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Resumen

La cirrosis hepatica es la tercera causa de mortalidad en México, su
principal etiologia es la infeccion crdnica por virus de la hepatitis C y
se considera un problema de salud mundial que afecta a la poblacidén
econdmicamente activa. Actualmente no existen t{ratamientos
antifibroticos efectivos. El aspartato de adenosina tiene propiedades
antifibroticas en modelos experimentales de cirrosis. Se realizdé un
estudio clinico fase il para evaluar la eficacia de su administracién por
6 meses en humanos. Se han incluido 33 pacientes, se han eliminado
6 y han concluide el tratamiento 8 pacientes. Se observd una
disminucién significativa del nivel sérico de bilirrubina (p 0.02) y un
aumento no significativo de albimina y tiempo de protrombina. No
hubo cambio en los parametros energéticos iniciales y postratamiento.
Hubo mejoria histologica en ia mitad de las biopsias evaluables. No
hubo efectos adversos severos durante la administracion de aspartato
de adenosina. Este :féétudio aun esta en desarrollo y las conclusiones
estan pendientes a . evaluar el tamafio de muestra completo de
pacientes, sin embargo se considera gue un medicamento antifibrético
debe de administrarse 2 afios para tener efecto apreciable. Ei
aspartato de adenosina puede ser una buena alternativa terapéutica

en el tratamiento de la cirrosis hepética.



Abstract:

Hepatic cirrhosis is the third mortality cause in Mexico, hepatitis C virus
infection is the leading etiological factor and it is considered as a
worldwide health problem that impacts the most productive adult
population. Currently we are lacking available antifibrotic treatments.
Adenosine aspartate has antifibrotic propierties in experimental models
of cirrhosis. A phase Il clincial trial was designed to evaluate 6 month
clinical efficacy treatment in humans. At this moment 33 patients have
been included, 6 patients have been eliminated and 8 patients have
completed ireatment. A significant decline in the bilirrubin level was
observed (p 0.02) as well as a non-significant increase in albumin and
prothrombin time. There were no changes in the energy parameters
measured before and after treatment There was an histological
improvement in 50% of the evaluable hepatic biopsies. There was no
singificant adverse effects during adenosine aspartate administration.
This clinical trial is under progress and conclussions are pending since
all data is not aVaEIabIe at this time, however it is considered that to
fully evaluate an antifibrotic treatment it should be prescribed two years
at least. Adenosine aspartate may be an effective therapeutic

alternative in the treatment of hepatic cirrhosis.



INTRODUCCION

= Definicion y etiologia
La cirrosis hepatica es un proceso complejo que se define como un dafio cronico e
ireversibie del parénquima hepatico con formacion de fibrosis y nodulos de
regeneracién’. La fibrogénesis es el evento clave que conduce a una generacion
excesiva de tejido conectivo hepatico y esta activacion ha sido asociada con
progresion de la enfermedad hepatica a cirosis'®. La fibrosis hepatica, evento
reversible, es una ac_:umulacién excesiva de matriz extracelular en respuesta aun
dafio crénico en el cual no se han formado nédulos °. La stiologia de la cirrosis es
diversa, v entre las principales causas estan: el dafo viral, principaimente
asociado a la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC); toxica como la causada
por el consumo crénico de etanol o algunos medicamentos como metrotexate; la
causada por procesos autoinmunes dirigidos hacia el higado como la Cirrosis biliar

primaria, la colangitis esclerosante primaria o la hepatitis autoinmune’.

Otra causa es la asociada a procesos metabdlicos como la Diabetes mellitus, la
obesidad, la enfermedad de Wilson y otras enfermedades metabdlicas mas raras
como la tirosinemia; y finaimente la Cirrosis criptogénica, que se define como ia
cirosis en gue no se ha encontrado alguna de las causas anteriores de
enfermedad hepatica® Actualmente casi ninguna‘ cirrosis puede ser catalogada
como criptogénica, estando la mayoria de ese grupo en la esteatohepatitis no
alcoholica®. En el pasado parecia que la causa mas comun de cirrosis, hasta en el

50% de los casos, era el abuso de alcohol, en la actualidad un gran porcentaje de
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pacientes con cirrosis presentan dos o mas agresores al higado, lo mas comin es
la combinacién de VHC, alcohot e higado graso por obesidad®, finalmente cabe
recalcar que solamente 20% de las origenes se consideran por infeccion cronica
del virus de la hepatitis B®° enfermedades autoinmunes  del higado,

hemocromatosis, déficit de alfa-1-antitripsina y enfermedad de Wilson.

