetaldehido en la expresion de StAR no se ha
examinado previamente. Por tanto, nuestro objetivo fue evaluar el
efecto del alcohol/acetaldehido en la expresion de StAR y su im-
pacto en el colesterol mitocondrial.

Métodos: La expresion de StAR se analiz6 por western blot y
gPCR en células HepG2 expuestas a acetaldehido (1-5 dias), asi
como en muestras hepaticas de ratas tratadas con alcohol (Lieber-
DeCarli) durante 4 semanas. El nivel de colesterol libre y GSH en
mitocondria se analizaron por HPLC y espectrofotometria, respec-
tivamente. El ARN procedente de biopsias humanas de pacientes
con hepatitis alcoholica se extrajo con TRIzol bajo condiciones de
esterilidad y se realizo PCR a tiempo real usando un ABIPRISM-7900
con sondas Tag-Man predisenadas para StAR.

Resultados: Extractos hepaticos de ratas tratadas con alcohol o
células HepG2 incubadas con acetaldehido (3-5 dias) mostraron un
incremento (2-4 veces) en la expresion proteica de StAR con res-
pecto a muestras controles. Esta observacion se acompaidé de la
acumulacion de colesterol libre mitocondrial (2-3 veces), examina-
da por microscopia confocal en células intactas o en mitocondria
aislada, que se tradujo en la disminucion del nivel de GSHm (40-
60%). El silenciamiento de StAR en HepG2 por siRNAs contra StAR
disminuyo el nivel de colesterol mitocondrial atenuando la dismi-
nucion del GSHm. Para examinar el impacto de estos resultados en
la patologia humana, biopsias de pacientes con hepatitis alcohodlica
mostraron un incremento significativo del nivel de mRNA de StAR
(3-6 veces) comparado con controles sanos.

Conclusiones: La induccion de la expresion de StAR por acetal-
dehido contribuye a la acumulacion de colesterol mitocondrial y la
consiguiente disminucion del GSHm. Esos resultados sugieren que
StAR puede jugar un papel en la hepatopatia alcohdlica y podria ser
una nueva diana terapéutica.

P-88. LA ESTEATOSIS HEPATICA SE ASOCIA

A INSULINORRESISTENCIA'Y DISFUNCION ENDOTELIAL
EN EL TERRITORIO SINUSOIDAL HEPATICO QUE

SE CORRIGEN CON METFORMINA

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

Laboratorio de Hemodindmica Hepadtica. Servicio de Hepatologia.
Hospital Clinic-IDIBAPS. CIBERehd. Barcelona. Espafia.

Introduccién: La insulino resistencia (IR) bloquea los efectos de
la insulina sobre el endotelio vascular, lo que contribuye al dafo
vascular en el sindrome metabdlico. La metformina ha demostrado
mejorar la sensibilidad a la insulina. Los objetivos de este estudio
fueron evaluar si la enfermedad hepatica por depdsitos de grasa
(EHDG) produce IR en el endotelio sinusoidal hepatico y si el trata-
miento con metformina mejora estas anormalidades.

Métodos: Cuatro grupos de ratas fueron tratados durante 3 dias
con: 1) DC: Dieta control + vehiculo; 2) DC + metformina; 3) DRG:
Dieta rica en grasa + vehiculo; 4) DRG + metformina. Se evalué la
respuesta vascular a la insulina en el modelo de perfusion de higa-
do aislado. La sensibilidad del endotelio sinusoidal a la insulina se
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estudio por la vasodilatacion hepatica dependiente de endotelio
(en respuesta a acetilcolina) en presencia o ausencia de insulina y
el grado de fosforilacion de eNOS (Western Blotting) después de la
inyeccion portal de insulina. Se analizé la histologia hepatica me-
diante H/E y oil red.

Resultados: La DRG indujo esteatosis hepatica, que se atenud
con tratamiento con metformina (p = 0,036). Los higados del grupo
DC mostraron una vasodilatacion dosis-dependiente en respuesta a
insulina. Esta respuesta fue menor (16%) en los higados de ratas
DRG (p = 0,03). En ratas tratadas con metformina la respuesta va-
solidatadora a la insulina fue similar en DRG y DC (p = 0,99). EL
pretratamiento con insulina potencid la vasodilatacion dependien-
te de endotelio de la vasculatura hepatica en ratas DC (p = 0,002)
pero no en ratas DRG (p = 0,182). El tratamiento con metformina
restaur6 la capacidad de la insulina para potenciar la vasodilata-
cién dependiente de endotelio en ratas DRG (p = 0,004). La insulina
indujo un incremento significativo en la fosforilacion hepatica de
eNOS en ratas control (?? 2,5; p = 0,004) pero no en ratas DRG (?
1,21; p = 0,20). En ratas DRG el tratamiento con metformina mejo-
ré la fosforilacion inducida por insulina de eNOS (? 3,14; p =
0,014).

Conclusiones: La administracion de una DRG durante 3 dias in-
duce esteatosis hepatica e insulinorresistencia en el endotelio sin-
usoidal hepatico, que se corrige con tratamiento con metformina.
Estos hallazgos sugieren que la metformina mejora las alteraciones
de la microcirculacion hepatica observadas en fases precoces de la
EHDG.

P-89. AORTOPATIA INFLAMATORIA HIPERTENSIVA PORTAL
CRONICA EN LA RATA

M.A. Aller?, N. de las Heras®, B. Martin-Fernandez®, E. Revuelta®®,
G. Baeza®®, M. Miana®, S. Ballesteros®, V. Cachofeiro®, V. Lahera®
y J. Arias?

aDepartamento de Cirugia I.
bDepartamento de Fisiologia. Facultad de Medicina.
Universidad Complutense. Madrid. Espafia.

Introduccion: El desarrollo de una inflamacion esplacnica y sis-
témica de bajo grado ha sido propuesto como una consecuencia
precoz de la hipertension portal en la rata. El objetivo de éste es-
tudio ha sido verificar si la hipertension portal prehepatica por tri-
ple ligadura parcial de la vena porta produce a largo plazo en la
rata una respuesta inflamatoria de bajo grado en la aorta.

Métodos: Se han utilizado ratas macho Wistar: seudo-operadas
(SO; n = 10) y con triple ligadura parcial de la vena porta (TLVP; n
=12) a los 22 meses de la intervencion. Se han evaluado por RT-PCR
la expresion aortica de enzimas de estrés oxidativo y nitrosativo,
como xantina-dehidrogenasa (XD), la subunidad p22phox de
NAD(P)H-oxidasa, eNOS, catalasa y SOD; NFkB e |kB; y parametros
de fibrosis vascular, como VEGF, TGF-«a, Factor de crecimiento de
tejido conectivo (CTGF), colageno-1 y MMP-9. Ademas, se han
cuantificado mediante ELISA los niveles séricos de IL-1B, IL-6 TNF-a
e IL-10.

Resultados: En las rata con hipertension portal la expresion aor-
tica de la subunidad p22phox de NAD(P)H oxidase, (186 + 20 vs 100
+13,6; p < 0,05), eNOS (200 + 21,1 vs 100 + 10,1; p < 0,01), SOD
(159 + 20 vs 100 + 5.6; p < 0,05), NF-xB (205 + 20,5 vs 100 + 7,1; p
< 0,05), CTGF (154 + 18,6 vs 100 + 8,5; p < 0,05), colageno-1 (143
+ 19,4 vs 100 + 8,5; p < 0,05), y MMP-9 (168 + 20 vs 100 + 9,5; p <
0,05) aumento significativamente. Por el contrario, la expresion
aortica de mRNA de XD, catalasa, VEGF y TGF-a fue similar en am-
bos grupos. Los niveles séricos de IL-1B3, IL-6 y TNF-a fueron supe-
riores (p < 0,05) en las ratas con hipertension portal respecto de las
ratas SO, en tanto que las concentraciones séricas de IL-10 fueron
similares.

Conclusiones: En la pared aértica de ratas con hipertension por-
tal se produce un incremento del estrés oxidativo-nitrosativo que
podria activar mecanismos anti-oxidantes, estimular NFkB, asi
como la remodelacion mediante la produccion de CTGF, colageno-1
y MMP-9. Por consiguiente, se demuestra por primera vez el desa-
rrollo de una respuesta inflamatoria adrtica de baja intensidad a
largo plazo en ratas con hipertension portal. Este modelo experi-
mental podria ser de gran utilidad para futuros estudios sobre los
mecanismos etiopatogénicos de la patologia cardiovascular que se
asocia a la hipertension portal.

P-90. PAPEL DE LA ACIDO GRASO TRANSLOCASA FAT/
CD36 EN LA INCORPORACION DE ACIDOS GRASOS

EN HEPATOCITOS ESTEATOSICOS DE RATAS OBESAS:
IMPLICACIONES EN LA PATOGENIA DE LA ESTEATOSIS
HEPATICA

X. Buqué, C. Garcia-Monzon, M.E. Miquilena Colina, B. Ochoa
y P. Aspichueta

Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina y Odontologia.
Universidad del Pais Vasco. Leioa. Espana.

Unidad de Investigacion. Hospital Universitario Santa
Cristina-CIBERehd. Madrid. Espana.

Introduccion: Numerosos estudios sefialan a la acido graso trans-
locasa FAT/CD36 como la principal proteina de membrana implica-
da en la entrada de acidos grasos en adipocitos y células muscula-
res, tanto en condiciones fisiolégicas como patologicas. Por el
contrario, se ha descrito que la expresion de FAT/CD36 en la mem-
brana de los hepatocitos es minima y no parece estar implicada en
la entrada de acidos grasos. Sin embargo, estudios realizados en
nuestro laboratorio con hepatocitos esteatdsicos de ratas obesas
Zucker, un modelo de obesidad que desarrolla resistencia a la insu-
lina, hiperlipemia e higado graso, mostraban un significativo au-
mento en los niveles de ARN mensajero de FAT/CD36 en compara-
cion con los hepatocitos normales (J Lipid Res 2009).

Objetivos: Analizar el papel de FAT/CD36 en la incorporacion de
acidos grasos en hepatocitos y su implicacion en el establecimiento
y desarrollo de la esteatosis hepatica.

Métodos: Se analizd el patrdn de expresion de FAT/CD36 en el
higado y en hepatocitos aislados de ratas obesas Zucker y de ratas
control, de 6, 9 y 12 semanas, utilizando técnicas de Western
blot, inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Ademas, se de-
terminoé la incorporacion de oleato marcado radiactivamente en
cultivos primarios de hepatocitos de ratas obesas y controles de
12 semanas.

Resultados: Observamos una mayor expresion de FAT/CD36 en la
membrana basolateral de los hepatocitos de ratas obesas de 12
semanas, en comparacion con los hepatocitos de ratas control, co-
incidiendo con el maximo grado de esteatosis hepatica. Esta expre-
sion de FAT/CD36 en la membrana hepatocelular se debia, princi-
palmente, a una translocacion desde un reservorio intracelular y no
a un incremento en la cantidad total de transportador. Ademas,
pudimos comprobar en cultivos primarios de hepatocitos aislados
de ratas obesas de 12 semanas que la expresion de FAT/CD36 en la
membrana plasmatica de los hepatocitos esteatdsicos se mantenia
Unicamente en presencia de concentraciones elevadas de insulina
y solo en estas condiciones se producia una mayor incorporacion de
oleato en el hepatocito.

Conclusiones: Los resultados de este estudio constituyen la pri-
mera evidencia de un papel activo de FAT/CD36 en la entrada de
acidos grasos en el hepatocito y de su relacion con el desarrollo de
esteatosis hepatica, primera fase de la enfermedad hepatica grasa
no alcohdlica.
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P-91. EL ACIDQ DOCOSAHEXAENOICO (DHA) PROMUEVE
LA RESOLUCION DE LA INFLAMACION DEL TEJIDO
ADIPOSO MEDIANTE LA ACTIVACION DE LOS MACROFAGOS
M2 (FORMA ALTERNATIVA)

E. Titos, A. Gonzalez-Périz, C. Lopez-Vicario, R. Horrillo,
M. Lopez-Parra, E. Moran-Salvador, M. Martinez-Clemente,
V. Arroyo y J. Claria

Hospital Clinic. CIBERehd. Barcelona. Espana.

Introduccion y objetivos: La presencia de un estado subclinico
de inflamacion en el tejido adiposo constituye uno de los factores
clave en la aparicion de resistencia a la insulina y de complicacio-
nes hepaticas asociadas a la obesidad. Dado que estudios recientes
han demostrado que una dieta enriquecida con DHA, un acido graso
poliinsaturado omega-3, previene la resistencia a la insulina y la
esteatosis hepatica en ratones obesos, el objetivo del presente es-
tudio fue investigar los mecanismos responsables de los efectos
protectores del DHA en el tejido adiposo y concretamente sus efec-
tos sobre la poblacion de células inflamatorias presentes en la frac-
cion estromal vascular (FEV) del tejido adiposo y de adipocitos.

Métodos: Se utilizaron ratones macho C57BL6/J alimentados du-
rante 13 semanas con una dieta rica en grasa (60% Kcal de la grasa,
n = 37) divididos en dos grupos que recibieron DHA (4 ng/g p.c./
dia/i.p., n = 20) o placebo (salino, n = 17) durante 10 dias. Se ais-
laron adipocitos y células de la FEV y la expresion génica y la po-
blacion de macrofagos se analizaron por PCR cuantitativa y citome-
tria de flujo, respectivamente.

Resultados: La administracion de una dieta rica en grasa indujo
un aumento en el nimero de células F4/80/CD11b doble positivas,
indicativo de la presencia de una mayor poblacion de macréfagos
tisulares en el tejido adiposo. La dieta rica en grasa incremento
también la expresion de las adipocinas proinflamatorias IL-6 y MCP-
1, y el analisis comparativo entre las poblaciones celulares reveld
que las células de la FEV son las principales responsables de esta
sobreexpresion. El tratamiento con DHA no redujo el nimero de
células F4/80/CD11b doble positivas, pero si que causo la polariza-
cion hacia macrofagos tipo M2 (activacion alternativa), lo que re-
sultd en un fenotipo antiinflamatorio caracterizado por una mayor
expresion de IL-10, una adipocina antiinflamatoria tipo Th2, y
CD206, un marcador de resolucion de la inflamacion. Este efecto
antiinflamatorio se asocié a una disminucion de la expresion de
TNFalfa en las células de la FEV y adipocitos y a un incremento de
PPARgamma y de la secrecion de adiponectina por los adipocitos.

Conclusiones: El DHA ejerce efectos antiinflamatorios en el teji-
do adiposo de ratones obesos induciendo la activacion alternativa
de los macrofagos tisulares (M2), fenotipo asociado a la resolucion
de la inflamacion, y modulando la expresion génica de adipocinas
en las células de la FEV y en adipocitos.

P-92. REGULACION DE LOS RAFT LIPiDICOS
MITOCONDRIALES POR COLESTEROL EN LA APOPTOSIS
HEPATOCELULAR INDUCIDA POR TNF/FAS

N. Matias, A. Fernandez, V. Manganelli, A. Tinari, W. Malorni,
C. Garcia-Ruiz, M. Sorice y J.C. Fernandez-Checa

1IBB-CSIC. Barcelona. Espanfa.

Department of Experimental Medicine. Sapienza University
of Rome. Roma. Italia.

Department of Technology and Health. Istituto Superiore
de Sanitd. Roma. Italia.

Introduccion y objetivos: Los rafts lipidicos (RL) constituyen
unos dominios especificos de las membranas caracterizados por una
composicion lipidica singular enriquecida especialmente en coles-
terol y esfingolipidos, lo que determina su insolubilidad a detergen-
tes. Dichos dominios juegan un papel importante en la sefalizacion

celular, particularmente en la membrana plasmatica, actuando
como plataformas de generacion de sefales apoptoticas en res-
puesta a ligandos como el TNF o Fas (CD95). Sin embargo, durante
la apoptosis de linfocitos inducida por Fas, se ha descrito que los RL
mitocondriales forman un complejo multimolecular que interaccio-
na con miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2 (ej. Bax). Pues-
to que el colesterol es un componente clave de los RL y su trafico a
la mitocondria regula la susceptibilidad hepatocelular al TNF y Fas,
el proposito de nuestra investigacion fue examinar el papel del
colesterol en la regulacion de los RL mitocondriales y su funcion en
la muerte hepatocelular inducida por TNF/Fas.

