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RELACION DE LA MORTALIDAD EN LOS DOS ANOS SIGUIENTES
AL TRASPLANTE HEPATICO CON EL RIESGO CARDIOVASCULAR
J.I. Herrero, J. Marti, L. Lladd, J. Ortiz de Urbina, M.A. Gémez,
E. Otero, C. Jiménez, J. Rodrigo, F. Sudrez, E. Fraga, T.
Serrano, A. Rios, P. Lépez, A. Noblejas, E. Fabrega, en
representacion de los miembros del Férum Hepatico

Clinica Universitaria de Navarra, Pamplona; Hospital Clinic,
Barcelona; Hospital de Bellvitge, Barcelona; Hospital de Cruces,
Bilbao; Hospital Virgen del Rocio, Sevilla; Hospital Clinico, Santiago;
Hospital Doce de Octubre, Madrid; Hospital Carlos Haya, Mdlaga;
Hospital Juan Canalejo, La Coruiia; Hospital Reina Sofia, Cérdoba;
Hospital Clinico, Zaragoza; Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia;
Hospital Ramon y Cajal, Madrid; Clinica Puerta de Hierro, Madrid.

En los tltimos afios, se someten a trasplante hepdtico pacientes con
un perfil cardiovascular desfavorable. Se desconoce si este perfil
tiene impacto sobre la supervivencia de los pacientes.

Objetivo: Analizar la posible influencia de los factores de riesgo
cardiovascular sobre la supervivencia tras el trasplante hepdtico.
Pacientes y métodos: Se estudiaron de forma prospectiva 1990 pa-
cientes trasplantados en 15 centros espafoles. Se valord la supervi-
vencia de los pacientes en los primeros dos afios, de acuerdo a las
principales variables previas al trasplante (edad, sexo, indicacién del
trasplante, factores de riesgo cardiovascular, antecedentes de patolo-
gia cardiovascular previa al trasplante) y tratamiento inmunosupresor.
Resultados: La supervivencia de los pacientes al afio y a los dos
afios del trasplante fue 87,5% y 82,9%, respectivamente. En el estu-
dio univariado, las siguientes variables se asociaron a una menor su-
pervivencia: mayor edad, dislipemia, diabetes, tratamiento con insu-
lina, hiperuricemia, insuficiencia renal, obesidad, antecedentes de
patologia cardiovascular, indicacién del trasplante y tratamiento in-
munosupresor. En el andlisis de regresion de Cox multivariado, tu-
vieron relacién independiente con la mortalidad, la edad en afios
(HR: 1.014; P = 0,017), diabetes en tratamiento con insulina (HR:
1.592; P < 0,001), hiperuricemia (HR: 1.469; P = 0,003), insuficien-
cia renal (HR: 1.704; P < 0,001), patologia cardiovascular previa al
trasplante (HR: 1.455; P = 0,026), enfermedad por la que se indicé el
trasplante (cirrosis por virus C, HR: 1.875; P < 0,001; hepatocarci-
noma, HR:1.369; P = 0,008; retrasplante, HR:1.774; P = 0,002) y el
tratamiento inmunosupresor con ciclosporina (HR: 1.236; P = 0,04).
Conclusién: Los factores de riesgo y los antecedentes de enferme-
dades cardiovasculares previos al trasplante hepatico, tienen un im-
pacto significativamente negativo sobre la supervivencia de los pa-
cientes trasplantados).

LA ESTEATOSIS DEL DONANTE COMO FACTOR DE RIESGO DE
SUPERVIVENCIA DEL INJERTO Y RECURRENCIA VIRAL EN EL
TRASPLANTE HEPATICO POR HEPATITIS C

J. Bricefio Delgado?, R. Ciria Bru?, M. Pleguezuelo Navarro®, A.
Naranjo Torres?, J.M. Sdnchez Hidalgo®, A. Luque Molina?, S.
Rufidn Pefia?, M. de la Mata Garcia® y P. Lépez Cillero®

“Unidad de Cirugia Hepatobiliar y Trasplante Hepdtico. Servicio de
Cirugia General y del Aparato Digestivo. Hospital Universitario Reina
Sofia. Cérdoba. *Unidad de Hepatologia y Trasplante Hepatico.

Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario Reina Sofia.
Cordoba.

Introduccién: No existen conclusiones firmes acerca de la influen-
cia que un 6rgano esteatdsico ejerce sobre un trasplante por virus de

la hepatitis C respecto a supervivencia del injerto y grado de recu-
rrencia viral postrasplante.

Pacientes y métodos: Se han incluido 120 trasplantes consecutivos
por cirrosis debida a VHC. El grado de esteatosis fue catalogado en:
no esteatosis (0-10%; n = 40; 33%), leve (10-30%; n = 32; 26,9%),
moderada (30-60%; n = 29; 24,4%) y severa (> 60%; n = 19; 16%).
Se analizaron, sin obtenerse diferencias, las caracteristicas entre los
distintos grupos de sexo, edad, tiempo de isquemia fria y MELD del
receptor. La supervivencia del injerto se analizé con el test de Ka-
plan Meier (test exacto log rank). La recurrencia viral fue medida
en periodos de 3 meses tras el trasplante y detectada mediante nive-
les elevados de transaminasas, biopsia y/o PCR de RNA-VHC. Las
proporciones de recurrencia para cada categoria de esteatosis fueron
comparadas (correccion de Bonferroni).

Resultados: 56 injertos se perdieron (46%) durante el periodo de
seguimiento. La supervivencia de los injertos disminuyé con el in-
cremento de la esteatosis de los injertos donantes: 82%, 72% y
72% a 1, 2 y 3 afios tras el trasplante con injerto no esteatdsico;
73%, 63% y 58% respectivamente con esteatosis leve; 74%, 62% y
43% respectivamente si la esteatosis fue moderada; y 62%, 49% y
42%, respectivamente, con esteatosis severa (chi-square = 5.793; P
= 0,012). La recurrencia viral fue més precoz y mds frecuente en
receptores de injertos con esteatosis > 30% (46% vs 32% a 3 me-
ses, p = 0,017; 58% vs 43% a 6 meses, p = 0,020; 70% vs 56% a
12 meses, p = 0,05; y 95% vs 69% a los 3 afios postrasplante, p =
0,0001).

Conclusiones: La recurrencia de hepatitis C fue mds frecuente y
mds precoz en receptores de drganos con esteatosis moderada y se-
vera y contribuye a una menor supervivencia del injerto con eleva-
do contenido graso. El trasplante con injertos que presenten una es-
teatosis > 30% deberfa ser restringido en receptores con VHC.

(CUAL ES EL RIESGO DE TRANSMISION DE HEPATITIS B EN LOS
INJERTOS HEPATICOS PROCEDENTES DE DONANTES ANTI-HBC
POSITIVOS?: RESULTADOS A LARGO PLAZO DE UNA
ESTRATEGIA DE ASIGNACION SELECTIVA

M. Prieto?, A. Rubin?, E. Pareja®, M. Berenguer?®, V. Aguilera?,
S. Benlloch?, F. Sanjuan® y J. Mir*

aServicio de Medicina Digestiva, Hospital U La Fe, Valencia. "Unidad
de Cirugia y Trasplante Hepdtico, Hospital U La Fe, Valencia.

Los injertos hepaticos de donantes HBsAg- anti-HBc+ se utilizan
para aumentar el pool de donantes a pesar del riesgo conocido de
transmision de hepatitis B. Existen varias estrategias para reducir el
riesgo de hepatitis B pero éstas varian segin los centros.

Objetivos: Analizar los resultados a largo plazo de una estrategia
basada en dirigir los injertos anti-HBc+ preferentemente a recepto-
res anti-HBs+ y/o anti-HBc positivos, no realizdndose profilaxis
farmacoldgica salvo en los pacientes trasplantados por hepatitis B.
En ausencia de estos receptores, los injertos anti-HBc+ son implan-
tados en receptores anti-HBs- anti-HBc-, administrandose profilaxis
farmacoldgica.

Resultados: Desde el 1-1-99 hasta el 31-12-06, 124 pacientes han
recibido un higado de un donante anti-HBc+, limitandose el anali-
sis a 103 pacientes con seguimiento serolégico VHB minimo de 3
meses post-TH (mediana: 44 m, rango: 3-97). Globalmente, 13
(12,6%) de los receptores de un injerto anti-HBc+ desarrollaron
hepatitis B, definida como positivizacién del HBsAg. En los pa-
cientes trasplantados por hepatopatia VHB (n = 15) que recibieron
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un injerto anti-HBc+, sélo 1 (6,7%) desarrollé hepatitis B tras re-
cidiva de hepatocarcinoma. En los 42 receptores HBsAg- con al-
gun tipo de anticuerpo frente al VHB, el riesgo de hepatitis B va-
ri6 segun el perfil serolégico del receptor en el momento del TH
(tabla 1)

Perfil VHB pre-TH n.’ receptores Hepatitis B (n, %)

Anti-HBs+ aislado 4 0 (0%)
Anti-HBc+ y anti-HBs+ 22 1(4,5%)
Anti-HBc+ aislado 16 3 (18,8%)

En los 46 pacientes naive (anti-HBs- y anti-HBc-) que recibieron un
injerto anti-HBc+, se administré profilaxis en 38 (GGHI n = 8,
GGHI + lamivudina n = 3, lamivudina n = 27). En 8 receptores, no
se administrd profilaxis farmacolégica. La prevalencia de hepatitis
B fue 50% (4 de 8) en los receptores sin profilaxis vs 10,5% (4 de
38) en los que recibieron profilaxis (p = 0,007). De los 27 pacientes
que recibieron lamivudina aislada como profilaxis, sélo 1 (3,7%)
desarrollé hepatitis B frente a 3 (37,5%) de los que recibieron
GGHI aislada (p = 0,04). La probabilidad de supervivencia al 1°, 3°
y 5° afio post-TH fue 92%, 76% y 56% en los receptores que desa-
rrollaron hepatitis B frente a 95%, 82%, y 74% en los receptores sin
hepatitis B post-TH (p = ns).

Conclusiones: La utilizacién de injertos hepaticos de donantes
HBsAg- anti-HBc+ constituye un método seguro de ampliar el
pool de donantes. Estos resultados sugieren que estos injertos
deben ser utilizados en primer lugar en pacientes trasplantados
por hepatitis B o en aquellos con marcadores serolégicos de ex-
posicion previa al VHB. En este ultimo grupo se pueden esta-
blecer diferentes grupos de riesgo en base al perfil serolégico
VHB pre-TH. Finalmente, estos resultados confirman el riesgo
alto de hepatitis B en receptores anti-HBs- anti-HBc- sobre todo
si no se utiliza profilaxis o ésta se basa en la administracién de
GGHI.

LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DE IL1R Y DE IL6 SE
RELACIONAN CON LA GRAVEDAD DE LA RECIDIVA DEL VIRUS
DE LA HEPATITIS C (VHC) Y CON EL RECHAZO AGUDO DEL
INJERTO DESPUES DEL TRASPLANTE HEPATICO

1. Bafios?, M.J. Citores®, S. Rosado®, R. Castejon®, A. Noblejas?,
P. Durdn?, J.A. Vargas® y V. Cuervas-Mons®

“Unidad de Trasplante Hepdtico y *Servicio de Medicina Interna.
Hospital Universitario Puerta de Hierro. Madrid.

Las citocinas, cuya produccién estd en parte regulada genética-
mente, se relacionan intimamente con los procesos inmunoldgi-
cos que tienen lugar tras el trasplante hepatico por VHC, pudien-
do influir en la evolucién de los mismos. Nuestro objetivo fue
valorar la influencia de diferentes polimorfismos genéticos de ci-
tocinas en la evolucién de la enfermedad por VHC en el injerto
en pacientes trasplantados. Para ello, se han analizado en 90 pa-
cientes trasplantados por VHC, 15 polimorfismos de sustitucién
de 10 citocinas (IL6-174, TNFa-238, TNFa-308, IL10-1082,
IL10-819, IL10-592, IFNg+874, IL12-1188, IL1a-889, IL1b-511,
IL1b+3962, IL1R+1970, IL1Ra+11100, TGFb+869 'y
TGFb+915) mediante hibridacién con sondas aleloespecificas y
andlisis en el sistema Luminex.

El genotipo IL1IR+1970-TT se asocié con un mayor riesgo de de-
sarrollar cirrosis en los 5 primeros afios post-trasplante (Odds ra-
tio (OR) = 8,2, intervalo de confianza al 95% (IC) = 1-68,5, p =
0,036), con una sensibilidad (S) del 21,1%, especificidad (E) del
97,4%, valor predictivo positivo (VPP) del 80% y valor predicti-
vo negativo (VPN) del 71,1%. Por otra parte, el alelo IL6-174C
confiere un mayor riesgo de rechazo agudo del injerto (OR = 2,2,
IC =1,2-3,9, p=0,015), con S = 30,3%, E = 86%, VPP = 55.6%
y VPN =68,1%.

En resumen, el polimorfismo genético del receptor de la IL1 influye
en la gravedad de la recidiva del VHC (cirrosis precoz) después del
trasplante hepatico, y el polimorfismo de IL6 se asocia con el recha-
zo agudo del injerto.
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ANALISIS PRECOZ DE LOS BIOMARCADORES SERICOS DE
FIBROSIS TRAS EL TRASPLANTE HEPATICO: UTILIDAD EN LA
HEPATITIS C RECURRENTE

M. Salcedo?, D. Micheloud®, D. Rincén?, S. Resino®, G.
Clemente?, M. V. Catalina?, O. Nuiiez?, E. Alvarez“, M.A.
Muiioz-Ferndndez® y R. Bafiares®

aUnidad de Trasplante Hepdtico, *Laboratorio de Inmunobiologia,
‘Departamento de Anatomia Patologica. Hospital General
Universitario Gregorio Maranion. Madrid.

La hepatitis C (HVC) tras el trasplante hepatico (TH) es el principal
condicionante de la evolucién a largo plazo; el desarrollo de hiper-
tension portal (HP) y fibrosis al afio del TH se han asociado a mal
prondstico, con menor supervivencia. Diversos marcadores séricos
se han relacionados con la progresion de la fibrosis, en pacientes no
trasplantados con hepatitis C.

Objetivo: Anilisis de los biomarcadores de fibrogénesis en el peri-
odo precoz postrasplante (a los 3 meses del TH) como factores pre-
dictivos de hepatitis C recurrente grave, considerada ésta como el
desarrollo de fibrosis y/o hipertension portal al afio del TH.
Pacientes y métodos: Se incluyeron 37 TH consecutivos (19 por ci-
rrosis VHC y 18 por cirrosis etilica, grupo control); todos recibieron
inmunosupresion con anticalcineurinicos y esteroides. Se analizaron
parametros de funcion hepatica y marcadores séricos de fibrosis a los
3 meses del TH, tras descartar rechazo y complicaciones técnicas. Se
considerd hepatitis C grave (HCG) en caso de fibrosis = F1 (score
Metavir) y/o hipertensién portal (GPVH > 6 mmHg) al afio del TH.
Los biomarcadores estudiados al 3° mes incluyeron los relacionados
con inflamacién y quimiotaxis (TNF-c., IP-10, MCP-1, RANTES,
MIP-1B), angiogénesis (VEGF, HGF, Ang2), adipoquinas (insulina,
indice HOMA, Leptina), activacién endotelial (sVCAM-1, sSIVCAM-
1), degradacion de la matriz extracelular (MMP-9, TIMP-1) y sintesis
de coldgeno (4cido hialurénico, AH), analizados en un panel median-
te inmunoensayo (Luminex 100™ analyzer) y ELISA; los valores se
expresan como mediana y rango intercuartilico.

Resultados: 12 de 19 pacientes mostraron hepatitis C grave. A los
3 meses del TH éstos presentaron mayores niveles de IP10, sV-
CAM-1 y 4cido hialurénico, que los pacientes con hepatitis C leve y
que los controles: IP10 [(820 (2409), 348 (280), 180 (240) pg/ml],
sVCAM-1 [2466 (839), 1266 (916), 1354 (1330) ng/ml], 4cido hia-
lurénico [624 (246), 434 (351), 326 (207) pg/ml]. Mediante curvas
ROC se identificaron como valores predictivos de HCG: IP10 >
590: 0,74 (0,5-0,9); sVCAM-1 > 1481: 0,89 (0,7-1), y 4cido hialu-
rénico > 461: 0,70 (0,5-0,9).

Conclusién: Los niveles séricos de IP-10, s VCAM-1 y acido hia-
lurénico a los tres meses del TH se asocian a recidiva grave de la
hepatitis C. La evaluacion de estos biomarcadores puede identificar
a los pacientes con mal prondstico, que se pueden beneficiar de me-
didas terapéuticas especificas y precoces.

ALTERACIONES CEREBRALES EN PACIENTES TRASPLANTADOS
POR CIRROSIS HEPATICA DEMOSTRABLES POR RESONANCIA
MAGNETICA CEREBRAL Y MORFOMETRIA BASADA EN VOXEL
M.E. Baccaro'??, M. Guevara'?*?, B. Gémez-Anzén*, G.C.
Monté-Rubio*#, L. Rami’, E. Urtasun-Sotil'?, M.N. Pepin',

M. Martin-Llahi'?3, A. Nazar'?, V. Arroyo'*? y P. Gings!?3
'Unidad de Hepatologia, Hospital Clinic de Barcelona. 2IDIBAPS.
SCIBERehd. Ciber de Enfermedades Hepdticas y Digestivas. *Servicio
de Radiologia, Hospital de Sant Pau. *Servicio de Neurologia, Hospital
Clinic. Barcelona.

