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LOS RESULTADOS DEL TRASPLANTE HEPATICO (TH) EN LA
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Introduccion: La evolucion de los resultados del TH por Ci-VHC
(+) durante los Gltimos afios es objeto de controversia.

Métodos: Para identificar tendencias en la supervivencia postras-
plante en pacientes VHC (+) se estudio la supervivencia del injerto
y paciente (Kaplan-Meier) en 3.614 pacientes adultos con primer TH

por Ci-VHC (+) durante el periodo enero 1990-diciembre 2009 inclui-
dos en el RETH. Como grupo control se utilizaron pacientes tras-
plantados durante el mismo periodo por cirrosis biliar primaria (n =
508), cirrosis alcohdlica aislada (n = 3.691) o cirrosis por virus de la
hepatitis B aislada (n = 381). Los pacientes se analizaron segln la
era del trasplante: 1990-1994; 1995-1999; 2000-2004; y 2005-2009.

Resultados: La edad media del receptor y del donante aumento
en todos los grupos a lo largo del tiempo. Globalmente, la supervi-
vencia al afo del paciente y del injerto aumento significativamente
a lo largo del tiempo, y en todos los periodos de tiempo la supervi-
vencia de injerto y paciente del grupo VHC (+) fue significativamen-
te inferior que la de los pacientes VHC (-) (p < 0,05). Esta diferencia
vario con la época en la que se realizo el TH, con mejoria progresiva
en la supervivencia del paciente y del injerto en el grupo VHC (-).
Por el contrario, la supervivencia del paciente VHC (+) no mejord a
lo largo del tiempo. Para obviar la influencia de la mejoria en el
cuidado general del paciente y de la técnica quirtrgica a lo largo del
periodo de tiempo, se repitio el analisis excluyendo la mortalidad
durante el primer afno, observandose que la supervivencia del pa-
ciente VHC (+) a los -3- 5y 10 afios no se modifico durante estos 20
anos (91,03%, 83,5%, 68,1% en periodo 1990-94 (n = 372); 86,2%,
77,6% y 61,9% en periodo 1995-99 (n = 804); 89,6%, 82,6% y 69% en
periodo 2000-04 (n = 892); y 89,7%; 78,9 y ND, en periodo 2005-09
(n = 763) (NS). Por el contrario la supervivencia de los pacientes
trasplantados por CBP, Ci alcohdlica o VHB ha experimentado una
significativa mejoria (datos agrupados, supervivencia del paciente a
-3- 5y 10 afos 91,7%, 87,4%, 74,4% en el periodo 1990-94 (n = 831);
93,1%, 88,6% y 75,6% en el periodo 1995-99 (n = 1.505); 93,7%,
88,8% y 77,8% en el periodo 2000-04 (n = 1.777); y 95,1%, 90,8% y
ND, en el periodo 2005-09 (n = 1.623) (NS). La causa mas frecuente
de muerte en los pacientes VHC(+) fue la recidiva de la enferme-
dad, sin variaciones significativas a lo largo del tiempo. En el
subgrupo de trasplantes realizados con donantes < 50 afos, los re-
sultados del trasplante a 5 afios mejord significativamente a lo largo
de las eras analizadas en la cirrosis no-VHC, permaneciendo sin
cambios significativos en la cirrosis-VHC (+).

Conclusiones: Los resultados sugieren que los avances en el cui-
dado del paciente después del primer afo han tenido repercusion
sobre la supervivencia a largo plazo del paciente VHC (-) pero no en
el VHC (+), no siendo imputable este hecho al aumento en la edad
media de los donantes en los ultimos afos.
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INCIDENCIA'Y FACTORES RELACIONADOS CON LA
NEGATIVIZACION DEL HBSAG EN PACIENTES CAUCASICOS
CON INFECCION CRONICA POR VHB
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Introduccién: La mayoria de los estudios realizados sobre la re-
solucion de la infeccion crénica por VHB se han realizado en zonas
endémicas y en portadores inactivos del VHB. Los objetivos del
presente estudio fueron conocer la tasa de negativizacion del HB-
sAg, asi como los factores implicados en la misma, en una serie
amplia de pacientes caucasicos con infeccion cronica por VHB y
determinar la presencia de replicacion viral en el momento de la
negativizacion del HBsAg.