Métodos: Se preparé una fraccion mitocondrial altamente purifi-
cada a partir de modelos nutricionales y genéticos de hipercoleste-
rolemia en ratones, ya sea por la administracion de dieta enrique-
cida en colesterol o alcohol, asi como de ratones knockout para
NPC1 y transgénicos para el factor de transcripcion SREBP-2. El
contenido de colesterol se determind por HPLC, mientras que el de
gangliosido GD3 se analizd por microscopia inmunoelectronica e
inmunoTLC. Las fracciones mitocondriales solubles o insolubles en
detergente (Triton X-100) se analizaron por western blot para ca-
veolina-1, hFis1 y VDAC.

Resultados: La expresion de hFis1 y VDAC se observd tanto en
fracciones solubles como insolubles a detergente; sin embargo, los
niveles de hFis1 y VDAC en las fracciones insolubles a detergentes
fueron mayor en muestras de modelos enriquecidos en colesterol
mitocondrial comparado con los controles. Ademas, el enriqueci-
miento en colesterol mitocondrial se asocié a un mayor contenido
de gangliosido GD3 determinado por microscopia inmunoelectroni-
ca. La presencia de caveolina-1 se observé exclusivamente en las
fracciones insolubles pero no en las solubles, cuyo nivel incremento
por el enriquecimiento en colesterol. Resultados similares se obtu-
vieron con fracciones procedentes de ratones NPC1 y Tg-SREBP-2.
En todos los modelos, los hepatocitos fueron sensibles a la muerte
inducida por TNF o Fas, lo que se acompaio con un incremento de
GD3 y colocalizacion con Bax, y consiguiente permeabilizacion de
la membrana mitocondrial.

Conclusiones: Dichos resultados indican la presencia de RL en
mitocondria hepatica en modelos de hipercolesterolemia, en don-
de tendria lugar el anclaje de Bax en la membrana mitocondrial.
Estos hallazgos pueden ser de relevancia en la esteatohepatitis
tanto alcohodlica como no alcohédlica, debido a la susceptibilidad
hepatocelular al Fas/TNF.

P-93. CARACTERIZACION DEL PATRON DE EXPRESION
INTRAHEPATICO DE LA ACIDO GRASO TRANSLOCASA
FAT/CD36 EN PACIENTES CON HiGADO GRASO NO
ALCOHOLICO Y CON HEPATITIS CRONICA C

M.E. Miquilena Colina®¢, E. Lima Cabello®, S. Sanchez Campos®s,
M.V. Garcia Mediavilla®¢, M. Fernandez-Bermejo¢,

T. Lozano Rodriguez®¢, X. Buqué?, B. Ochoa¢, P. Aspichuetad,

J. Gonzalez-Gallego®¢ y C. Garcia Monzon¢

aUnidad de Investigacién. Hospital Universitario Santa Cristina.
Madrid. Espafa.

bInstituto de Biomedicina (IBIOMED). Universidad de Leon.

Leodn. Espaiia.

<Servicio de Gastroenterologia. Hospital San Pedro de Alcdntara.
Cdceres. Espafia.

9Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina y Odontologia.
Universidad del Pais Vasco. Leioa. Espana.

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

Introduccion: La expresion de la acido graso translocasa FAT/
CD36 esta aumentada en los hepatocitos de modelos animales de
esteatosis (ES) hepatica, acompanandose su translocacion a la



XXXV Congreso Anual de la Fundacion/Asociacion Espafola para el Estudio del Higado 171

membrana de un incremento de la incorporacion hepatocelular de
acidos grasos. Se desconoce, no obstante, el patron de expresion
de este transportador en pacientes con ES de diferentes etiolo-
gias.

Objetivos: Caracterizar el patron de expresion intrahepatico de
FAT/CD36 en pacientes con higado graso no alcohdlico (HGNA) y
con infeccion crénica por el virus de la hepatitis C (VHC) con o sin
ES.

Métodos: Se estudiaron 29 pacientes con HGNA, 18 con ES y 11
con esteatohepatitis (EH), 22 con VHC (12 con ES) y 25 con higado
normal (HN). Se cuantifico la expresion intrahepatica de FAT/CD36
por PCR a tiempo real y Western blot. Ademas, se determin6 la lo-
calizacion celular de FAT/CD36 mediante inmunohistoquimica en
las biopsias hepaticas de los pacientes estudiados.

Resultados: Los niveles de ARN mensajero de FAT/CD36 eran sig-
nificativamente mas elevados en la ES (+69,6 + 0,2%), EH (+36,8 +
4,6%) y ES asociada al VHC (+73,1 + 24,3%) que en el HN. En cam-
bio, aunque los niveles de ARN mensajero de FAT/CD36 fueron mas
altos en los pacientes VHC sin ES (+14,9 + 10,9%) que en el HN, la
diferencia no fue significativa. La cantidad de proteina FAT/CD36
fue significativamente mayor en la ES (+73,7 + 15%), EH (+75,5 *
18,8%) y en VHC sin ES (+38 + 10,1%) o con ES (+93 + 29,4%) que en
el HN. El contenido hepatico de FAT/CD36 fue significativamente
mas alto en los pacientes VHC con ES que en aquellos sin ES. En el
HN, FAT/CD36 se expresaba en las células de Kupffer y en el cito-
plasma de algunos hepatocitos, mientras que en la ES y en la EH la
expresion de FAT/CD36 se localizaba predominantemente en la
membrana de la mayoria de los hepatocitos. En los pacientes VHC
con ES, la expresion de FAT/CD36 fue intensa tanto en la membrana
como en el citoplasma de los hepatocitos, mientras que en aquellos
sin ES se expresaba fundamentalmente en el citoplasma de los he-
patocitos.

Conclusiones: La expresion de FAT/C36 esta anormalmente au-
mentada en la membrana hepatocelular de pacientes con HGNA y
en la ES asociada al VHC, sugiriendo que la translocacion de FAT/
CD36 a la membrana hepatocelular puede ser determinante en la
patogenia del HGNA y en la ES asociada al VHC.

P-94. ACCIONES HEPATICAS DIRECTAS DE LOS
ANTIDIABETICOS ORALES TIAZOLIDINDIONAS:
PIOGLITAZONA'Y ROSIGLITAZONA ANTAGONIZAN,

A NIVEL HEPATICO Y DE FORMA AGUDA, EL EFECTO
HIPERGLUCEMIANTE DEL GLUCAGON EN HEPATOCITOS
DE RATA EN PERIFUSION

M.N. Sanz?, C. Sanchez-Martin?, D. Detaille?, F. Gdbmez-Peralta®, J.
M. Recio-Cordovac y M.Y. El-Mir?

aDepartamento de Fisiologia y Farmacologia. Universidad

de Salamanca. Salamanca. Espanha.

bSeccién de Endocrinologia y Nutricion. Hospital Nuestra Sefiora
de Sonsoles. Avila. Espafa.

Servicio de Endocrinologia. Hospital Universitario de Salamanca.
Salamanca. Espana.

Introduccion: Los antidiabéticos orales de la clase tiazolidindio-
na (TZDs), pioglitazona (PIO) y rosiglitazona (ROSI), ejercen la ma-
yoria de sus efectos hipoglucemiantes por activacion de los recep-
tores nucleares activados por proliferadores de peroxisomas
(PPARg). Sin embargo, nuestro grupo de investigacion ha demostra-
do que las TZDs también actlan de forma DIRECTA, independiente-
mente de la activacion de PPARg, inhibiendo la gluconeogénesis
(GNG) y activando la glucdlisis hepaticas en hepatocitos de rata en
perifusion.

Objetivos: Usando la técnica de perifusion de células, investigar
la capacidad de TZDs de antagonizar a nivel hepatico los efectos
pro-diabéticos del glucagon.

Material y métodos: Los hepatocitos se aislaron a partir de hi-
gados de ratas Wistar macho en ayunas (24 h) antes del experi-
mento o de ratas no en ayunas (experimentos de glucogendlisis).
Los hepatocitos, aislados segln la técnica de Berry y Friend, fue-
ron perifundidos a 37 °C con tampoén Krebs-bicarbonato saturado
con 0,/CO, (19/1) en presencia o ausencia de PIO o ROSI 25 pM.
En ambas condiciones experimentales se infundio glucagon (10-
7M) y dihidroxiacetona (DHA), como sustrato energético (ratas en
ayunas). En cada uno de los siete estados estacionarios sucesivos
se midio, mediante técnicas espectrofotométricas, la glucosa
(JGlucosa) y el lactato + piruvato (JL + P) producidos por los he-
patocitos en el perifusato celular saliente. Ademas, se midieron
mediante técnicas espectrofluorimétricas algunos intermediarios
metabolicos intracelulares como la glucosa 6-fosfato (G6P) y la
fructosa 6-fosfato (F6P).

Resultados: En los hepatocitos perifundidos no en ayunas, el glu-
cagobn activo la degradacion del glucogeno hepatico (glucogenoli-
sis) hasta glucosa en mas del 200% e inhibio la glucdlisis de dicha
glucosa en un 72%. La administracion de PIO y ROSI (25 uM) no tuvo
ningln efecto significativo sobre la glucogendlisis, aunque si activo
la glucdlisis en un 76% y 200%, respectivamente, hasta valores cer-
canos a los controles. Por otra parte, usando ratas en ayunas el
glucagon aumento la gluconeogénesis (GNG) en un 98% con respec-
to al control e inhibid su glucélisis en un 82%. Las TZDs (25 pM)
revirtieron este efecto pro-diabético del glucagon, inhibiendo la
GNG estimulada por el glucagén en un 25% y activando la glucdlisis,
inhibida por el mismo, en mas de 120%. El analisis de los interme-
diarios metabolicos G6P y F6P indicaron que ambas glitazonas ejer-
cieron sus acciones antiglucagon en la GNG hepatica mediante in-
hibicion de la hidrolisis de G6P, debido a una inhibicion de la enzima
glucosa-6-fosfatasa.

Conclusiones: Pioglitazona y rosiglitazona, ademas de sus cono-
cidos efectos antidiabéticos a medio y largo plazo, revierten de
manera rapida y directa el efecto hepatico hiperglucemiante del
glucagon. Estos efectos se deben, por lo menos en parte, a la inhi-
bicion de la hidrolisis de G6P hasta glucosa.

P-95. LA SILIBININA REVIERTE TOTALMENTE

LA RESISTENCIA A LA INSULINA EN EL HIGADO, INDUCIDA
EN RATAS POR DIETA RICA EN FRUCTOSA, A TRAVES

DE UNA POSIBLE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE

LAS ENZIMAS GLUCOSA-6-FOSFATASA'Y PIRUVATO CINASA
HEPATICAS

C. Sanchez-Martin?, M.N. Sanz?, D. Detaille?, J.M. Recio-Cordova®,
F. Gomez-Peraltac, G.R. Villanueva? y M.Y. El-Mir?

aDepartamento de Fisiologia y Farmacologia. Universidad

de Salamanca. Salamanca. Espana.

bServicio de Endocrinologia. Hospital Universitario de Salamanca.
Salamanca. Espana.

Servicio de Endocrinologia y Nutricion. Hospital Nuestra Sefiora
de Sonsoles. Avila. Espania.

Introduccion: Esta bien documentado que la dieta rica en fruc-
tosa causa resistencia a la insulina (RI) a nivel hepatico entre otros
organos. El medicamento hepatoprotector silibinina (SB) ha mos-
trado recientemente propiedades en el tratamiento de la diabetes
tipo 2. Estudios previos “in vitro” de nuestro grupo han mostrado
que la SB inhibe tanto la gluconeogenesis como la glucdlisis hepati-
cas en hepatocitos de rata perifundidos mediante una inhibicion de
las enzimas glucosa-6-fosfatasa y piruvato kinasa hepaticas.

Objetivos: Explorar la capacidad “in vivo” de la silibinina para
revertir en el higado las alteraciones en el metabolismo de la glu-
cosa relacionadas con la resistencia a la insulina inducida por la
dieta rica en fructosa, asi como los mecanismos implicados a nivel
hepatico.
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Material y métodos: Ratas Wistar macho se dividian en dos gru-
pos principales. ELl primer grupo recibié una dieta estandar, mien-
tras que otro grupo recibi6 una dieta rica en fructosa (60%). Des-
pués de 4 semanas, cada grupo de ratas era subdividido en otros
dos grupos. Un grupo era tratado con SB (50 mg/kg/dia, inyeccion
i.p.) durante otras dos semanas, mientras que el otro recibia el
vehiculo. Los hepatocitos eran aislados segln la técnica de Berry y
Friend, eran perifundidos a 37 °C con Krebs-bicarbonato saturado
con 0,/CO, y eran titrados con dihidroxiacetona (DHA) como sustra-
to energético. Se determiné la produccion hepatica de glucosa,
lactato y piruvato en el perifusato asi como la de dihidroxiacetona
fosfato (DHAP), glucosa-6-fosfato (G6P), fructosa-6-fosfato (F6P) y
fosfoenolpiruvato (PEP) en extractos celulares.

Resultados: En hepatocitos perifundidos, la dieta rica en fructosa
increment6 tanto la gluconeogénesis (JGlucosa) como la glucdlisis
(JL + P) hepaticas en un 25% y un 22% respectivamente en compara-
cion con las ratas control. La administracion de SB durante dos sema-
nas revirtio completamente estas alteraciones metabolicas. Ademas,
la dieta rica en fructosa incremento las concentraciones intrahepa-
tocitarias de DHAP, F6P y G6P, obteniendo una doble relacion entre
JGlucosa y DHAP, G6P o F6P. Por su parte, la SB revirti6 totalmente
este efecto y normalizé dicha relacion. Por otra parte, las ratas tra-
tadas con fructosa mostraron un incremento de la concentracion de
PEP, llevando a una doble relacion entre JL + P y DHAP o PEP compa-
rado con ratas control. La SB también normalizo esta alteracion.

Conclusiones: La SB revierte en el higado de rata las alteracio-
nes metabdlicas propias de la resistencia a la insulina mediante una
posible inhibicion de la glucosa-6-fosfatasa y la piruvato kinasa he-
paticas. Dado que el higado es un 6rgano esencial para la regula-
cion del metabolismo, estos resultados apoyan la posibilidad de
que la SB pueda ser considerada como terapia complementaria
para el tratamiento de la diabetes tipo 2.

P-96. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES LIPOGENICOS
E INFLAMATORIOS EN PACIENTES CON ENFERMEDAD
HEPATICA GRASA NO ALCOHOLICA Y CON HEPATITIS C
CRONICA

E. Lima?, M.V. Garcia-Mediavilla®¢, M.E. Miquilena-Colina®s,
J. Vargas-Castrillon®¢, T. Lozano-Rodriguez®s,

M. Fernandez-Bermejos, J.L. Olcoz®e, J. Gonzalez-Gallego®e,
C. Garcia-Monzon®< y S. Sanchez-Campos®¢

aInstituto de Biomedicina (IBIOMED). Universidad de Leon.
Leon. Espaiia.

bUnidad de Investigacion. Hospital Universitario Santa Cristina.
Madrid. Espana.

Servicio de Gastroenterologia. Hospital San Pedro de Alcdntara.
Cdceres. Espaiia.

d4Servicio de Gastroenterologia. Complejo Asistencial de Ledn.
Leon. Espaiia.

¢Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd). Instituto de Salud Carlos Ill.
Espana.

Introduccion: El higado graso no alcohélico (HGNA) y la infec-
cion cronica por el virus de la hepatitis C (VHC) son las enfermeda-
des hepaticas mas prevalentes en nuestro medio. Los factores me-
tabolicos asociados al HGNA son asimismo determinantes en la
progresion del dafo hepatico por VHC. Los receptores X del higado
(LXR) actuan como senalizadores celulares regulando no so6lo genes
del metabolismo lipidico sino también genes inflamatorios.

Objetivos: Evaluar el papel de LXRalpha en la patogenia de la
esteatosis (ES) hepatica mediante el estudio de su expresion génica
y de la expresion de los principales genes lipogénicos e inflamato-
rios regulados por dicho receptor en pacientes con HGNA'y con in-
feccion cronica por VHC.

Métodos: En el estudio se incluyeron 29 pacientes con HGNA, 18
con ES y 11 con esteatohepatitis (EH), 22 con VHC (12 con ES) y 25
con higado normal (HN). Los estudios de expresion génica se lleva-
ron a cabo en las biopsias hepaticas de los pacientes mediante PCR
cuantitativa a tiempo real y western blot.