Las alteraciones neuroldgicas en la cirrosis hepdtica se habian conside-
rado clasicamente de tipo funcional. Investigaciones recientes indican
que en la cirrosis hepdtica existen alteraciones cerebrales demostrables
por pruebas radioldgicas, que consisten en areas de menor densidad y
aparente pérdida de sustancia cerebral, que son mas frecuentes confor-
me progresa la enfermedad. Se desconoce si estas alteraciones revierten
tras el transplante hepético. El objetivo del presente estudio fue investi-
gar la existencia de alteraciones en el parénquima cerebral en pacientes
trasplantados por cirrosis hepdtica. Se incluyé en el estudio a 12 pa-
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cientes trasplantados que se compararon con dos grupos control: uno
constituido por 12 pacientes con cirrosis pareados con los pacientes
transplantados por edad, sexo, etiologia de la cirrosis y severidad de la
insuficiencia hepatica en el momento del trasplante, y un grupo de 12
voluntarios sanos pareados por edad y sexo. Las alteraciones cerebrales
se investigaron mediante resonancia nuclear magnética (RNM) y mor-
fometria basada en voxel, una técnica que permite comparar la densi-
dad del tejido cerebral. La comparacién no puede ser realizada de for-
ma individual entre pacientes, sino entre grupos de individuos. A todos
los sujetos incluidos se les realiz6 una RNM y pruebas de funcién neu-
ropsicolégica. Los pacientes trasplantados fueron estudiados una me-
diana de 11 meses (rango: 7-50 meses) después del trasplante. Los pa-
cientes con cirrosis hepdtica presentaban abundantes areas de menor
densidad de la sustancia gris (SG), en especial en las regiones prefron-
tal, giro cingulado, temporal y parietal, en comparacién con los contro-
les. Asimismo, existian numerosas zonas de menor densidad de la sus-
tancia blanca (SB), en especial en ambas regiones prefrontales. Los
pacientes trasplantados presentaban una reduccion de las zonas de me-
nor densidad tanto en la SG como en la SB, en especial en zonas fron-
tales y temporales, en comparacion con los pacientes con cirrosis. No
obstante, cuando se compard los pacientes trasplantados con los contro-
les persistian determinadas areas de menor densidad cerebral, tanto en
la SG como en la SB. Los resultados de las pruebas neuropsicolégicas
demostraron que los pacientes con cirrosis presentaban una alteracion
significativa de las pruebas en comparacion con los controles, mientras
que no existieron diferencias significativas en el resultado de las prue-
bas entre pacientes con cirrosis y pacientes trasplantados. En conclu-
sién, estos resultados indican que las alteraciones cerebrales consisten-
tes en una disminucion de la densidad cerebral que se observan en los
pacientes con cirrosis disminuyen pero no desaparecen tras el trasplante
hepdtico. Ello sugiere que la cirrosis hepética se acompaiia de alteracio-
nes neuroldgicas cerebrales irreversibles. La relevancia de estas altera-
ciones y su posible impacto sobre la calidad de vida de los pacientes
trasplantados deberian ser estudiados en el futuro.

RIESGO DE CARCINOMAS EN PACIENTES RECEPTORES DE
TRASPLANTE HEPATICO. ANALISIS DE UN PROGRAMA DE
DIAGNOSTICO PRECOZ

J.I. Herrero, F. Alegre, J. Quiroga, M. Ifiarrairaegui, B. Sangro,
F. Rotellar, C. Montiel y J. Prieto

Las neoplasias de novo son una complicacion frecuente tras el tras-
plante hepatico. Las neoplasias mas frecuentes son las cutdneas y

los sindromes linfoproliferativos. Sin embargo, el riesgo de otros
tumores también parece estar incrementado. Se desconoce si los
programas de deteccién precoz pueden ser utiles en los pacientes
trasplantados.

Objetivos: Evaluar si los pacientes trasplantados tienen un riesgo
aumentado de carcinomas tras el trasplante hepdtico. Evaluar la
eficacia de los programas de diagnéstico precoz de neoplasia de
novo.

Pacientes y métodos: Se evalué la incidencia de neoplasias
post-trasplante (excluyendo tumores cutdneos y linfomas) en 279
pacientes con un seguimiento post-trasplante mayor de 3 meses.
Se investigo el riesgo relativo de neoplasia y de muerte por neo-
plasia, con respecto al esperable en estos pacientes de acuerdo
con su edad y sexo. Se compar6 la supervivencia tras el diagnds-
tico de neoplasia de los pacientes a los que se les diagnosticé la
neoplasia como consecuencia de un programa de screening (apli-
cado de forma irregular) con la de los pacientes a los que la neo-
plasia se les diagnosticé de forma incidental o por ser sintomati-
ca.

Resultados: Tras un seguimiento de 1515 pacientes-afio, se
diagnosticaron 39 neoplasias en 33 pacientes (11 neoplasias a 9
pacientes en estudios de screening y 28 neoplasias a 24 pacien-
tes sintomdticos o incidentales). El riesgo relativo (IC 95%) de
neoplasia en los pacientes trasplantados con respecto a la pobla-
cion general fue de 2,23 (1,58-3,04). Las incidencias de neopla-
sias de cabeza y cuello, uroldgicas y digestivas fueron significa-
tivamente mayores que las de la poblacién general. El riesgo
relativo de mortalidad por carcinoma (IC 95%) fue de 2,35
(1,39-3,71). No fallecié ningtn paciente con neoplasia diagnos-
ticada por screening, mientras que 18/24 (75%) de los pacientes
con neoplasias sintomaticas/incidentales fallecieron como con-
secuencia de las mismas. La diferencia en la supervivencia de
ambos grupos de pacientes alcanzé la significacidn estadistica
(P =0,003)

Conclusion: Los receptores de un trasplante hepatico tienen una
incidencia de carcinoma y una mortalidad por carcinoma signifi-
cativamente mayores que las de la poblacién general. Los pacien-
tes con neoplasias diagnosticadas en programas de screening tie-
nen una supervivencia tras el diagndstico del tumor mayor que la
de los pacientes con neoplasia sintomadtica o incidental. Los pro-
gramas de diagndstico precoz de neoplasia pueden tener una re-
percusién positiva sobre la supervivencia de los receptores de
trasplante hepatico.
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Sesioén general 2

Moderadores: Xavier Forns (Barcelona) y Dolores Quintero (Granada)

ESTUDIO PROSPECTIVO MULTICENTRICO EN 105 PACIENTES
CON TROMBOSIS PORTAL AGUDA: RESULTADOS DEL
EUROPEAN NETWORK FOR VASCULAR DISORDERS OF THE
LIVER (EN-VIE)

M. Herndndez-Guerra y JC. Garcia-Pagén for the EN-Vie

Hospital Clinic. Barcelona.

Introduccién: Actualmente, basado en datos retrospectivos de pe-
quefias series de pacientes con trombosis portal aguda (TPA), se re-
comienda la anticoagulacién precoz para evitar el infarto intestinal
y prevenir el desarrollo de cavernomatosis portal.

Objetivos: Evaluar la incidencia y factores predictivos de repermea-
bilizacién en pacientes no-cirréticos con TPA no-tumoral. Se incluye-
ron pacientes consecutivos con dolor abdominal y pruebas de imagen
mostrando trombosis reciente del tronco portal principal o de ramas
principales en ausencia de cavernoma, en 9 centros hospitalarios eu-
ropeos (afios 2003-2006). Se analiz6 el grado de repermeabilizacion
del eje esplenoportal, la tasa de sangrado intestinal, infarto o muerte.
Resultados: Se incluyeron 105 pacientes (53 hombres) seguidos una
mediana de 229 dias (0-944). 91 (87%) pacientes presentaban trom-
bosis de la vena porta extrahepdtica y 29 (28%) presentaban ademds
obstruccién completa de la vena mesentérica y esplénica. En un 25%
de pacientes se hall6 un factor local como desencadenante. Otras si-
tuaciones procoagulantes fueron: mutacion gen protrombina (19%),
enfermedad mieloproliferativa 22%, factor V Leiden (14%), déficit
proteina-S (9%), homocigotos mutacién C677T-MTHFR (4%); con-
traceptivos orales (22%).

El 97% de pacientes recibi6 anticoagulacion precoz (mediana 0 dias
tras diagndstico: 0-55). El 44 % de los pacientes repermeabilizaron
los vasos trombosados al afio. La ascitis radioldgica fue el tnico
factor independiente predictivo de ausencia de repermeabilizacién
(65% en ascitis vs 38% en sin ella (p = 0,02). Ni el tipo ni el nime-
ro de factores procoagulantes fueron factores predictivos de reper-
meabilizacién. Nueve enfermos anticoagulados presentaron una he-
morragia (5 gastrointestinal, 2 epistaxis y 2 por procedimientos
invasivos). Ninguno sufri6 un infarto intestinal. Dos pacientes falle-
cieron (1 sepsis; 1 enfermedad tumoral).

Conclusiones: En esta cohorte prospectiva, la anticoagulacién precoz
logra la repermeabilizacién en un 44% de pacientes al afio de segui-
miento, independientemente de la causa con una baja tasa de sangra-
do y de mortalidad, lo que apoya el uso de anticoagulacion precoz en
estos enfermos. Sin embargo, un 65% de los pacientes con ascitis, a
pesar de recibir anticoagulacion, no lograron repermeabilizar la trom-
bosis y en ellos deberian evaluarse tratamientos alternativos.
Financiado en parte por V programa marco (QLG1-CT-2002-01686)
v la Fundacion para el estudio de las enfermedades del higado.

ACTIVACION DE MTOR EN EL CARCINOMA HEPATOCELULAR
(CHC): CORRELACIONES PRONOSTICAS Y EFECTO
ANTINEOPLASICO DEL BLOQUEO COMBINADO DE EGFR/MTOR
EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE CHC

A. Villanueva', D.Y. Chiang?, P. Newell', J. Peix!, S. Thung',

C. Alsinet’, B. Minguez', S. Roayaie', M. Sole?, C. Battistion*,

S. Van Laarhoven!, M.I. Fiel', A. Di Feo', Y- Hoshida?, V. Tovar?,
S. Yea!, J. Martignetti', V. Mazzaferro*, J. Bruix?, S. Waxman',
M. Schwartz!, M. Meyerson?, S.L. Friedman' y J.M. Llovet'?
Mount Sinai Liver Cancer Program, Mount Sinai School of Medicine,
New York, USA!, Cancer Program, Broad Institute, Boston®. Barcelona
Clinic Liver Cancer Group, Hospital Clinic Barcelona, Spain®. National
Cancer Institute, Milan, Italy*.

Introduccién: La elevada morbi-mortalidad y la escasez de terapias
sistémicas eficaces en el manejo terapéutico del CHC obliga a pro-
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fundizar en los mecanismos moleculares implicados en su desarro-
llo y progresién, con el fin dltimo de desarrollar nuevas terapias.
Objetivos: /) Determinar el nivel de activacion y repercusiones cli-
nicas de la via de sefializacion Akt/mTOR en el CHC asi como, 2)
conocer el efecto antineoplasico de su bloqueo a dos niveles con in-
hibidores selectivos (AEE788 y RADOO1).

Material y métodos: Se analizé la via Akt/mTOR siguiendo un
abordaje integral en 103 pacientes con CHC asociado a VHC. Se
estudiaron alteraciones estructurales del ADN (Chips Affymetrix
238K- SNP-arrays) y niveles de mRNA (Tagman Assay) de IGF2,
IGF1, IGFBP3, PTEN, EGR, EGF, mTOR, RAPTOR y RICTOR.
Paralelamente, se analizaron perfiles de expresién genética (Chips
Affymetrix U133 Plus 2.0 arrays), nivel de activacién proteica (in-
munohistoquimica de p-EGFR, p-Akt, p-mTOR y p-S6), mutacio-
nes en PTEN y PI3K (subunidades A y B) y se estudiaron correla-
ciones entre activacion de la via Akt/mTOR y variables clinicas
(recurrencia y supervivencia). Por dltimo, se estudi6 el efecto anti-
neoplasico de AEE788 (inhibidor de EGFR/HER2/VEGFR) y
RADOO1 (inhibidor de mTOR) en xenoinjertos de CHC en ratones
inmunodeprimidos analizando variables clinicas (volumen tumoral
y supervivencia) y biomarcadores de actividad oncogénica (Ki-67 y
TUNEL).

Resultados: El 54,1% (40/74) de los pacientes con CHC asociado a
VHC presenta activacion de S6. La firma genética generada que
identifica éstos tumores estd enriquecida por genes relacionados con
sintesis proteica, regulacion postranslacional y progresion del ciclo
celular (p < 0,05). La activacién de S6 se asocia a mal prondstico
(mediana supervivencia en pS6 positivos y negativos es de 19 vs 43
meses, respectivamente, p = 0,02). Se identifican amplificaciones
supraselectivas en la regiéon de ADN codificante de RICTOR (Com-
plejo mTOR?2) en un 14% (20/99) de los pacientes, lo que se asocia
significativamente a mayor riesgo de recurrencia tumoral (mediana
de tiempo hasta recurrencia de 7 meses vs 18 meses en pacientes sin
amplificacién de RICTOR, p = 0,03). Los estudios in vivo muestran
que AEE788 y RADOO1 disminuyen significativamente el creci-
miento tumoral e incrementan la supervivencia (p < 0,05). El meca-
nismo de accién combina inhibicién de la proliferacién celular e in-
cremento significativo en la apoptosis. Ambas drogas son seguras a
dosis terapéuticas.

Conclusiones: La activacién de la via de senalizacién de mTOR
afecta a la mitad de los CHC iniciales, y se asocia a un peor pronds-
tico, siendo la amplificacién de RICTOR una nueva potencial diana
terapéutica. El bloqueo de la via Akt/mTOR disminuye el creci-
miento tumoral e incrementa la supervivencia en un modelo animal
de CHC sin presentar toxicidad significativa. Por tanto, existe base
racional para el inicio de ensayos clinicos con inhibidores de mTOR
en CHC humano.

ASOCIACION ENTRE EL CONTROL DE LA INFECCION POR VHC Y
EL DESARROLLO DE UN RESERVORIO CELULAR CITOTOXICO
ESPECIFICO PD1 NEGATIVO

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

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

Introduccion: La molécula co-estimuladora PD1 regula negativa-
mente la respuesta citotoxica especifica efectora en infecciones vi-
rales no citopaticas mediante la interaccién con su ligando PD-L1.
La expresioén de PD1 en las células citotéxicas VHC especificas po-



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

dria favorecer la persistencia del VHC. En este estudio se analizan
las caracteristicas de la respuesta citotéxica VHC especifica segiin
el grado de control viral.

Material y métodos: Estudio transversal. Se estudiaron 38 pa-
cientes HLA-A2(+) con serologia positiva contra VHC, divididos
en dos grupos: Grupo A (RNA VHC(+), ALT elevada (hepatitis
crénica por VHC)), Grupo B (RNA VHC(-), ALT normal (inmu-
nidad natural y respuesta viroldgica sostenida tras tratamiento)).
Se obtuvieron células mononucleares (CM) de sangre periférica
(SP) en ambos grupos y CM intrahepéticas (IH) en el grupo A. Se
visualizaron las células CDS8(+) especificas contra el epitopo
NS3,,06.1415s del VHC en SP e IH mediante marcaje con complejos
pentaméricos HLA-A2/NS3 .6 ,4,5-Pe (Pent(+)). Se evalué la ca-
pacidad de proliferacién in-vitro de las células Pent(+) tras esti-
mulacién especifica y su capacidad para producir interferén-g tras
activacion. Se estudi6 el fenotipo basal y tras proliferacion de las
células Pent(+), mediante tincién con anticuerpos (Ac) anti-CCR7
y anti-PD1 marcados con FITC. Ademas, se analiz6 la expresion
de PD-LI en las células CDS8(-) intrahepaticas mediante tincion
con Ac anti-PD-L1-FITC. Los analisis se realizaron mediante ci-
tometria de flujo. Se utilizaron tests no-paramétricos para las com-
paraciones entre ambos grupos. Se considerd significativo un va-
lor p < 0,05.

Resultados: En los pacientes del grupo A existia un secuestro in-
trahepatico de células Pent(+)/PD1(+) (p < 0,05) que se asociaba
a una elevada expresion de PD-L1 en las células intrahepaticas
CDS8(-) (p < 0,05). La frecuencia de células Pent(+) en sangre pe-
riférica fue similar y muy baja en ambos grupos (p > 0,05). Sin
embargo, la capacidad proliferativa tras estimulacién antigeno es-
pecifica fue diferente en los grupos comparados (p < 0,01). La
mayoria de los pacientes del grupo A no presentaron expansion
clonal de las células Pent(+), mientras que ésta estuvo presente
en el 80% de los casos del grupo B. En los pocos pacientes del
grupo A con proliferacion de células Pent(+), éstas tenian tras ex-
pansién un fenotipo PD1(+) e IFN-g®¥°. En cambio, en el grupo
B las células Pent(+) presentaban un fenotipo (CCR7(+), PD1(-),
IFN-g*¥°) que se transformaba en (CCR7(-), PDI(-), IFN-g)
tras expansion clonal (p < 0,05).

Conclusiones: La persistencia del VHC se asocia a una respuesta
celular citotoxica especifica anérgica PD1(+) que podria interactuar
en el higado infectado con la poblacién mayoritaria de células intra-
hepéticas PD-L1(+). El control persistente de la infeccion por VHC
se asocia al desarrollo de un reservorio celular citotéxico PD1(-)
que muestra una capacidad efectora adecuada tras encuentro antigé-
nico.

PAPEL DE LA PROTEINA RIBOSOMAL S6K1 ENEL BALANCE
SUPERVIVENCIA/MUERTE CELULAR EN EL HIGADO

A. Gonzilez-Rodriguez?, J. Alba?, B. Dies Lopez-Ayllon?,

S. Kozma®y A.M. Valverde?

“Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols (Centro Mixto
CSIC/UAM) C/ Arturo Duperier 4, 28029 Madrid. "Genome Research
Institute. University of Cincinnati, 45237 Cincinnati, OH, USA.

Introduccion: La ruta mTOR/S6K1 controla diferentes funcio-
nes celulares entre las que se encuentran la proliferacién y el
crecimiento de la masa celular. La insulina, IGF-I, EGF son fac-
tores de supervivencia de los hepatocitos. En las rutas de sefali-
zacion mediadas por sus receptores, todos ellos de la superfami-
lia tirosina quinasa, la proteina ribosomal S6KI1 resulta
activada.

Objetivo: Investigar si la deficiencia en S6KI tiene consecuencias
en el equilibrio entre la supervivencia y la muerte celular en el higa-
do.

Material y métodos: Hemos generado lineas celulares de hepatoci-
tos inmortalizados a partir de higados de ratones neonatos de geno-
tipos salvaje (S6K1++) y deficientes en S6K1 (S6K17). Dichas célu-
las se han sometido a dos protocolos de induccién de muerte celular
por apoptosis: activacion de receptores de muerte (TNF y Fas) y re-
tirada de los factores tr6ficos del medio de cultivo. Ademas, con

objeto de estudiar si la falta de S6K1 afecta al dafio hepatico fulmi-
nante, hemos realizado experimentos in vivo inyectando a ratones
adultos de ambos genotipos concanavalina A.

Resultados: La falta de S6KI1 confiere proteccién frente a la
apoptosis inducida por activacién de receptores de muerte (TNFR
y Fas). Este fendmeno se debe a que en ausencia de S6K1 la ex-
presion enddgena de la proteina pro-apoptética Bid esta disminui-
da significativamente, la caspasa-8 no se activa en respuesta a
TNF y Jo2 y no se observa degradacién de Flip ni truncamiento de
Bid en respuesta a dichos ligandos. De hecho, la falta de S6K1
protege del dafio hepatico fulminante producido por la inyeccion
de concanavalina A. Asimismo, la pérdida de S6K1 evita la apop-
tosis inducida por la retirada de factores tréficos. Al estudiar el
mecanismo molecular, encontramos que en los hepatocitos de ge-
notipo salvaje las rutas de supervivencia estan anuladas tras la re-
tirada de suero, mientras que en los hepatocitos S6K 17 dichas ru-
tas estdn intactas. Esto es debido a que en ausencia de S6K1 no se
inicia la retroalimentacién negativa mediada por la actividad seri-
na quinasa esta proteina, que consiste en la fosforilacion de IRS-1
en el residuo serina 307 y por tanto, en la disminucién de la fosfo-
rilacién en tirosina del IRS-1. En consecuencia, los hepatocitos
S6K 17 mantienen activada la ruta IRS-1/ PI 3-quinasa que condu-
ce a la activacion de las quinansa Akt y ERK que mantienen la su-
pervivencia celular.