= Epidemiologia
La incidencia y prevalencia de la cirrosis son inciertas, porque la enfermedad es
clinicamente silente en la mayoria de los pacientes. La cirrosis es frecuentemente
descubierta solo post-mortem, en una revision la sensibilidad de diagnéstico ante-
mortem fue de solo el 60% y se espera que varios factores puedan aumentar la
prevalencia de la cirrosis en un futuro'. La enfermedad hepatica crénica fue
también una importante causa de hospitalizacion en un estudio realizado en
Estados Unidos de 1980 a 1989, vy aparece dentro de la primera lista de
diagnosticos de hospitalizacion, alli se reporta que 49.3% se consideraron
asociadas a consumo crénico de alcohol, 10.5% a hepatitis cronica y sélo 1.8% a

cirrosis biliar’.

La cirrosis hepética es una causa importante de mortalidad en muchos paises y se
considera que afecta a mas del 5% de la poblacion mundial, especialmente
adultos en su pericdo mas productivo de la vida. De 1980 a 1989 el indice de
muerte ajustado a la edad para enfermedad hepética cronica disminuy6 23%,
durante este periodo el indice para hombres en comparacion con mujeres fue 2

veces mayor y el indice para negros fue también mayor que en blancos®. En el



mismo ano la mortalidad para enfermedad hepatica cronica fue 46.1% asociada a
alcohol, 2.9% a hepatitis crénica, 1.556 a cirrosis biliar y 49.5% de ofras
condiciones inespecificas. En 1989 la enfermedad cronica del higado, incluyendo
la cirrosis representaban la 92 causa de muerte en USA®, se ha predicho que la
mortalidad de fa cirrosis incrementara en un 223% para el afio 2008 y 260% para
el 2028 debido principaimente a casos nuevos de infeccion por VHC que se han
detectando en décadas recientes™ . En México, segun el anuario estadistico de la
Secretaria de Salud del 2000 repoerta que la cirrosis hepatica representa ia tercera

causa de muerie con 5.8% de la mortalidad.

En ausencia de factores fibrogénicos, el virus podria ser una causa lenta de
cirrosis ya que de 20% a 30% de los pacientes infectados con VHC tienen riesgo
de desarrollar cirrosis en 17 afios aproximadamente, con riesgo ademés de cancer
hepatico y muerte''. La combinacion de alcohol y VHC es sinérgica en causar
dafic hepatico, la obesidad y el depdsito graso (esteatohepatitis no aicohdlica)
pueden llegar a causar también cirrosis hepética. En afos recientes, las causas de
cirrosis se han entendido mejor, en 1990 la obesidad fue concluyente como factor
potencial de progresion a cimosis. A pesar del avance en el conocimiento de la
enfermedad degenerativa hepatica que cursa con ﬁbrosis abundante y deterioro
de la funcién del érgano, no existe un tratamiento real que se pueda considerar
curativo para este padecimiento, no obstante se han empleado varias estrategias
terapéuticas para tratar de detener y revertir el proceso cirrtico. Se sigue
considerando a esta enfermedad como un cuadro de tipo irreversible que

paulatinamente progresa a la muerte del paciente.



= Clasificacion
Se han propuesto varias clasificaciones, la Organizacién Mundial de la Salud
sugiere dividir a la cirrosis por el tamafio de sus nodulos. En la cirrosis
micronodular, muchos nddulos son menores de 3mm de didmetro. En la cimosis
macronodular, muchos nédulos son mayores de 3 mm. La cirrosis mixta es
diagnostica cuando hay nodulos mayores 0 menores de 3 mm. Los limites de
3mm es arbitrario, y muchos nodulos en la cirrosis micronodular son menores de

1mm de diametro®.

Oftra clasificacion propuesta depende en la composicién de los nédulos y no en su
tamafio. Los nbdulos cirdticos monoacinares tienen un solo espacio porta,
mientras que los nédulos multiacinares contienen mas de un espacio portal. La
cirosis de tipo doble se diagnbstica cuando existen acinos de nodduios
monoacinares y muitiacinares, la diferencia funcional se refleja en el porcentaje de
venas hepaticas que se obliteran cuando casi todos as venas estan obliteradas

cada nédulo contiene un solo espacio porta 2.

v Historia Natural de la Enfermedad
La historia natural de la enfermedad se puede extender desde su inicio biolégico
hasta la recuperacidn y muerte, se puede dividir en etapas preclinica y clinica. La
cirrosis tiene un estado preclinico prolongado seguido del desarrolio de eventos
clinicos como la ascitis, el sangrado por vérices esofagicas, la encefalopatia

hepatica y con frecuencia el carcinoma hepatoceiular™. La muerte es el evento



final, que sigue generalmente a una etapa clinica mucho mas corta gue la etapa

preclinica.