Métodos: En el estudio se incluyeron 915 pacientes diagnostica-
dos de infeccion crénica por VHB entre 1982 y 2011. Los pacientes
con seguimiento < 6 meses, de raza no caucasica o con infeccion
concomitante por VHC, VHD o VIH fueron excluidos. La mayoria
fueron hombres (65%), con una edad media de 38,9 + 15,1 afos. De
ellos, 23,8% eran HBeAg positivo, 56,2% portadores inactivos, 13,4%
tenian cirrosis inicialmente y 24,5% recibieron tratamiento antivi-
ral (97 con IFN y 127 con analogos). La negativizacion del HBsAg se
definié como la ausencia del antigeno en 2 determinaciones conse-
cutivas, con un intervalo entre ellas de 3 meses. El ADN-VHB se
determiné por PCR-TR en 70 pacientes en el momento de la nega-
tivizacion del HBsAg.

Resultados: Durante un seguimiento medio de 117 + 95 meses,
157 (17%) negativizaron el HBsAg, con una incidencia acumulada
a5, 10, 15, 20 y 25 afos de 4,8%, 13,1%, 23%, 31,1% y 41,6%. La
incidencia anual media global fue del 2,7% (IC95% 1,7-3,6); 1,35
(1C95% 0,64-2,05) durante la 1* década de seguimiento, 2,43
(1C95% 1,7-3,1) en la 2* y 5,01 (IC95% 1,8-8,2) en la 3% (p = 0,02
entre 1*y 2%y p = 0,1 entre 2% y 3?). No se observaron diferencias
en la probabilidad acumulada de negativizar el HBsAg entre pa-
cientes HBeAg positivo y negativo (p = 0,9), portadores inactivos
o con hepatitis crénica (p = 0,6), con o sin cirrosis (p = 0,2) o
tratados y no tratados (p = 0,2). Por el contrario, el sexo mascu-
lino (p = 0,02; HR 1,7, 1C95% 1,2-2,5) y la edad > 33 afos (p =
0,0001; HR 2,3, 1C95% 1,6-3,3) se asociaron tanto en el analisis
univariado como en el multivariado con la negativizacion del HB-
sAg. El DNA-VHB fue positivo en el momento de negativizar el
HBsAg en solo 3/70 (4%) pacientes, en todos ellos a titulo bajo (<
2,5 log10 Ul/ml).

Conclusiones: La probabilidad de aclarar la infeccion créonica
por VHB es elevada en pacientes caucasicos sin infeccion simul-
tanea por otros virus. Dicha probabilidad se incrementa significa-
tivamente a partir de la primera década de seguimiento. El sexo
masculino y la edad > 33 afos son los Unicos factores que se
asocian con una mayor probabilidad de resolver la infeccion. La
presencia de infeccion oculta, definida por la presencia de ADN-
VHB, es infrecuente en el momento de la resolucion de la infec-
cion.

LOS POLIMORFISMOS DE LAS HISTONAS DEACETILASAS
OPTIMIZAN EL VALOR PREDICTIVO DE RESPUESTA VIRAL
SOSTENIDA DE LA IL-28B PARA EL TRATAMIENTO
COMBINADO DE LA HEPATITIS CRONICA C
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Introduccion: El genotipado del polimorfismo rs12979860 del gen
IL-28B (INF?3) ha mejorado notablemente la prediccion de la respues-
ta al tratamiento antiviral combinado de la hepatitis cronica C (HCC).
No obstante, hay un importante porcentaje de pacientes que portan-
do el alelo desfavorable de la IL-28B (T) podrian beneficiarse de este
tratamiento. Las histonas deacetilasas (HDACs) regulan un amplio
repertorio de procesos fisiologicos, entre los que se incluyen la modu-
lacion diferencial de la actividad STAT en respuesta a IFN. Numerosos
estudios han descrito distintas variantes genéticas de las HDACs como
factores de riesgo de diversas enfermedades inflamatorias crénicas.
Por tanto, el objetivo de este estudio fue analizar la implicacion de
los polimorfismos de las HDACs en la respuesta al tratamiento antivi-
ral combinado de interferon pegilado mas ribavirina.