Conclusion: La resistencia de los hepatocitos deficientes en S6K1 a
la muerte celular por apoptosis podria explicar la resistencia a los
compuestos inhibidores de mTOR en el tratamiento de diferentes ti-
pos de cancer, como el hepatocarcinoma.

TRATAMIENTO DE LA CIRROSIS HEPATICA CON VECTORES
RECOMBINANTES DE SV40 QUE EXPRESAN IGF-I

L. Sobrevals, A. Pafieda, N. Razquin, N. Juanarena, I. Monreal,
P. Alzuguren, C. Olagiie, G. Gonzdlez-Aseguinolaza, C.
Rodriguez, J. Prieto y P. Fortes

CIMA, Pamplona.

La cirrosis hepética estd asociada a una disminucién de los niveles
séricos del factor de crecimiento similar a la insulina tipo-1 (IGF-
I). La administracion de proteina IGF-I recombinante en dosis fi-
siolégicas reduce la fibrosis y diversos sintomas asociados a la ci-
rrosis. Un aporte constante de dicha proteina terapéutica se podria
conseguir mediante el uso de virus recombinantes de larga expre-
sion que expresen IGF-I. Por ello, decidimos estudiar si un vector
recombinante basado en el virus de simio 40 (SV40) que expresa
IGF-I (rSVIGF-I) es capaz de aportar niveles terapéuticos de IGF
en un modelo de ratas cirrdticas. Asi, se indujo cirrosis en rata
mediante administracion intragastrica de tetracloruro de carbono.
Cuando la cirrosis estaba establecida, se inyectd por diferentes
vias (intrahepatica, intraarterial, hepatica e intraportal) una tnica
dosis de rSVIGF-I o un vector control que expresa el gen reporte-
ro de la luciferasa. Los animales se sacrificaron 8 semanas des-
pués de la inyeccién del virus y se evaluaron diversos pardmetros
en suero y en parenquima hepatico. Los resultados indican que las
ratas tratadas con rSVIGF-I presentan mas mRNA de IGF-1 y de
la proteina de unién a IGFI-I tipo 3 (IGFBP3), cuya transcripcion
se activa en presencia de IGF-I. La expresién de IGF-I coincide
con una disminucién del dafio hepatico y de la fibrosis hasta nive-
les similares a los de ratas sanas. Esto indica que la expresion de
IGF-I induce una reversion de la cirrosis hepdtica en nuestro mo-
delo animal. Encontramos que el grupo de animales tratados con
rSVIGF-I presenta un aumento en la expresiéon de HGF (factor de
cricimiento de accion antifibrogenica y hepatoprotectora) y de
HNF4-a. (factor nuclear que induce expresion de genes hepatoci-
tarios) asi como de varias moleculas anti-fibrogénicas (MMP-1,
MMP-2, MMP-9 y MMP-14). Junto a ello se observé una marca-
da disminucién en la expresion de citoquinas pro-inflamatorias
(TGF-B y TNF-0) y moléculas pro-fibrogénicas (CTGF, PDGF,
VEGF, 0-SMA y TIMP-2). Estos resultados indican que el vector
rSVIGF-I podria tener aplicacién clinica para el tratamiento de la
cirrosis hepatica.
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CONSECUENCIAS SOBRE LA FUNCION MONOCITARIA DE LA
PERMEABILIDAD INTESTINAL INCREMENTADA EN ENFERMOS
CON CIRROSIS HEPATICA Y ASCITIS

C. Rodriguez-Ramos?, M. Mérquez®, M.J. Soto"¢, M. Montes de
Oca‘, M.J. Blanco?, A. Arizcorreta®y J.A. Girén®

“Aparato Digestivo. "Fundacion para la Investigacion Puerta del Mar. ¢
Medicina Interna. Hospital Universitario Puerta del Mar. Cddiz.

Un incremento de la permeabilidad intestinal, detectado a partir de
la concentracion sérica de la molécula ligadora de LPS (LBP), se
correlaciona con el desarrollo de complicaciones y muerte en enfer-
mos con Cirrosis.

Objetivo: Analisis de la permeabilidad intestinal en enfermos cirré-
ticos y de sus consecuencias sobre la funcién monocitaria (expre-
sién de receptores para LPS, de moléculas coestimuladoras y secre-
cién de citocinas proinflamatorias).

Pacientes y métodos: Se analizaron 40 enfermos cirréticos (20 con
cirrosis compensada y 20 con ascitis). Como grupo control se selec-
cionaron 20 controles sanos. Se determind la concentracion sérica de
LBP (quimioluminiscencia), el porcentaje de monocitos (CD14+)
que expresan receptores de LPS Toll like 4 (TLR4) y moléculas co-
estimuladoras CD80 y CD86 (citometria de flujo con doble marcaje)
y la concentracién sérica de IL-6 (ELISA en sandwich). Los resulta-
dos se expresan como mediana (intervalo intercuartiles).

Resultados: Respecto a controles sanos (3,5 (2,9-5,1) mg/ml), la con-
centracion sérica de LBP estd incrementada en enfermos con ascitis
(19,7 (12,6-44,3) mg/ml, p < 0,001), pero no en aquellos con cirrosis
compensada (6,5 (4,0-9,1) mg/ml, p > 0,05). Los enfermos con cirro-
sis descompensada fueron clasificados en funcién del valor de LBP.
Tanto la expresién del receptor TLR4 (47 (13-73) vs 18 (9-45) %, p =
0,014) como la concentracion de IL6 (24 (6-59) vs 5 (2-12) pg/ml, p <
0,001) estaban significativamente aumentadas; la expresion del corre-
ceptor de estimulacién monocitaria CD80 (0,6 (0-2,3) vs 3 (2-5) %,
p = 0,009) estaba disminuida en enfermos con LBP mientras que la de
CD86 estaba aumentada (96 (87-98) vs 85 (82-91) %, p = 0,026).
Conclusiones: En enfermos con cirrosis hepdtica y ascitis, el incre-
mento de permeabilidad intestinal se asocia a modificaciones mono-
citarias, caracterizadas por una mayor produccién de citocinas proin-
flamatorias y también por la anémala expresion de co-receptores de
estimulacion de linfocitos T, disminuyendo la proporcién de los mas
eficientes (CD80) e incrementdndose la proporcién de los menos ac-
tivos (CD86). Estas modificaciones son propias de estimulacion re-
petida/mantenida de dichas células y pueden considerarse asociadas
a una alteracion de la respuesta frente a bacterias Gram negativas.
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RESPUESTA CELULAR INMUNE ESPECIFICA AL VIRUS DE LA
HEPATITIS C (VHC) EN PAREJAS HETEROSEXUALES DE
PACIENTES INFECTADOS

M.C. Roque Cuéllar®, B. Sdnchez’, M.A. Alvarez Mérquez?,
R. Garcia Lozano®, M.F. Gonzilez Escribano®

y J. Aguilar Reina®

aSeccion de Hepatologia (Servicio Aparato Digestivo) y *Servicio de
Inmunologia. Hospital Universitario Virgen del Rocio. Sevilla.

En algunas series se ha encontrado respuesta inmune celular especi-
fica al VHC en parejas y familiares de pacientes con infeccién agu-
da o crénica.

Objetivo: Conocer la prevalencia de la respuesta inmune de células
T frente al VHC en parejas heterosexuales de pacientes con hepati-
tis crénica VHC.

Meétodo: Se han incluido 30 parejas heterosexuales, sin anti VHC
ni ARN-VHC (TagMan, tiempo real). Se realizé encuesta sobre
riesgos de exposicion. Ademads se estudiaronl5 pacientes en dife-
rentes situaciones respecto al VHC (infeccidn activa, respondedores
a tratamiento y aclaramiento espontdneo) y 10 controles sanos. Para
la deteccién de una poblacién funcional de células T memoria que
responden a antigenos del VHC solubles, se partié de sangre com-
pleta, que se enfrentd a los siguientes 6 péptidos del VHC: /) NS3
(aa 1241-1260); 2) NS3 (aa 1531-1550); 3) NS3 (aa 1581-1600); 4)
NS4b (aa 1771-1790); 5) NS5b (aa 2571-2590); 6) NS5b (aa 2941-
2960).

Tras 6 horas de incubacién en presencia de moléculas coestimu-
ladoras y BFA, se lisaron los hematies y se fijaron los leucocitos,
para proceder al andlisis mediante citometria de flujo, donde se
analizaron  las siguientes ~ combinaciones: CD69/CD3;
CD69/CD4; CD69/CDS; IFNY -IL-4/CD3; IFNY -IL-4/CD4; IFNY
-IL-4/CD8. Todos estos datos se analizaron estadisticamente me-
diante el programa SPSS v 14.0 (H de Kruskal-Wallis y U de
Mann Whitney).

Resultados: Se comprobé mayor activacién de CD4+ frente al pép-
tido 5) en parejas que en controles (p < .028) y mayor porcentaje de
células CD4+ que secretan IL-4 + IFNY frente a los péptidos 1) y 5)
(p <.014; p < .031;) y de CD8+ frente al péptido 1) (p < .004). Es-
tos signos de respuesta inmune son significativamente mayores en
pacientes que en controles y no hay diferencias entre pacientes y
parejas.

Conclusiones: Las parejas de pacientes infectados crénicamente
por VHC muestran signos de haber entrado en contacto con el virus
y de respuesta inmune celular especifica a péptidos de VHC.



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

Sesioén general 3

Moderadores: Carmelo Garcia Monzon (Madrid) y Conrado Fernandez (Madrid)

TRATAMIENTO DEL PRURITO REFRACTARIO DE LA
COLESTASIS MEDIANTE DIALISIS CON ALBUMINA (MARS).
ANALISIS COMBINADO DE LA EXPERIENCIA DE TRES CENTROS
A. Parés, M. Herrera, J. Avilés y A. Mas

Unidad de Hepatologia, Institut de Malalties Digestives, Ciberehd,
Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona. Servicio de Cuidados Criticos y
Urgencias, Complejo Hospitalario Universitario Carlos Haya. Mdlaga.
Servicio de Gastroenterologia, Hospital Universitario Ntra. Sra. de
Candelaria, Santa Cruz de Tenerife.

La didlisis con albimina mediante el sistema MARS es un procedi-
miento que se ha propuesto para el tratamiento del prurito refracta-
rio de las enfermedades colestasicas crénicas. Hasta el momento, se
han publicado casos clinicos o series cortas con resultados en gene-
ral positivos. Sin embargo, es dificil con estas series cortas conocer
los efectos reales de este procedimiento. Por este motivo se han
analizado conjuntamente los pacientes con prurito tratados con
MARS procedentes de 3 hospitales, para conocer los efectos sobre
los cambios del prurito, y sobre la colestasis.

Pacientes y métodos: Se han evaluado 19 pacientes (11 mujeres,
con una edad media de 51 + 4,3 afios) procedentes de tres centros
(12, 4 y 3 pacientes) afectos de una enfermedad colestdsica crénica
(11 casos) o de un rechazo de trasplante hepdtico (8 casos). En los
pacientes se evaluaron antes y después de tratamiento, y al cabo de
30 dias, la intensidad del prurito segiin una escala analdgica visual
(EAV), y los indices de colestasis que incluyeron bilirrubina total,
fosfatasa alcalina, y gamma-glutamil-transferasa. En 11 pacientes
también se analizaron los niveles de triglicéridos, colesterol y 4ci-
dos biliares totales. Asimismo se evalu6 la duracion y el nimero de
sesiones y si el procedimiento se aplicé asociado a didlisis o a he-
mofiltracion.

Resultados: Por cada paciente se realizé un promedio de 2,1 sesio-
nes de MARS totalizando un promedio de 13 horas. La dialisis con
albimina se asoci6 a una reduccién significativa de la intensidad
del prurito al finalizar el tratamiento (EAV: de 66,1 + 4,9 a 19,1 +
4,3, p <0,001), aunque volvié a aumentar a los 30 dias (37,3 = 7,4).
La EAV del prurito al finalizar el tratamiento disminuy6 un 72%, y
al cabo de 30 dias era del 51% del basal. El prurito disminuyé en
todos, excepto en 1 caso (94,7%). El tratamiento se asoci6 a una
disminucién significativa de los niveles de acidos biliares totales
tanto al finalizar el tratamiento (reduccién del 41 %) como a los 30
dias (reduccién del 37%). También se observé una disminucidn sig-
nificativa de la bilirrubina total y del colesterol, asi como de la
gamma-glutamil transferasa. No existieron diferencias significativas
en los cambios observados en los pacientes tratados por colestasis
crénica o por un rechazo, y tampoco se observaron diferencias res-
pecto a si el MARS se aplicé asociado a didlisis o a hemofiltracion.
La percepcidn personal de eficacia del tratamiento se constaté como
suficientemente positiva en el 75% de los casos. No se registraron
efectos adversos graves relacionados con el tratamiento.
Conclusion: Se concluye que el sistema MARS es un procedimien-
to eficaz pera tratar el prurito de los pacientes con enfermedades co-
lestasicas cronicas y en el rechazo de trasplante hepético. El proce-
dimiento se asocia a una disminucién de los niveles circulantes de
bilirrubina, 4cidos biliares y colesterol. No se han podido identificar
factores especificos de menor respuesta.

EFECTOS HEMODINAMICOS Y SEGURIDAD DE LA
ADMINISTRACION CONTINUADA DE SIMVASTATINA

EN PACIENTES CON CIRROSIS E HIPERTENSION PORTAL.
ESTUDIO ALEATORIZADO A DOBLE CIEGO CONTROLADO
CON PLACEBO

A. Albillos', J.G. Abraldes?, R. Bafiares?, J. Turnes?,

R. Gonzdlez!, C. Ripoll®, M. Gonzdlez!, J.C. Garcia-Pagan®

y J. Bosch?

'Hospital Ramén y Cajal, Universidad de Alcald, Madrid; *Hospital
Clinic-IDIBAPS, Barcelona; *Hospital Gregorio Maraiién, Madrid y
Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepdticas
y Digestivas (Ciberehd).

Las estatinas tienen efectos beneficiosos vasculares en procesos
asociados a disfuncién endotelial (DE), independientes de la reduc-
cién del colesterol. En la cirrosis la existencia de DE intrahepatica
contribuye a aumentar la resistencia vascular y la presion portal. Es-
tudios previos en ratas cirréticas han demostrado que las estatinas
mejoran la DE hepdtica. Ademads, en pacientes cirréticos la admi-
nistracion aguda de simvastatina reduce la resistencia vascular he-
patica. Ello sugiere que la administracion de estatinas podria repre-
sentar una nueva estrategia en el tratamiento de la hipertension
portal.

Objetivo: Evaluar objetivamente los efectos de la administra-
cién continuada de simvastatina sobre la presién portal (gra-
diente de presién venosa hepdtica, GPVH) y la funcién hepato-
celular en pacientes con cirrosis, asi como valorar su
seguridad.

Métodos: 59 pacientes con cirrosis e hipertensién portal severa
(GPVH = 12 mmHg) fueron aleatorizados a recibir de forma
doble ciega simvastatina 20 mg/dia (que se aument6 a los 15
dias a 40 mg/dia) o placebo, durante 1 mes. La aleatorizacién
fue estratificada de acuerdo a si el paciente recibia B-bloquean-
tes. Se estudiaron la hemodindmica espldcnica y sistémica y
variables de funcién hepdtica y seguridad, antes y al final del
tratamiento.

Resultados: El tratamiento con simvastatina indujo un descenso
significativo del GPVH (tabla), sin causar cambios en la hemodi-
ndmica sistémica. Esto se asoci6 a una reduccién de la resistencia
hepatica calculada. El descenso de la presion portal se observd
tanto en los pacientes que no recibian B-bloqueantes como en
aquellos que si los recibian. Simvastatina mejor6 el aclaramiento
hepético y la extraccién hepdtica de verde de indocianina (ICG)
sugiriendo que se logré una mejoria en la perfusién hepdtica efec-
tiva. No se observaron cambios significativos en los pacientes tra-
tados con placebo.

Placebo Simvastatina

basal 4s P basal 4s P
GPVH (mmHg) 20,0+3,8 194+44 0239 18,8+7,2 17,3+4,7 0,0004
Resistencia vascular
hepdtica (UA) 2,07 +0,93 2,17 £0,97 0,463 1,60 +0,79 1,35+ 0,58 0,044
Cl hepético de ICG
(mL min™) 237+ 148 222+129 0,436 221+104 276+ 182 0,017
Indice extraccién
ICG 0,43 +0,20 0,44 £0,19 0,474 0,35+0,21 0,37 0,21 0,025
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La incidencia de efectos adversos no fue diferente en los dos grupos
(21% simvastatina vs 30% placebo). Ningin paciente tuvo que ser
retirado del estudio por efectos adversos.

Conclusiones: En pacientes con cirrosis e hipertensién portal la
administraciéon continuada de simvastatina redujo significativa-
mente la presion portal. Este efecto se observo también en pacien-
tes que recibian beta-bloqueantes, lo que sugiere un efecto aditivo,
y no se acompaiié de mayor incidencia de efectos adversos que el
placebo.

El potencial de las estatinas para el tratamiento de la hipertension
portal merece ser estudiado en ensayos a largo plazo con end-points
clinicos.

LA RESISTENCIA A LA INSULINA PROMUEVE LA HEMORRAGIA
POR VARICES ESOFAGICAS

M. Jover?, L. Grande?, I. Camacho®, B. Pardo?, B. Figueruela®,
A. Madrazo?, C. Ortiz?, P. Guerrero?®, E. Sudrez?, JL. Larraona?®
y M. Romero-Gémez?*

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

Introduccién: La resistencia a la insulina es el principal evento del
sindrome metabdlico. La hiperinsulinemia detectada en esta situa-
cién es responsable del desarrollo de dafio endotelial en cerebro, re-
tina, corazon y rifiones. La resistencia a la insulina estd presente en
mas de la mitad de los pacientes con cirrosis hepatica.

Objetivo: Estudiar la influencia de la resistencia a la insulina en el
riesgo de desarrollar hemorragia por varices esofdgicas en pacientes
con cirrosis hepatica compensada.