Resultados: La expresion génica de LXRalpha y de los principales
genes lipogénicos regulados por él se encuentra significativamente
inducida en los pacientes con HGNA (ES: LXRalpha +114%, PPAR-
gamma +131%, SREBP-1c +81%, FAS +89%; EH: LXRalpha +131%,
PPAR-gamma +120%, SREBP-1c +124%, FAS +77%, respecto a HN).
Ademas, en pacientes con VHC, la induccion de dichos genes lipo-
génicos esta asociada al desarrollo de ES (LXRalpha +126%, PPAR-
gamma +132%, SREBP-1c +165%, FAS +107%, respecto a HN). Tanto
en los pacientes con HGNA como en aquellos con VHC se observo
una induccion de los genes inflamatorios TNF-alfa, IL-6, osteopon-
tina (OPN), iNOS, COX-2 y del gen SOCS-3. Sin embargo, la expre-
sion de TNF-alfa, IL-6 y OPN resulto parcialmente inhibida en aque-
llos pacientes que habian desarrollado EH (TNF-alfa -25%, IL-6
-37%, OPN -57%, respecto a ES), coincidiendo con la mayor concen-
tracion de proteina LXRalpha (+48%, respecto a ES).

Conclusiones: En nuestro estudio, la expresion de LXRalpha y de
sus genes diana lipogénicos e inflamatorios esta incrementada en los
pacientes con HGNAy en los pacientes con VHC asociado a ES. Dichos
resultados identifican a LXRalpha como un factor relevante en la
patogenia de la ES en dichas enfermedades hepaticas cronicas.

Financiado por G/467B01/64000/3, BFU2007-62977 y SAN673/
LE06/08 de la Conserjeria de Sanidad de JCyL. CIBERehd esta finan-
ciado por el Instituto de Salud Carlos Il (Espafa).

P-97. LA LEPTINA ESTIMULA LA FIBROGENESIS HEPATICA
POR MECANISMOS MULTIFACTORIALES

T. Diaz-Sanjuan, E. Gdmez-Izquierdo, I. Garcia-Ruiz,
C. Rodriguez-Juan, P. Solis-Mufioz, T. Mufoz-Yagiie
y J.A. Solis-Herruzo

Centro de Investigacion. Hospital 12 de Octubre. Madrid. Esparia.

Objetivos: Conocer los mecanismos por los que la leptina (LPT)
estimula la fibrogénesis hepatica.

Material y métodos: En cultivos primarios de células estrelladas
del higado (CEH) estudiamos los efectos de dosis crecientes de LPT
sobre: (1) expresion genética del colageno a1(l) (COL1), (2) meta-
loproteinasa-13 (MMP13), (3) TIMP-1 (RT-PCR) y (4) apoptosis de las
CEH expuestas a TNFa y gliotoxina (ELISA), (4) identificacion de las
regiones en los promotores del COL1 y MMP13 donde la LPT ejerce
sus efectos (transfeccion celular con plasmidos portadores de re-
giones de esos genes), (5) Factores de trascripcion y quinasas impli-
cadas en la transmision de sefal (EMSA, inhibidores de quinasas:
PD98059, SB203580, SP600120, LY294002).

Resultados: (1) la LPT aumenta la expresion genética del COL1
con efecto maximo a las 6 horas con 100 ng/ml. Este efecto lo
ejerce actuando sobre las regiones FP2 (-112/-130) y FP3 (-132/-
160) con la participacion de los factores de transcripcion Sp1y Sp3
fosforilados. Estos efectos son abolidos tratando las células con
mitramicina y con PD98059, lo que indica la participacion de Sp1y
su fosforilacion por ERK. Los inhibidores de otras quinasas (p38,
JNK, PI3K) no anulan los efectos de la LPT. (2) Las mismas dosis de
LPT disminuye la expresion genética de la MMP13 (x0,2) y aumenta
la de TIMP-1 (x18,9). Este efecto no existe si la region de AP1 en el
promotor de la MMP13 esta mutada. (3) La LPT aumenta la supervi-
vencia de las CEH en condiciones de muerte inducida por gliotoxina
y TNFa.

Conclusiones: La LPT estimula la fibrogénesis hepatica actuado
a varios niveles: aumenta la supervivencia de las CEH, estimula la
expresion genética del COL1 y disminuye su degradacion por inhibir
la expresion de las MMP13 y estimular la de su inhibidor TIMP-1.
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P-98. HIPERHOMOCISTEINEMIA'Y POLIMORFISMOS
DEL GEN DE LA MTHFR, C677T: RELACION ]
CON LA ENFERMEDAD HEPATICA GRASA NO-ALCOHOLICA

J.A. Chirinos?, M. Pérez-Carreras?, C. Fernandez-Miranda®,
G. Lopez-Alonsos, R. Ayala?, C. Arribas® y G. Castellano®

aServicio de Medicina del Aparato Digestivo.
bDepartamento de Medicina Interna.

“Departamento de Anatomia Patologica.
9Departamento de Hematologia.

Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid. Espana.

Introduccion: Existen evidencias cientificas que implican a la
homocisteina y a la mutacion de la metilentetrahidrofolato reduc-
tasa (MTHFR), enzima fundamental en el metabolismo de la homo-
cisteina, en la patogenia de la EHGNA y en su progresion histologi-
ca. Sin embargo, en la mayoria de los estudios los pacientes
incluidos no tienen un diagnostico histologico de EHGNA vy, segun
nuestro conocimiento, no hay informacion al respecto en una po-
blacion espanola.

Métodos: Estudio prospectivo observacional comparativo de una
cohorte de 43 pacientes con diagnodstico histoldgico de EHGNA vs
una poblacion control de 45 sujetos sin factores de riesgo para
EHGNA, con transaminasas normales y ultrasonografia hepatica sin
esteatosis. En ambos grupos se determinaron y compararon esta-
disticamente las siguientes variables: factores del sindrome meta-
bélico, insulinemia e insulonorresistencia, vitamina B12, acido foli-
co, homocisteinemia y el polimorfismo C677T de la MTHFR. En el
grupo de pacientes se analizo la correlacion entre la homocisteine-
mia y la mutacion MTHFR con el grado de esteatosis, el NAS score
y el estadio de fibrosis.

Resultados: La presencia de hiperhomocisteinemia y de la muta-
cion en homocigosis de la MTHFR, C677T fueron significativamente
mas frecuentes en el grupo con EHGNA vs controles (36% vs 7% y
31% vs 9%, respectivamente, ambas con p < 0,01). No encontramos
asociacion estadistica entre la homocisteinemia y la presencia de
la mutacion MTHFR con los factores metabolicos epidemiologicos
de la EHGNA ni con el grado de lesion histologica.

Conclusiones: 1. La hiperhomocisteinemia y la mutacion homo-
cigotica del gen de la MTHFR, C677T son mas frecuentes en los
pacientes con EHGNA; 2. Ambos hallazgos no se asocian con los
factores de riesgo metabdlicos de la EHGNA ni con la severidad de
la lesion histologica en nuestro estudio.

P-99. EL iNDICE ABIC Y LA CANTIDAD DE ALCOHOL
CONSUMIDA PREDICEN EL PRONOSTICO DE PACIENTES
CON HEPATITIS ALCOHOLICA EN UNA COHORTE MEXICANA

J. Altamirano?, F. Higuera<, M. Martinez?, L. Zapata®, J.L. Pérez-,
J.A. Gonzalezd, M. Dominguez?, P. Ginés?, J. Caballeria®
y R. Bataller?

aUnidad de Higado. Institut de Malalties Digestives i Metaboliques.
Hospital Clinic i Provincial. IDIBAPS. CIBERehd. Barcelona. Espafia.
bHospital Judrez. México. México.

‘Hospital General de México 0.D. México.

9Hospital Universitario Dr. José E. Gonzdlez UANL. México.

Introduccion: La mortalidad de los pacientes con formas severas
de hepatitis alcohodlica (HA) es muy elevada. La estratificacion pro-
nostica de estos pacientes favoreceria la optimizacion del trata-
miento y la realizacion de ensayos clinicos. En México, el indice
discriminante de Maddrey (IDM) es utilizado para identificar los pa-
cientes tributarios a tratamiento con corticoesteroides. Un recien-
te estudio espafiol desarrolld el indice ABIC, que permite la estra-
tificacion pronostica de estos pacientes. Nuestro objetivo fue la
evaluacion pronostica del indice ABIC a corto y largo plazo en una
cohorte de HA de diferentes centros mexicanos.

Métodos: Se reviso las historias clinicas de pacientes con diagnéstico
clinico de HA en 3 centros mexicanos entre (2006-2008). Se recogieron
datos epidemiolégicos, clinicos y analiticos, analizando de manera ex-
haustiva la cantidad de consumo de alcohol previa al ingreso. El método
de regresion de Cox se utilizo para los analisis univariado y mutivariado.
Se calculo el IDM, el MELD, el Glasgow y el ABIC al ingreso y su eficacia
prondstica y mejor punto de corte se evalu6 mediante el analisis del
area bajo la curva ROC (ABCROC). Para el analisis de supervivencia se
utilizo el método de Kaplan-Meier y prueba de log-rank.

Resultados: Un total de 135 pacientes fueron incluidos en la co-
horte de estudio. La edad, valor de creatinina, urea, INR y bilirrubi-
na al ingreso y la cantidad de consumo de alcohol fueron las varia-
bles independientes asociadas a mortalidad intrahospitalaria y a 90
dias. Al afo, solo la edad y el valor de bilirrubina estuvieron indepen-
dientemente asociadas a mortalidad. Las ABCROC de los diferentes
indices prondsticos en mortalidad intrahospitalaria, a 90 dias y 1 afio
fueron, respectivamente: IDM 0,76, 0,81, 0,82; MELD 0,80, 0,82,
0,83; Glasgow 0,77, 0,79, 0,80 y ABIC 0,81, 0,85, 0,87, respectiva-
mente. En el andlisis de supervivencia, el indice de ABIC estratifico
adecuadamente los pacientes en 3 grupos con riesgo alto, moderado
y bajo de mortalidad intrahospitalaria, a 90 dias y a 1 afo. Asimismo,
los pacientes con un consumo de alcohol superior a 120 g/dia en los
Gltimos 3 meses mostraron tener una peor supervivencia intrahopita-
laria (p < 0,001) (ver figura en pagima siguiente).

Conclusiones: El indice ABIC obtenido al ingreso es (til en la estra-
tificacion pronodstica de pacientes con AH, tanto en mortalidad precoz
como a largo plazo. La cantidad de alcohol consumida se asociada a
una mayor mortalidad intrahospitalaria en pacientes con HA.

P-100. ALTERACION EN LA HOMEOSTASIS HEPATICA
DE COLESTEROL EN UN MODELO ANIMAL DE ESTEATOSIS
VINCULADA A OBESIDAD

P. Aspichueta, X. Buqué, B. Ochoa y O. Fresnedo

Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina y Odontologia.
Universidad del Pais Vasco. Leioa. Espana.

Introduccioén: La esteatosis hepatica, primera fase de la enferme-
dad del higado graso no alcohdlica, se caracteriza por un acimulo de
lipidos en forma de gotas en el citoplasma celular. Trabajos recientes
apuntan a que mas que la cantidad de lipido es su composicion uno
de los factores que predisponen al avance de la enfermedad (J He-
patol 2009). Estudios realizados en nuestro laboratorio en ratas Zuc-
ker obesas muestran que junto con el acumulo de triglicéridos se
produce un acimulo de colesterol esterificado, mas marcado en ani-
males de 9 semanas que de 12, concomitante con un descenso en los
niveles de colesterol libre en los de 12 semanas.

Objetivos: Indagar en la naturaleza de los fenomenos subyacen-
tes a los cambios observados en el contenido en colesterol esterifi-
cado y libre en la rata Zucker obesa, un modelo de esteatosis he-
patica asociada a obesidad.

Métodos: Se utilizaron animales de 2 edades distintas con grado
de esteatosis creciente y se determinaron los niveles de mRNA de
las principales enzimas, receptores y factores de transcripcion in-
volucrados en el metabolismo de colesterol, asi como las principa-
les actividades enzimaticas de las enzimas encargadas de la hidro-
lisis y reesterificacion del colesterol esterificado en el higado.

Resultados: Se produce un descenso en la actividad colesterol
éster hidrolasa (CEH) microsomal y citosélica, mas marcado en am-
bos casos en animales de 9 semanas, y acompanado de una dismi-
nucion en los niveles de su ARNm No se han encontrado alteracio-
nes en la actividad basal ni en la maxima a concentraciones
saturantes de sustrato de la acil-CoA:colesterol aciltransferasa
(ACAT)-2, responsable de la esterificacion de colesterol para su al-
macenamiento. Sin embargo, observamos que los niveles de su
ARNm estan aumentados principalmente a las 12 semanas. Ademas,
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a las 9 semanas se observa una disminucion en la expresion génica
del factor de transcripcion SREBP-2, no produciéndose otras modi-
ficaciones en el resto de parametros analizados.

Conclusiones: En este modelo animal de esteatosis asociada a
obesidad, el descenso generalizado en la actividad CEH hepatoce-
lular podria ser el responsable de las alteraciones observadas en el
contenido hepatico de colesterol.

P-101. EFECTOS MITOCONDRIALES HEPATICOS DIRECTOS
DE 2 TIAZOLIDINDIONAS: PIOGLITAZONA
Y ROSIGLITAZONA

M.N. Sanz?, C. Sanchez-Martin?, D. Detaille?, X. Leverve®
y M.Y. El-Mir2

eDepartamento de Fisiologia y Farmacologia. Universidad
de Salamanca. Salamanca. Espana.
bINSERM U844. Université Grenoble I. Grenoble. Francia.

Introduccién: Las tiazolidindionas (TZDs), pioglitazona (PIO) y
rosiglitazona (ROSI), son una clase de antidiabéticos orales carac-
terizados por controlar la glucemia sensibilizando los tejidos peri-
féricos a la accion de la insulina mediante activacion de los recep-
tores nucleares activados por proliferadores de peroxisomas
(PPARg). Existen escasos ejemplos en la literatura de acciones di-
rectas, independientes de la activacion de PPARg, de las TZDs sobre
la funcion mitocondrial hepatica.

Objetivos: Investigar “in vitro” las acciones directas de PIO y
ROSI sobre la respiracion (JO2), la eficacia de la fosforilacion oxi-
dativa (P/0) y la produccion de radicales libres (ROS) en mitocon-
drias aisladas de higado.

Material y métodos: Las mitocondrias se obtuvieron a partir de
higados de ratas Wistar macho mediante centrifugacion diferen-
cial. La respiracion mitocondrial y la eficacia de la fosforilacion
oxidativa se midieron, en presencia y ausencia de PIO y ROSI (10,
25, 50 y 100 wM) en oxigrafo equipado con electrodo “de Clark”.
Como sustratos respiratorios se emplearon: glutamato/malato (GM)
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y succinato/malato (S/M). La produccién de ROS se determind me-
diante técnica espectrofluorimétrica usando la sonda fluorescente
de Amplex Red (Aexcitacion 560 nm; Aemision 584 nm) sensible a la
produccion de H,0,.

Resultados: En presencia del sustrato respiratorio G/M (sustrato
del complejo respiratorio |) la respiracion mitocondrial fue afecta-
da de manera similar por PIO y ROSI de forma dosis dependiente,
activando el estado 4 en un 50% a 100 M e inhibiendo el estado 3
(en presencia de ADP) también en un 50% a 100 wM. Cuando el
sustrato elegido fue S/M (sustrato del complejo respiratorio Il), PIO
y ROSI también activaron de forma dosis dependiente el estado 4 e
inhibieron el estado 3, aunque en relacion al sustrato GM, esta in-
hibicion del estado 3 con SM fue del orden de un 15% y fue similar
con todas las concentraciones de TZDs utilizadas. Dada la inhibi-
cion de la respiracion por accion de PIO y ROSI, la eficacia de la
fosforilacion oxidativa (P/0) podria verse afectada. Los resultados
indican que tanto PIO como ROSI no afectaron de manera significa-
tiva dicha eficacia. Ambas glitazonas, PIO y ROSI, produjeron una
gran disminucién en la produccion de ROS mitocondrial (estimado
en forma H,0, mitocondrial) con los dos sustratos respiratorios em-
pleados y a todas las concentraciones ensayadas.

Conclusiones: Pioglitazona y rosiglitazona ejercen acciones mi-
tocondriales directas a nivel hepatico no mediadas por los recepto-
res nucleares PPARg, inhibiendo la respiracion y disminuyendo la
produccién mitocondrial hepatica de ROS. Estos efectos contribui-
rian eficazmente en las acciones antidiabéticas de las TZDs.