La disfuncidon del parénguima es probablemente el factor determinante mas
importante del deterioro progresivo de la cirrosis. La hipertension portal es un
mecanisme gue contribuye al desarrollo de ascitis y encefalopatia y directamente
responsable del sangrado varicela y el riesgo de muerte™. Se han realizado varios
estudios de seguimiento en pacientes cirréticos. Una forma de identificar la
severidad de la enfermedad hepaética es calcu_lando el indice de Child Turcotte-
Pugh, que correlaciona con la sobrevida, cabe aclarar que este indice fue
desarroflado en un estudio para determinar los factores prondsticos en los
pacientes cirrticos que presentaban sangrados, sin embargo, en la practica
clinica se ha comprobado su eficiencia como indice prongstico de reserva

hepatica.

=  Tratamiento
En la actualidad las terapias para la fibrosis hepatica estan dirigidas al dafio
pimario y no a la respuesta fibrotica. Las terapias pueden ser realizadas
actualmente basadas en la patogénesis de la fibrosis hepéatica’’. Puntos
importantes incluyen

= Inhibicién o atenuacién de la act?vidad de celulas estelares

»  Neutralizacién de la actividad de citocinas

0



= Aumento de la degradacion de la matriz.

Los paradigmas de la activacion de las células estelares provee una importante
herramienta para definir sitios para la terapia antifibrética. Estos incluyen los
siguientes puntos:

1.Curar la enfermedad primaria para prevenir el dafo.

2.Reducir fa inflamacion o la respuesta del huésped para evitar estimular la
activacién de las células estelares.

3. Activacién directa de la inhibicion de las células estelares,

4 Neutralizacion de la respuesta proliferativa, fibrogénica, contracti yi/o
proinflamatoria de las células estelares

5. Aumento de la degradacién de la matriz extracelular, ya sea estimulando céluias
gue producen proteasas de la matriz, disminucion de sus inhibidores o por

administracién directa de las proteasas de la matriz'®.

La via mas efectiva para eliminar la fibrosis hepatica es el aclarar ia causa
primaria de la enfermedad hepatica. Estas incluyen abstinencia en la enfermedad
hepatica alcohdlica, remocion del exceso de hierro o cobre en hemocromatosis
genética precirtdtica o enfermedad de Wilson respectivamente, depuracién de
virus de hepatitis B y C en las hepatitis virales crénicas, erradicacién de
organismos en esquistosomiasis o descompresion én ias obstrucciones mecanicas
de los conductos biliares. Similammente la identificacién de los mecanismos
patogénicos que llevan a la cirrosis biliar primaria o0 a la colangitis esclerosante

primaria podrian conducir a la eliminacion del dafio a los conductos biliares y
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fibrosis periductular. Revertir la fibrosis hepatica relacionada a anastomosis
yeyundileal y la suspension del metrotexate podrian también prevenir la progresion
a la cirrosis. La reduccién de la fibrosis ha sido reportada en algunos pacientes
tratados con alfa interferon para virus hepatitis C, presumibiemente a fravés de su
efecto sobre la replicacién viral. Sin embargo el efecto benéfico es mayor si la
fibrosis es minima o estd ausente. De forma interesante este medicamento
también reduce la fibrosis en fibrosis biliar experimental, aumentando la posibiidad
de un mecanismo directo antifibrotico ademas de su efecto antiviral. Un numero
de agentes tienen una actividad antinflamatoria in vitro e in vivo la cual podria
eliminar él estimulo para la activacion de las céluias estelares'®. La prostaglandina
E reduce la necrosis en el dafio inducido por CCly en ratas’. Los
corticoesteroides han sido tambien utilizados por décadas para tratar varios tipos
de enfermedad hepatica. Esta aclividad es solamenie como agente
antiinflamatorio, sin tener un efecto directo sobre las células estelares. Esfuerzos
para neutralizar {as citocinas inflamatorias incluyen antagonistas de los receptores
de interleucina 1, los cuales han mostrado poca eficacia en ratas. Drogas como
fransilat y captopril, un inhibidor de la enzima convertidora de {a angiotensina,
tienen efecto antifibrotico atribuido a Ia reduccién los mastocitos y acumulacién de
eosinofilos. El Transilat podria fener también un efecto inhibitorio directo sobre ia
proliferacion de las células estelares y la fibrogéneéis. El Malotilate es un agente
antiinflamatorio experimental, aunque reduce fa fibrogénesis no ha demosirado un
beneficio en pruebas en humanos. Se ha usado interleucina 12 para modificar la
respuesta inmune del huésped en la esquistosomiasis, mas qué para tratar la