Métodos: Se genotiparon 285 pacientes con HCC tratados con
interferon pegilado y ribavirina para un total de 27 SNPs localizados
en los genes HDAC1-11 mediante un chip de ADN (GoldenGate Illu-
mina®). El genotipado de la IL-28B se realizd mediante PCR. La
asociacion de estos polimorfismos y distintas variables clinicas con
la respuesta viral sostenida (RVS) se analizd mediante regresion
logistica. El valor predictivo de los factores asociados significativa-
mente a la RVS se evalud mediante el analisis de las curvas AUC-
ROC y se establecio un analisis jerarquico de los factores relaciona-
dos con la RVS mediante un arbol de decision (CHAID).

Resultados: El genotipo viral (no-1), la edad (= 40 afos), la carga
viral basal (= 6 x 10° Ul/mL) y los niveles en suero de GPT y GGT (=
40 y = 30 U/L, respectivamente) se asociaron significativamente
con la RVS (p < 0,05). Respecto a los SNPs analizados, el genotipo
C/C de rs12979860 en IL-28B (p = 1,7 x 10%), C/C del rs3778216 en
HDAC2 (p < 0,01), G/G del rs976552 en HDAC3 (p < 0,01) y A/A del
rs368328 en HDAC5 (p < 0,05) se asociaron de forma independiente
y significativa con la RVS La precision del genotipo de la IL-28B para
predecir RVS (AUC = 0.630) fue superior al incluir el genotipado de
estos 3 SNPs de las HDACs (AUC = 0.747, p = 0,021). De acuerdo al
analisis de regresion, el arbol de decisién mostro que el polimorfis-
mo de IL-28B era el mejor predictor de RVS No obstante, el poli-
morfismo rs3778216 de la HDAC2 permitié caracterizar a un grupo
de pacientes con una elevada tasa de RVS, no so6lo en pacientes
portadores del genotipo C/C de la IL-28B (90%, p = 0,017), sino
también en los portadores del alelo desfavorable T (RVS = 79%, p =
0,04). Por el contrario, el analisis CHAID reflejo la importancia de
la edad y del genotipo HDAC5 rs368328 para la identificacion de
pacientes con una escasa tasa de RVS (25%) pacientes con el alelo
IL-28B T (p = 0,003).

Conclusiones: El genotipado de los polimorfismos rs3778216 y
rs368328 de las HDACs, junto al rs12979860 de la IL-28B, mejora
notablemente la clasificacion de los pacientes con HCC de acuerdo
a sus posibilidades de alcanzar RVS

LA LEPTINA INDUCE LA EXPRESION GENETICA DEL
COLAGENO ALFA 1(1) POR MEDIACION DE LA NADPH
OXIDASAY LA ACTIVACION DE ERK
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Introduccién: La leptina estimula la expresion genética del cola-
geno alfa1(l) (Col1a1), aunque los mecanismos intracelulares de
este efecto son mal conocidos. Los objetivos del presente estudio
fueron: (1) conocer los factores de transcripcion implicados en este
efecto y (2) identificar los factores que intervienen en la mediacion
de este efecto de la leptina.