P-102. LA RESISTENCIA A LA INSULINA NO SE RELACIONA
CON EL GRADIENTE DE PRESION PORTAL BASAL NI
CON SU RESPUESTA A LOS BLOQUEADORES BETA

E. Erice, E. Llop, S. Raffa, A. Berzigotti, J.G. Abraldes, J. Bosch
y J.C. Garcia-Pagan

Unidad Hemodindmica Hepdtica. Hepatologia. Hospital Clinic.
IDIBAPS y CIBERehd. Barcelona. Espana.

Introduccion y objetivos: La resistencia a la insulina (RI) se ha
involucrado en la patogenia de la disfuncion endotelial en patolo-
gias cardiovasculares. En la cirrosis, donde existe disfuncion endo-
telial intrahepatica, se ha sugerido la existencia de una relacion
directa entre Rl e hipertension portal. La respuesta beta-adrenér-
gica, que comparte via de sefalizacion con la de la insulina, podria
estar influida por la RI. Nuestro estudio pretende evaluar en pa-
cientes cirroticos con hipertension portal la relacion entre Rl y la
hemodinamica hepatica y sistémica y su respuesta al propranolol.

Pacientes y métodos: En pacientes con cirrosis hepatica remiti-
dos para iniciar profilaxis primaria se les realizd un cateterismo
hepatico y cardiopulmonar basal y 20 minutos después de la admi-
nistracion de propranolol. Se evalud la RI utilizando el indice
HOMA2 y el perfil glucémico con un TTOG (test tolerancia oral a la
glucosa).

Resultados: Se incluyeron 27 enfermos, 47% VHC +, 75% con vari-
ces gastroesofagicas (VE) y una puntuacion Child 7,5 (5-12). Todos,
excepto 2, presentaron Rl por HOMA2: 3,4 (1,5-6,1).El gradiente de
presion portal (GPP; mmHg) fue de 18,7 (10-31,5). No existié ningu-
na relacion entre RI (HOMA2) y el GPP (r = 0,03; p = 0,9), la presen-
cia de VE, el Child o el MELD. Tampoco existieron diferencias si se
clasificaban los pacientes de acuerdo a diferentes valores de HOMA2.
De acuerdo con la glucemia basal y el TTOG, 18 enfermos fueron
diabéticos y 9 no. Los diabéticos presentaron un HOMA2 superior a
los no diabéticos (3,6 + 1 vs 2,8 + 1,4; p = 0,01), pero ninguna dife-
rencia en la hemodinamica hepatica (GPP;mmHg: diabéticos 18,5
(12-31,50), no diabéticos 19 (10-22)) ni sistémica. El propranolol
disminuy6 el GPP un 15,3% (0-48,6). La respuesta del GPP al propra-
nolol no se relaciond con la RI (HOMA2) y fue similar en enfermos
diabéticos y no diabéticos (-15 + 11% vs -16,7 + 13%; p = 0,7).

Conclusiones: Estos datos preliminares, sugieren que la Rl y el
perfil glucémico no se asocian con diferencias en el grado de hiper-
tension portal ni en la respuesta aguda a propranolol.

P-103. EL DANO OXIDATIVO REDUCE LA EXPRESION
GENETICA DE LAS SUBUNIDADES DE LA CADENA .
RESPIRATORIA MITOCONDRIAL (CRM) DE CODIFICACION
MITOCONDRIAL EN RATONES OB/OB

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

Centro de Investigacion. Hospital Universitario 12 de Octubre.
Madrid. Espana.

Introduccién: La actividad de la CRM se encuentra disminuida en
los pacientes con esteatohepatitis no alcohodlica y en ratones obesos,
ob/ob. En esos estudios sugerimos que el peroxinitrito pudiera ser el
responsable de esas alteraciones. Los objetivos de este estudio fueron
los de conocer las causas de esa baja actividad de la CRM y la expre-
sion genética de las proteinas mitocondriales en ratones ob/ob.

Material y métodos: Todos los estudios los hemos realizado en
ratones ob/ob tratados con suero salino o con 20 mg/dia acido
Grico, 10 mg/Kg/dia MnTBAP, un analogo de la superodxido dismuta-
sa, o 10 mg/Kg/3/semana de anti-TNFa durante 12 semanas. EL
ensamblaje de los complejos lo determinamos mediante BN-PAGE
de primera dimension y sus subunidades por SDS-PAGE de segunda
dimension. La expresion genética de las subunidades de los com-
plejos la medimos mediante RT-PCR y la concentracion de 80 HdAG
en el ADN mitocondrial y genémico por un “kit” comercial.

Resultados: 1) La separacion de los complejos en un sistema BN-
PAGE muestra que en los ratones obesos la cuantia de los complejos
que se encuentran completamente ensamblados esta muy disminui-
da. El tratamiento de los ratones con acido Urico, MnTBAP o anti-
TNFa durante 12 semanas normalizd ese ensamblaje. 2) El estudio
individualizado de las subunidades que forman los complejos | y llI
muestra que todas las subunidades estudiadas se encontraban muy
disminuidas, principalmente las codificadas por el ADN mitocondrial.
La subunidad Core 2 y FeS del complejo Ill, ademas de disminuidas,
mostraban signos de degradacion. 3) La transcripcion genética de las
subunidades de codificacion mitocondrial (ND1, ND2, ND4, ND4L)
esta muy disminuida pero no las de codificacion nuclear (39, 30, 17
kDa). El tratamiento de los ratones obesos con el antioxidante
MnTBAP, con el acido Urico o con anti-TNFa normalizo la cuantia de
todas las subunidades estudiadas y su transcripcion genética 4) La
determinacion del 8-OHdG, un marcador de dafo oxidativo del ADN,
en el ADN nuclear y mitocondrial mostré que su presencia esta muy
aumentada en el ADN mitocondrial pero no en el ADN nuclear.

Conclusiones: En los ratones ob/ob, el descenso de la actividad
de la CRM se debe, al menos en parte, a estar descendida la expre-
sion genética de las subunidades de codificacion mitocondrial, con-
secuencia de un daho oxidativo mitocondrial. El descenso de las
subunidades codificadas por el ADN genémico debe tener otras cau-
sas (degradacion por el peroxinitrito).

P-104. MARCADORES SEROL()QICOS DE APOPTOSIS
E INFLAMACION EN EL DIAGNOSTICO DE
LA ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA

M.L. Garcia-Torres?, J.A. del Olmo?, C. Montoliu?, A. Urios?,
M. Civera®, N. Cassinelloc, C. Faus?, A. Escudero?, F. Rodriguez?,
M.A. Serra® y J.M. Rodrigo?

aServicio de Hepatologia.

bServicio de Endocrinologia.

Servicio de Cirugia.

dServicio de Anatomia Patoldgica.

Hospital Clinico Universitario. Valencia. Espafa.
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Introduccion: La enfermedad grasa del higado no alcohélica tie-
ne dos formas -esteatosis y esteatohepatitis- con marcada diferen-
cia en la historia natural. El estudio histologico es la prueba princi-
pal para el diagnostico. El objetivo del estudio consiste en valorar
marcadores serologicos de apoptosis e inflamacion que nos puedan
diferenciar la esteatosis y la esteatohepatitis no alcoholica.

Métodos: a) Pacientes: Incluimos 46 pacientes con diagnostico
histologico de enfermedad hepatica grasa no alcohélica, con edad
media 47,3 + 7,3 afos de los que 39 son mujeres. Grupo control: 19
sujetos sin sobrepeso, diabetes ni alteracion de lipidos y normali-
dad de ecografia hepatica. Se excluyeron infecciones viricas y alco-
holismo. b) Estudio histologico: practicamos el Nonalcoholic Fatty
Liver Disease Score midiendo los grados de esteatosis, fibrosis, in-
flamacion, lesiones de los hepatocitos y otras lesiones. c) Determi-
namos en muestra venosa CK-18 Asp 396 (M30-Apotense) e interleu-
cinas 6 y 18 (Il-6, 1l-18) (Biotrak). d) Utilizamos programa SPSS 17.0
y analizamos diferencias de valores cualitativos y cuantitativos,
correlaciones y sensibilidad y especificidad.

Resultados: Los diagndsticos histologicos en los pacientes fue-
ron: 29 esteatosis y 17 esteatohepatitis. Comparativamente con el
grupo de esteatosis, los pacientes con esteatohepatitis mostraron
valores superiores de CK-18 (t = 2,9, p = 0,008), Il6 (t = 4,2, p =
0,0001) e 1118 (t = 2,7, p = 0,008). Al correlacionar los diferentes
tipos de lesiones (esteatosis, fibrosis, inflamacion, lesiones hepato-
citarias y otras lesiones) con los marcadores, comprobamos que la
CK-18 se correlacion6 con las lesiones de hepatocitos (r = 0,49, p =
0,001) y con la fibrosis (r = 0,31, p = 0,002). La Il-6 con inflamacion
(r = 0,42, p = 0,03), fibrosis (r = 0,48, p = 0,001) y lesiones de he-
patocitos (r = 0,42, p = 0,001), mientras que la I-18 s6lo mostro
correlacion con la fibrosis (r = 0,34, p = 0,02). El estudio del valor
diagnostico nos mostrd que cuando coexiste elevacion de CK-18 e
1l-6 el diagnostico de esteatohepatitis presenta una sensibilidad del
100% y especificidad del 89%.

Conclusiones: 1. El marcador serologico de apoptosis CK18 y los
de inflamacion (Il6 e 1118) muestran valores mas elevados en la es-
teatohepatitis que en la esteatosis. 2. El CK-18 se correlaciona con
los valores histologicos de lesiones de hepatocitos y fibrosis. 3. El
aumento simultaneo de CK-18 y Il-6 presenta elevado valor para el
diagndstico de esteatohepatitis.

P-105. INVESTIGAQION DEL METABOLISMO ENERGETICO
Y OXIDATIVO HEPATICO EN UN MODELO DE RATA

CON ESTEATOHEPATITIS INDUCIDA POR DIETA DEFICIENTE
EN COLINAY METIONINA

C. Sanchez-Martin?, D. Detaille?, M.N. Sanz?, M.V. Rascon-Trincado®,
A. Agilc, J.M. Gonzalez-Buitrago? y M.Y. EL-Mir2

aDepartamento de Fisiologia y Farmacologia.

bDepartamento de Medicina.

Universidad de Salamanca. Salamanca. Espana.

<Departamento de Farmacologia. Universidad de Granada.
Granada. Espana.

dUnidad de Investigacion. Hospital Universitario de Salamanca. Espana.

Introduccion: La esteatohepatitis no alcohélica es una impor-
tante enfermedad hepatica que puede evolucionar a cirrosis y fallo
hepatico. Esta bien documentado que la dieta deficiente en colina
y metionina (dieta MCD) es un buen modelo nutricional experimen-
tal para el estudio de las lesiones hepaticas producidas en la estea-
tohepatitis. Los mecanismos implicados en el desarrollo de esta
patologia no estan, hasta el momento, dilucidados.

Objetivos: Investigar el metabolismo hepatico de la glucosa
(glucolisis y gluconeogénesis) en hepatocitos aislados de higados de
ratas con esteatohepatitis inducida por dieta MCD, asi como estu-
diar el efecto de la dieta MCD sobre diferentes aspectos de la fun-
cion mitocondrial hepatica.

Material y métodos: Las ratas (200-250 g) eran divididas en dos
grupos, uno recibidé una dieta estandar mientras que el otro era
tratado con la dieta deficiente en colina y metionina durante 2
semanas. Los hepatocitos eran aislados a partir de los higados de
ratas de los diferentes grupos segun la técnica de Berry y Friend, y
eran perifundidos a 37 °C con Krebs-bicarbonato saturado con O,/
CO, y eran titrados con dihidroxiacetona (DHA) como sustrato ener-
gético para conseguir siete estados estacionarios consecutivos. En
cada uno de ellos, se midid la produccion de glucosa (JGlucosa) y
de lactato mas piruvato (JL + P) en el perifusato celular. Por otra
parte, se investigé las consecuencias mitocondriales de la acumu-
lacion de triglicéridos en el higado mediante la evaluacion de la
respiracion y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en mitocondrias aisladas.

Resultados: En células hepaticas perifundidas, la dieta deficien-
te en colina y metionina causé una importante inhibicion tanto de
la gluconeogénesis (JGlucosa) como de la glucdlisis hepaticas (JL +
P). Ademas, también mostré un descenso de la relacion L/P, que
refleja un estado redox citosélico mucho mas oxidado en compara-
cion con el control. Por otro lado, las mitocondrias hepaticas aisla-
das de las ratas tratadas mostraban un mayor consumo de oxigeno
en presencia de succinato, aunque sin variar su capacidad respira-
toria en comparacion con el control. Ademas, las ratas tratadas con
la dieta mostraban una menor produccion de ROS.

Conclusiones: Nuestros datos muestran que la dieta deficiente
en colina y metionina causa una inhibicion del metabolismo hepa-
tico global de la glucosa, pero también desencadena una respuesta
a nivel mitocondrial, probablemente para contrarrestar la esteato-
sis inducida por este modelo. Podemos sugerir este modelo como
una importante herramienta para la investigacion de aproximacio-
nes al tratamiento de la esteatohepatitis.

P-106. LA SOBREEXPRESION DE PORFOBILINOGENO .
DEAMINASA EN HEPATOCITOS PREVIENE LA INDUCCION
DE ATAQUE AGUDO Y LA NEUROPATIA MOTORA EN EL
MODELO MURINO DE PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

C. Unzu, A. Sampedro, |. Mauleon, L. Vanrell, J. Dubrot,
R. Enriquez de Salamanca, G. Gonzalez-Aseguinolaza, |. Melero,
J. Prieto y A. Fontanellas

Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Universidad
de Navarra. Pamplona. Espafia.

Introduccion: La porfiria aguda intermitente (PAl) se caracteriza
por la deficiencia hepatica de porfobilinégeno deaminasa (PBGD),
que resulta en un considerable aumento en la produccion y excre-
cion de precursores de porfirinas.

Objetivos: Valorar los efectos protectores tanto del transplante
de médula dsea sana como de la transferencia génica de PBGD en
el higado contra las manifestaciones fenotipicas de los ataques
agudos en el modelo murino de PAI.

Métodos: Ratones PAIl fueron irradiados con una dosis letal vy,
posteriormente, inyectados con 5 X 10° células nucleadas de mé-
dula 6sea pertenecientes a ratones sanos o PAl. La transferencia
génica al higado se realiz6 mediante la administracion hidrodina-
mica de plasmidos que expresaban la PBGD humana o el reportero
luciferasa bajo el control de un promotor hepato-especifico.

Resultados: La actividad de PBGD eritrocitaria aumento 2,4 ve-
ces en los ratones PAl que recibieron el transplante de médula dsea
de ratones sanos. Sin embargo, tras administrar fenobarbital a es-
tos ratones, sufrieron los sintomas tipicos del ataque agudo, como
el aumento masivo de precursores de porfirinas en la orina o la
disminucion de la coordinacion motora. La actividad de PBGD hepa-
tica aumento 2,2 veces en los ratones inyectados con el plasmido
terapéutico. Los ratones inyectados con el plasmido control de lu-
ciferasa presentaron un elevado aumento en la excrecion de pre-
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cursores de porfirinas tras la administracion de fenobarbital, mien-
tras que los ratones inyectados con el plasmido terapéutico
Unicamente mostraron un ligero aumento. Ademas, la descoordina-
cion motora inducida por el fenobarbital fue practicamente abolida
en estos ratones.

Conclusiones: La actividad eritroide de la enzima PBGD no esta
asociada con las manifestaciones fenotipicas de la porfiria aguda.
No obstante, la sobreexpresion de PBGD en numero limitado de
hepatocitos reduce la acumulacion de precursores, caracteristico
de los ataques agudos de porfiria. Por consiguiente, la terapia gé-
nica dirigida al higado ofrece una alternativa al transplante hepa-
tico para pacientes con porfirias hepaticas que sufren ataques re-
currentes y severos.

P-107. NUEVOS MECANISMOS EN LA REGUL’ACION
DE LA RESPUESTA DE FASE AGUDA EN EL HIGADO: PAPEL
DEL EGFRY SU LIGANDO ANFIREGULINA

M. Santamaria, A. Pardo-Saganta, M.U. Latasa, J. Castillo,
J. Prieto, C. Berasain y M.A. Avila

Area de Hepatologia y Terapia Génica. CIMA. Universidad
de Navarra. Pamplona. Espafia.