infeccion primaria.
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| El reducir la transformacion de células estelares en miofibroblastos activos es un
aspecto interesante en la respuesta de la fibrosis. La principal propiedad es el
reducir el estrés oxidativo, el cual es un importante estimulador para su activacion.
Antioxidantes, incluyendo alfa tocoferol (vitamina E) suprime la fibrogénesis en
algunos casos pero no en todos, limitandose las pruebas en humanos. La
Fosfatidilcolina, un ingrediente activo de Ia lecitina poliinsaturada, ha sido usada
para proteger contra la fibrosis y cirrosis, presumiblemente a través de su efecto
estabilizante de membrana. La Silamarina®, un componenete flavonoide natural
de la leche de Silybum mananum, ha mosirado un efecto como agente
antifibrotico, Sus funciones se han considerado como antioxidante y podria
disminuir el dafio hepético por citoproteccion e inhibicion de la funcién de las
celulas de Kupffer. Un solo estudio hecho en humanos cirrdticos ha reportado
mejoria en la sobrevida en pacientes cirdticos y aquellos con enfermedad en
estadio Child A, pero se requieren mas estudios para conocer su eficacia. Las
citocinas alfa interferon y factor estimulante de los hepatocitos podrian inhibir los
efectos sobre la activacién de las células estelares en modelos animales de
fibrosis. Un compuesto desarrollado como inhibidor de la sinfesis de la colagena
HOE 077, tiene un efecto sorprendente al adicionar marcadores de inhibicion
sobre la activacién de las células estelares en ratas. El Safironit ha sido utilizado
como inhibidor de la hidroxilasa de prolina. En la actualidad se estan realizando
esfuerzos para definir receptores de las células estelares con el deseo de

desarrollar antagonistas terapéuticos solubles.
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Avances significativos en la biologia de factores de crecimiento podrian beneficiar
el tratamiento de la fibrosis hepatica a través del desarrollo de antagonistas de las
citocinas y sus receptores. En particular, muchas citocinas proliferativas
incluyendo factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF)factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento transformante alfa
(TGF alfa) actGan a través de los receptores de la tirosincinasa. La simvastating,
un inhibidor de la HMG CoA reductasa, y la pentoxifilina, inhiben receptores de

PDGF los cuales elevan el AMP ciclico intracelular.

La inhibicién de la produccién de la matriz ha sido el blanco primario de muchas
terapias antifibroticas. Estas han sido dirigidas directamente al blogueo de la
sintesis de la matriz y su proceso o indirectamente por inhibicion de la actividad de
ia TGF B1, la mayor citosina fibrogenica. Inhibidores de la sinfesis de ia colagena
tal como el HOE 077, el cual biogue la enzima hidroxilasa de la prolina, estan
dentro de los agentes antifibroticos primarios estudiados en el higado, pero {os
exitos han sido pobres. La Colchicina, aclamada exitosamente en un tiempo por
su aparente eficacia en un pequefio grupo de pacientes, no ha podido ser
confirmada como antifibrético por sus resultados en otras investigaciones
publicados. Se presume que su mecanismo de accion fue inhibicion de la
secrecion de la colégena, pero esto no ha sido establecido. Antagonistas de TGF
B han sido ampliamente examinados por la la neutralizacion potente de la
citosinas, teniendo un efecto probablemente dual inhibiendo la produccién de la
matriz y acelerando su degradacion. El  Decorin, un proteogticano el cual

secussira TGFbeta ha mostrado una actividad en enfermedades renales
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experimentales, pero su eficacia no se ha reportado en la fibrosis hepatica. La
Relaxina, una hormona péptida natural, ha sido desarrollada como un agente para
disminuir la sintesis de la colagena y aumentar la degradacion de la matriz in vitro
e in vivo. Se ha probado su eficacia en la fibrosis pulmonar, pero no se ha
reportado en la enfermedad hepética. La endotelina 1 es un importante regulador
de la contraccion y la regulacién de! flujo sanguineo mediado por las células
estelares, por lo que antagonistas de la endotelina han sido estudiados como
agentes hipotensivos portales y antifibroticos. Bosentan, un antagonista de los
receptores Ay B de la endotelina, tiene una actividad antifibrética y reduce la
activacion de las células estelares en la fibrosis hepatica experimental, éste y otros

antagonistas de la endotelina estén en desarrollo farmaceéutico.