Pacientes y métodos: Incluimos 118 pacientes consecutivos con ci-
rrosis hepdtica [85 hombres (72%) y 33 mujeres (28%), con edad
media de 58+10 afios, etiologia alcohdlica 59 (50%), virus C 35
(30,5%), virus B 10 (8,5%) y otros 14 (11%)]. En el momento de la
inclusion se recogié el tamario de las varices valorado por endosco-
pia segun la clasificacion de NIEC (FO = 28; F1 =36; F2 =31 y F3
= 13), la funcién hepdtica (Child-Pugh: 6,3+1,5; MELD: 9,95+4,9
puntos), 6xido nitrico y receptor soluble 2 del TNF (ELISA, kit
R&D System, Minneapolis, Mi). Realizamos la prueba de la sobre-
carga oral de glutamina (SOG) y medimos la produccién intestinal
de amonio (método enzimatico GDH, COBAS Integra, ROCHE).
Medimos la insulinemia (ECLIA), resistencia a la insulina mediante
HOMA = Insulina (mUI/ml) * glucosa (mmol/L) / 22,5 y glucago-
nemia mediante RIA. Los pacientes se siguieron en consulta cada 6
meses (seguimiento medio de 23,7+13,9 meses) hasta el falleci-
miento, trasplante o el desarrollo de complicaciones mayores de la
cirrosis.

Resultados: Durante el seguimiento presentaron hemorragia
por varices (HVE) 44 pacientes (37,3%). En el andlisis univa-
riado se demostré que la HVE se relacioné con la produccién
intestinal de amonio (AUC SOG), el indice HOMA, el tamafio
de las varices, la edad, la glucagonemia, y el MELD. Un
HOMA > 4 se asocié a mayor riesgo de HVE (Kaplan-Meier:
9,02; p < 0,002), el riesgo de HVE al primer afio fue del 28% en
el grupo con HOMA > 4 frente al 8% en el grupo de cirréticos
con HOMA < 4. En la regresion de COX Backward LR, las va-
riables independientes predictoras de HVE fueron: la glucago-
nemia (p = 0,02), la puntuacién de Child-Pugh (p = 0,04), el ta-
maiio de las varices esofdgicas (p = 0,01) y el indice HOMA (p
=0,003).

Conclusiones: La resistencia a la insulina esta estrechamente ligada
al riesgo de desarrollar hemorragia por varices esofagicas, junto a la
hiperglucagonemia, el tamafio de las varices y la disfuncién hepati-
ca. Los pacientes con HOMA > 4 presentan un mayor riesgo de
HVE y deberian monitorizarse de forma estrecha. El tratamiento de
la resistencia a la insulina podria ser una nueva diana terapéutica en
la profilaxis de la hemorragia por varices.

Agradecimientos: P1040384 y CIBER CB06/04/0047 del ISCIII.
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UN NUEVO INDICE QUE PERMITE LA ESTRATIFICACION
PRONOSTICA DE PACIENTES CON HEPATITIS ALCOHOLICA

M. Dominguez?, D. Rinc6n®, J.G. Abraldes®, R. Miquel®,

J. Colmenero?, P. Bellot®, J.C. Garcia-Pagdn®, R. Ferndndez®,
M. Moreno?, R. Bafiares®, V. Arroyo?, J. Caballeria®, P. Gings*
y R. Bataller”

“Unidad de Hepatologia, Institut Clinic Malalties Digestives i
Metaboliques y “Unidad de Patologia, Hospital Clinic. Institut
d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), CIBER de
Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBEREHD) y Centro de
Investigacion Biomédica Esther Koplowitz (CIBEK), Barcelona.
bUnidad de Hepatologia, Division de Gastroenterologia y Hepatologia,
Hospital General Universitario Gregorio Marafion, Madrid.

Introduccién y objetivo: La hepatitis alcohdlica (HA) forma parte
del espectro de la enfermedad hepatica alcohdlica. En sus formas
graves, la HA se asocia a una elevada mortalidad a corto plazo. El
prondstico de estos pacientes ha sido evaluado utilizando la funcién
discriminante de Maddrey. Sin embargo, este indice no predice
exactamente la gravedad de la HA, por lo que es necesario el desa-
rrollo de nuevos sistemas prondsticos que permitan estratificar estos
pacientes, para mejorar el manejo clinico de la enfermedad y facili-
tar la realizacién de ensayos clinicos. El objetivo de nuestro estudio
fue evaluar el valor combinado de parametros clinicos, analiticos,
histol6gicos y hemodindmicos hepdticos en pacientes con HA para
generar un nuevo sistema de estratificacion prondstica de acuerdo al
riesgo de muerte a 90 dias y al afio.

Meétodos: Se incluy6 prospectivamente pacientes con HA con con-
firmacién histoldgica, admitidos en la Unidad de Hepatologia del
Hospital Clinic de Barcelona, durante el periodo 2000-2006. Se
evalud parametros clinicos, analiticos, histolégicos y hemodindmi-
cos hepdticos como predictores de mortalidad a 90 dias y a 1 afio.
Se utilizé el modelo de regresion de Cox para el analisis uni y muti-
variado. Las variables identificadas en el andlisis multivariado
como predictoras independientes de mortalidad fueron utilizadas
para crear el nuevo indice predictivo de mortalidad. Los resultados
fueron validados en una cohorte independiente procedente de la
Unidad de Hepatologia del Hospital Gregorio Maraiién (n = 80).
Resultados: Se incluyé 103 pacientes con HA confirmada histol6-
gicamente. El analisis multivariado identific6 4 variables indepen-
dientemente predictoras de mortalidad a 90 dfas (edad, bilirrubina,
creatinina sérica e INR). Con estas variables se gener6 el ABIC sco-
re: (edad x 0,1) + (bilirrubina en mg/dl x 0,08) + (creatinina en
mg/dl x 0,3) + (INR x 0,8). El drea bajo la curva del ABIC score fue
de 0,82 con mejor exactitud pronéstica que el Indice de Maddrey
(0,70; p < 0,05). Utilizando valores de cut-off de 6,71 y 9, el anali-
sis de Kaplan-Meier identificé pacientes con riesgo bajo, interme-
dio y alto de muerte a 90 dias (100%, 70% y 22% de supervivencia,
respectivamente). Estos mismos valores de cut-off también permi-
tieron estratificar a los pacientes de acuerdo al riesgo de muerte al
afio. Estos resultados fueron confirmados en una cohorte de valida-
cién.

Conclusiones: El ABIC score permite la estratificacion de pacientes
con HA respecto a su riesgo de muerte a 90 dias y al afio. Este indi-
ce puede ayudar a mejorar el manejo clinico de estos pacientes y a
disefar nuevos ensayos clinicos.

OBESIDAD MORBIDA: IMPORTANCIA DEL ESTRES OXIDATIVO
(EO) Y LAS CITOQUINAS EN LA ENFERMEDAD DEL HIGADO
GRASO NO ALCOHOLICA (EHGNA) Y SUCOMPORTAMIENTO
DESPUES DE LA PERDIDA DE PESO

J. Le6n?, A. Gila?, J. Casado?, A. Carazo?, S. Delgado®, T.
Caballero®, D. Quintero®, A. Martin?, A. Garcia Robles®, P.
Mufioz?, A. Ruiz Extremera® y J. Salmerén?

Unidad Clinica y de Investigacion de Aparato Digestivo®, Cirugia B,
Anatomia Patoldgica® y Pediatria®. Hospital Universitario San Cecilio.
Granada. CIBERehd.

Introduccién: El EHGNA es una entidad que incluye la esteatosis
hepatica sin inflamacidn, la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)
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y la cirrosis hepdtica. Aunque la patogenia de la enfermedad no esta
clara, la hipétesis mds aceptada es la teoria del doble impacto: pri-
mer impacto, una acumulacion intrahepdtica de grasa que induce re-
sistencia a la insulina (RI) y segundo impacto, el EO. Este dltimo, a
su vez, induce mayor produccién de radicales libres y de citoquinas
proinflamatorias, lo que finalmente da lugar a fibrosis y muerte ce-
lular.

Objetivos: /) Estudiar los diferentes marcadores de EO y citoqui-
nas en la obesidad moérbida y relacionarlo con los diferentes grados
de lesion hepatica. 2) Investigar si los obesos con resistencia a la in-
sulina tienen mayor grado de estrés oxidativo. 3) Estudiar si las al-
teraciones mejoran o desaparecen con la pérdida de peso.

Métodos: Estudio prospectivo de 52 pacientes obesos mdérbidos
biopsiados en el transcurso de la cirugia. Las biopsias fueron estu-
diadas por un mismo anatomopatélogo y clasificadas segiin el nue-
vo score (Kleiner). Se tomaron muestras de sangre venosa para la
determinacion de los parametros bioquimicos, RI (HOMA), marca-
dores de estrés oxidativo y citoquinas. En 13 pacientes se realiz6 un
seguimiento y a los 12 meses después de la cirugia una nueva deter-
minacién de los parametros bioquimicos, RI y EO.

Resultados: De los 52 pacientes, el 71% eran mujeres y el 29%
hombres. La media de edad fue de 42 + 11 y el IMC de 51 = 7. El
67% (n = 35) de los pacientes presento esteatosis, el 15% (n = 8) fi-
brosis y el 15% (n = 8) EHNA. Los pacientes con esteatosis y
EHNA tenfan mayores niveles de ALT (P < 0,001) y AST (P <
0,001). No se encontraron diferencias significativas cuando se com-
pararon los pardmetros de EO o los niveles de citoquinas plasmati-
cas con los diferentes grados de fibrosis. Los pacientes con esteato-
sis presentaron mayores niveles de LPO (9 + 2 vs 7 + 2 nmol/ml, P
=0,014). Los pacientes con EHNA tenian mayor LPO (8,3 + 0,4 vs
5,8 £ 0,8, P =0,02) y mayores niveles de leptina (29,4 + 1,9 vs 15,1
+ 6,2, P =0,032). La RI (HOMA 2 2,5) se relacion6 con IL-6 (P =
0,055), MCP-1 (P = 0,021) y altos niveles de LPO (P = 0,044). El
aumento de ALT (> 40 U/1) se correlacion6 con niveles también al-
tos de leptina (P = 0,02) y de GSSG (P = 0,051), como en la EHNA.
Un afio después de la cirugia las alteraciones encontradas habian
mejorado ostensiblemente y los pacientes presentaban disminucion
de ALT (P = 0,005) y GGT (P = 0,028), menor indice HOMA (P =
0,068) y una mejoria evidente de los marcadores de de EO (LPO,
P =0,002; GPx, P =0,075 y GSSG, P = 0,06).

Conclusiones: La LPO y la leptina se pueden considerar marcado-
res de esteatohepatitis, mientras que la LPO se podria usar como
marcador de esteatosis. El aumento de las citoquinas proinflamato-
rias IL-6 y MCP-1 podria ser responsable de la RI, lo que darfa lu-
gar a un aumento de EO. Por iltimo, la pérdida de peso conduce a
una mejoria de la RI, el EO y el dafio hepdtico.

LA RESTAURACION DE COENZIMA Q POR N-ACETILCISTEINA
PREVIENE LA DISFUNCION MITOCONDRIAL Y MUERTE
CELULAR EN HEPATOCITOS HUMANOS EN CULTIVO

R. Gonzidlez*, 1. Ranchal?, G. Ferrin?, A.B. Hidalgo',

P. Lopez-Cillero®, G. Costan?, A. Bernardos®, G. Lépez-Lluch?,
M. Santos-Gonzélez®, J. Bricefio®, Rufidn®, J.M. Villalbas,

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

Liver Research Unit y *Cirugia, Hospital Reina Sofia, Cérdoba.
¢Unidad Cirugia HBP-THO. Hospital Virgen del Rocio, Sevilla. ‘CABD,
Universidad Pablo Olavide, Sevilla. ‘Dpt. Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia, Universidad de Cordoba, Cérdoba.

Introduccion: La N-acetilcisteina reduce el estrés oxidativo y
muerte celular en diversos modelos experimentales. La muerte celu-
lar por D-galactosamina (D-GalN) se relaciona con disfuncién mi-
tocondrial y estrés oxidativo en hepatocitos.

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

Material y métodos: Los hepatocitos se aislaron de biopsias hepa-
ticas obtenidas de pacientes sometidos a reseccién hepatica. NAC
(0,5 mM) se co-administré con D-GalN (40 mM) en hepatocitos hu-

manos en cultivo. Se determinaron parametros de apoptosis y ne-
crosis celular, la actividad de los complejos mitocondriales, coenzi-
ma Q (Q) (oxidado/reducido), potencial mitocondrial y produccién
de radicales libres, ATP y GSH mitocondrial.

Resultados: La muerte celular por D-GalN se asocié con la oxida-
cién de Q, reduccion de la actividad de los complejos I+I11 y II+I1T
mitocondriales, estrés oxidativo, despolarizacion de la membrana
mitocondrial, y depleciéon de ATP y GSH. La recuperacién de GSH
y disminucién de la produccién de radicales libres en mitocondria
por NAC se relaciond con la prevencién de la oxidacién de Q y la
restauracion de la actividad mitocondrial y del contenido de ATP,
asi como la prevencion de la muerte celular inducida por D-GalN
en hepatocitos humanos en cultivo. La suplementacién con Q,, ejer-
cié los mismos efectos beneficiosos que NAC sobre la disfuncién
mitocondrial y muerte celular por D-GalN.

Conclusion: /) La deplecién en Q mitocondrial es clave en la dis-
funcién mitocondrial y muerte celular por D-GalN. 2) El efecto be-
neficioso de NAC se relaciona con la prevencion de la oxidacion de
Q, estabilizacién de la funcién mitocondrial y prevencion de muerte
celular.

LA ASOCIACION DE NORFLOXACINO Y CEFOTAXIMA EN
PACIENTES CON PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA
REDUCE LA SINTESIS DE OXIDO NITRICO FRENTE A PACIENTES
TRATADOS CON CEFOTAXIMA

P. Bellot!, R. Francés!'?, P. Zapater?®, C. Guarner-Argente?,

E. Romén?, R. Cafo!, C. Guarner*’, L. Llanos, G. Soriano®?,
C. Muiioz*, C. Guarner>®, M. Pérez-Mateo' y J. Such'”
"Unidad Hepdtica, 3Servicio de Farmacologia Clinica, *Seccion de
Inmunologia, Hospital General Universitario de Alicante. *Servicio de

Patologia Digestiva, Hospital de la Sta. Creu i St. Pau, Barcelona.
SCIBERehd, Instituto de Salud Carlos III, Madrid.

La peritonitis bacteriana espontdnea (PBE) en pacientes con cirrosis
induce una marcada respuesta proinflamatoria y de liberacion de
oxido nitrico (ON) que tiene consecuencias prondsticas y que no
cesa tras el inicio de tratamiento antibidtico. En trabajos previos he-
mos comprobado que este hecho se asocia al mantenimiento de fe-
némenos de traslocaciéon de fragmentos gendmicos bacterianos
(ADNbact) en los primeros dias tras el inicio del tratamiento.
Objetivo: Comprobar si la asociacién de norfloxacino a la cefotaxi-
ma en pacientes con PBE impide la traslocacién de ADNbact y re-
duce la liberacion de ON.

Pacientes y métodos: Hemos estudiado un grupo de pacientes con
PBE que han sido tratados con dos diferentes modalidades terapéu-
ticas. Grupo I (n = 6) recibieron cefotaxima 2 g/12 h tras la cual se
inicié descontaminacion intestinal selectiva (DIS) con norfloxacino,
y Grupo II (n = 5) en los que se habia hecho coincidir el inicio de
DIS con el de tratamiento del episodio de PBE (norfloxacino 400
mg/12 h durante el tiempo de tratamiento de PBE). Se obtuvo la
muestra de ascitis y sangre basal en todos los casos y muestras de
sangre cada 24 h durante 96 horas. En las muestras se ha estudiado
la presencia de ADNbact y los niveles plasmaticos de ON e IL-12.
Resultados: La asociacién de norfloxacino se asocia a la desapari-
cién del ADNbact en el 75% de los casos estudiados, frente al 0%
de los pacientes tratados con cefotaxima (p < 0,05) a partir de las 24
horas de inicio del tratamiento. Esta diferencia se mantiene hasta las
120 h de tratamiento. La ausencia de ADNbact se asocia a un des-
censo significativo de las cifras de ON (35,8 + 5,1 vs 27,1 + 5,3
nmol/mL, p = 0,02) e IL-12 séricas (471,5 + 45,6 vs 352,4 + 24,5
pg/mL, p =0,014).

Conclusiones: El adelanto de aplicacion de profilaxis secundaria
de PBE al momento del inicio del tratamiento antibiético habitual
reduce la incidencia de traslocacién de ADNbact y los niveles de
ON e IL-12. Estos resultados justifican el disefio de un ensayo cli-
nico para explorar el efecto de este procedimiento terapéutico so-
bre el desarrollo de insuficiencia renal y muerte en pacientes con
PBE.
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INDICADORES DE RECIPIVA HEMORRAGICA EN PACIENTES SIN
RESPUESTA HEMODINAMICA AL TRATAMIENTO DE LA
HIPERTENSION PORTAL

A. Colomo®®, C. Aracil®, V. Herndndez-Gea®*, C. Alvarez-
Urrutia®®, Gordillo*®, I. Ordas?, C. Guarner*®, C. Villanueva*® y
J. Balanzo*®

“Unitat Sagnant, Servicio Patologia Digestiva. Hospital Sant Pau.

Barcelona. Unitat Sagnant, Servicio Patologia Digestiva. Hospital Sant
Pau. Barcelona. "CIBERehd, Instituto de Salud Carlos III, Madrid.

La respuesta hemodindmica al tratamiento de la hipertensién portal
se considera adecuada cuando el gradiente de presion de las venas
suprahepdticas (GPSH) desciende a < 12 mmHg o > 20% respecto
al valor basal. Los respondedores hemodindmicos tienen un bajo
riesgo de hemorragia varicosa y mejor supervivencia que los no-
respondedores. Los pacientes no-respondedores podrian beneficiar-
se de tratamientos de rescate, particularmente en la profilaxis secun-
daria donde el riesgo de hemorragia es mucho mas elevado. Sin
embargo, hasta un 40%-50% de no-respondedores no presentan re-
cidiva hemorragica. El objetivo de este estudio consistié en deter-
minar los factores predictivos de recidiva hemorragica varicosa en
los pacientes sin respuesta hemodinamica al tratameinto de primera
linea.

Meétodos: Se incluyeron 400 pacientes que tras un episodio agudo
de hemorragia varicosa recibieron tratamiento electivo con farma-
cos (B-bloqueantes + nitratos), con ligadura endoscépcia, o con am-
bos para prevenir recidivas hemorragicas. Se efectué un estudio he-
modindmico basal en 344 pacientes y un segundo estudo 1-3 meses
después en 302 para evaluar la respuesta que se definié como un
descenso del GPSH a < 12 mmHg 0 = 20%.

Se incluyeron 400 pacientes que tras un episodio agudo de hemorra-
gia varicosa recibieron tratamiento electivo con farmacos (j3-blo-
queantes + nitratos), con ligadura endoscépcia, o con ambos para
prevenir recidivas hemorragicas. Se efectué un estudio hemodind-
mico basal en 344 pacientes y un segundo estudo 1-3 meses des-
pués en 302 para evaluar la respuesta que se definié como un des-
censo del GPSH a 12 mmHg o 20%.