Métodos: Todos los estudios fueron realizados en cultivos prima-
rios de células estrelladas del higado (CEH) aisladas del higado de
ratas. Determinamos los efectos de la leptina sobre (a) la expresion
genética del Cola1(l) (RT-PCR), (b) actividad cloranfenicol acetil-
transferasa en células transfectadas con plasmidos controlados por
diversas regiones del promotor del Col1a1, (c) union de factores de
transcripcion al promotor del Col1a1 (EMSA), (d) estrés oxidativo
(glutation reducido; sustancias reactivas con acido tiobarbitirico,
formacion de conjugados de aldehidos con proteinas), (€) inhibicion
de los efectos de la leptina con antioxidantes (MnTBAP; melatonina;
azul de metileno), inhibidores de la NADPH oxidasa (apocinina; di-
fenil-yodinio; silenciamiento de NOX2, RAC1, p47phox), inhibidores
de la formacion de conjugados proteinas-aldehidos (5-piridoxalfos-
fato; p-hidroximercuribenzoato), inhibidores de las quinasas ERK1/2
(PD098059; silenciamiento de ERK), p38 (SB203580), JNK (SP600125),
PI3K (wortmanina) y de Sp1 (mitramicina).

Resultados: (1) La leptina aumenta la expresion genética del
Col1a(l) en cultivos primarios de CEH. (2) Este efecto lo realiza
actuando sobre la region del promotor situado entre las secuencias
-161 y -112 pb antes del inicio de la transcripcion. (3) La leptina
induce la fosforilacion de Sp1y Sp3 y la union de estos factores a
esa region. (4) Los efectos de la leptina sobre la expresion del
Col1(l) desaparecen con la mitramicina. (5) La leptina induce la
expresion genética de los componentes de la NADPH-oxidasa. (6) EL
estrés oxidativo provocado por esta oxidasa participa en el estimu-
lo del gen de Col1a(l), como lo indica el que este efecto sea anula-
do con el empleo de antioxidantes, de inhibidores de la NADPH
oxidasa o el silenciamiento de NOX2, RAC1 o p47phox, tres compo-
nentes de la NADPH oxidasa. (7) La leptina induce la formacion de
complejos proteinas-aldehidos y la activacion por fosforilacion de
ERK y ambos son mediadores de los efectos de la leptina. (8) Tanto
el bloqueo de formacién de complejos aldehidos-proteinas como de
la activacion de ERK (silenciamiento; PD098059) impide que la lep-
tina active SP1/Sp3, se fijen al promotor del Col1(l) y aumente la
expresion genética de Colla(l).

Conclusiones: La leptina estimula la expresion genética del
Cola1(l) mediante la NADPH oxidasa, la cual produce estrés oxida-
tivo, determina la formacion de complejos proteinas-aldehidos y la
activacion de ERK1/2, los cuales fosforilan Sp1/Sp3 e inducen la
union de estos factores de transcripcion a la region entre -161 y
-112 pb del promotor del Col1a(l).

LOS PACIENTES CON HEPATOCARCINOMA TIENEN UN
PEOR PRONOSTICO QUE LOS PACIENTES SIN
HEPATOCARCINOMA TRAS UNA HEMORRAGIA POR VARICES
ESOFAGICAS: ESTUDIO CASO-CONTROL MULTICENTRICO
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Introducciéon: Poco se sabe sobre el pronostico de la hemorragia
por varices esofagicas (HVE) en pacientes con hepatocarcinoma
(HCC).

Objetivos: Comparar el pronostico tras una HVE en pacientes
con y sin HCC.

Métodos: Se incluyeron todos los pacientes ingresados por HVE
diagnosticada por endoscopia con HCC entre 2007-2010 en 10 hos-
pitales espafioles. El seguimiento se prolongé hasta muerte, tras-
plante o fin de seguimiento (junio 2011). Por cada caso, se pareo
(por edad y Child) un control con cirrosis y HVE sin HCC.