La utilidad potencial de retinoides (vitamina A) como terapia antifibrotica ha tenido
limitaciones por un insuficiente conocimiento acerca de su papel regulatorio en la
activacion de las células estelares y su toxicidad. Se han mostrado otros
progresos basados en la regulacion molecular de ia fibrosis. Grandes avances en
la terapia génica y receptores especificos tisulares parecen ser una terapia
benéfica para la fibrosis hepatica. Nuevos estudios sobre la regulacion del
crecimiento y apoptosis podrian tener implicaciones directas para las células
estelares durante el dafo hepatico. Adicionalmente, hay tremendo interés en
remedios antifibroicos naturales y de medicina tradicional, particularmente en
paises asiaticos™. Se considera que podrian surgir tratamientos prometedores de

estos esfuerzos de investigacion.
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La adenosina es un nucledsido que se forma en todas las células, su
concentracion oscila entre 0.1 a 1 micromolallitro®®. La adenosina presenta
variaciones circadianas en diversos tejidos como el higado, el cerebro, la sangre,

2223 ge le ha

el corazén y variaciones \ultradianas en sangre humana
considerado como hormona local (autacoide) que tiene una accién autocring,
paracrina y endocrina. Su actividad fisiolégica es muy variada, y con acciones
especificas en el sistema nervioso central, sistema cardiovascutar y modulando el
sistema inmunolégico y el metabolismo intermedio. Varias de sus acciones estan
mediadas por la interaccion de este compuesto con sus receptores especificos
(A1, A2a, AZb, A3) pudiendo penetrar al interior de la célula por medio de
transporte facilitado y formarse enddégenamente. Su metabolismo es muy activo y
fiene una vida media muy corta. En sangre se ha determinado que es de 0.6a1.5

segundas®™,

En el higado existen las enzimas encargadas de metabolizar la adenosina y es
especialmente activo este metabolismo. Lo cual constituye una ventaja importante
para el manejo de este compuesto en el caso de la presencia de problemas
hepaticos en los que habitualmente la capacidad funcional del higado y los
procesos de detoxificacion se ven muy afectados. De aqui que la presencia de una
sustancia faciimente metabolizante en el tejido hepatico no sobrecargara Ia
maquinaria metabdlica de desintoxificacion como pudiera suceder con algunas
ofras sustancias que requieren de participacion de mecanismos microsomaies de

desintoxificacion.

16



El andlogo de adenosina se creo con el fin de facilitar su accién farmacoldgica a
la dosis administrada agregando a adenosina original un poco de &cido aspértico
para formar la sal de aspartato de adenosina que de hecho permitié un aumento
de 10 veces la solubilidad de la adenosina original. Con este compuesto se mostro
modificacién de algunos parametros farmacocinéticos de su utilizacion como
principalemente al nivel de la deaminasa de adenosina que es la enzima que inicia
su degradacion, aumentando al doble ia velocidad maxima la constante de

Michaelis de la enzima para aspartato de adenosina como sustrato.

Como sustrato de estos cambios en la farmacocinética de la biodisponibilidad de
este compuesto se pudo reducir algunos efectos descritos para la adenosina con
una menor dosis (adenosina 200 mg vs. 50 mg de aspartato de adenosina) . La
adenosina es un nucleosido capaz de aumentar la carga energética de los
hepatocitos, efecto que puede estar involucrado en la regulacion de los flujos
metabolicos hepaticos. De hecho, la administracion de adenosina aumenta la
sintesis de glucdégeno e inhibe ia oxidacion de cidos grasos, en animales sujetos
promueve el estado de oxido-reduccion al aumentar la capacidad oxidativa
mitocondrial. Puede estar involucrado en la vasodilatacion y vasoconstriccion de
los vasos hepédticos, lo gque ha llevado a proponer a este compuesto como

regulador del flujo sanguineo en la arteria hepatica.

Se probd la adenosina en modelos con hepatotoxicidad aguda, inducida por Ia
administracion de etanol o tetraclocluro de carbono {CCH). En estos modelos la

“adenosina fue capaz de mantener el estado energético del hepatocito, disminuido
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por la accion de los téxicos y mantener el equilibrio de oxido-reduccién entre la
mitocondria y e! citoplasma, lo que resulto en la prevencidn de la necrosis celular e
infiltracion grasa del higado. En el caso del modelo de CCi4 se pudo demostrar un
efecto antilipoperoxidativo del nucleosido, al evitar ia fase de propagacion de la
generacion de radicales libres que induce durante el catabolismo oxidativo del
CCl4%4252627 ga han probado en modeios de experimentacion que el nucieosido
previene parcialmente la fibrosis inducida por el toxico, al inhibir en un 50% la
acumulacion de colagena en tejido hepatico efecto mediado por un aumento en la
actividad colagenolitica del higado la cual parece ser dependiente del estado de
oxido-reduccién celular y del estado energético del hepatocito. Estos efectos se
acompariaron de una mejoria de la funcion hepatica la cual se aproximé al rango
de los animales controles®® %332 Mas recientemente se ha encontrado que la
adenosina es capaz de revertir en mas de un 70% de la cirosis previamente
establecida por la administracion de CCl4. Estos efectos pueden estar
relacionados al aumentar la actividad de la colagenasa hepatica asi como
estimular el potencial profiferativo de la célula hepatica en el érgano cimético™. En
circunstancias desfavorables como ia hipoxia, isquemia o inflamacién, hay una
degradacion masiva de trifosfato de adenosina el cual aumenta su concentracion
intracelular. Actualmente se menciona que estas altas concentraciones
encontradas durante estos eventos, se han visto relacionados como un potente
agente antiinflamatoric in Vitro & in vivo actuando a través de receptores de