Introduccion: La modulacion de la reaccion de fase aguda (APR)
que ocurre durante la inlfamacion y la regeneracion hepatica es im-
portante para permitir la proliferacion hepatocelular y la restaura-
cion de la homeostasis. Observaciones previas sugieren que la accion
de citoquinas de la familia de la interleuquina 6 (IL6), principales
estimuladores de la expresion de las proteinas de fase aguda (APP),
puede ser modulada por factores de crecimiento cuya expresion se
induce también durante la APR. La anfiregulina (AR) es un ligando del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) cuya expre-
sion se induce en respuesta a estimulos inlfamatorios y participa en
la regeneracion hepatica. Hemos estudiado el posible papel del sis-
tema AR/EGFR en la modulacion de las expresion de APPs.

Métodos: La expresion de APPs se evalud en el higado de ratones
AR+/+ y AR-/- durante la respuesta inflamatoria (LPS) y la regene-
racion tras hepatectomia parcial (HP). Estudios mecanisticos y la
interaccion entre la sefalizacion celular de la AR y citoquinas de la
familia de la IL6 como la oncostatina M (OSM) se llevaron a cabo en
hepatocitos en cultivo y células de hepatocarcinoma.

Resultados: La expresion de genes codificantes para APPs fue
muy superior en el higado de ratones AR-/- que en los ratones
AR+/+ durante la inflamacion y la regeneracion tras HP. La expre-
sion de estos genes también fue significativamente superior en he-
patocitos en cultivo primario aislados de ratones AR-/-, y en células
de HCC humano en las que la expresion de la AR fue inhibida me-
diante siRNAs. La AR interfiere la activacion de STAT3 y la induccion
de APPs mediada por la OSM en hepatocitos.

Conclusiones: Nuestras observaciones apoyan la relevancia del
sistema del EGFR en la modulacion de la APR, e identifican a la AR
como un regulador de esta respuesta durante la inflamacion y la
regeneracion hepatica.

P-108. S-NITRQSO-N-ACETILCISTEiNA REDUCE LA
FIBROSIS HEPATICA EN UN MODELO ANIMAL DE CIRROSIS

I. Crespo?, R. Vercelino®, M.J. Cuevas?, B. San-Miguel?,
M. Oliveirac, N.P. Marroni®, M. Gonzalez-Gallego® y M.J. Tuidn?

aCentro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd). Instituto de Biomedicina.
Leon. Espafa.

bLaboratorio de Hepatologia Experimental y Fisiologia.
Porto Alegre. Brasil.

Universidad de Campinas. Brasil.

Introduccion: La fibrosis hepatica es una respuesta del higado al
dafo cronico que, sin un tratamiento eficaz en las etapas iniciales,
progresa de forma irreversible a cirrosis. Se caracteriza por la acti-
vacion de células estrelladas mediada por diversas citoquinas y un
incremento en la sintesis de colageno asociado a cambios en meta-
loproteinasas de la matriz extracelular. La S-nitrosacion de la N-
acetilcisteina origina el S-nitrosotiol S-nitroso-N-acetilcisteina
(SNAC), un donador de 6xido nitrico que inhibe la peroxidacion li-
pidica y que ha demostrado tener un efecto protector en la estea-
tohepatitis no alcohdlica.

Objetivos: Determinar si el tratamiento con SNAC reduce el es-
trés oxidativo y la fibrosis en ratas con cirrosis biliar.

Métodos: La cirrosis biliar secundaria se indujo en ratas macho de
raza Wistar mediante ligadura del conducto biliar comin durante 4
semanas (LCB). La SNAC (6,0 mmol/kg/dia) se administré durante 7
dias, comenzando el tratamiento 14 dias después de la cirugia.

Resultados: El tratamiento con SNAC redujo el incremento pro-
ducido por la LCB en las actividades de ALT, AST y fosfatasa alcalina
y atenuo las alteraciones histologicas disminuyendo de forma mar-
cada el grado de fibrosis hepatica. Ademas, los incrementos de los
TBARS y de la quimioluminiscencia inducida por hidroperoxidos
fueron reducidos de forma significativa por el tratamiento. SNAC
disminuyo la expresion del colageno 1-alfa, alfa-actina de musculo
liso (alfa-SMA), factor de crecimiento transformante beta (TGF-
beta), metaloproteinasa-2 (MPP2), inhibidor de la metaloproteina-
sa-1 (TIMP1), factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) en las ratas
sometidas a LCB. Estos efectos se acompafaron por una inhibicion
en la activacion de quinasas reguladoras de sefales extracelulares
(ERK1/2), jun quinasa terminal (JNK), p38 y Akt.

Conclusiones: La administracion de SNAC ejerce unos marcados
efectos antifibrogénicos en ratas con cirrosis biliar secundaria me-
diante la regulacion de genes implicados en la produccion de la
matriz extracelular. Por ello, la SNAC podria ser un candidato inte-
resante en el tratamiento de la fibrosis y cirrosis humana.

P-109. LA INMUNOSUPRESION FARMACOLOGICA PERMITE
LA READMINISTRACION DE ADENOVIRUS RECOMBINANTES
PARA TRANSFERENCIA GENICA DEL HIGADO EN PRIMATES
NO HUMANOS

A. Fontanellas?, S. Hervas-Stubbs?, 1. Mauledn?, J. Dubrot?,

U. Manchefo?, M. Collantes®, A. Sampedro?, C. Unzu?, R. Enriquez
de Salamancas, A. Palazon?, A. Benitod, J. Prieto®e, |. Pefiuelas®f
e |. Melero?

aDepartamento de Terapia Génica y Hepatologia. Centro

de Investigacion Médica Aplicada. Universidad de Navarra.
Pamplona. Espana.

bUnidad de Investigacion MicroPET. CIMA-CUN. Universidad
de Navarra. Pamplona. Espana.

Centro de Investigacion. Hospital Universitario 12 de Octubre.
Madrid. Espanfa.

dDepartmento de Radiologia. Clinica Universidad de Navarra.
Universidad de Navarra. Pamplona. Espana.

¢CIBERehd. Espana.

’Departmento de Medicina Nuclear. Clinica Universidad

de Navarra. Universidad de Navarra. Pamplona. Espana.

Introduccion: La readministracion de virus en terapia génica
esta obstaculizada por la reaccion del sistema inmune del individuo
receptor contra el vector y el transgén. Entre los métodos disponi-
bles para evitar ésta reaccion anti-vector se encuentran la inmuno-
supresion farmacoldgica o la variacion entre diferentes vectores
con el mismo transgén. El tropismo hepatico de los adenovirus
constituye una ventaja para su uso en terapia génica de enferme-
dades que afectan a este organo.
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Objetivos: Evaluar el efecto de la inmunosupresion farmacologi-
ca en la transferencia de genes al higado de primates no humanos
tras administraciones sucesivas del mismo vector adenoviral.

Métodos: Primates no humanos (macaca fascicularis) fueron in-
yectadas con 1,4 X 10" particulas virales por dosis, iv, de un ade-
novirus recombinante de primera generacion portador del gen de la
timidina kinasa (AdCMVHSV1-tk). El protocolo de inmunosupresion
incluye (i) Rituximab (20 mg/kg/dosis iv) en los dias -9, -6, -3, in-
mediatamente antes de la inyeccion del adenovirus y semanalmen-
te tras su administracion, (ii) globulina anti-timocitica de conejo
(ATG, 3 mg/kg, Genzyme Polyclonals, SAS, Francia) en los dias -2 y
-1. (iii) methylprednisolona (Solu-moderin, Pfizer SA, Espana) 10
min antes de la infusién de ATG, a una dosis de 100 mg en el dia -2
y 50 mg en el dia -1. (iv) 25-30 mg Mycophenolato mofetil/kg/dia
de (MMF, CellCept, Roche Pharma AG, Demark) (v) 0,25 mg FK506/
kg/dia. MMF y FK506 se administraron diariamente, via oral, entre
los dias -2 y el final del estudio.

Resultados: Nuestros estudios muestran que la deplecion de cé-
lulas B con anticuerpos monoclonales anti-CD20 y la inhibicién con-
comitante de células T mediante farmacos utilizados en clinica
permiten la repeticion de la transferencia génica al higado median-
te adenovirus recombinantes en primates no humanos. La transfe-
rencia del gen reportero HSV-1 timidina kinasa (tk) mediada por el
vector adenoviral se visualizé in vivo mediante la técnica semi-
cuantitativa de tomografia por emision de positrones (PET), inmu-
nohistoquimica e inmunoblot del transgén reportero en biopsias del
higado. También se monitorizaron las respuestas mediadas por an-
ticuerpos neutralizantes y células T contra las capsides virales y su
represion por la combinacion de farmacos inmunosupresores.

Conclusiones: La técnica no invasiva de PET permite visualizar
la transferencia de genes al higado. El tratamiento de inmunosu-
presion temporal en macacos con farmacos de uso clinico neutrali-
za la respuesta inmune humoral y celular y permite la re-adminis-
tracion del mismo vector adenoviral portador del gen reportero
HSV1-tk. Esta estrategia permite repetir y cuantificar la transfe-
rencia al higado en macacos hasta siete meses desde la primera
exposicion al adenovirus, que en total recibieron tres tratamientos
con el mismo vector.

P-110. EFECTO DE LA HOMOCISTEINA Y DEL ACIDO
FOLICO EN LA FUNCION PLAQUETARIA DE RATAS
CON LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR

P.A. Romecin, J.E. Millan, A.B. Meseguer, M.C. Ortiz, F. Cragnolini,
E. Garcia, N.M. Atucha y J. Garcia-Estaf

Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina. Murcia. Espafia.

Introduccion: La cirrosis hepatica cursa con alteraciones hemos-
taticas, que normalmente producen un incremento del riesgo de
sangrado, aunque se ha descrito que entre un 9-20% de los enfer-
mos puede sufrir trombosis venosa. La hiperhomocisteinemia, fre-
cuente en estos pacientes, es considerada un factor de riesgo para
el desarrollo de trombosis. Una disminucion del acido félico puede
contribuir a la actividad trombogénica, por su implicacion en el
metabolismo de la homocisteina (Hcy).

Objetivos: Investigar el papel de la Hcy y del acido félico en la
funcion plaquetaria de ratas con cirrosis hepatica experimental.

Métodos: Los experimentos se realizaron en ratas cirréticas (me-
diante ligadura del conducto biliar; LCB) y sus controles. La agre-
gacion plaquetaria en respuesta a ADP (5 microM) se midio en plas-
ma rico en plaquetas mediante un lumiagregometro. Para la
medicion de los cambios en la concentracion de Ca2+ intracelular
([Ca2+]i) y radicales libres (RL) en respuesta a trombina (0,3 U/
mL), ADP (5 wM) y Hcy (10 a 100 M), las plaquetas fueron incuba-
das con Fura-2 y CM-H2DCFDAacetil-éster, respectivamente, y ana-
lizadas por espectrofotometria de fluorescencia. En algunos expe-

rimentos, los animales fueron tratados con acido folico en el agua
de bebida (8 mg/Kg/dia).

Resultados: En ambos grupos LCB y control, el tratamiento agudo
con Hcy produjo un incremento similar en la agregacion plaquetaria
en respuesta a ADP, que se acompaiié de un mayor aumento de la
[Ca2+]i y de la produccion de RL. El tratamiento cronico con acido
folico disminuyo la respuesta de agregacion un 12% en plaquetas de
ratas controles y un 50% en las LCB. Ademas, este tratamiento redu-
jo la produccion de RL en respuesta a trombina, eliminando las dife-
rencias entre las plaquetas de animales cirrdticos y controles.

Conclusiones: El tratamiento cronico con acido félico tiene
efecto antiagregante en los animales con LCB debido en parte a la
atenuacion en la produccion de ROS. Este tratamiento puede ser
Util en la prevencion del tromboembolismo venoso de la cirrosis
hepatica.

Este estudio fue apoyado por un Proyecto del Ministerio de Edu-
cacion y Ciencia (SAF2006-9127).

P-111. HISTORIA NATURAL DE LA HEPATOPATIA
TOXICO-MEDICAMENTOSA EN UNA COHORTE
IDENTIFICADA EN 24 HOSPITALES

Y. Borraz>®, M.C. Fernandezc, M. Romero-Gomez>9, J.A. Durane,
A. Melcon de Diose, R. Planas’, J.M. Navarro®¢, S. Blanco",
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hServicio de Aparato Digestivo. Hospital Basurto. Vizcaya. Espafia.
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kServicio de Aparato Digestivo. Hospital Marqués de Valdecilla.
Santander. Espafia.

{Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Sagunto. Valencia. Espaia.
mServicio de Aparato Digestivo. Hospital Mendaro. Guiptzcoa.
Espana.

"Hospital Clinico San Cecilio. Granada. Espafia.

Servicio de Farmacologia. Hospital 12 de Octubre. Madrid. Esparia.
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Introduccion: La evolucion a largo plazo de la hepatotoxicidad no
es completamente conocida. Datos recientes sugieren que entre un
6% a un 33% de los pacientes podrian evolucionar a la cronicidad.

Objetivos: analizar de forma parcialmente prospectiva utilizan-
do variables clinicas e histologicas una cohorte de pacientes con
hepatopatia toxica identificados en 24 centros a través del Registro
Espanol de Hepatotoxicidad e identificar los factores relacionados
con la persistencia y definir la duracion del seguimiento a largo
plazo mas costo-efectiva.

Material y métodos: Se incluyeron los pacientes diagnosticados
de hepatotoxicidad idiosincrasica desde 2001-2003, evaluados por
CIOMS y que no cumpliesen criterios de exclusion (enfermedad he-
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N crénicos/ % cronicos
n total
Andrade RJ et al.
Hepatology 2006 28/493 5,7
Chalasani N et al. 32/141 23

Gastroenterology. 2006. (DILIN)
Bjornsson et al. 3/50 6
Aliment Pharmacol Ther. 2007
Cohorte Malaga, 2007
Cohorte Espana, 2009

12/78 15,4
43/254 16,9

patica subyacente, exitus, fallo hepatico fulminante o trasplante
hepatico). Se defini6 cronicidad como la persistencia de las altera-
ciones hepaticas mas de 3 (dafno hepatocelular, HC) o 6 meses (co-
lestasica/mixta, Col/Mix) tras la retirada del farmaco.

Resultados: 254 pacientes (59%) (edad media 53,1 afos, 52,3%
mujeres) cumplieron los criterios de inclusion, con un seguimiento
promedio de 41 meses. El patron de lesion predominante fue el HC
(211/254, 83,1%). Hubo 5 éxitus no relacionados con la hepatotoxi-
cidad. Cuarenta y tres (16,9%) pacientes evolucionaron a cronici-
dad predominando el patron col/mix (23/43, 53,2%). El rash y la
linfopenia fueron mas frecuentes entre el dafio auto-limitado y el
cronico (16,3% vs 6,4%, p = 0,027) y entre el dafio HC y Col/Mix en
los pacientes cronicos (5,3% vs 26%, p < 0,05). Ademas, la linfope-
nia fue mas frecuente en los pacientes cronicos con un tipo de dafio
HC (25% vs 8,7%, p = 0,009). La media de la duracion del tratamien-
to fue mayor en los pacientes que evolucionaron a la cronicidad
(206,4 vs 69 dias, p = 0,036). En 25 casos cronicos (50% HC) persis-
tio la lesion al final del seguimiento. Los grupos farmacoldgicos
implicados fueron el Cardiovascular (23,3%), el Sistema Nervioso
Central (20,9%), los Antiinfecciosos (18,6%) y el Sistema Musculoes-
quelético (9,3%).

Conclusiones: La evolucion a la cronicidad en la hepatotoxicidad
idiosincrasica no es tan infrecuente (16,9%). El patron colestasico/
mixto es mas proclive a la evolucion croénica, aunque la lesion he-
patocelular es de mayor gravedad. La presencia de rash y la linfo-
penia son marcadores asociados a la evolucion a la cronicidad espe-
cialmente en el patron hepatocelular. En estos pacientes la duracion
del tratamiento y la latencia fue mayor.

P-112. COLANGIOPATIA PORTAL: FENOMENO PRECOZ
Y ESTABLE EN LA TROMBOSIS PORTAL QUE PROVOCA
SINTOMAS CUANDO EXISTE DILATACION BILIAR

E. Llop, C. de Juan, S. Seijo, A. Garcia-Criado, J.G. Abraldes,
J. Bosch y J.C. Garcia-Pagan

Servicio de Hepatologia. IDIBAPS y CIBERehd. Centro
de Diagnéstico por la Imagen. Hospital Clinic. Barcelona. Esparia.