Resultados: Se incluyeron 146 casos (edad 68, IQR 59-74) y 146
controles (67, IQR 56-74). En los casos, el HCC habia sido diagnos-
ticado una mediana de 4 (0-18) meses antes del episodio hemorra-
gico indice (BCLC 0: 3, A: 25, B: 29, C: 45, D: 41). EL Child (A/B/C)
basal era similar en casos vs controles (30/76/40 vs 30/79/37, p =
0,8) y tampoco habia diferencias en cuanto a MELD, profilaxis de la
HVE previa al episodio indice, presentacion clinica o tratamiento
inicial. El fracaso terapéutico al dia 5 fue similar en casos vs con-
troles (26 vs 20%, p = 0,3). Sin embargo, los pacientes con HCC
presentaron mayor recidiva hemorragica y mortalidad a las 6 sema-
nas (16 vs 7%, p = 0,03; y 30% vs 15%, p = 0,003). El porcentaje de
pacientes que no recibid profilaxis secundaria de la hemorragia fue
mayor en los pacientes con HCC (23 vs 11%, p = 0,009) y, entre los
que la recibieron, la terapia estandar (combinacion farmacos + li-
gadura) se aplicé con menor frecuencia en el subgrupo con HCC (58
vs 70%, p = 0,08). La supervivencia mediana fue menor en los pa-
cientes con HCC (5 vs 38 meses, log rank, p < 0,001), diferencia que
se mantuvo para cada clase Child. La causa mas frecuente de muer-
te en los HCC fue la insuficiencia hepatica.

Conclusiones: aunque el control del episodio agudo de la HVE es
similar en pacientes con o sin HCC, los pacientes con HCC reciben
una profilaxis secundaria 6ptima con menor frecuencia y su pronds-
tico global posterior es significativamente peor. (Véase figura.)
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CMYC DETERMINA LA REACTIVACION DE “TUMORES
LATENTES” GENERADOS A PARTIR DE LINEAS CELULARES
DERIVADAS DE HEPATOCARCINOMA (CHC) HUMANO

L. Boix, J.M. Lopez-Oliva, M. Reig, A. Forner y J. Bruix Tudo

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

Introduccion: Las células tumorales progenitoras/pluripotentes
adoptan un fenotipo quiescente cuando se encuentran en un entor-
no desfavorable como el que provocarian los tratamientos antineo-
plasicos. Estas células forman tumores microscopicos latentes que
cuando progresan dan lugar a recidiva tumoral. cMYC es uno de los
factores asociados a fenotipo celular pluripotente y por ello su ex-
presion puede ser clave en la reactivacion de clones celulares resi-
duales durmientes.

Objetivos: Analizar el papel de cMYC en la transicion de tumor
latente (generado por la linea humana de CHC BCLC5) a activo en
BCLC5 transfectadas con cMYC (BCLC5-cMYC) y mediante compara-
cion con BCLCY, positivas para cMYC.

Métodos: Transfeccion estable de pCMV6-cMYC en BCLC5: se
realiza la seleccion de las células que expresan pCMV6-cMYC me-
diante G418 y se confirman los niveles de cMYC por real-time PCRy
Western Blot (WB). Inyeccion subcutanea (s.c.) de las células en
ratones SCID: Un millén de células BCLC9, BCLC5 y BCLC5-MYC fue-
ron inyectadas s.c. en el flanco izquierdo de ratones SCID. Deriva-
cion de lineas estables a partir de tumores xenograft: Se derivan 8
lineas celulares a partir de un tumor BCLC5-cMYC (t1 a t8) y 3 li-
neas celulares a partir de un tumor de segunda generacion deriva-
do de BCLC5-cMYC t7 (c1, c2 y c4). Analisis de expresion génica de
marcadores proangiogénicos (VEGFA, CD13), marcadores fenotipo
epitelial-mesenquimal (CDH1, VIM), marcadores de invasividad
(NM23-H1, cMET, ITGB1, MMP2, MMP9), marcadores asociados a cé-
lula pluripotencial (OCT4, SOX2, NANOG, CD133, EPCAM) mediante
real time PCR en todas las lineas celulares. Tinciones por inmuno-
histoquimica de los tumores y WB para confirmar los resultados.