membrana>*
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METODOLOGIA

Se disefié un Ensayo Clinico Fase Il Evaluacion terapéutica en enfermos con el
aspecto de control de complicaciones y con la meta de disminuir la progresién de
la cirrosis y por ende sus complicaciones como son el sangrado por hipertension
portal y la ascitis con un disefio: en paralelo de dos grupos, con un numero de
muestra caiculado a 30 sujetos por grupo. El grupo de pruebha es aguel al que se
le proporciona el aspartato de adenosina y el grupo control son 30 sujetas sin

tratamiento antifibrético.

Se eligieron 30 pacientes con diagnostico de cirrosis hepatica de cualquier
etiologia de forma aleatoria en la consuta Externa del Servicio de
Gastroenterologia del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE que

cumplieran con los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:

v Pacientes adultos de sexo masculino o femenino, mayores de 18
afos de edad que acepten parlicipar en el estudio, previa
autorizacion por carta de consentimiento informado, portadores de
cirrosis hepatica de cualquier etiologia.

= Con o sin ascifis.

» Pacientes cirréticos con hipertension portal, que no hayan

presentado hemorragia digestiva secundaria a hipertension portal o
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con un solo episodio de hemorragia digestiva secundaria a

hipertension portal.

Criterios de exclusion:

Pacientes que presenten una o mas de las siguientes condiciones:

Diabetes mellitus insulino-dependiente.

Hepatocarcinoma.

HIV.

Enfermedad psiquiatrica.

Alteracion renal intrinseca (glomerulopatia) o funcional (sindrome
hepato-renal) o gue tengan creatinina sérica mayor de 1.5 mg/dl.
Evidencia de uso de drogas intrévenosas o etanol.

Infeccion sistémica.

Descompensacion hemodinamica secundaria a hemorragia de tubo
digestivo alto.

Crisis convuisivas.

Asma.

Sindrome det Seno Enfermo o Bloqueo Auriculo-Ventricular de
segundo grado.

Tratamiento actual con dipiridamol.

Se tienen los siguientes criterios de eliminacion:

Pacientes que presenten:

E

Efectos adversos serio durante el desarrollo del estudio.
Evento de hemorragia de tubo digestivo alto secundario a

Hipertension portal a partir del inicio de tratamiento.
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s Fallecimiento.

B Falta de cumplimiento del tratamiento o citas de seguimiento

A todos los pacientes participantes en el estudio se les realiza una visita de pre-
escrutinio donde se valoraran para su inclusion. En la visita de escrutinio se
revisaran los estudios iniciales bioquimicos de funcidon hepética completa,
biometria hematica, quimica sanguinea con electrolitos, acido Urico sérico,
recoleccion de orina de 24 horas para determinacion de creatinina y sodio urinario,
electrocardiograma y teleradiografia de torax. Se citaran para la primera visita
donde se firmard el consentimiento informado y donde se les tomard sangre
completa de vena periférica para cuantificacion de ADP, ATP, AMP, fosfato
inorgénico, carga energética y potencial de fosforilacion, asi mismo se solicitard

ultrasonido doppler de sistema portal.

Sf en este momento del estudio el paciente no cuenta con biopsia hepdtica, se
programara (por puncién a ciegas, guiada por TAC o por via transyugular guiada
por fluoroscopia dependiendo del estado clinico del paciente) para la evaluacion
inicial de histopatologia y determinar grado de Fibrosis. Se iniciara tratamiento
con 760 mg de aspartato de adenosina via oral dividido en 3 dosis (una dosis cada
8 horas) y se solicitard al paciente vigile todos los sintomas que aparezcan

mientras esté tomando el tratamiento.
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La segunda visita (primera de seguimiento) serd a las 2 semanas del inicio del
tratamiento. Posteriormente se citaran cada mes hasta completar 6 meses de

fratamiento (visitas 3,4,5, 8, 7 y 8).