Introduccion y objetivos: Estudios transversales han mostrado
alteraciones en la via biliar intra y extrahepatica (colangiopatia
portal; CP) hasta en un 80% de pacientes con trombosis portal cro-
nica (TPC). El presente estudio fue dirigido a evaluar la relacion
entre estas alteraciones radioldgicas y la aparicion de sintomas y la
historia natural de la CP tras un episodio agudo de TP (TPA).

Pacientes y métodos: Se incluyeron 70 pacientes con TP, no aso-
ciada a cirrosis/neoplasia, a los que se les habia practicado al me-
nos una colangioresonancia (CRM). Los hallazgos de la CRM se cla-
sificaron en CP grado-l (minimas irregularidades del arbol biliar);
grado-Il (estenosis de la via biliar sin dilatacion); y grado-lll (este-
nosis y dilatacion biliar).

Resultados: En 31 pacientes existia un factor trombofilico, en 13
un factor local y en 26 eran de causa idiopatica. La edad media era

de 45 anos y el 60% eran hombres. 22 pacientes fueron diagnostica-
dos durante la TPA y la probabilidad de desarrollar CP sintomatica
fue del 18,5% a los 5a. 48 pacientes se diagnosticaron con TPC y la
probabilidad de CP sintomatica fue del 8,4% a los 5a. Todos los pa-
cientes con CP sintomatica tenian CP grado-lll. A 10 de los 22 pa-
cientes con TPA, la CRM se practico durante el primer afo; 6 ya
mostraban CP (3 grado-lll). En los 12 pacientes restantes, la CRM se
realizd mas de 1 afo después de la TPA: 9 tenian CP (5 grado-Iil).
En 10 de los 14 pacientes sin CP grado-lll, se realizaron CRM de
seguimiento, en ninguno se observo progresion a grado-lll tras un
seguimiento medio de 40 m. De los 48 pacientes con TPC, la CRM
mostro CP en 36 (26 grado-lll; 54%). Los 12 restantes no tenian CP
tras una mediana de 27 meses. En 14 pacientes sin CP grado-lll, se
realizaron CRM de seguimiento, ninguno desarrollé CP grado-llI tras
una mediana de 27 m.

Conclusiones: La CP se instaura de forma precoz en la TPAy se
mantiene estable en el seguimiento, provocando sintomas Unica-
mente cuando es grado-lll. Estos datos permitirian iniciar de pre-
cozmente posibles estrategias preventivas de CP sintomatica en
estos pacientes.

P-113. INFLUENCIA DE LOS ALELOS DEL COMPLEJO ]
MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA) EN LA EXPRESION
FENOTIPICA Y EVOLUCION DEL DANO HEPATICO
INDUCIDO (DILI) POR AMOXICILINA-ACIDO CLAVULANICO (AC)

C. Stephens®?, M.A Lopez-Nevot<, M.I. Lucena>®, F. Ruiz-Cabello®,
E. Ulzurrun®®, A. Serrano?, M.C. Fernandeze, C. Guarner>,
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Introduccion: Con AC predomina el dafo colestasico/mixto (col/
mix) en poblaciones del norte de Europa. Sin embargo, hasta un
30% de casos espanoles presentan un AC-DILI de tipo hepatocelular
(HC). En un estudio previo presentamos las primeras evidencias de
una asociacion entre alelos HLA de clase Il y DILI, aunque el efecto
de la clase | se desconoce.

Objetivos: Investigar las asociaciones entre los alelos HLA y la
susceptibilidad de desarrollar AC-DILI y si condicionan la expresion
fenotipica.

Material y métodos: Se analizaron 57 pacientes diagnosticados
de AC-DILI y evaluados por la escala de CIOMS, y 400 controles sa-
nos. El genotipado de alta resolucion de los loci de HLA clase | (A,
By C)y de HLA clase Il (DRB1, DQB1), se realizé mediante PCR con
sondas de oligonucledtidos especificos de secuencia.
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Alelos Controles (%) DILI (%) DILI vs HC (%) HC vs Col/mix Col/mix vs
(n = 400) (n =57) con P(Pc) (n =20) con (%) P(Pc) (n=37) Con P(Pc)

A*0101 94 (23,5) 4 (7,0) 0,006 (0,61) 4 (10,8) NS

B*1801 61 (15.2) 17 (29,8) 0,008 (0,85) 10 (50,0) 0,00005 (0,01) 7 (18,9) NS
DRB1*0701 122 (30,5) 9 (15.8) 0,03 (1) 2 (10,0) NS 7 (18,9) NS
DRB1*1501 65 (16,2) 18 (31,6) 0,007 (0,7) 5 (25.0) NS 13 (35.1) 0,0058 (0,6)
DQB1*0202 117 (29,2) 8 (14,0) 0,02 (1) 2 (10,0) NS 6 (16,2) NS
DQB1*0602 68 (17,0) 18 (31,6) 0,01 (1) 5 (25.0) NS 13 (35.1) 0,0092 (0,9)

PC, Correccion de Bonferroni de los 103 alelos. El alelo B*1801 de clase | se asoci6 al dafio HC de AC-DILI (10/17,59%; Pc = 0,01), que ocurrié en pacientes
de menor edad (55 vs 66), que requirieron mas frecuentemente hospitalizacion (76 vs 46%) y con peor evolucion (1 muerte, 2 Tx vs 0) en comparacion con
los que presentaban el haplotipo DRB1*1501-DQB1*0602 que se asocio al dafno col/mix (12/13, 92%). El alelo A*1010 y el haplotipo DRB1*0701-DQB1*0202

juegan un papel protector en el desarrollo de AC-DILI.

Resultados: La tabla muestra la diferencia en distribucion de
alelos HLA en las dos cohortes.

Conclusiones: La presencia del alelo B*1801 predispone al desa-
rrollo de un dafio HC en AC-DILI de peor evolucion, mientras que el
haplotipo DRB1*1501-DQB1*0602 juega un papel en el desarrollo
del tipo col/mix. Las diferencias étnicas en las frecuencias del ale-
lo B*1801 podrian explicar las variaciones en el desarrollo de dafno
HC entre poblaciones.

Financiacion: Agencia Espaiiola de Medicamentos. CIBERehd fi-
nanciado por ISCIII.

P-114. EL EFECTO ONCOSTATICO DE LA ADMINISTRACION
DE MELATONINA EN CELULAS HEPG2 ESTA RELACIONADO
CON MODIFICACIONES EN LA EXPRESION DE SUS
RECEPTORES CELULARES

S. Carbajo-Pescador?, J. Martin-Renedo?, M. Piva?,
A. Garcia-Palomo®, M.J. Tuiién?, J.L. Mauriz2
y J. Gonzalez- Gallego*

aCentro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd) Instituto de Biomedicina.
Universidad de Ledn. Ledn. Espana.

bServicio de Oncologia. Hospital de Leén. Complejo Asistencial
de Leon. Ledn. Espana.

Introduccion: El carcinoma hepatocelular (HCC) es el tumor hepa-
tico maligno mas frecuente. Pese a que su incidencia esta aumentan-
do, en nuestros dias no existe aun un tratamiento especifico y eficaz.
Se ha descrito que la melatonina, una hormona inddlica con activi-
dad anti-oxidante e inmunomoduladora, pudiera tener capacidad
oncostatica en diversos tipos de tumores, entre ellos el HCC.

Objetivos: Determinar el efecto de la melatonina sobre el ciclo
y la proliferacion celular en células HepG2, derivadas de HCC hu-
mano, Yy si su potencial capacidad antitumoral esta relacionada con
modificaciones en la expresion de los receptores celulares de dicha
hormona.

Métodos: Para el estudio se utilizaron células HepG2, tratadas
durante 2, 4y 6 dias con distintas concentraciones de melatonina
(1.000 pM y 2.500 wM) disuelta en medio de cultivo con DMSO al
0,2%; como control se utilizaron células HepG2 no tratadas o trata-
das con vehiculo. Se determiné la viabilidad celular y la distribu-
cion en las distintas fases del ciclo celular mediante MTT y citome-
tria de flujo respectivamente. La cuantificacion de la expresion
génica y proteica de los receptores de membrana de la melatonina
(MT1, MT2), el receptor mitocondrial (MT3), y el receptor nuclear
(RORalfa) se llevo a cabo por Western Blot y qRT-PCR. También, se
analizo la expresion de la proteina reguladora del ciclo celular p21
mediante ambas técnicas.

Resultados: El tratamiento con melatonina indujo una reduccion
en la proliferacion celular dependiente de la dosis y el tiempo, al-

canzando el maximo a la concentracion de 2500 uM y 6 dias de
administracion. El efecto anti-proliferativo se vio acompanado por
cambios en la cinética del ciclo, con un aumento del porcentaje de
células en G2/M y un descenso en GO/G1. Los grupos tratados pre-
sentaron mayores niveles de expresion de p21 que los controles.
Ademas, se observé una sobreexpresion de los receptores MT1, MT3
y RORalfa tras la administracion del indol.

Conclusiones: Se confirma el efecto oncostatico de la melatoni-
na en las células HepG2 derivadas de HCC humano, dicho efecto
esta relacionado con la sobreexpresion de alguno de sus receptores
celulares (MT1, MT3 y RORalfa). Aunque es necesario profundizar
mas en los mecanismos implicados, nuestros experimentos parecen
indicar que la melatonina podria representar una nueva herramien-
ta, al menos como coadyuvante, en el tratamiento del HCC.

P-115. HUR/METHYLATED-HUR AND AUF1 REGULATE
THE TYPE OF METHIONINE ADENOSYLTRANSFERASE
EXPRESSED DURING LIVER PROLIFERATION,
DIFFERENTIATION AND CARCINOGENESIS

D. Fernandez-Ramos?, M. Vazquez-Chantada?, M. Varela-Rey?,
N. Embade?, A. Woodhoo?, N. Martinez-Lopez?, J. Caballeriac,
M. Gorospe©, S.C. Lu®, J.M. Mato? y M.L. Martinez-Chantar?

aCIC bioGUNE. Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Enfermedades Hepadticas y Digestivas (CIBERehd). Technology
Park of Bizkaia. Bizkaia. Espana.

bDepartment of Biochemistry. Vanderbilt University. Nashville.
TN. EE.UU.

<Division of Gastrointestinal and Liver Diseases. USC Research
Center for Liver Diseases. Southern California Research Center
for Alcoholic Liver and Pancreatic Diseases and Cirrhosis. Keck
School of Medicine. University of Southern California. EE.UU.

Introduction: Hepatic de-differentiation, liver development,
cell proliferation and malignant transformation are essential pro-
cess where the levels of hepatic S-adenosylmethionine are tightly
controlled. This equilibrium is specifically maintained through the
regulation of two genes, MAT1A and MAT2A. MAT1A is expressed in
the adult liver and differentiated hepatocytes as part of the meta-
bolic phenotype, while MAT2A is expressed in all extrahepatic tis-
sues and is associated with liver proliferation. Nowadays the me-
chanism underlying the regulation of these expression patterns is
not completely understood. In silico analysis of the 3" UTR mRNA of
MAT1A and MAT2A revealed putative binding sites for AUF1 and HuR
respectively. Based on these findings, we investigated the post-
transcriptional regulation of MAT1A and MAT2A mRNA by AUF1, HuR
and methyl-HuR in those biological processes.

Methods: Biotin pull-downs were performed to confirm the func-
tionality of HuR and AUF1 binding sites. The changes in HuR, methyl-
HuR and AUF1 were studied in cultured hepatocytes de-differentia-
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tion, in liver fetal development and in human hepatocellular
carcinomas (HCC). HuR, methyl-HuR and AUF1 protein levels were
studied by western blot, and the MAT1A and MAT2A mRNA abundance
by gPCR. The binding of HuR, methyl-HuR and AUF1 to MAT1A and
MAT2A mRNA along the treatments, the liver development and the
de-differentiation processes were assayed by RNA immunoprecipita-
tion. Finally, immunofluorescence was developed in human HCCs.

Results: During hepatic de-differentiation the switch between
MAT1A/MAT2A was supported by the increase of HuR and AUF1
mRNA. SAMe treatment prevented this regulation through a mecha-
nism that implies a shift in the balance of methyl-HuR/HuR and
AUF1. Methyl-HuR was identified for the first time as an inhibitor of
the mRNA stability, concretely of MAT2A mRNA hepatic. In addition,
we observed a similar temporal distribution and a functional link
between HuR, methyl-HuR, AUF1, MAT1A and MAT2A mRNA in fetal
stages of liver development. Finally, an immunofluorescence analy-
sis revealed increased levels of HuR and AUF1 as well as a decrease
in methylated-HuR levels in human hepatocellular carcinoma ver-
sus control livers.

Conclusions: Our data support a role for AUF1 and HuR/methyl-
HuR in liver proliferation, de-differentiation, development and
HCC progression through MAT1A and MAT2A mRNA posttranslational
regulation.

P-116. ESTUDIO DE LA MOVILIZACION DE CELULAS STEM
DE MEDULA OSEA EN DISTINTAS ENFERMEDADES
HEPATICAS

F.J. Aranguren, C. Sostres, J.A. Moreno, G. Azaceta, E. Solanas,
S. Lorente, A. Campillo y T. Serrano

Servicio de Aparato Digestivo. HCU Lozano Blesa. Zaragoza.
Espana.

Introduccion: La hipotesis de que células stem de médula 6sea
(CSMO) participan en el proceso de regeneracion hepatica, cobra
cada vez mas relevancia. Sin embargo la mayoria de los datos dis-
ponibles se basan en trabajos en animales de experimentacion.

Objetivos: Cuantificar la movilizacion de células progenitoras de
médula 6sea en distintos modelos de enfermedad hepatica huma-
na.

Material y métodos: Extraccion de muestras sanguineas en 5 pa-
cientes con hepatitis aguda, 8 con enfermedad aguda sobre croni-
ca, 8 con hepatopatia créonica descompensada y 8 controles. Me-
diante citometria de flujo y previo marcaje con anticuerpos
especificos se cuantificé la poblacion de células CD 34 positivas. De
todos los pacientes se recogieron datos clinicos y analiticos relacio-
nados con la funcion hepatica y se calcularon los indices prondsti-
cos Child-Pugh y MELD. Las variables cuantitativas continuas se
compararon usando un test no paramétrico con el paquete estadis-
tico SPSS.

Resultados: En los pacientes con hepatitis aguda se produce una
gran movilizacion de precursores de médula 6sea CD34+, siendo la
media muy superior a la de los pacientes con hepatopatia cronica
(13,37 + 6,1 vs 1,75 £ 0,8; p < 0,05). En los pacientes con enferme-
dad aguda sobre cronica se produce también un incremento de es-
tas células precursoras (7,1 + 4,6), aunque en menor grado que en
los pacientes con hepatitis aguda, pero significativamente mayor
que en los pacientes con enfermedad cronica descompensada. Los
valores encontrados en los pacientes cronicos, aunque menores, no
presentaron diferencias estadisticamente significativas a los halla-
dos en los controles. El grado de movilizacion de (CSMO), no se
relacion6 con ningln parametro clinico ni analitico.

Conclusiones: En los pacientes con lesion aguda o aguda sobre
crénica del higado, se produce una movilizacion de células stem de
médula osea. Este dato podria apuntar a una implicacion de la mé-
dula o6sea en la regeneracion hepatica en este tipo de lesiones.

P-117. LOS PACIENTES CON TROMBOSIS PORTAL

NO ASOCIADA A CIRROSIS O NEOPLASIA PRESENTAN,
INDEPENDIENTEMENTE DE SU ETIOLOGIA, UN ESTADO
ADQUIRIDO DE HIPERCOAGULABILIDAD

S. Raffa, J.C. Reverter, S. Seijo, D. Tassies, A. Rodriguez-Vilarrupla,
R. Miquel, J.G. Abraldes, J. Bosch y J.C. Garcia-Pagan

Servicio de Hepatologia. IDIBAPS y CIBERehd. Departamento
de Hemoterapia y Hemostasia. Departamento de Patologia.
Hospital Clinic. Barcelona. Espafa.

Introduccion y objetivos: Los pacientes con trombosis portal
cronica no cirrética no tumoral (TPCNC), a pesar de una histologia
y funcidn hepatica normal, presentan con frecuencia diferentes al-
teraciones en las pruebas de coagulacion. Este estudio fue dirigido
a evaluar el significado de dichas alteraciones.