Resultados: Las células BCLC9 dan lugar a tumores proliferantes
mientras que BCLC5 genera tumores viables de pequeno tamano
(1-2 mm) practicamente indetectables a los 6 meses de la inyec-
cion. Las células BCLC5-cMYC generan tumores con elevado indice
de proliferacion y las lineas celulares derivadas de éste muestran
un incremento en la expresion de VEGFA y CD13, un aumento signi-
ficativo en la expresion de CDH1 y disminucion de VIM, cMET y
MMP2, respecto a la linea parental. Las células mantienen la expre-
sion de marcadores de pluripotencia y adquieren la expresion de
EPCAM, el Unico marcador que no se expresa en la linea parental
BCLCS5 pero si en BCLCY. La segunda generacion de tumores BCLC5-
cMYC y sus lineas celulares derivadas muestran un aumento signifi-
cativo de marcadores proangiogénicos, epiteliales y los asociados a
fenotipo de célula progenitora, mientras que disminuyen los aso-
ciados a fenotipo invasivo.

Conclusiones: La activacion de cMYC induce un estimulo de la
angiogénesis y la adquisicion de fenotipo epitelial, a la vez que

pluripotente, en detrimento del potencial invasivo de las células.
Estos cambios se consolidan a lo largo de la evolucion neoplasica lo
que explica la mayor agresividad bioldgica de la recidiva tumoral
postratamiento.

UTILIDAD DEL GENOTIPADO DE LA ITPA EN LA
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Introduccion: En pacientes con hepatitis cronica C (HCC) trata-
dos con interferon-pegilado y ribavirina se ha descrito una relacion
entre los polimorfismos rs1127354 (C/A) y rs7270101 (A/C) del gen
de la inosina trifosfatasa (ITPA), asociados a la deficiencia de esta
enzima, y un menor riesgo de desarrollar anemia. Sin embargo, es
poco conocido el papel del genotipado de ITPA en tratamientos
triples con inhibidores de proteasas (IP) cuyo efecto adverso mas
relevante es la anemia.

Objetivos: Determinar polimorfismos de ITPA en pacientes en
tratamiento triple con IP, boceprevir (BOC) o telaprevir (TVP), y
correlacionarlos con el riesgo de desarrollar anemia precoz.

Métodos: Se han analizado muestras de sangre de 68 pacientes
con HCC genotipo 1 en tratamiento triple: TVP (N = 41) y BOC (N =
27). Se genotiparon ambos polimorfismos de la ITPA mediante PCR
a tiempo real y curvas de fusion (LightCycler, Roche). La anemia se
definié en base a dos criterios: descenso de la Hb = 3 g/dl y valor
de Hb < 10 g/dl a la semana 4 del IP.

Resultados: Se detectaron polimorfismos no deficitarios de ITPA
(homocigotos para los alelos mayoritarios) en 39 pacientes (57%) y
con algun déficit de ITPA (con uno o mas alelos minoritarios) en 29
(43%). La tabla muestra los resultados a la semana 4 del tratamiento
con IP. Los genotipos con mayor grado de deficiencia presentaban
menos probabilidad de desarrollar anemia: solo 1 paciente (8%) con
déficit de ITPA = 70% present6 caida de Hb = 3 g/dl, frente a 34 (62%)
con déficits < 40% (p < 0,05); se determind Hb < 10 g/dl en 15 pacien-
tes (27%), todos con déficits < 40% (p < 0,05). No se observaron dife-
rencias significativas entre los dos IP administrados (véase tabla).

Conclusiones: El genotipado de la ITPA permite identificar pa-
cientes con HCC, en tratamiento triple con IP, con menor riesgo de
anemia. Su identificacion permitiria seleccionar a pacientes con
mayor riesgo de anemia grave precoz, que requeririan un segui-
miento mas frecuente y una mayor reduccion de las dosis de riba-
virina.

rs1127354 rs7270101 Deficiencia ITPA  NUmero casos Caida Hb = 3 g/dl semana 4 de IP Hb <10 g/dl semana 4 de IP
c/C A/A 0% 39 (57%) 30 (77%) 12 (30%)

c/C A/C 40% 16 (24%) 4 (25%) 3 (19%)

C/A A/A 70% 7 (10%) 1 (14%) 0

C/A A/C 90% 6 (9%) 0