En la Udlima visita se tomaran nuevamente parametros energéticos y se
programara la segunda biopsia hepatica. Se realizard una ditima visita con el

paciente para informar al sujeto de investigacion los resultados de sus estudios.

El medicamento del estudio, aspartato de adenosina (A-6-ARP) es proporcionado
por la Dra. Chagoya del Laboratorio de Biologia Celular del institufo de Fisiologia
Celular de la UNAM en capsulas contenidas en frascos marcados con su

contenido, sin costo para el paciente ni el ISSSTE.

Al grupo confrol, compuesto de 30 pacientes con cirrosis hepatica de cualquier
etiologia, pareados por edad (con diferencia de dos afios) sexo y Clasificacion de
Child Pugh, se les continuara su tratamiento acostumbrado. Se les tomara control
de los indices bioquimicos, pruebas de parametros energéticos y un ultrasonido

doppler de control a los 8 meses del inicio de la vigilancia.

Se considera efecto adverso a cualquier alteracidon clinica o de laboratorio
indeseable que le ocurra al paciente cuando se le administre un medicamento se

le implante un dispositivo, este o no relacionado con el medicamento. Por lo tanto
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puede ser cualquier signo desfavorable o no intencional, incluyendo por gjemplo:

anomalias bioguimicas, signos o sintomas mientras se encuentre en ftratamiento.

l.os EA se evaluaran de acuerdo a su intensidad segln la escala para evaluacion
de la toxicidad de la OMS. Cuando se identifigue algin EA bioguimico este
resultado se confirmara repitiendo la prueba de laboratorio dentro de los cinco dias
de obtenido el valor anormal. Los EA generaimente se controlan al disminuir la
dosis, pero en casos gue se ponga en riesgo la integridad del paciente se
suspendera el tratamiento.

Efectos Adversos grado 1. no se requiere ajustar dosis.

Efectos Adversos grado 2: se evaluara al paciente de forma mas frecuente hasta
que remita et evento.

Efectos Adversos grado 3: se reducira la dosis un 50% hasta que llegue a una
intensidad grado 1.

Efectos Adversos grado 4. sé define como cualguier evento que amenace la vida o
que sea fatal, que produzca incapacidad permanente o amerite la hospitalizacion
del paciente o que produzca toxicidad terminal en un drgano. Si se presenta se

suspendera el tfratamiento de forma inmediata.

Tabla de Reduccién de dosis de acuerdo a parametros bioquimicos

_ Suspension permanente del fratamiento

Creafinina > 1.5 veces del limite superior normal (LSN)
Acido arico > 1.5 veces del limite superior normal
ALT/AST 2 veces el valor basal y >10 x LSN
Bilimubina direcla >2.5 veces el valor inicial
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La adenosina tiene una semi-desintegracion biologica extremadamente breve y
sus efectos pueden durar hasta 30 minutos. Enire los efectos indeseables
reportados durante la administracién intravenocsa, l0s cuales son de breve
duracion, estan la cefalea, dolor toracico, bochomos, inhibicién sinusoidal o nodal

excesiva o precipitar disnea en pacientes asmaticos.
EVALUACION ESTADISTICA

Se realizara estadistica descriptiva e inferencial. Se emplearan tablas de
contingencia y se calcularan medidas de tendencia central y de dispersién. La
informacién obtenida se presentara en tablas de contingencia y graficas de barras,
segln sea apropiado. Se usaran técnicas de estadistica no parametrica para un
anélisis interino a la mitad del estudio, que estan especificadas mas adelante. Al
conciuir el estudio se analizara la informacion con pruebas paramétricas y no
parametricas, y se harad un analisis multivariado para determinar las variables

predictoras de respuesta al fratamiento.

Se proponen las siguientes variables del estudio:
Variables:
Independientes:
Cualitativas: Nominales: sexo
Ordinales: Clasificacion de Child-Pugh.

Cuantitativas: Edad (afios)
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Dependientes: Cuantitativas continuas:

Evaluacién de ia respuesta:
Mejoria biogquimica:
Mediciones de pruebas de funcionamientos hepatico:
= Albumina sérica (g/dl)
n Téempo de protrombina (segundos)
= Bilirrubina total y directa (mg/dl)
= Aminotransferasas (Alaninoaminotranfersa y
aspartatoaminotranferasa)( Ut/mi)
= Fosfatasa Alcalina (Ui/mi)
= Deshidrogenasa Lactica (Ul/ml)
=  Biomeiria hematica completa (hemogiobina: g/dl, numero total de
leucocitos y plaquetas)
= Medicidn de Sodio Urnario en orina de 24 horas y depuracion de
creatinina. (mg/dl)
= Acido Grico sérico (mg/di)
Mejoria histoldgica:
= Se evaluara con biopsia de control a los 6 meses del tratamiento. Se
evaluara con la escala de Knodell (ver énexo)
Mejoria de flujos portales:
= Se evaluara con ultrasonido doppler seriado (inicio y fin de
tratamiento) (en cm/seq)