Pacientes y métodos: Cincuenta pacientes estables consecuti-
vos con TPCNC (48 = 17 anos, 62% hombres) secundaria a una trom-
bofilia subyacente (32%), a factores locales (32%) o idiopatica (36%)
fueron incluidos en el estudio. A todos los pacientes se les determi-
no: Tiempo de protrombina (TP), tiempo parcial de tromboplastina
(apTT), factores de coagulacion (I, Il, V, VII, VIII, IX, X, XI y XII),
antitrombina (AT), proteinas C y S, antigeno de von Willebrand
(VWF-Ag), funcion de vWF (VWF:RCo), ADAMTS-13, dimero-D, com-
plejos plasmina-antiplasmina (PAP), fragmentos de protrombina
F1+2 (F1+2), factor VIl activado (FVlla) y potencial enddgeno de
trombina (ETP). Se usaron como control muestras de sangre de 50
individuos sanos de edad y sexo semejante.

Resultados: El TP y aPTT estaban prolongados en 38% de los pa-
cientes. Los niveles plasmaticos de los factores procoagulantes (I,
V, VI, IX, X, XI'y XIl) y factores anticoagulantes (AT, proteinas Cy S)
fueron significativamente inferiores en los pacientes que en el gru-
po control (p < 0,001). Ademas, los pacientes con TPCNC tenian un
aumento de FVIIl y vWF-Ag con bajos niveles ADAMTS-13 (p < 0,001).
Estas alteraciones se asociaron, no obstante, con una capacidad
normal del plasma para generar trombina medido por el ETP. Esto
sugiere que, a pesar de la alteracion en las pruebas de coagulacion
clasicas, los pacientes con TPCNC tendrian una capacidad para coa-
gular normal. No obstante, los pacientes TPCNC tuvieron niveles de
factor Vlla, F1+2, dimero-D y PAP significativamente superiores que
los controles lo que indica una activacion in vivo de la coagulacion
y la fibrinolisis. No existio relacion entre el aumento de estos mar-
cadores de hipercoagulabilidad y la etiologia subyacente de la
trombosis ni con otros datos epidemioldgicos, clinicos o radiologi-
cos.

Conclusiones: Los pacientes con TPCNC tienen un incremento en
los marcadores de hipercoagulabilidad que es independiente de la
existencia o no de una trombofilia subyacente y parece ser conse-
cuencia directa de la TPCNC. Si este estado de hipercoagulabilidad
puede aumentar el riesgo de nuevos eventos tromboticos, debera
ser evaluado en estudios futuros.

P-119. HIPERTENSION PORTAL IDIOPATICA: IMPACTO
DE LA HEMODINAMICA HEPATICA Y DE LA ELASTOGRAFIA
DE TRANSICION EN SU SOSPECHA CLINICA

S. Seijo-Rios, E. Reverter, A. Berzigotti, J.G. Abraldes,
M. Bruguera, J. Bosch y J.C. Garcia-Pagan

Laboratorio de Hemodindmica Hepadtica. Servicio de Hepatologia.
IMDIM. Hospital Clinic. IDIBAPS. CIBERehd. Barcelona. Espafia.

Introduccion y objetivos: La hipertension portal idiopatica
(HTPI) es una causa rara de hipertension portal presinusoidal que
con frecuencia es erroneamente diagnosticada como cirrosis al
ocasionar ambas entidades complicaciones semejantes junto con la
posibilidad de interpretar minimas lesiones en la biopsia hepatica
como error de muestreo. El presente estudio fue dirigido a evaluar
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si parametros hemodinamicos y de elasticidad de transicion (ET)
permiten establecer un alto indice de sospecha de HTPI.

Pacientes y métodos: En 44 pacientes remitidos a nuestra uni-
dad diagnosticados de HTPI se realiz6 cateterismo de venas supra-
hepaticas (CVSH) (n = 40), cardiopulmonar (CCP) (n = 25) y medi-
ciones de ET (FibroScan®) (n = 31).

Resultados: Todos los pacientes presentaban signos inequivocos
de hipertension portal (varices, ascitis o esplenomegalia) y en to-
dos se descart6 formalmente la presencia de cirrosis o hepatopatia
crénica y de trombosis del eje esplenoportal. 26 (59%) pacientes
eran varones. La edad media era 40 anos. 38 (86%) pacientes pre-
sentaban varices esofagicas y/o gastricas, 11 (25%) ascitis. EL CVSH
mostro en 19 (43%) pacientes comunicantes entre diferentes venas
hepaticas lo que impidi6 en 12 casos obtener una correcta presion
enclavada. El gradiente de presion venosa hepatica (GPVH) en los
28 pacientes con correcta presion enclavada era de 7 mmHg (2-
14,5). En 6/28 (21%) el GPVH era normal (= 5 mmHg), en 7 (25%) =
10 mmHg y en los 15 (54%) restantes los valores eran intermedios.
Tres pacientes presentaban hipertension porto-pulmonar. 41% de
los pacientes presentaban circulacion hiperdinamica. La ET, reali-
zada en 31 pacientes, fue de 9,2 KPa (1,6-23,8). Solo 3 pacientes
presentaban ET > 13,6 KPa (dintel descrito como indicativo de hi-
pertension portal).

Conclusiones: Los pacientes con HTPI frecuentemente presen-
tan colaterales vena-vena y un GPVH y un valor de ET anormales
pero inferiores a los dinteles descritos para la presencia de hiper-
tension portal clinicamente significativa en la cirrosis, a pesar de
presentar una hipertension portal clinica manifiesta.

P-120. ANALISIS DE CELULAS T CD8+KIR2D+
EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE HEPATICO

M.R. Lépez-Alvarezz, M.R. Moya-Quiles?, I. Legaz?, L. Gimeno?,
G. Salgado?, J. Gil®, J.A. Campillo?, M.A. Diaz-Alderete®,

B. Las Heras?, S. Soriano?, A.M. Garcia-Alonso?, P. Parrillac,

M. Muro®, M.R. Alvarez-Lopez?, A. Minguela? y M. Miras?

aServicio de Inmunologia.

Servicio de Cirugia.

dServicio de Medicina Digestiva.

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Hepadticas y Digestivas (CIBERehd). Hospital Universitario Virgen
de la Arrixaca. El Palmar. Murcia. Espafia.

bServicio de Inmunologia. Hospital Universitario Gregorio
Maranén. Madrid. Espana.

Introduccioén: Los receptores KIR (Killer Imunoglobuline-like Re-
ceptors) son proteinas de membrana expresadas en células NK y
linfocitos T, principalmente CD8+. Las moléculas de HLA-C presen-
tan un dimorfismo en la posicion 80 de la hélice a-1, que define su
especificidad para actuar como ligandos de receptores KIR2D, y la
interaccion de ambos transmite sefales al interior celular capaces
de regular la funcion citolitica de las células que los expresan.
Puesto que el locus HLA-C parece ser el Unico locus de HLA que
influye en el desarrollo del trasplante hepatico, se planted estudiar
si las variaciones en las poblaciones de linfocitos T KIR2D+ de san-
gre periférica de pacientes sometidos a trasplante hepatico se po-
dian asociar a la aceptacion o el rechazo del injerto.

Métodos: Se monitorizaron las poblaciones de linfocitos T
CD8+KIR2D+ de sangre periférica de 142 pacientes, durante un pe-
riodo de evolucion de un afo. Los anticuerpos monoclonales espe-
cificos de receptores KIR2D que se utilizaron fueron: CD158a/h o
clon EB6, que reconoce los receptores KIR2DL1/S1; CD158b/j o
clon GL183, especifico para los receptores KIR2DL2/3/S2. Los pa-
cientes fueron clasificados en funcion de la presencia o no de epi-
sodios de rechazo agudo. El analisis estadistico se realizo utilizando
test apropiados para la comparacion de medias entre grupos.

Resultados: El andlisis del porcentaje de linfocitos T CD8+KIR2D+
mostroé que era significativamente mayor en los pacientes del grupo
NRA que en los del grupo RA (p < 0,05) en las primeras semanas
postrasplante. Por otra parte, el nUmero absoluto de linfocitos T
CD8+KIR2DL1/S1+ se incrementaba en pacientes del grupo NRA a
partir del primer mes postrasplante, y superaba significativamente
a los valores basales tras los 90 dias de evolucion. El numero abso-
luto de linfocitos T CD8+KIR2DL2/3/S2+, también aumentaba en el
grupo NRAy las diferencias con el grupo RA alcanzaron la significa-
cion estadistica al final del periodo de monitorizacion (p = 0,025).

Conclusiones: Este estudio muestra que la expansion de las po-
blaciones T CD8+KIR2D+, en concreto linfocitos T CD8+KIR2DL2/3/
S2+, se puede asociar con una mayor capacidad para aceptar el
injerto. Por tanto, estos resultados sugieren que el analisis de estas
poblaciones podria ser de interés en trasplante hepatico, pues pa-
recen relacionarse con la aceptacion del injerto y serian de utilidad
para la adaptacion de las terapias inmunosupresoras a las necesida-
des individuales de cada paciente.

P-121. LA FUN;I()N COGNITIVA TRAS EL TRASPLANTE
HEPATICO ESTA DETERMINADA POR LA ENCEFALOPATIA
HEPATICA PREVIAY LA ETIOLOGIA ENOLICA

R. Garcia Martinez, C. Jacas, J. Alonso, V. Vargas, M. Simén-Talero
y J. Cordoba

Servicio de Medicina Interna-Hepatologia. Hospital Vall d’Hebron.
Universitat Autonoma de Barcelona. CIBERehd. Barcelona.
Espana.

Introduccion: La funcion cognitiva en pacientes cirréticos mejo-
ra tras el trasplante hepatico. Sin embargo puede no normalizarse.
La encefalopatia hepatica previa (EH) y el abuso de alcohol (OH)
pueden causar persistencia de déficit neurologicos.

Objetivos: Evaluar prospectivamente la funcion cognitiva des-
pués del trasplante e investigar el efecto de la EH y el OH.

Pacientes y métodos: 63 pacientes consecutivos (evaluados para
trasplante entre marzo’04 y octubre’07) se sometieron a un estu-
dio neuropsicoldgico antes del trasplante hepatico (1-2 meses). Los
pacientes con buena evolucion (n = 52, 54 + 10 afos, 41 varones)
fueron reevaluados 11 meses después del trasplante. Los pacientes
con OH (n = 24) permanecieron abstinentes al menos 6 meses antes
del trasplante. Los que desarrollaron episodios de EH previos al
trasplante (n = 24), algunos de ellos alcohdlicos (n = 13), presenta-
ban nivel de conciencia normal en el momento de la evaluacion.
Los valores de los test fueron transformados en valores T ajustando
los resultados por edad, sexo y anos de educacion (T = 50 represen-
ta la media en la poblacion normal, T = 40: 1 DE por debajo de la
media, T = 30: 2 DE...) y se agruparon en indices cognitivos: memo-
ria, atencion, funcion ejecutiva, funcion motora, funcion visuoes-
pacial y funcion cognitiva global. 24 pacientes (incluidos desde
marzo’06) fueron sometidos ademas a un estudio de resonancia
magnética postrasplante, realizandose un estudio de atrofia cere-
bral normalizado (ajuste a volumen intracraneal estandar).

Resultados: Los pacientes presentaron alteraciones en la mayo-
ria de los dominios cognitivos explorados en el estudio pretrasplan-
te, mas marcadas en las areas que caracterizan a la EH minima:
memoria [37(11)], atencion [39(17)] y funcién motora [36(14)].
Tras el trasplante se observo una mejoria en la funcion cognitiva
global que se normaliza excepto en los pacientes con EH previa y
OH (figura). Los pacientes con ambas condiciones presentaron asi-
mismo atrofia cerebral [1607(45) vs 1463(76) ml, p = 0,009].

Conclusiones: La funcion cognitiva después del trasplante esta
determinada por la EH previa y el OH. Ambos factores son sinérgi-
cos e inducen pérdida de tejido cerebral causando un dafio neu-
rologico irreversible. Un manejo 6ptimo de la EH antes del tras-
plante puede tener un impacto positivo en la funcidon cognitiva
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postrasplante. La politica actual de no dar prioridad a los pacien-
tes que desarrollan EH deberia ser reconsiderada en aquellos con
cirrosis OH.

P-122. EVALUACION PROSPECTIVA DE LA DISFUNCION .
DIASTOLICA DEL PACIENTE CIRROTICO ANTES Y DESPUES
DEL TRASPLANTE HEPATICO

V. Bernal, I. Pascual, C. Fernandez, P. Esquivias, A. Garcia-Gil,
I. Lacambra, J.M. Mateo y M.A. Simon

HCU Lozano Blesa. Zaragoza. Espafia.

Introduccioén: La disfuncion diastélica (DD) se ha descrito en la
cirrosis hepatica (CH) pero rara vez ha sido valorada mediante Do-
ppler Tisular (DTI) como recomiendan las guias. Por otro lado, la
evolucion después del trasplante hepatico (TH) de esta entidad se
desconoce.

Objetivos: (1) Definir la DD mediante cateterismo cardiaco, eco-
cardiograma convencional, DTl y péptido natriurético cerebral. (2)
Comparar su evolucion post-TH.

Material y métodos: Estudio prospectivo de 43 cirroticos eva-
luados antes del TH y 6 meses después. Evaluacion de datos clini-
cos, analiticos, factores de riesgo y eventos cardiovasculares y
éxitus. Mediante ecocardiograma se obtuvieron datos de ambos
ventriculos.

Resultados: 43 pacientes (55 + 10 afos; 30 hombres/13 mujeres.
Child A4/B15/C24. MELD score: 15,29 + 5,09 (7-29). Etiologia: OH
21/VHC 12/otras 10. (1) Antes del TH, ningln paciente presentaba
disfuncion sistélica (FEVI < 45%). 27(68%) tenian una presion capilar
pulmonar (PCP) > 12 mmHg, siendo diagnosticados de DD. 17/27
presentaban un indice cardiaco > 4 L/min/m? (DD de alto gasto).
Estos pacientes presentaban mayor indice MELD y Child, indepen-
dientemente de su PCP. Segun el ecocardiograma convencional, 14
(33%) pacientes presentaban un ratio E/A < 1; 9 (21%) un tiempo de
deceleracion prolongado (> 280 ms) y 7 un indice de masa ventricu-
lar izda (IMVI) > 122 (mujeres) o 149 (hombres) g/m?. Segln el DTI,
ningun paciente presentaba una ratio E/E’ > 15 (diagnostico de DD)
y solo un 16% presentaba valores superiores a 8 (sugestivo de DD).
De los pacientes con E/E’ < 8, un 71% presentaba PCP elevada.
Ninguna de las medidas ecocardiograficas presentaba un area bajo
la curva significativa para el diagndstico de DD. (2) Después del
trasplante, se observo una disminucion significativa del IC (3,23 =+
1,16 vs 2,32 + 0,61; p < 0,001) y de la presion pulmonar sistélica
(29,8 £ 9,6 vs 25 £ 5,9; p = 0,009). ELl IMVI también disminuy0 signi-

ficativamente (112,7 + 40,9 vs 99,3 + 28; p = 0,02). Se observo un
empeoramiento significativo del cociente E/A pero no del E/E’
(1,079 + 0,331 vs 0,836 + 0,299; p = 0,002 y 5.88 + 1,98 vs 6,57 =
2,43; p = 0,132, respectivamente). El indice de performance mio-
cardica aument6 (0,258 + 0,085 vs 0,331 + 0,148; p = 0,019) y el
indice TAPSE disminuyé significativamente (32,5 + 6,9 vs 27,1 + 6,8;
p = 0,002).

Conclusiones: en el paciente cirrético el estudio de la DD me-
diante ecocardiograma puede resultar insuficiente. A los 6 meses
del trasplante, se observa un empeoramiento global de la perfor-
mance miocardica; sin embargo, la valoracion individualizada de la
funcion diastolica y sistélica de ventriculo izquierdo no mostro
cambios.

P-123. EN LA ERA TARGA (2001-2009), LA COINFECCION
VIH EN PACIENTES CON CIRROSIS VIRAL ES FACTOR
INDEPENDIENTE DE MORTALIDAD EN LISTA DE ESPERA,
PERO NO TRAS TRASPLANTE HEPATICO

R. Barcena, A. Moreno, S. del Campo, G. de la Poza, G. Arranz,
A. Muriel, C. Quereda, J. Fortin, A. Martinez, M. Arevalillo,

J. Nufo, J. Graus, C. Arocena, C. Blesa, M.J. Pérez-Elias,

J.l. Casado, M.l. Mateos y S. Moreno

Hospital Ramén y Cajal. Madrid. Espana.