Resultados: Un 48% de los incluidos tenfan una cirrosis de etio-
logia alcohélica, un 81% eran Child-Pugh B/C basal y un 49% lo
eran al 3r mes de seguimiento. 114 pacientes (38%) fueron res-
pondedores hemodindmicos y 188 (62%) fueron no-respondedo-
res. Durante un seguimiento medio de 43 + 40 meses, 148 pa-
cientes (37%) recidivaron y 207 (52%) fallecieron. Recidivaron
un 16% de respondedores y un 48% de no-respondedores (P <
0,001) y fallecieron un 32% vs 52% respectivamente (P = 0,001).
Entre los no-respondedores hemodindmicos, aquellos que rediva-
ron tuvieron en comparacioén con los que no recidivaron, mayor
bilirrubina (P = 0,01) y plaquetas (P = 0,01) en condiciones basa-
les y mayor Child-Pugh (P < 0,01) al 3r mes de seguimiento, un
mayor GPSH en el estudio control (P = 0,05) y una menor tasa de
descenso del GPSH > 10% del basal (P = 0,01), asi como un ma-
yor indice de fracaso en el control de la hemorragia aguda (P <
0,01) y mayor edad (P = 0,01). En el analisis multivariado inclu-
yendo estos pardmetros, el descenso del GPSH < 10% del basal
(OR = 1,6, IC 95% CI = 1,1-2,6), un peor Child-Pugh al 3" mes
(OR = 1,2, IC 95% CI = 1,1-1,3) y el fracaso en el control de la
hemorragia aguda (OR = 1,6, IC 95% CI = 1,1-2,6), fueron pre-
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dictores independientes de recidiva hemorragica entre los no-res-
pondedores.

Un 48% de los incluidos tenfan una cirrosis de etiologia alcohdlica,
un 81% eran Child-Pugh B/C basal y un 49% lo eran al 3r mes de
seguimiento. 114 pacientes (38%) fueron respondedores hemodina-
micos y 188 (62%) fueron no-respondedores. Durante un segui-
miento medio de 43 40 meses, 148 pacientes (37%) recidivaron y
207 (52%) fallecieron. Recidivaron un 16% de respondedores y un
48% de no-respondedores (P < 0,001) y fallecieron un 32% vs 52%
respectivamente (P = 0,001). Entre los no-respondedores hemodina-
micos, aquellos que redivaron tuvieron en comparacién con los que
no recidivaron, mayor bilirrubina (P = 0,01) y plaquetas (P = 0,01)
en condiciones basales y mayor Child-Pugh (P < 0,01) al 3r mes de
seguimiento, un mayor GPSH en el estudio control (P = 0,05) y una
menor tasa de descenso del GPSH > 10% del basal (P = 0,01), asi
como un mayor indice de fracaso en el control de la hemorragia
aguda (P < 0,01) y mayor edad (P = 0,01). En el andlisis multivaria-
do incluyendo estos parametros, el descenso del GPSH < 10% del
basal (OR = 1,6, IC 95% CI = 1,1-2,6), un peor Child-Pugh al 3
mes (OR = 1,2, IC 95% CI = 1,1-1,3) y el fracaso en el control de la
hemorragia aguda (OR = 1,6, IC 95% CI = 1,1-2,6), fueron predic-
tores independientes de recidiva hemorrdgica entre los no-responde-
dores.

Conclusiones: En pacientes sin respuesta hemodindmica al trata-
miento para la prevencion de recidiva hemorragica varicosa, un des-
censo del GPSH < 10% del basal, un peor Child-Pugh al 3" mes de
seguimiento y el fracaso en el control de la hemorragia aguda son
indicadores independientes de riesgo de recidiva. La consideracién
de estos factores puede mejorar la indicacion de un tratamiento de
rescate en pacientes sin respuesta hemodindmica.

En pacientes sin respuesta hemodindmica al tratamiento para la pre-
vencion de recidiva hemorragica varicosa, un descenso del GPSH <
10% del basal, un peor Child-Pugh al 3 mes de seguimiento y el fra-
caso en el control de la hemorragia aguda son indicadores indepen-
dientes de riesgo de recidiva. La consideracién de estos factores
puede mejorar la indicacién de un tratamiento de rescate en pacien-
tes sin respuesta hemodindmica.

TRASPLANTE DE CELULAS MONONUCLEARES HUMANAS DE
SANGRE DE CORDON UMBILICAL A RATAS CON HEPATITIS
EXPERIMENTAL

AL Alvarez-Mercado?, S. Sénchez-Campos®, M.V. Garcia-
Mediavilla®, F. Abadia®, M.J. Sdez-Lara*, M. Cabello-Donayre?,
A. Gil%, J. Gonzélez-Gallego® y L. Fontana®

“Depto. Bioquimica y Biologia Molecular II, Facultad de Farmacia,
Universidad de Granada. "Ciberehd e Instituto de Biomedicina,
Universidad de Leon. “Departamento Biologia Celular, Facultad de
Ciencias, Universidad de Granada.

Antecedentes y objetivos: La sangre de cordon es fuente de células
progenitoras y representa una alternativa a la médula 6sea. El obje-
tivo de este trabajo fue investigar si la poblacién de células mono-
nucleares procedentes de sangre humana de cordén umbilical
(HUCBM) podria tener utilidad en medicina regenerativa hepatica.

Métodos: Se investigd el potencial regenerativo de las HUCBM
mediante experimentos de xenotrasplante a ratas con hepatitis expe-
rimental producida por inyeccién i.p. de D-galactosamina (D-Gal)
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en dosis 250 mg/kg. Las HUCBM (2x10°) se inyectaron a través de
la vena porta. Los animales fueron sometidos a inmunosupresion.
Se sacrificaron animales a las 24, 48 y 72 horas posteriores al tras-
plante, obteniéndose muestras de sangre e higado. La evaluacién
histolégica de los higados se realizé en secciones semifinas tefiidas
con azul de toluidina. La presencia de HUCBM en los higados se
investigé por microscopia confocal, citometria de flujo y western
blot. Para evaluar el efecto de la terapia celular se determinaron
marcadores plasmaticos de dafio hepatico.

Resultados: El tratamiento con D-Gal produjo un dafio hepitico se-
vero. Se detectaron HUCBM en sangre y en higado, tanto en ratas
con hepatitis experimental como en controles. El trasplante celular
produjo una mejora de la funcién hepatica, tal como revelaron los
valores plasmaticos de fosfatasa alcalina, gamma-glutamil transfe-
rasa, lactato deshidrogenasa, y bilirrubinas total y directa, que siem-
pre fueron mds cercanos a los valores de ratas sanas en el grupo de
animales con hepatitis que recibieron HUCBM en comparacién con
los que no lo recibieron.

Conclusiones: Los resultados sugieren que las HUCBM son capa-
ces de establecerse en el higado en este modelo de xenotransplante,
y pueden considerarse una fuente celular idénea para la terapia de la
enfermedad hepética.

Financiado con proyectos P1050520 del FIS y P06-CTS1365 de la
Junta de Andalucia (LF); UXXI2006/0002 de la Federacion de Ca-
jas de Ahorro de Castilla y Leon (JGG); y SANI96/LE04/07 de la
Consejeria de Sanidad de la Junta de Castilla y Leon (SSC).

PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL DANO HEPATICO AGUDO
EXPERIMENTAL CON CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

V. Ferndndez-Ruiz, M.P. Kawa, M. Iiiiguez, C. Berasain, C.
Qian y J. Prieto

Division de Hepatologia y Terapia Génica. Centro de Investigacion
Meédica Aplicada (CIMA), Universidad de Navarra, Pamplona, Espaiia.

Introduccién y objetivos: El endotelio vascular juega un papel re-
levante en la regulacién de la homeostasis tisular y en la prevencion
del dafio tisular mediante un mecanismo independiente del proceso
de angiogénesis. En el presente trabajo se analizé la capacidad de
las EPC para producir factores citoprotectores y se valoré el poten-
cial de estas células para la prevencion y tratamiento del dafio hepa-
tico mediado por citoquinas proinflamatorias. Como modelos expe-
rimentales se utilizaron la hepatitis inducida por concanavalina A
(ConA) y el fallo hepdtico provocado por la administracion de un
adenovirus codificante de CD40 ligando (Ad-CD40L). Este vector
infecta las células hepaticas induciendo una activacién de mecanis-
mos inmunes causantes de un dafio hepatico que remeda la hepatitis
fulminante.

Meétodos: Las EPC de ratén se obtuvieron mediante el aislamiento
de las células mononucleares de médula ésea y su posterior cultivo
durante 7 dias en presencia de un medio selectivo para la diferen-
ciacién a endotelio. Se analizaron por qPCR y ELISA la produccién
in vitro por las EPC de factores hepatoprotectores VEGF, HGF,
IGF-1 y CT-1 y del factor quimiotictico para células progenitoras
SDF-1. En los experimentos in vivo se trataron a ratones C57BL/6
con inyeccién intravenosa de ConA a 12 mg/Kg o de 10'° pfu/ratén
del Ad-CD40L. El tratamiento se realizé con 2x10° EPC antes (pre-
vencién) o después de la induccién del dafio (tratamiento). Se estu-
di6 la tasa de supervivencia, los niveles séricos de transaminasas y
los pardmetros histolégicos de dafio.

Resultados: Se observé que las EPC producen in vitro cantidades
abundantes de VEGF, HGF, IGF-I y SDF-1. La administracion de
EPC una hora antes, o 3 horas después de la induccion del dafio he-
patico por ConA, provocé un descenso significativo de los niveles
de transaminasas, una reduccién del nimero de niicleos apoptdticos
y una importante disminucién de las dreas de necrosis hepatocelu-
lar. En el modelo de hepatitis fulminante por Ad-CD40L, todos los
animales sin tratamiento murieron a partir de las 120h tras la admi-
nistracion del vector. La tasa de supervivencia de los animales con
dafio hepdtico tras la administracién intravenosa de EPC a las 24,
48 6 72 horas después de la inyeccion del Ad-CD40L fue del 17%,

50% y 67%, respectivamente. El tratamiento con dos dosis consecu-
tivas de EPC, administradas por via intravenosa a las 48 y 72 horas,
result6 en una supervivencia del 100%.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran que las EPC derivadas
de la médula 6sea son fuente importante de moléculas hepatopro-
tectoras y de factores quimiotacticos capaces de atraer mas células
progenitoras endoteliales al lugar de la lesion. La administracion de
EPC es eficaz en la prevencién y tratamiento del dafio hepatico agu-
do causado por citoquinas inflamatorias permitiendo una sobrevi-
vencia del 100% en modelos letales de hepatitis fulminante. Estas
observaciones apoyan el uso de esta terapia celular en pacientes con
daiio hepatico agudo severo.

EXPRESION Y FUNCION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION
WILMS’ TUMOR 1 (WT1) EN EL HEPATOCARCINOMA HUMANO
M.J. Perugorria, J. Castillo, M.U. Latasa, V. Segura, S. Goiii, H.
Cartagena, E. Petri, B. Sangro, J. Prieto, M.A. Avilay C.
Berasain.

Division de Hepatologia y Terapia Génica. CIMA. Facultad de
Medicina. Universidad de Navarra. Pamplona.

Introduccién: El factor de transcripcion Wilms’ tumor 1 (WT1) se
expresa en el higado fetal, pero su expresion en el higado adulto es
indetectable. En un trabajo previo nuestro grupo demostré que la
expresion de WT1 en el higado se induce significativamente en las
hepatitis cronicas y las cirrosis, correlacionandose de forma inversa
con la funcién hepatica. Ademads, en hepatocitos de rata en cultivo
primario la expresion de WT1 result en la induccién de genes ca-
racteristicos del higado fetal y en la inhibicién de la expresion de
marcadores de diferenciacion del hepatocito. Por todo ello, WT1
puede jugar un papel en la progresion de la enfermedad y en la in-
suficiencia hepdtica. El carcinoma hepatocelular (HCC) normal-
mente se desarrolla sobre un higado con dafio crénico, y a pesar de
su heterogeneidad molecular, un rasgo comiin es la inhibicién de la
expresion de genes higado-especificos.

Objetivo: Estudiar la expresion y funciéon de WT1 en el HCC hu-
mano.

Pacientes y métodos: La expresién de WT1 se estudié por RT-
PCR a tiempo real en muestras de higado obtenidas de pacientes
con cambios minimos (controles), en muestras de HCC humanas y
en 5 lineas celulares de HCC humano. Utilizando el microarray
HGU133-Plus de Affymetrix se compar6 el perfil de expresion gé-
nica de la linea de hepatoma PLC tras el silenciamiento de la expre-
siéon de WT1 mediante siRNA especificos. Mediante un ELISA de
apoptosis y la deteccién por western blot del fragmento activo de la
caspasa 3, se analizé el efecto del silenciamiento de la expresion de
WTI en la sensibilidad a la apoptosis inducida por el TGFbeta y la
doxorrubicina en la linea de hepatoma PLC.

Resultados: El 60% de los HCC mostraron niveles de mRNA de
WT]1 superiores a los higados control. La expresiéon de WT1 se
detect6 en 3 de las 5 lineas de HCC analizadas. El silenciamiento
de la expresion de WT1 en la linea PLC result6 en la induccién
de la expresion de 251 genes, muchos de ellos implicados en pro-
cesos fisiologicos y en metabolismo. Algunos de estos genes, ve-
rificados por RT-PCR en diferentes ensayos, son marcadores he-
paticos. Este es el caso del factor de transcripcion HNF4, la
albimina, la transtiretina (TTR) o la acido biliar-coenzima A
amino 4acido N-aciltransferasa (BAAT). El silenciamiento de la
expresion de WT1 también dio lugar a la inhibicién de 321 trans-
critos, muchos de ellos implicados en transformacién neopldsica
y supervivencia. Entre los genes verificados por RT-PCR se en-
cuentran los genes anti-apoptéticos Bclw y Belx. El silenciamien-
to de la expresiéon de WT1 en las células PLC sensibilizé signifi-
cativamente a estas células a la apoptosis inducida por TGFbeta y
doxorrubicina.

Conclusiones: Un nimero significativo de HCC expresan elevados
niveles de WT1. La expresion de WT1 contribuye a la superviven-
cia y desdiferenciacioén de las células de HCC. La inhibicién de la
expresion o funciéon de WT1 puede representar una nueva estrategia
terapéutica en un grupo de pacientes con HCC.
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EFECTO DE LA RESPUESTA VIROL()GICA SOSTENIDA AL
TRATAMIENTO CON PEGINTERFERON Y RIBAVIRINA SOBRE LA
SUPERVIVENCIA LIBRE DE EVENTOS EN LA CIRROSIS POR VHC
S. Alonso?, R. Temino?®, M.L. Gutiérrez?, C. Fernandez
Rodriguez?, G. Rodriguez Caravaca®, M.A. Serra®,

F. Rodriguez®, R. Bércena®, S. Del Campo¢, J.R. Erdozain®,

G. Carrién, I. Ferndndez®, G. Castellanos®, M. Romero-
Goémez!, A. Madrazo!, J. Fuentet, R. Sold", J. Avilés', A. Poyato’,
M. de la Matai, F. Gea®, J.R. Larrubia', M. G6mez-Rubio™

y B. de Cuenca™

Fundacion Hospital Alcorcon®, Madrid; H. Clinico Univ de Valencia®;
Hospital Ramén y Cajal, Madrid; HU La Paz, Madrid®; HU 12 de
Octubre, Madrid¢; Hospital de Valme', Sevilla; H. Miguel Servet?,
Zaragoza; Hospital del Mar", Barcelona; HU Tenerife’; HU Reina
Sofid, Cordoba; Hospital de Leganés*, HU de Guadalajara’; 13-HU de
Getafe, Madrid".

Introduccién: Los pacientes con cirrosis por el virus de la hepatitis C
representan una poblacion de alto riesgo de sufrir descompensacion o
hepatocarcinoma, a la vez que conforman un subgrupo de respuesta
subdptima al tratamiento antiviral. Existe escasa informacion sobre el
efecto de la respuesta virolégica sostenida (RVS) en la evolucion de
esta poblacion y los factores predictores de respuesta antiviral.
Objetivos: /) Conocer el efecto de la RVS en pacientes con cirrosis
por VHC sobre la supervivencia libre de eventos (descompensacion
y hepatocarcinoma) y 2) Determinar los factores que predicen la
respuesta antiviral.

Métodos: Anilisis retrospectivo multicéntrico de pacientes con cirro-
sis por VHC registrados en las bases de datos actualizadas de 13 hos-
pitales, tratados con peginterferon y ribavirina desde el afio 2001 has-
ta la actualidad. Se presentan datos de 272 pacientes. Se considerd
RVS cuando el ARN-VHC sérico fue indetectable a las 24 semanas
de finalizado el tratamiento (< 50 UIl/ml). Los factores predictores in-
dependientes de eventos y RVS se analizaron mediante andlisis de re-
gresion logistica y la probabilidad de supervivencia libre de eventos
mediante curvas de Kaplan-Meier y la prueba de log rank.
Resultados: La tasa de RVS fue de 26,1% sin diferencia entre cen-
tros. La mediana de seguimiento fue de 32 meses. La RVS y la al-
bimina basal superior a 3,95 g/dl fueron factores predictivos inde-
pendientes de permanecer libre de eventos durante el seguimiento
(OR =0,074; IC 0,009-0,577 y OR = 0,155; IC 0,054-0,451, respec-
tivamente). La probabilidad de supervivencia libre de eventos a los
5 aios fue del 57% en los pacientes no respondedores frente al 95%
en los que alcanzaron RVS (p = 0,007) y del 55% frente al 84,3%
en los pacientes con albimina basal superior o inferior a 3,95 g/dl,
respectivamente (p < 0,01). Los factores predictivos de RVS fueron
el genotipo no 1 (OR = 4,15; IC 95% 1,72-9,99), la dosis total y
tiempo del tratamiento superior al 80% (OR = 3,84; IC 95% 1,71-
8,5), cifras de GGT inferior a 80 UI/ml (OR = 5,87; IC 95% 2.5-
13,6) y una carga viral basal inferior a 1,2.10° (OR = 3,6; IC 95%
1,59-1,81). El valor predictivo negativo (VPN) del descenso de < 2
log en la carga viral basal en la semana 4 de tratamiento fue del
95,7%.

Conclusiones: La respuesta viroldgica sostenida previene las com-
plicaciones de la cirrosis aunque la albuminemia inferior a 3,95 g/dl
identifica un subgrupo de pacientes con peor prondstico indepen-
dientemente de la RVS. Los datos de cinética viral precoz permiten
identificar un subgrupo con muy escasa posibilidad de respuesta.

AQUAPORINA-1 Y RETENCION ACUOSA EN LA CIRROSIS
HEPATICA

E. Fabrega®, A. Berja®, M.T. Garcia-Unzueta®, M. Cobo?, M.
Lépez?, J.A. Amado® y F. Pons Romero®

“Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla. "Servicio de Endocrinologia. Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. “Servicio de Bioquimica. Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. Santander.

Las aquoporinas son una familia de proteinas intrinsecas de mem-
brana que juegan un papel esencial en el mantenimiento del balance
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hidrico al encargarse de la reabsorcion tubular del agua. Hasta el
momento se han identificado 10 aquoporinas. Entre ellas destacan
la aquaporina-1 (AQ-1) que participa en la reabsorcién de agua en
el tibulo proximal y la aquaporina-2 (AQ-2) que actda en los tibu-
los colectores. La cirrosis hepdtica se asocia a un trastorno en la re-
gulacion del balance de agua que en fases mas evolucionadas puede
producir junto con la retencién de sal, un exceso en la retencién de
agua libre, que conduce a la dilucién del fluido extracelular y la
aparicién de hiponatremia. La intensidad de este trastorno varia de
un paciente a otro. El objetivo de nuestro estudio ha sido analizar la
expresion de diferentes polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
de la AQ-1: rs1049305 (C/G, UTR3); y de la AQ-2: (rs3741559
(A/G, intrénico) y el rs467323 (C/T, UTR3) en pacientes cirrdticos
con ascitis y su relacién con las alteraciones hidroelectroliticas.
Material y métodos: Se analizaron los SNPs previamente descritos
de la AQ-1 y AQ-2 en 47 pacientes con cirrosis hepética y descom-
pensacion ascitica. Ademds de los andlisis bioquimicos correspon-
dientes se extrajo DNA de cada individuo para el andlisis polimérfi-
co, utilizando el kit Qiagen (Hilden, Germany). Para el estudio de
genotipado de los diferentes polimorfismos se utilizaron ensayos
Custom Tagman® SNP Genotyping assays validados (Applied
Biosystems, Warrington, Cheshire, UK). Tras la amplificacion del
DNA 1la identificacion alélica se realiz6 en un detector ABI 7300
(Applied Biosystems).

Resultados: Las frecuencias genotipicas obtenidas para el SNP de
la AQ-1 fueron las siguientes: a) 14,8% genotipo C/C (no mutado);
b) 48,9% genotipo C/G (heterocigoto); y c) 36,1% genotipo G/G
(mutado). Observamos que la concentracién de sodio plasmdtico
fue significativamente inferior en el grupo de pacientes con genoti-
po C/C respecto al grupo de pacientes con genotipo C/G o G/G. Al
comparar los tres grupos entre si no observamos diferencias en
cuanto al indice de Child-Pugh, concentracion plasmadtica de albu-
mina, bilirrubina, creatinina, potasio, tiempo de protrombina, pre-
sion arterial media o frecuencia cardiaca Por el contrario, no objeti-
vamos ninguna asociacion entre los SNPs obtenidos de la AQ-2 y
los trastornos hidroelectroliticos de nuestros pacientes.
Conclusiones: Los pacientes portadores del alelo C/C del
rs1049305 de la AQ-1 presentaron hiponatremia dilucional lo que
no sucedié con los portadores de los genotipos C/G o G/G. Por tan-
to, estos resultados preliminares sugieren que este SNP de la AQ-1
podria afectar a la expresién o composicion de la proteina que codi-
fica y modificar su funcién.

Este trabajo ha sido financiado en parte con beca FIS P1030330.

RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DE METODOS NO INVASIVOS EN
LA EVALUACION RUTINARIA DE LA SEVERIDAD DE LA FIBROSIS
EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C

S.M. Martinez?, M. Dominguez?, G. Ferndndez-Varo®, P.
Gonzdlez* R. Bataller, E. Sampson®, W. Jiménez®, X. Forns® y
J.M. Sanchez-Tapias®

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

Introduccion: La prediccién del estadio de fibrosis hepatica me-
diante tests no invasivos podria reemplazar a la biopsia hepética en
la evaluacion de la severidad de la enfermedad en la hepatitis créni-
ca por virus C (HCC).

El objetivo de este estudio fue evaluar el rendimiento diagnéstico
de varios métodos no invasivos, solos o en combinacion, en la de-
teccion de fibrosis significativa o cirrosis hepética en pacientes con
HCC.

Métodos: El rendimiento diagnéstico para predecir fibrosis hepati-
ca fue investigado en una cohorte de 373 pacientes con HCC candi-
datos a tratamiento antiviral mediante los siguientes métodos no in-
vasivos: Score de Forns, indice APRI, elastografia transitoria y
marcadores de matriz extracelular dcido hialurénico (HA), coldgeno
IV (Col4), propéptido amino-terminal de coldgeno tipo III (PIIINP),
e inhibidor tisular de metaloproteinasa (TIMP-1). Estos tltimos
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marcadores fueron combinados en dos modelos: ELF (edad,
PIINP, TIMP-1 y HA) y 4-Marker (PIIINP, TIMP-1, Col4 y HA)
(Rosenberg et al. Gastroenterol 2004). El estadio de fibrosis hepati-
ca fue evaluado segtin la clasificacion de Scheuer. La eficacia diag-
nostica de cada método fue determinada por el drea bajo la curva
ROC (AUROC). El valor predictivo de la combinacion de estos mé-
todos fue evaluada mediante regresion mdltiple.

Resultados: La edad media de los pacientes fue de 47,26 (17-69)
afios, y 251 (62,6%) eran varones. La distribucién de los estadios de
fibrosis fue: FO: 11,5%, F1: 25,9%, F2: 25,7%, F3: 9,5% y F4:
27,4%. Las AUROCS de los diferentes métodos para = F2 y F4 se
describen en la tabla 1. El mejor rendimiento diagndstico fue obte-
nido por la combinacién del indice APRI y FibroScan para F > 2
(AUROC = 0,88), y Score de Forns y FibroScan (AUROC = 0,90)
para F4.

Tabla 1

AUROC

Histologia Score Indice APRI + Score
hepatica de Forns APRI FibroScan ELF 4 Marker Fibroscan de Forns

n=373 n=373 n=373 n=156 n=245 n=245 n=156 +Fibroscan
n =156

F>2 0,797 0,816 0,858 0,807 0,806 0,880 0,874

F4 0,851 0,871 0,869 0,810 0,804 0,883 0,900

Conclusiones: Estos resultados demuestran que los métodos no
invasivos son precisos en la prediccion de fibrosis significativa y
cirrosis. La combinacion de estos métodos mejora la exactitud
diagnéstica, con el mejor rendimiento obtenido mediante
elastograffa transitoria y marcadores indirectos de fibrosis.
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Sesion general 5

Moderadores: José Carlos Fernandez Checa (Barcelona) y Rafael Barcena (Madrid)

PRESENCIA DE MUTANTES RESISTENTES A INHIBIDORES DE LA
PROTEASA DEL VHC EN AUSENCIA DE TRATAMIENTO

M. Cubero**<, J.I. Esteban®®<, T. Otero?, S. Sauleda®¢, M. Bes®d,
R. Esteban*<, J. Guardia*®© y J. Quer*><”

“Hepatologia. Medicina Interna. Hospital Universitari Vall d’Hebron,
Barcelona. *Universitat Autonoma de Barcelona. UAB. Bellaterra.
‘CIBER de Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBERehd) del
Instituto de Salud Carlos III.  Banc de Sang i de Teixits, Institut Catala
de la Salut, Barcelona.

Antecedentes: El desarrollo de inhibidores selectivos contra la
proteasa NS3 del virus de la hepatitis C (VHC) ha supuesto la
creacion de nuevas expectativas en el tratamiento de la infec-
cién por VHC. Dichos inhibidores han sido evaluados indivi-
dualmente tanto in vivo como in vitro y en todos los casos se
ha demostrado la aparicién/seleccién de virus mutantes resis-
tentes a estos antivirales. Estos estudios han permitido identifi-
car algunas de las mutaciones responsables de conferir resis-
tencia a un antiviral concreto. La mutacién A156T se ha
mostrado como la més eficaz para conferir resistencia a la gran
mayoria de los inhibidores de NS3 que han sido o estdn en es-
tudios en fase clinica (BILN2061, VX-950, SCH446211
(SCH6) y SCH503034).

Objetivos: Estudio de la presencia de mutantes resistentes a inhibi-
dores de la proteasa NS3 en pacientes crénicos que no han sido tra-
tados previamente con estos agentes antivirales.

Métodos: A partir de una biopsia hepdtica de un paciente crénico
se amplificaron, clonaron y secuenciaron 128 clones de un frag-
mento de 567 nucleétidos del dominio proteasa NS3. Se utiliz6 la
Pfu DNA polymerase con tasa de mutaciéon de 1 error por cada
0,13-6,5x107 nucleétidos incorporados. Aplicando nuestras con-
diciones de trabajo, realizamos un estudio control que consistié
en amplificar (70 ciclos), clonar y secuenciar un clon de secuen-
cia conocida y detectamos 1 mutacién en 90864 nucledtidos se-
cuenciados.

Resultados: De los 128 clones secuenciados (72.572 nucleétidos),
aparecieron 51 mutaciones respecto a la secuencia consenso, de las
cuales 20 eran mutaciones no-sinénimas (inducen cambio de ami-
noacido). El 86% (110/128) de las secuencias eran idénticas a nivel
proteico demostrando que la region proteasa NS3 es una region
muy conservada. La principal observacién fue la presencia de la
mutaciéon A156T en la poblacion de secuencias que se encuentran
infectando el higado, representando el 0,78%. La poblacién viral,
ademads presenta mutadas las posiciones 86 y 89 que se han involu-
crado en compensacion de la pérdida de fitness (capacidad de repli-
cacion) que induce la mutacién A156T. Se ha demostrado en estu-
dios en cultivo con replicones del VHC, que dicha mutacion ejerce
una elevada y efectiva resistencia a los inhibidores de la proteasa
viral.

Conclusién: Estos datos apoyan resultados previos con otros
virus en el sentido que mutantes resistentes a antivirales se en-
cuentran formando parte de la quasispecies viral de manera es-
pontdnea con mayor o menor representacion segun la fitness re-
lativa de cada mutante individual. Las mutaciones P89Q and
Q86P podrian estar compensando el efecto negativo sobre la
fitness del mutante A156T, lo cual explicaria que este mutante
represente el 0,78% de la poblacion viral en higado. Estos re-
sultados sugieren que el tratamiento con uno de estos inhibido-
res de proteasa en monoterapia o combinados entre ellos selec-
cionara el mutante resistente y por tanto su efecto antiviral serd
limitado.
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LA INHIBICION DE LA ESCUALENO SINTASA O EL
SILENCIAMIENTO DE STARD1 AUMENTAN LA

SUSCEPTIBILIDAD DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR A LA
QUIMIOTERAPIA

J. Montero, A. Morales, L. Llacuna, J.M. Lluis, C. Garcia-Ruiz,
A. Colell y J.C. Ferndndez-Checa

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

Una de las caracteristicas de la carcinogénesis es la pérdida
del control de la sintesis de colesterol. Muchos tipos de tumo-
res so6lidos, entre ellos el carcinoma hepatocelular (CH), exhi-
ben una mayor capacidad de sintesis de colesterol via induc-
cion de la HMG-CoA reductasa (HMG-CoAR) y una
resistencia a la inhibiciéon de la HMG-CoAR por el colesterol
el cual se acumula en multiples membranas incluyendo la mi-
tocondria por la accién de StAR(StARD1), responsible del tra-
fico intramitocondrial de colesterol. La HMG-CoAR cataliza
la formacion de mevalonato siendo este posteriormente meta-
bolizado a farnesil difosfato, el cual da lugar a la generacién
de isoprenoides o de colesterol via sintesis de escualeno por la
escualeno sintasa (ES). Aunque las estatinas recientemente
han adquirido una nueva dimensién en la prevencién de ciertos
tipos de cdncer (colorectal, melanoma, prdstata, Nat. Rev.
Cancer, 2005), la inhibiciéon de la HMG-CoAR por las estati-
nas bloquearia no solo la generacion de colesterol sino tam-
bién la formacion de isoprenoides lo que explicaria, en parte,
el efecto terapéutico de las estatinas independientemente de la
regulacién del colesterol. Puesto que el papel de la ES o de
StARDI1 en la respuesta de CH a la quimioterapia es descono-
cido, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la
inhibicién de ES vy el silenciamiento de StARD1 en lineas de
CH y en modelo in vivo en ratones atimicos inoculados con
CH.

Métodos: La respuesta de las lineas celulares CH de rata (H35)
y humanas (HepG2) a quimioterapia via mitochondria (trioxido
de arsénico, ATO; lonidamine, Lon; tapsigargina, Tap) se anali-
z6 con o sin inhibicién de la ES por YM-53601 o silenciamiento
de StARDI1 tras transfeccidon con siRNAs. Asimismo, el creci-
miento y tamafio tumoral, neovascularizacién (CD34) y res-
puesta a quimioterapia (doxorubicina, Dox y TRAIL) se deter-
mind en ratones atimicos inoculados con HepG2 y tratados con
YM-53601.

Resultados: Tanto las H35 como las HepG2 mostraron una ma-
yor resistencia a la accion citotéxica de ATO, Lon, Tap y Dox
con respecto a células primarias. El tratamiento con YM-53601
redujo el nivel de colesterol total y mitocondrial en en ambas li-
neas célulares aumentando la sensibilidad a ATO, Lon, Tap y
Dox. Asimismo, la reduccién de StARD1 por siRNA redujo el ni-
vel de colesterol tumoral sensibilizando a ambas lineas a la ac-
cién de Dox. Ademas el tratamiento de los ratones atimicos con
YM-53601 redujo el nivel de colesterol intratumoral en la mito-
condria incrementando la accién citotoxica de Dox reflejado en el
nimero de céluas apoptéticas tumorales por TUNEL. Sin embar-
go, el tratamiento con YM-53601 no modificé la formacion de
microvasos analizado mediante inmunohistoquimica con Ab anti-
CD34.

Conclusiones: La inhibicion de la escualeno sintasa o el silencia-
miento de StARD1 incrementan la susceptibilidad del CH a la qui-
moterapia via disminucién del colesterol mitochondrial.
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EL DESCENSO DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEJO I DE LA
CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL (CRM) EN LA
ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA ESTA ORIGINADO POR UN
DESCENSO DE ESTE COMPLE]JO EN LAS MITOCONDRIAS Y NO
POR UN DEFECTO EN SU ENSAMBLAJE

I. Garcia-Ruiz, C. Rodriguez-Juan, T. Diaz-Sanjudn, T. Pérez
Carreras, P. Solis-Muifioz y J.A. Solis-Herruzo

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

En estudios previos hemos mostrado que la actividad de la CRMes-
ta disminuida en los pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica y
en ratones obesos, ob/ob. El tratamiento con rosiglitazona (RGZ)
empeora ain mds la actividad de la CRM.

Objetivos: En el presente estudio analizamos el proceso de ensam-
blaje de las subunidades del complejo I de la CRM, su actividad en-
zimdtica y los efectos del tratamiento con RGZ sobre estos efectos.
Material y métodos: Todos los experimentos han sido realizados
en ratones C57BL/6J de los tipos “salvaje” y “ob/ob” distribuidos
en cuatro grupos: grupo I, ratones salvajes (controles); grupo II, ra-
tones salvajes tratados con 1 mg/Kg/dia de RGZ durante 12 sema-
nas. Grupo III, ratones ob/ob no tratados; grupo IV, ratones ob/ob
tratados con RGZ durante 12 semanas. Tras el periodo de trata-
miento, los ratones fueron sacrificados y de sus higados se aislaron
las proteinas mitocondriales. Tras ello, los complejos enzimaticos
ensamblados fueron separados por electroforesis unidimensional
con azul Serva y valoramos la actividad del complejo I en gel de
electroforesis. Por tltimo, aislamos las subunidades del complejo 1
por electroforesis de dos dimensiones previa disociacién del com-
plejo I en sus componentes.

Resultados: /) confirmamos que la actividad enzimatica del comple-
jo I estd muy disminuida en las mitocondrias hepéticas de los ratones
ob/ob y que esta actividad disminuye atin mds en los ratones salvajes
y ob/ob tratados con RGZ. 2) En los ratones obesos, la cantidad de
complejo I completamente ensamblado estaba muy disminuida en re-
lacién con la existente en los controles. 3) En ambos tipos de ratones,
el tratamiento con RGZ originé que el ensamblaje del complejo I no
sea completo y que aparezca un subcomplejo de menor pero molecu-
lar. 4) La separacion de la subunidades del complejo I por electrofo-
resis bidimensional estudiadas mostré que todas las subunidades estu-
diadas estaban muy disminuidas en cantidad pero no detectamos la
presencia de subcomplejos indicando que en los ratones ob/ob el en-
samblaje de los componentes del complejo I no estd alterado. Por el
contrario, las dos subunidades del complejo III estudiadas (core II;
FeS), ademas de reducidas en cantidad, aparecian descompuestos en
numerosos subcomplejos indicando que existe un trastorno en su en-
samblaje o un aumento de su degradacion. 5) En los ratones tratados
con RGZ, la cuantia de complejo I estaba aumentada pero aparecia un
subcomplejo de peso molecular ligeramente inferior al complejo
completamente conformado, lo que sugiere que la RGZ produce un
problema de ensamblaje en las fases finales.

Conclusiones: El ensamblaje del complejo I se produce correcta-
mente en los ratones obesos, pero la cuantfa de este complejo estd
muy disminuida lo que justifica su baja actividad. El tratamiento con
rosiglitazona empeora la actividad de la enzima por interferir con el
ensamblaje de sus componentes probablemente en sus fases finales.

IMPLICACION DE CD151 EN LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA
HEPATITIS C

P. Sanz-Cameno?, S. Martin-Vilchez*, M.J. Borque?,

Y. Rodriguez-Muiioz?, J. Medina, M. Lépez-Cabrera®

y R. Moreno-Otero®

“Unidad de Hepatologia,Hospital Universitario de La Princesa y
Ciberehd. "Unidad de Biologia Molecular, Hospital Universitario de La
Princesa.

Objetivos: Se han propuesto diferentes receptores celulares del vi-
rus de la hepatitis C (VHC) pero ninguno de ellos es capaz de expli-
car completamente su marcado tropismo hepdtico. Entre ellos,
CD81, perteneciente a la familia de las tetraspaninas, destaca como

factor indispensable pero no suficiente, por lo que se ha descrito rei-
teradamente la necesidad de otros co-receptores. Debido a la capa-
cidad de las tetraspaninas para constituir complejos macromolecula-
res de membrana de cardcter funcional al asociarse con
determinadas moléculas, principalmente integrinas-beta 1 y otras te-
traspaninas, nuestro objetivo es analizar la posible contribucion de
las moléculas vinculadas a CD81 en la superficie celular en la in-
feccién por el VHC.