Introduccion: Esta muy discutido el papel de la coinfeccion por
VIH en la evolucion de los pacientes con cirrosis viral, tanto en
lista de trasplante hepatico (LTH) como especialmente después
del mismo.

Métodos: Evaluar el impacto de la coinfeccion por VIH en la evo-
lucion de todos los pacientes con cirrosis viral incluidos en LTH (N
=309) entre enero-2001-septiembre 2009, e identificar los factores
independientes de mortalidad tanto en LTH como tras TH.

Resultados: 252 VHC (81%), 39 VHB (13%), 18 VHB/VHC (6%).
Todos los pacientes VIH (n = 44, 14%) eran VHC (n = 36, 82%) o VHC/
VHB (n = 8, 18%), ninguno HBAgs+ aislado; 75% en TARGA, 66% con
CD4 > 200, 75% con RNA-VIH < 200 copias/ml. Los porcentajes de
TH, muerte o salida de LTH segun la coinfeccion VIH: 36 vs 58%, 45
vs 21%, y 7 vs 15% (p = 0,001). A pesar de similar tiempo de demora
entre la 12 consulta para valoracion TH y la inclusion efectiva en
LTH (101 vs 95 dias, p = 0,6), y de MELD similares a la inclusion en
LTH (18 excluyendo CHC, p = 0,28), la probabilidad de superviven-
cia en LTH a los 90, 180 y 365 dias fue significativamente menor en
pacientes VIH: 67% vs 86%, 52% vs 74%, y 41% vs 63% (p = 0,001).
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Tras regresion multivariante de Cox, fueron factores independien-
tes de mortalidad en LTH: coinfeccion VIH (HR 2,543; 1C95% 1,427-
4,529, p = 0,002), antecedentes de PBE (HR 2,145; 1C95% 1,336-
3,444, p = 0,002), y una mayor edad (HR 1,025; 1C95% 1,000-1,051,
p = 0,048) o mas alto MELD (HR 1,133; 1C95% 1,100-1,168, p =
0,0001) a la inclusion en LTH. Por el contrario, tras TH, y después
de una mediana de seguimiento de 91 semanas (0-431), la coinfec-
cion VIH no condicion6 una peor supervivencia a 1, 3y 5 afos: 100%
vs 86%; 82% vs 72%; 54% vs 65% (p = 0,65). Los pacientes VIH tuvie-
ron una tasa menor de rechazo (12,5% vs 33,5%, p = 0,085), y una
mayor incidencia de infeccion por CMV (44% vs 23%, p = 0,12). Aun-
que el uso de peg-IFN/RBV fue similar (44% vs 41%, p = 0,81), la
mortalidad atribuible a recidiva VHC fue mayor en sujetos VIH (3/3
(100%) vs 12/52 (23%); p = 0,017).

Conclusiones: en nuestra experiencia en la era TARGA, a pesar
de un buen control VIH y un manejo similar de la hepatopatia, la
coinfeccion VIH es un factor independiente de mortalidad en LTH
(52% a 24s). La supervivencia a 5a post-TH fue similar, pero todos
los exitus en pacientes VIH fueron por recidiva VHC.

P-124. LA INFECCION POR CMV EN EL POSTRASPLANTE
HEPATICO DE PACIENTES CON CIRROSIS VIRAL ES FACTOR
INDEPENDIENTE DE RECIDIVA SEVERA'Y MORTALIDAD

R. Barcena, A. Moreno, S. del Campo, A. Muriel, J. Fortun,

M.l. Mateos, M.J. Pérez-Elias, C. Quereda, J.l. Casado, J. Graus,
G. de la Poza, G. Arranz, C. Arocena, C. Blesa, F. Garcia-Hoz,

J. Nuho, A. Moreno, C. Varona y S. Moreno

Hospital Ramén y Cajal. Madrid. Espana.

Introduccion: La infeccion por CMV (viremia y/o enfermedad de
organo) tras trasplante hepatico (TH) conlleva mayor morbimorta-
lidad en pacientes con cirrosis viral.

Métodos: Evaluar el impacto de la infeccion por CMV en pacien-
tes con cirrosis viral sometidos a TH en un centro de referencia
entre enero 2001-septiembre 2009 (N = 171).

Resultados: 136 VHC (80%), 23 VHB (13%), 12 VHC/HBsAg+ (7%).
16 (9%) VIH+ (11 VHC, 5 VHC/HBsAg+). Mediana de seguimiento
post-TH, 91 semanas (0-431). 39 pacientes (26%), mayoritariamen-
te VHC (92%) desarrollaron infeccion por CMV (82% viremia), y el
100% recibieron ganciclovir/valganciclovir. Solo 1/39 (2,6%) era
missmatch (donante+/receptor-), y desarrolld viremia tardia
(dia+674). En sujetos d+/r+ la mediana de tiempo a infeccion por
CMV fue 39 dias (23-425), < 90 dias en 76%. La infeccion por CMV
fue factor independiente de mortalidad post-TH (HR 2,817; 1C95%
1,477-5.374, p = 0,002), e incremento el riesgo de recidiva histolo-
gica severa en pacientes VHC (OR 3,05, 1C95% 1,88-4,9, p = 0,0001),
con alta mortalidad (11/18, 61%), a pesar del uso precoz de peg-
IFN y RBV en el 100%. El uso de bolos de esteroides se asocio de
forma independiente a infeccion por CMV (OR 3,930; 1C95% 1,629-
9,477, p = 0,002), siendo factores protectores la edad del donante
(OR 0,974; 1C95% 0,952-0,997, p = 0,028), la concordancia de géne-
ro donante/receptor (OR 0,351; 1C95% 0,148-0,835; p = 0,018), y
ser receptor HBsAg+ (OR 0,160; 1C95% 0,039-0,648, p = 0,01). La
coinfeccion VIH no se asocié de forma significativa al desarrollo de
enfermedad por CMV.

Conclusiones: la incidencia global de infeccion por CMV tras TH
en pacientes con cirrosis viral fue 26%, especialmente en pacientes
VHC (92%), apareciendo en los primeros 90 dias en el 74%. La infec-
cién por CMV fue factor independiente de mortalidad (HR 2,817, p =
0,002), e incremento el riesgo de recidiva severa VHC (OR 3,05, p =
0,0001). El principal factor de riesgo para infeccion por CMV fue el
uso de bolos de esteroides (OR 3,93, p = 0,002), mientras que fueron
factores protectores una mayor edad del donante, la concordancia
de género donante/receptor, y ser receptor HBsAg+. La coinfeccion
VIH no supuso un riesgo mayor de enfermedad por CMV post-TH.

P-125. INCIDENCIA DE AMILOIDOSIS DE NOVO .
EN RECEPTORES DE HIGADOS CON POLINEUROPATIA
AMILOIDOTICA FAMILIAR

C. Baliellas?, L. Lladé?, C. Casasnovas®, J. Fabregat?,
J. Castellote?, X. Sanjuans, T. Lobaton?, X. Vazquez-Vicente?,
J. Torras?, X. Xiol® y A. Rafecas?

eUnidad de Trasplante Hepatico.

bServicio de Neurologia.

Servicio de Anatomia Patoldgica.

IDIBELL. Hospital Universitari de Bellvitge. Barcelona. Espanfa.

Introduccion: Los pacientes con polineuropatia amiloidotica fa-
miliar que reciben un trasplante hepatico pueden a su vez ser do-
nantes para otro receptor; es el llamado trasplante hepatico domi-
no6 (THD). Pero los receptores de un THD tienen un riesgo teorico de
desarrollar amiloidosis a largo plazo, en principio a partir de los
15-20 anos de recibir el injerto. Los datos sobre la incidencia real
de la enfermedad son escasos.

Objetivos: Estudiar la incidencia de amiloidosis en portadores de
THD.

Pacientes y métodos: Desde junio-2000 hasta noviembre-2005
hemos practicado 25 THD. Se ha realizado un estudio transversal de
los pacientes vivos que incluia un interrogatorio por especialistas
dirigido al sistema nervioso y aparato digestivo, un electromiogra-
ma (EMG) y una biopsia rectal. A los pacientes con alteraciones en
el EMG se les practico una biopsia neural.

Resultados: La edad media de los receptores en el momento del
trasplante fue de 62,7 + 2,7 afos. La indicacion del trasplante fue
hepatocarcinoma en 10 casos, 8 cirrosis VHC, 4 cirrosis endlica, una
cirrosis VHB, una cirrosis biliar primaria y un retrasplante. De los 25
pacientes, 6 habian fallecido sin evidencia de amiloidosis. De los 19
vivos, 2 rechazaron el estudio por lo que finalmente se estudiaron
16 pacientes con un seguimiento de 62,6 + 2,9 meses. De los 16
pacientes, 7 no han presentado clinica y los estudios han sido nor-
males. De los 9 pacientes con alteraciones, 7 tenian amiloide en el
aparato digestivo aunque solo dos referian diarreas ocasionales. El
estudio neurologico de estos 9 pacientes era normal en 5 tanto por
clinica como por EMG y en 4 casos se detecto clinica con EMG com-
patible con neuropatia; 3 de los 4 pacientes eran diabéticos. En la
biopsia neural de todos los pacientes con alteraciones en el EMG se
hallaron depdsitos de amiloide.

Conclusiones: 1- El deposito de amiloide en el sistema digestivo
de los receptores de un THD es frecuente pero con poca sintomato-
logia. 2- La alteracion neurologica es poco habitual pero clinica-
mente sintomatica y de aparicion mas precoz de lo esperado. 3- El
desarrollo de enfermedad amiloidotica con clinica importante es
rara a medio plazo, por lo que es razonable seguir realizando THD.

P-126. PREVENCION DEL SINDROME LINFOPROLIFERATIVO
EN NINOS CON INFECCION EBV EN EL PRIMER ANO
POSTRASPLANTE HEPATICO EN NINOS CON PROFILAXIS
ANTIVIRAL 6 MESES

E. Frauca, G. Muioz Bartolo, C. Camarena, L. Hierro, M.C. Diaz,
A. de la Vega, M.D. Lledin, N. Leal, J.L. Encinas, F. Hernandez,
J. Murcia, M. Gamez, M. Lopez Santamaria y P. Jara

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

Objetivos: Tras trasplante hepatico (TH), la infeccion EBV con-
lleva riesgo de sindrome linfoproliferativo (PTLD), especialmente
en ninos con viremia alta. El objetivo fue evaluar el resultado de
las medidas aplicadas consistentes en la administracion rutinaria
de antiviral los primeros 6 meses postrasplante, vigilancia de DNA-
EBV, tratamiento antiviral de la infeccion, y reduccion de tacroli-
mus en nifos con viremia alta.
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Métodos: Se analizan 25 nifos consecutivos con TH en 2007 (se-
guimiento 8-21 meses). Antes del trasplante 16 nifios eran IgGVCA(-
) ¥y 9 IgGVCA+. Como profilaxis fue administrado ganciclovir iv du-
rante 1 mes (5 mg/kg cada 12h) seguido de valganciclovir 5 meses
(520 mg/m? cada 12 h). Cada 1-3 meses hubo revision clinica y se
determin6é DNA-EBV en sangre. La deteccion de DNA-EBV indic¢ la
reanudacion/mantenimiento de valganciclovir hasta su negativiza-
cion estable.La infeccion EBV con viremia elevada fue tratada con:
valganciclovir, y descenso de tacrolimus (< 5 ng/ml) individualiza-
do. La cuantificacion de EBV se realizd mediante PCR-tiempo real
con limite detectable es < 3,5 X 10° copias/ml. Se consider¢ vire-
mia alta > 2,6 X 10* copias/ml. Se describen incidencia de infec-
cion, curso de la viremia y sintomas, y tasa de PTLD.

Resultados: 1. Ocurri6 infeccion con DNA-EBV detectable (< 3,5
X 10° copias/ml 0 mas) en 23/25 (92% de los nifios) 2. Nifios sero-
negativos pre-TH (Primoinfeccion): sucedié en 15/16 (94%), 11 de
los 15 en los primeros 6 meses. La carga viral fue alta (> 2,6 X 104)
en el 73% de los infectados. Hubo 1 solo paciente sintomatico (aler-
gia a frio, neumonitis leve, elevacion de fosfatasa alcalina > 4.000
U/L). Todos recibieron valganciclovir, y fue reducido tacrolimus en
6 de los 11 que presentaban carga elevada. No hubo PTLD. Al final
del seguimiento 8 siguen con viremia alta. 3. Nifios seropositivos
preTH (Reactivacion): ocurrio en 8/9 (89%), todos ellos en los pri-
meros 6 meses. Hubo viremia elevada en 3 de los 8 (37%). Hubo
sintomas dudosamente relacionados en 1 (aplasia medular). Reci-
bieron valganciclovir, reduccion de tacrolimus en 2, rituximab en 1.
No hubo PTLD. Al final de seguimiento ninguno tiene carga alta. El
paciente con aplasia fallecié (aplasia atribuible a hepatitis noAnoC
pretrasplante).

Conclusiones: En un grupo de 25 nifios con profilaxis hubo infec-
cion EBV en 92%, con viremia elevada en el 61%. No hubo PTLD
aplicando tratamiento con valganciclovir y (en 8 de los 14 nifios con
viremia alta) reduccion sostenida de tacrolimus.

P-127. SINDROME METABOLICO (SM) EN PACIENTES
RECEPTORES DE UN TRASPLANTE HEPATICO:
PREVALENCIAY FACTORES DE RIESGO

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

Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo. Espafia.

Introduccion: Se ha descrito que el SM puede estar relacionado
con la aparicion de enfermedad cardiovascular aumentando la
morbi-mortalidad de los pacientes. La diabetes (DM), hiperlipemia,
hipertension y sobrepeso son factores que contribuyen a la apari-
cion del SM y que se desarrollan frecuentemente en los pacientes
con trasplante hepatico.

Objetivos: Valorar la prevalencia del SM al afio y a los 3 anos del
trasplante hepatico e intentar determinar los posibles factores de
riesgo.

Pacientes y métodos: 164 pacientes trasplantados entre 2002 y
2008 fueron incluidos en el estudio. Variables pre-trasplante anali-
zadas: etiologia de la cirrosis, IMC, HTAy diabetes. Variables anali-
zadas al ano y 3 anos del trasplante: uso de ciclosporina/tacroli-
mus, dosis total de esteroides-bolos, tabaco, IMC y eventos
cardiovasculares.

Resultados: El 36% (59/164) y el 37% (42/111) de los pacientes
presentd SM al ano y 3 afos del trasplante respectivamente. De los
trasplantados que desarrollaron SM al afno, éste se mantenia a los 3
anos en el 77%, y desaparecia en el 23%. Un 16% de los pacientes
que al ano del trasplante no tenia SM lo desarrollaron a los 3 afos
pos-trasplante. Los pacientes que desarrollaron SM tenian un IMC
basal mayor que aquellos que no lo desarrollaron (28,6 + 4,7 vs 25,6
+3,9; p=0,0001). La presencia de DM pre-trasplante se asocié a un
mayor riesgo de desarrollar SM (51% vs 29%, p = 0,009, respectiva-
mente). Al afo del trasplante el 64% de los pacientes con SM tenian
HTA, 54% DM, 54% hiperlipemia y 64% un IMC > 28,8. Al tercer ano,
los trasplantados por cirrosis etilica tenian mayor riesgo de presen-
tar SM que los trasplantados por VHC u otras etiologias (50% vs 26%
vs 7%, respectivamente; p = 0,002). No encontramos diferencias
significativas en la edad, uso de tacrolimus/ciclosporina, consumo
de tabaco, bolos y dosis total de esteroides. Los pacientes con SM
al tercer afo presentaron mayor nimero de eventos cardiovascula-
res que aquellos sin SM (34% vs 18%; p = 0,04) pero sin diferencias
en la supervivencia (p = 0,4).

Conclusiones: Un tercio de los pacientes trasplantados desarro-
lla un SM al afo del trasplante. Un IMC basal elevado y el antece-
dente de DM pre-trasplante se asocia a un mayor riesgo de desarro-
llar SM. Los pacientes con SM al tercer ano del trasplante
presentaron un mayor nimero de eventos cardiovasculares.