Meétodos: La expresién hepdtica de diversas tetraspaninas (CD9,
CD81 y CD151) y de integrinas-beta 1 (VLA1-VLAG®), asi como la
unién de la proteina E2 recombinante del VHC (E2) al tejido hepa-
tico procedente de pacientes con hepatitis crénica por VHC o al de
individuos controles, asi como a distintas lineas celulares hepaticas,
se evalud por inmunohistoquimica y citometria de flujo. La contri-
bucién especifica de las moléculas estudiadas en la unién de E2 a
las células hepidticas se investigd mediante experimentos de inmu-
noprecipitacién en lisados celulares hepdticos obtenidos con deter-
gentes de distinta astringencia (Brij96 y TriténX-100).

Resultados: Se observaron diferencias patentes en patrén de expre-
sién de las tetraspaninas estudiadas en el higado de los pacientes in-
fectados por el VHC, con una considerable pérdida de la polaridad
basolateral de membrana observada para CD81 y un aumento de la
expresion de CD9 y CD151. La proteina E2 del VHC mostré un pa-
trén mas restringido de unidn al tejido hepdtico que el estrictamente
relacionado con CD81, distribuyéndose principalmente por los sinu-
soides hepaticos, particularmente en las células de Kupffer, donde
la expresion de CD151 resulté incrementada en los higados infecta-
dos por VHC. Adicionalmente, la unién efectiva de la proteina E2 a
la superficie celular fue capaz de modificar la afinidad de uno de los
anticuerpos anti-CD151 empleados. Los experimentos de inmuno-
precipitacion reflejaron la presencia de CD151 en los complejos de
membrana celular que unen la proteina viral E2, incluso en las con-
diciones experimentales mas estrictas (lisados con TritonX-100).
Conclusién: Estos resultados sugieren la participacion de CD151 en
la infeccion por el VHC como posible co-receptor e incitan el estudio
detallado de su repercusién funcional, patofisioldgica y terapéutica.

EFECTO DE LA INHIBICION PROLONGADA DE LA SECRECION
GASTRICA ACIDA SOBRE LA SECRECION GASTRICA, LA
INCIDENCIA DE SOBRECRECIMIENTO BACTERIANO INTESTINAL
Y LA TRANSLOCACION BACTERIANA EN RATAS CIRROTICAS
CON Y SIN ASCITIS

E. Sdnchez?, G. Soriano?, B. Mirelis®, B. Gonzélez?, J. Monés®

y C. Guarner*

“CIBERehd, Servicio de Patologia Digestiva, Unidad de hepatologia,
Hospital de Sant Pau, UAB. *Servicio de Microbiologia, Hospital Sant
Pau. Barcelona.

Introduccion: La translocacién bacteriana (TB), como consecuen-
cia del sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI), juega un papel
muy importante en la patogenia de las infecciones en la cirrosis. La
inhibicién prolongada de la secrecion géstrica dcida (IPSGA) favo-
rece el SBI y podria facilitar 1a TB.

Objetivos: Evaluar el efecto de la IPSGA con antisecretores sobre
la secrecion gastrica, el SBI y la TB en ratas con cirrosis.

Material y métodos: Ratas cirréticas (CCl,+fenobarbital) con o sin
ascitis y control se randomizaron para ser tratadas con una inyeccion
subcutdnea de placebo (2 ml.suero), ranitidina (100mg/kg) o pantopra-
zol (8mg/kg) durante 14 dias. En los dias uno y previo a la laparoto-
mia se realizé una ph-metrfa de dos horas. En la laparotomia se obtu-
vieron muestras de liquido ascitico, ganglios linfaticos mesentéricos,
higado, bazo, heces de fleon y liquido pleural para realizar cultivos.
Resultados: La mortalidad durante el estudio fue significativamen-
te superior en ratas cirrticas con ascitis respecto a ratas cirréticas
sin ascitis (p < 0,001) y ratas control (p < 0,01) pero no se observa-
ron en ningdn grupo diferencias entre ratas tratadas con placebo o
con antisecretores. La ranitidina y el pantoprazol aumentaron el pH
gdstrico respecto a las tratadas con placebo en todos los grupos (p <
0,001) La induccién de cirrosis aumenta de forma significativa la
incidencia de SBI respecto a las ratas control tratadas con placebo
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(0% vs 46%, p < 0,05). Los antisecretores no aumentaron significa-
tivamente la incidencia de SBI en ratas cirréticas siendo similar en
ratas con o sin ascitis (55%vs49%). Los antisecretores no modifica-
ron la incidencia de TB en ratas control ni en cirréticas sin ascitis,
pero aumentaron la TB en ratas con ascitis tratadas con ranitidina
(10/15, p < 0,05), pantoprazol (9/15, p = 0,07) o cualquier antisecre-
tor (19/30, p < 0,05) en comparacién con ratas con ascitis tratadas
con placebo (4/17) y sin ascitis tratadas con el mismo antisecretor
(p <0,05,p<0,05,p<0,01).

Conclusiéon: La IPSGA aumenta el pH en ratas control, cirréticas
con o sin ascitis. La induccién de cirrosis aumenta el SBI. Los anti-
secretores no producen un aumento adicional significativo del SBI
en ratas cirréticas, pero aumentan la incidencia de TB en ratas cirr6-
ticas con ascitis. El tratamiento antisecretor prolongado se deberia
evaluar estrictamente en pacientes cirréticos con ascitis.

INFECCION OCULTA POR VIRUS DE LA HEPATITIS B EN
DONANTES DE SANGRE: PERFIL SEROLOGICO Y
CARACTERIZACION MOLECULAR

S. Sauleda?®, N. Casamitjana?, M. Bes?, J.I. Esteban®, J. Guardia®,
L. Puig’y V. Vargas®

“Laboratorio Seguridad Transfusional; Banc de Sang i Teixits. "Servicio
de Medicina Interna-Hepatologia. Hospital General Universitario Vall
d’Hebron. Universidad Auténoma. Barcelona.

Introduccién: La infeccién oculta por virus de la hepatitis B (IOB)
definida como la presencia de DNA VHB en ausencia de HBsAg en
individuos con exposicién previa al VHB, puede tener importancia
en determinadas situaciones clinicas (ej: inmunodepresién). La im-
plementacién del cribado para DNA del virus de la hepatitis B
(DNA VHB) en donaciones de sangre ha puesto de manifiesto la
existencia de IOB entre la poblacion supuestamente sana.
Objetivos: Determinar la incidencia de IOB entre las donaciones de
sangre de Catalufia y caracterizar en los sujetos IOB su perfil sero-
16gico, molecular y de funcién hepatica.

Sujetos y métodos: Se han incluido en este estudio los donantes de
sangre con IOB identificados durante el cribado rutinario de las do-
naciones de sangre para DNA VHB entre Enero de 2006 y Septiem-
bre de 2007. Se defini6 IOB como la presencia d¢ DNA VHB en
ausencia de HBsAg y con anti-HBc total positivo (IgM negativo)
como prueba confirmatoria de exposicion pasada. Los donantes
1OB fueron seguidos al mes, segtin rutina de banco de sangre y, pre-
vio consentimiento, de forma trimestral para reevaluacion de carga
viral, genotipo VHB, serologia y pruebas de funcién hepatica.
Resultados: Entre Enero de 2006 y Septiembre de 2007, se cribaron
477.297 donaciones de sangre entre las cuales se identificaron 29 do-
nantes IOB, lo que representa una incidencia de 1 IOB por cada 16.500
donaciones. La mayorfa de los donantes IOB fueron varones (25/29;
86%) y la media de edad fue de 56 + 6 afios. Once (38%) de los sujetos
IOB fueron anti-HBs negativos, mientras que del resto, otros once pre-
sentaron niveles de anti-HBs superiores a 10 UI/L (entre 10 y 77,6
UI/L). Todos los donantes tenian niveles de ALT normales en el mo-
mento de la donacion (17,6 + 7 U/L) y la carga viral del VHB fue posi-
tiva aunque por debajo de rango dindmico (< 25 UI/mL). El genotipo
viral se pudo realizar en 9 sujetos, siendo genotipo VHB-A en dos do-
nantes y VHB-D en los otros 7. Se ha podido realizar el seguimiento en
23 de los 29 donantes identificados, con una mediana de seguimientos
de 69 dias (11 a 320 dias). En 4 donantes IOB, el DNA VHB se negati-
viz6 en algin momento del seguimiento, pero en la mayorfa (19/23;
83%) el DNA VHB continu6 detectable. Durante el seguimiento, en
ninguno de los 29 donantes se objetivaron cambios en los marcadores

hepdticos (niveles de transaminasas persistentemente normales) ni sero-
16gicos (HBsAg negativo; niveles similares de anti-HBs).
Conclusiones: La infeccién oculta por VHB no es infrecuente entre
los donantes de sangre. La mayoria de donantes IOB son varones y
infectados por genotipo VHB-D. A pesar de la baja carga viral, el
DNA VHB persiste positivo durante el seguimiento en la gran ma-
yoria de casos, aunque no se evidencia enfermedad hepética.

INFLUENCIA DEL POLIMORFISMO GENETICO DE GLUTATION S-
TRANSFERASA M1 Y T1EN LA SUSCEPTIBILIDAD A
DESARROLLAR HEPATOTOXICIDAD IDIOSINCRASICA (DILI)
M.I. Lucena?®, C. Martinez®, E. Ulzurrun?, E. Garcia-Martin®, J.
Agundez®, Y. Borraz?, S. Lopez-Ortega?, A. Ferndndez-
Castafier?, G. Peldez®, M. Romero-Gémez!, A. Madrazo', A.
Castiellag, R. Planas®, J. M. Navarro', J. Salmerén’, R.J. Andrade!
en representacion del Grupo de Estudio de las Hepatopatias
asociadas a medicamentos (GEHAM)

aServicio de Farmacologia Clinica, "Dept. Farmacologia, Facultad de
Medicina, Universidad de Extremadura, Badajoz; ‘Dep. Bioquimica y
Biologia Molecular y Genética, Facultad de Ciencias, Universidad de
Extremadura, Badajoz *Unidad de Hepatologia, H. Universitario
Virgen de la Victoria, Facultad de Medicina, Mdlaga. “Servicio Ap
Digestivo, H. Torrecdrdenas, Almeria; 'Servico de Ap Digestivo, H
Valme, Sevilla; ¢Servicio de Ap Digestivo, H Mendaro, Guipiizcoa;
hServicio de Ap Digestivo, H Germans Trias y Pujol, Badalona,
iServicio de Ap Digestivo, H Costa del Sol, Marbella, Mdlaga; 'Servicio
de Ap Digestivo, HU S Ceciclio, Granada.

Introduccion y objetivos: Las enzimas de Fase II, y en particular las
de conjugacion, juegan un papel crucial en los mecanismos de detoxifi-
cacion de farmacos y xenobioticos previniendo la unién de los metabo-
litos reactivos a las proteinas celulares. La actividad de las glutation-s-
transferasas (GSTs) T1 y M1 citosolicas es polimérfica debido a una
ausencia completa de los genes GSTT1 y GSTM1 que aparece en ho-
mocigosidad (genotipos nulos) en un 50% y un 25% de sujetos Cauca-
sicos, respectivamente. Los genotipos nulos de GST estan relacionados
con la susceptibilidad hacia muchos tipos de cancer, enfermedad hepa-
tica alcohdlica y hepatitis toxica por troglitazona y tacrina. Nuestro ob-
jetivo fue determinar si una reduccién determinada geneticamente en la
capacidad para detoxificar compuestos electrofilicos, que ocurre entre
los individuos con genotipos nulos de GST, puede jugar un papel en la
determinacién del riesgo de DILI y su curso clinico.

Métodos: Se recolectaron 154 pacientes (edad media 53 afios, 80
mujeres) con un diagnéstico de DILI segin la escala de CIOMS y
250 controles sanos ajustados por edad y sexo. El genotipado de
GSTT1 y GSTM1 se llevo a cabo en ADN genémico mediante am-
plificacién multiple.

Resultados: La tabla muestra la distribucion de los genotipos de
GSTT1 y GSTM1 de los pacientes y de los sujetos sanos. La fre-
cuencia del genotipo nulo combinado era significativamente supe-
rior en pacientes DILI (OR = 2,70; 95% CI = 1,45-5,03; Pc =
0,0034). La comparacién de variables demograficas, clinicas y pa-
rametros de laboratorio en los pacientes DILI clasificados por los
genotipos de GSTT1 y GSTM1 combinados, no mostré diferencias
en ninguna de las variables evaluadas entre grupos, excepto por la
presencia de un nimero significativamente mds alto de mujeres en
el genotipo nulo combinado (p < 0,01).

Conclusiones: La doble mutacién nula de GSTTI y GSTM1 podria
jugar un papel importante en la determinacion de la susceptibilidad a
desarrollar DILI, como un mecanismo que ocurre independientemen-
te del medicamento involucrado y predominantemente en mujeres.

GSTM1 GENOTYPE n(%) GSTT1 GENOTYPE n(%) Ne°. OF ACTIVE GENOTYPES n(%)
Null Active Null Active Two One None
Cases (154) 86 (55,8%) 68 (44,2%) 45 (29,2%) 109 (70,8%) 51 (33,1%) 75 (48,7%) 28 (18,2%)
Controls (250) 113 (45,2%) 137 (54,8%) 58 (23,2%) 192 (76,8%) 97 (38,8%) 134 (53,6%) 19 (7,6%)
Statistics O.RO 1,53 O.R.=1,37 O.R=0,78 O.R=0,82 O.R=078
95% C.I = 1,02-2,30 95% C.1=0,87-2,15 95% C.I1=0,51-1,19 95% C.I=1,02-0,63 95% C.I = 1,45-5.03
Pc = 0,085 Pc =0,394 Pc = 0,544 Pc =0,730 Pc = 0,003

Test for trend of null alleles Kruskal-Wallis H: 10,43, df =2, p = 0,005 *Pc after Bonferroni’s correction
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Sesion general 6

Moderadores: Agustin Albillos (Madrid) y Francisco Jorquera (Leodn)

VALORACION DE LA PERFUSION HEPATICA MEDIANTE
ECOGRAFIA CON MEDIO DE CONTRASTE: UN NUEVO METODO
OBJETIVO Y NO INVASIVO PARA EL ESTUDIO DE LA PERFUSION
HEPATICA EN PACIENTES CON CIRROSIS

P. Bellot?, C. Nicolau®, A. Berzigotti*®, J.C. Garcia-Pagéan?,
J.G. Abraldes?, R. Gilabert® y J. Bosch?

“Laboratorio de Hemodindmica Hepdtica, Liver Unit, Hospital Clinic i
Provincial, IDIBAPS y Ciberehd. "Centre de Diagnostic per I'Imatge,
Hospital Clinic i Provincial, IDIBAPS y Ciberehd, Barcelona, Esparia.

Introduccién: La cinética de reaparicién de microburbujas de me-
dio de contraste ecografico mediante ultrasonidos se ha utilizado
con éxito para valorar la perfusién miocdrdica y renal. Datos preli-
minares en individuos sanos sugieren que este método puede apli-
carse para estudiar la perfusién hepatica de forma no invasiva. Este
trabajo de investigacién se ha realizado para valorar esta posibili-
dad.

Métodos: En 52 pacientes con cirrosis hepdtica enviados a nues-
tro Centro para valorar el gradiente de presion venosa hepatica
(GPVH) se cuantificé la perfusion hepatica durante una infusién
i.v. continua de microburbujas (SonoVue®, 3 ml/min tras bolo de
0,5 ml). A los 95 segundos éstas se destruyeron y se examiné la
reperfusion (imaging arménico intermitente). La curva de reapa-
ricién de microburbujas se analiz6 en imagenes grabadas; la cur-
va se expresa matematicamente y = A(1-ePY), en la cual A es la
fraccién de volumen sanguineo y b la velocidad de las microbur-
bujas. La perfusion hepdtica en la regién analizada (perfusién re-
gional hepdtica, PRH) se calcula como A x . Durante el catete-
rismo de venas suprahepdticas se midieron el flujo sanguineo
hepéatico (FSH) (infusién de verde de indocianina-ICG), el
GPVH (catéter balén) y el gasto cardiaco (catéter de Swan-
Ganz).

Resultados: 26 pacientes tenian una cirrosis compensada, y 26
descompensada. La velocidad de reaparicién de las microbur-
bujas fue mds elevada en los pacientes con cirrosis que en los
sujetos sanos (f 0,38 = 0,20 vs 0,22 + 0,05, p = 0,015). La
PRH se correlacioné con el Child-Pugh score (R = 0,33, p =
0,01), y con sus componentes objetivos (albimina R = -0,35, p
= 0,01; bilirrubina R = 0,29, p = 0,03; tasa de protrombina R =
-0,34, p = 0,02). La PRH se correlacioné de forma directa con
el FSH (R = 0,52, p = 0,003), y de forma inversa con los indi-
ces de reserva funcional hepatica: extracciéon de ICG (R = -
0,54, p = 0,001) y aclaramiento hepdtico (R = -0,39, p =
0,027). Ademids, la PRH se correlacion6 con el sindrome hiper-
dindmico: gasto cardiaco (R = 0,36, p = 0,01), presién arterial
media (R =-0,43, p = 0,003), resistencia vascular sistémica (R
=-0,46, p = 0,003), y débilmente con el GPVH (R = 0,28, p =
0,05).

Conclusiones: La PRH se halla aumentada en los pacientes con
cirrosis hepdtica, y se correlaciona con el grado de insuficien-
cia hepdtica y con el estado hiperdindmico. Asimismo, la PRH
se correlaciona con el FSH y con la alteracién de la perfusién
hepdtica efectiva, expresada por el aclaramiento y el indice de
extraccion del ICG. Esto sugiere que en la cirrosis la PRH se
eleva por la presencia de shunts anatémicos o funcionales. La
determinacién de la PRH por ecografia con contraste puede
considerarse un nuevo método objetivo y no invasivo para eva-
luar la gravedad de la disfuncién hepdtica en pacientes con ci-
rrosis.

ALTERACION DE LAS UNIONES INTERCELULARES ESTRECHAS
(TIGHT JUNCTIONS) DE LOS HEPATOCITOS POR PROTEINAS DE
LA ENVUELTA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)

L. Benedicto?, F. Molina?, A. Maldonado?, J. Prieto®,

R. Moreno®, R. Aldabe®, M. Lépez* y P. Majano®

“Unidad de Biologia Molecular. Hospital Universitario de la Princesa.
CIBER-EHD, Madrid. *Division de Terapia Génica y Hepatologia.
Centro de Investigacion en Medicina Aplicada (CIMA), Pamplona.
“Unidad de Hepatologia, Hospital Universitario de la Princesa. CIBER-
EHD, Madrid.

Introduccién: En el higado las uniones estrechas entre las células
hepiticas (tight junctions/TJ) desempefian un papel determinante en
funciones como la formacién y secrecion de la bilis.

Objetivo: En este trabajo empleamos un sistema de replicacion in
vitro del VHC con objeto de determinar el efecto de este virus sobre
la estructura y funcionalidad de las TJ.

Materiales y métodos: La composicion, estructura y funcionalidad
de las TJ se analizé mediante Western blot, microscopia confocal y
ensayo de permeabilidad en la linea celular derivada de hepatoma
humano Huh-7 y en un panel de clones generados en este linea ce-
lular conteniendo un replicén genémico o subgenémico del VHC.
Resultados: Las proteinas asociadas a TJ occludina, claudina-1 y
Zonula Occludens protein-1 (ZO-1) desaparecieron de su localiza-
cién habitual en la zona de contacto intercelular en los clones con el
replicon gendmico, capaces de expresar todas las proteinas del
VHC, pero no asi en los subgendmicos que expresan inicamente las
proteinas virales no estructurales. Ademds pudimos observar una
acumulacién de la proteina ocludina en el reticulo endopldsmico de
estas células. La funcionalidad de las TJ también presentaba altera-
ciones en células con el replicon gendmico en comparacion a la li-
nea parental o a los clones subgendmicos. La eliminacion del virus
tras tratamiento con interferén-alfa provocé un restablecimiento de
la estructura y funcionalidad de las TJ. El analisis mediante micros-
copia confocal mostré que el actimulo en el reticulo endoplasmico
citopldsmico de ocludina co-localizaba con la proteina viral E2,
asociacion que también pudo confirmarse mediante experimentos
de co-inmunoprecipitacién. Finalmente, utilizando un modelo de in-
feccién con VHC pudimos observar como la infeccién con dicho vi-
rus provocé una acumulacién citoplasmatica de ocludina.
Conclusion: Estos resultados sugieren que las protefnas estructura-
les del VHC, muy posiblemente la proteina de la envuelta E2, pue-
den alterar las uniones intercelulares estrechas (TJ). Estos resulta-
dos podrian ayudar a explicar como se producen algunas de las
alteraciones asociadas a la infeccién por el VHC.

EVOLUCION CLINICA Y PRONOSTICO DE LA ASCITIS
NEUTROCITICA CON CULTIVO NEGATIVO (ANCN) Y LA
PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA (PBE)

N. Cafiete?, E. Erice®, 1. Cirera®, A. Bargallé®, R.M. Morillas®,
M. Garcia-Retortillo?, S. Coll?, F. Bory?, H. Masnou®,

M.D. Giménez?, R. Planas® y R. Sola®

Seccion de Hepatologia, Servicio Digestivo. Hospital del Mar. IMIM.
Barcelona.*Seccion de Hepatologia, Servicio Digestivo, Hospital
Germans Trias i Pujol, Badalona.

La infeccién del liquido ascitico incluye tanto la cldsica peritonitis
bacteriana espontanea (PBE), como la ascitis neutrocitica cultivo
negativo (ANCN). En el pasado, el significado clinico y el prondsti-
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co de la ANCN fue un punto controvertido, al ser considerada como
una consecuencia de la baja sensibilidad de los métodos de cultivo
utilizados, pero con un prondstico a corto y medio plazo similar a la
PBE.

Objetivo: Analizar la incidencia, el curso clinico y el prondstico de
la PBE y de la ANCN en un grupo de pacientes tras presentar su
primera descompensacion ascitica.

Pacientes y métodos: Un total de 263 pacientes cirréticos consecu-
tivos que presentaron la primera descompensacién ascitica entre
agosto de 1997 y diciembre de 2001 fueron seguidos de forma pros-
pectiva durante 41 + 3 meses. En todos los pacientes que presenta-
ron sintomas de infeccién y/o deterioro clinico se realizé andlisis
del liquido ascitico, que incluia recuento celular total y diferencial,
niveles de proteinas y cultivos microbiolégicos inoculando 10 mL
de liquido ascitico en botes de hemocultivo (BACTEC).
Resultados: Cincuenta y ocho pacientes desarrollaron 83 episodios
de infeccién del liquido ascitico (extrahospitalaria 72%). En 44 epi-
sodios (53%) el cultivo fue negativo (ACNC) y en 37 (47%) fue po-
sitivo (PBE). Al ingreso, los pacientes con ANCN presentaban una
funcién hepdtica y renal mejor que los pacientes con PBE, con ma-
yor tiempo de protrombina (62 vs 49%; p < 0,001) y albiimina (33 +
0,9 vs 29 + 0,9 g/L; p < 0,02), menor incidencia de encefalopatia
(18 vs 46%; p < 0,05), y menor puntuacion de Child-Pugh (8,9 +
0,3 vs 10,1 +£0,3; p<0,01) yde MELD (13,3 + 1,1 vs 189+ 1,2; p
< 0,001). EI recuento de PMN en liquido ascitico fue menor en el
grupo de ANCN que en el grupo de PBE (1256 + 252 vs 5513 =
1117 cells/mL; p < 0,001). La infeccién del liquido ascitico se re-
solvié de forma mds precoz en los pacientes con ANCN que en los
que presentaban PBE (4,2 + 0,3 vs 6,7 £ 0,9 dias; p < 0,01). Los pa-
cientes con ANCN presentaron una menor incidencia de insuficien-
cia renal inducida por la infeccién que los pacientes con PBE (18,2
vs 38,5%; p = 0,04). Aunque la mortalidad fue similar en ambos
grupos (27 vs 41%; NS), se observo una tendencia a presentar una
menor mortalidad acumulada al afio en el grupo de pacientes con
ANCN (57 vs 34%; p = 0,09).

Conclusion: La ANCN acontece principalmente en cirréticos con
una enfermedad hepatica menos evolucionada, y parece tener un
curso clinico y prondstico mejor que la PBE aunque contintda pre-
sentando una elevada mortalidad.

NIVEL, FENOTIPO Y ACTIVACION DE LAS CELULAS T )
REGULADORAS FOXP3+CD4+ EN PACIENTES CON INFECCION
POR LOS VIRUS DE LA HEPATITIS C Y/O VIH

N.I. Rallén, M. Lépez, J. Garcia-Samaniego, V. Soriano,

M. Romero, P. Labarga, P. Garcia-Gascd, S. Albertos y J.M. Benito

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

Las infecciones por VIH y VHC pueden alterar la poblacién de las
células T CD4+ reguladoras (Treg). Esta subpoblacién celular con-
tribuye a la persistencia viral inhibiendo la respuesta inmune espe-
cifica de células T.

Objetivo: Analizar el nivel, el fenotipo y el grado de activacién de
las células Treg en pacientes con infeccién por VHC y/o VIH.
Meétodos: Se estudiaron 91 pacientes: 20 controles, 20 VHC-/VIH+,
20 VHC+/VIH- y 31 VHC+/VIH+. Todos los pacientes VHC+ teni-
an ARN-VHC detectable. Las células Treg fueron definidas como
células T CD4+ que expresan Foxp3+. El nivel, fenotipo (basado en
la expresion de los marcadores CD25, CD45RA, CD27 y CD127) y
el grado de activacion (basado en la expresion del marcador CD38)
de estas células fueron analizados mediante citometria de flujo. Las
diferencias entre grupos se evaluaron utilizando pruebas estadisticas
no paramétricas.

Resultados: Las medias de linfocitos CD4 y ARN-VIH de los pa-
cientes VIH+ fueron de 486 + 267 células/ul y 2,6 = 1,4 log co-
pias/ml (67% con TARGA). El valor medio de ARN-VHC en los
pacientes VHC+ fue de 6,1 + 1,1 log Ul/ml. El nivel de las células
Treg fue significativamente mayor en los pacientes VIH+ (con y sin
coinfecciéon por VHC) que en los controles sanos y los pacientes
VHC+/VIH- (p = 0,01). Tanto en pacientes como en controles tini-
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camente el 50% de las células Treg expresaron CD25. El 95% de
las células Treg CD25+ tenian fenotipo CD45RA- CD127- en todos
los grupos, mientras que las células Treg CD25- fueron mas hetero-
géneas en términos de expresion de CD45RA y CDI127. Global-
mente, el 65% de las células Treg fueron CD45RA- CD27+ (subpo-
blacion memoria central), sin diferencias entre controles y
pacientes. Sin embargo, las células Treg naive (CD45RA+ CD27+)
fueron menos frecuentes en los pacientes que en los controles (p =
0,04). La activacién de células Treg fue mayor que la de células T
CD4+ totales en todos los grupos (p < 0,005) y mas elevada en los
pacientes VIH+, especialmente en la subpoblacién memoria central
(p < 0,0001). No se observaron diferencias entre los pacientes
VIH+/VHC- y los coinfectados VIH/VHC. En los pacientes VIH+
hubo una correlacién inversa y significativa entre la cifra de linfoci-
tos T CD4 y el nivel de las células Treg (rtho =-0,54; p < 0,0001).
Conclusiones: La infeccién por VIH, al contrario que la infeccién
por VHC, induce un incremento de las células Treg activadas. Se-
gun la expresién de CD25 se pueden definir dos subpoblaciones de
células Treg con un diferente perfil fenotipico. El nivel de células
reguladoras aumenta en paralelo a la disminucion de los linfocitos T
CD4+, lo que podria contribuir al curso acelerado de la enfermedad
hepdtica en los pacientes coinfectados.

TRAFICO CITOS(:)LICO-NUCLEAR DE ACIDOS BILIARES Y
COLOCALIZACION CON EL RECEPTOR NUCLEAR FXR EN
HEPATOCITOS DE RATA

R. Rosales, M.J. Monte, R.I.R. Macfas, A.G. Blazquez, P.
Martinez-Becerra, M.J. Martinez-Becerra, F. Gonzélez-San
Martin, M.A. Serrano y J.J.G. Marin

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

Antecedentes: Varios receptores nucleares (sobre todo el FXR), cu-
yos ligandos son los dcidos biliares, controlan la expresion de prote-
fnas (enzimas y transportadores) implicadas en la homeostasis de
estos esteroides 4cidos. Se ha sugerido que los acidos biliares alcan-
zan el nicleo de los hepatocitos tras su unién en el citosol a los re-
ceptores de glucocorticoides u otras proteinas citosdlicas.
Objetivos: Investigar los factores que determinan la entrada y salida
de los 4cidos biliares al nicleo de los hepatocitos y comprobar la in-
teraccion con el receptor nuclear FXR en el interior de esta organela.
Métodos/Resultados: Se incubaron hepatocitos de rata con deriva-
dos de acidos biliares sintetizados por conjugacion con fluoresceina
de 4cido glicocdlico, ursodesoxicélico o quenodesoxicdlico
(CGamF, UDCGamF o CDCGamF). Mediante microscopia confo-
cal se observé que estos compuestos no se distribufan de forma ho-
mogénea en el nicleo, sino que aparecian unidos o englobados en la
envuelta nuclear y, dentro del nicleo, concentrados en ciertas regio-
nes cuyo contenido en DNA era bajo. Por inmunocitoquimica se
comprobé que en esas regiones también se localizaba el FXR. Utili-
zando citometria de flujo y preparaciones de nicleos aislados de he-
patocitos de rata se comprobd que eran capaces de excluir FITC-
dextranos de elevado peso molecular, aunque cargaban
FITC-dextrano de 4 kDa = FITC > CGamF. Modificando el volu-
men de los nicleos en medios con diferentes concentraciones de sa-
carosa (0-250 mM) se observé una relacion lineal entre el volumen
nuclear y la carga de estos tres compuestos fluorescentes. El térmi-
no independiente de las rectas de regresioén, que probablemente sea
un reflejo de la unién inespecifica a la envuelta nuclear, fue similar
para todos ellos, pero se encontraron marcadas diferencias en las
pendientes (FITC > FITC-dextrano > CGamF). La carga nuclear de
CGamF, UDCGamF y FITC se redujo por la presencia de ATP en
el medio de incubacién. El eflujo de UDCGamF desde nicleos pre-
viamente cargados con este compuesto se estimul6 por la presencia
de ATP y por la ausencia de Ca** en el medio. Cuando se aislaron
las envueltas nucleares por digestion de los nicleos con
DNasa/RNasa, y se investigd por Western blot la presencia en ellas
de bombas exportadoras, se detectd la expresion en estas membra-
nas de proteinas ABC, como la MRP2. Los andlisis por microscopia
confocal con nicleos enteros confirmaron este hallazgo.
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Conclusion: Los 4cidos biliares pueden entrar en el niicleo por di-
fusién sin necesidad de ser trasportados por proteinas citosdlicas.
Esto permite su interaccién con receptores nucleares localizados en
el interior del nicleo de los hepatocitos, que pueden asi detectar los
niveles intracelulares de estos compuestos. Por otra parte la presen-
cia de un mecanismo ATP-dependiente en la envuelta nuclear favo-
rece la renovacién del contenido intranuclear de dcidos biliares.

CARACTERIZACION DE LAS VIAS DE SENALIZACION
INTRACELULAR MEDIADAS POR TGF-BETA DURANTE EL
PROCESO DE TRANSDIFERENCIACION DE LAS CELULAS
ESTRELLADAS HEPATICAS

L. Garcia Pozo*, M.E. Miquilena Colina*, T. Lozano
Rodriguez?, C. Rodriguez Juan®, L. Garcia Ruiz®, T. Diaz
Sanjuén®, J.A. Solis Herruzo® y C. Garcia Monzén*

Unidad de Investigacion (Laboratorio de Hepatologia Experimental)’,
Hospital Universitario Santa Cristina-CIBERehd; y Servicio de
Medicina Digestiva (Unidad Experimental)’, Hospital Universitario
Doce de Octubre-CIBERehd, Madrid.

Introduccién: El TGF- juega un papel clave en el proceso de
transdiferenciaciéon (TDF) de las células estrelladas hepaticas
(CEH) desde una CEH quiescente no fibrogénica a una CEH fibro-
génica o miofibroblasto (MFB), interaccionando con el receptor
tipo 11, el cual activa al receptor tipo I (ALK1 o ALKS) que fosfori-
la a un grupo de proteinas citopldsmicas, denominadas Smads, que
transmiten la sefial al nicleo activando la transcripcion genética. El
receptor ALK1 fosforila a Smad 1/5/8 y ALK5 a Smad2/3. Atin no
estd bien definida la cinética de las vias ALKI1/ALKS durante la
TDF de las CEH.

Objetivo: Caracterizar las vias de sefializacion intracelular media-
das por TGF-B durante el proceso de TDF de las CEH.

Métodos: Se obtuvieron CEH de rata por el método de perfusion
hepatica con Pronasa-colagenasa seguido por ultracentrifugacion en
un gradiente de Larcoll. Las CEH se cultivaron en medio DMEM
suplementado con un 10% de suero bovino fetal. Se determiné la
expresion de los receptores de TGF-f tipo I, I y III por citometria
de flujo y Western blot (WB). Los complejos fosforilados (p) Smad
1/5/8 y Smad2/3 se analizaron por WB. Los experimentos se reali-
zaron a diferentes tiempos del cultivo primario (2 y 9 dias) y tras la
1* (P1) y 3* (P3) tripsinizacién. El grado de activacién y la capaci-
dad fibrogénica de las CEH se determiné por WB cuantificando la
expresion de alfa-actina de musculo liso y del factor de crecimiento
del tejido conectivo, respectivamente.

Resultados: Los receptores I y II se expresaban de manera unifor-
me a lo largo de la TDF, mientras que el receptor tipo III, endogli-
na, se inducia progresivamente durante la TDF. El complejo pSmad
1/5/8 se detect6 intensamente en las CEH quiescentes (2 dias), dis-
minuyendo progresivamente hasta la fase de miofibroblasto (MFB).
Por el contrario, el complejo pSmad 2/3 se detectaba débilmente en
las CEH quiescentes, aumentando progresivamente hasta la fase de
MEFB. Un hecho interesante fue que el contenido de pSmad 2/3 au-

mentaba paralelamente con el grado de activacion y diferenciacion
fibrogénica de las CEH.

Conclusiones: Las vias de sefializacion ALK1/pSmadl/5/8 y
ALKS5/pSmad?2/3 presentan un perfil opuesto durante la TDF de las
CEH. La via TGF-B/ALKI predomina en las CEH quiescentes,
mientras que la via TGF-B/ALKS5 predomina en las CEH activadas
y en los MFB, lo que sugiere que la inhibicion o modulacién de esta
via de sefializacién bloquearia o disminuiria la capacidad fibrogéni-
ca de las CEH.

BENEFICIO CLINICO DEL TRATAMIENTO ANTIVIRAL EN
PACIENTES CON HEPATITIS C RECURRENTE TRAS EL
TRASPLANTE HEPATICO

A. Palau,>*, V. Aguilera'#, A. Rubin!, M. Prieto', J.M.
Ray6n®#, F. San Juan® y M. Berenguer"* 3

IServicio de Hepatogastroenterologia Hospital la Fe, Valencia. *Sevicio
de Hepatogastroenterologia Hospital General Castellon. *Servicio de
Anatomia Partoldgica, Hospital la Fe, Valencia. *Ciberehd. >Profesor
Asociado, Departamento de Medicina. Universidad de Valencia.
®Unidad de Cirugia y Trasplante Hepdtico, Hospital la Fe, Valencia.

El tratamiento con interferén pegilado (pegIFN) y ribavirina erradi-
ca la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) en un tercio de
los pacientes trasplantados hepaticos con hepatitis C recurrente. El
tratamiento no esta exento de efectos adversos que pueden ser gra-
ves.

Objetivos: Definir el beneficio a largo plazo del tratamiento antivi-
ral en la hepatitis C recurrente.

Métodos: 89 receptores de trasplante hepdtico (hombres 68,5%,
edad: 58 (39-73) afios; genotipo 1: 86,5%, tratados con IFN (n = 31)
o peglFN (n = 58) y ribavirina. La respuesta viroldgica sostenida
(RVS) se obtuvo en 37% (IFN 16% vs peg-IFN 48%; p = 0,03). Se
valor6 la supervivencia del paciente, la progresién a cirrosis y la
descompensacién clinica desde el inicio del tratamiento. La super-
vivencia de los pacientes tratados fue comparada con un grupo con-
trol de pacientes trasplantados en el mismo periodo con hepatitis C
recurrente no tratada.

Resultados: 18 pacientes murieron durante el seguimiento [3,3
afios (1 mes-7,3 afios)], 2/33 con RVS y 16/56 no respondedores
(NR) (p = 0,01). Las causas de muerte fueron: recurrencia de la he-
patitis C (56%), rechazo inducido por IFN (11%), ambas causas
(11%), otras causas (22%). La supervivencia a los 5 afios fue mayor
en los pacientes con RVS que en los NR (93% vs 69%, p = 0,032).
En pacientes sin cirrosis al inicio del tratamiento, la progresién a ci-
rrosis ocurrié con mayor frecuencia en los NR (27/42 vs 6/16; p =
0,06). El riesgo de descompensacion del injerto a los 5 afios fue ma-
yor en los NR (33% vs 16%; p = 0,04). La supervivencia fue mayor
en los pacientes tratados que en el grupo control (Supervivencia al
7° afio: 74% vs 62%; p = 0,04).

Conclusiones: La obtencion de la RVS tras el tratamiento antiviral
mejora la evolucién a largo plazo de los pacientes trasplantados he-
paticos con hepatitis C recurrente.
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