Mejoria del estado energético:
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Estas pruebas se realizaran al inicio y al final del tratamiento.
= Cuantificacién de ATP por el medio de Lampretch y Trautschold.
»«  Cuantificacién de ADP y AMP por el método de Adaﬁ.
* Cuantificacion de fosfato inorganico por método de Grindey y Nichol.
= Parametros energéticos: carga energética y potencial de fosforilacion

calculados por el método de Atkinson y Stubbs.

Con fines de este reporte preliminar se emplearan las siguientes técnicas de
analisis estadistica no paramétrica porque la distribucion de los casos no sigue
una distribucién normal io cual puede alterar los resultados. Ademas asi se evita
violar las condiciones que se requieren para aplicar una prueba paramétrica.
= Prueba binomial para comparar las caracteristicas del grupo.
=  Prueba de rangos asignados de Wilcoxon empleada para comparar los
cambios de una muestra medida 2 veces: esla prueba tiene las ventajas de
gue se ajusta a tamarnios de muestra pequeiios. Ademas de que su potencia
comparada con la prueba de t es del 95.5% ain en muestras pequefias.

= Prueba T pareada.
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RESULTADOS

Desde el inicio del estudio (julio 2001} hasta la fecha (septiembre 2002) se han
tamizado 53 pacientes de los cuales se han incluide 33 pacientes. Nueve
pacientes tuvieron criterios de exclusién en la visita de escrutinio. Hay 11

pacientes en espera de valoracion.

De los 33 pacientes que han sido inciuidos al estudio, ocho pacientes han
concluido el tratamiento, de estos 3 pacientes fueron eliminados por falta de la
segunda biopsia en dos casos y un caso de muestra insuficiente. Ademas se han
eliminado 3 pacientes mas (total 6 pacientes eliminados) por las siguientes
causas:

= | No acudieron a visitas de seguimiento: 2 pacientes

« Ingesta de bebidas alcohdlicas: 1 paciente.

Las caracteristicas de los pacientes incluidos fue la siguiente: la edad promedio en
general .es de 48.5 afios aunque es ligeramente menor en hombres, sin que la
diferencia sea estadisticamente significativa. La distribucion de la etiologia de la
cirrosis fue: 57.5% por hepatitis C, 24.2% por enfermedades autoinmunes del
higado, 12.1% por alcoholismo, y 6% de cirrosis criptogénica. Cabe hacer notar
que si existe una diferencia de esta distribucion entre el género femenino y el
masculino, pues aunque en [0s dos géneros la causa mas comun es la hepatitis C,
no existen casos de autoinmunidad en hombres ni de alcoholismo en mujeres.

Ademas nueve pacienies presentan obesidad, tres pacientes son diabéticos, tres
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pacientes fienen hipofiroidismo, un paciente cursa con artritis reumatoide

seronegativa y un paciente con vitiligo.

En este reporte preliminar se evalla la informacion bioquimica obtenida de los
pacientes que han completado el fratamiento (diez pacientes). Ademas se
informan los cambios histopaioiégicos observados en las biopsias iniciales
comparandolos con las biopsias finales {cuatro pacientes) y los eventos adversos

de todos los pacientes incluidos en el grupo de tratamiento.

Como se puede observar en la tabla 2, el parametro que mostré un cambio
significativo fue la concentracidén sérica de bilirrubina, que tuvo un descenso
importante. L.a albumina presentd un incremento, aungue no fue significativo, Io
mismo que el ttempo de profrombina. Los niveles de ALT no tuvieron cambios
significativos en los pacientes. El puntaje de la Clasificacién de Child también
mostrd un descenso, lo cual implica una mejoria en el prondstico de los pacientes,

sin embargo el cambio es pequenio.

No se puede hacer un analisis sobre los cambios en las mediciones de
velocidades en los flujos esplacnicos pues a pesar de que los estudios se
realizaron, no se reportaron los resultados y los estudios no se encuentran en e

archivo del Servicio de Radiologia.

Los valores de los parametros energéticos no mostraron un cambio significativos

al comparar los valores pretratamiento y postratamiento. Se emplearon dos
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técnicas de analisis estadistico. Primero se hizo la prueba T pareada y como se
muestra en la tabla 3, solo los valores de betahidroxibutarato y ADP muestran una
tendencia a ser significativos. Por el pequefio nimero de muestra se decidio
utitizar también la prueba de Wilcoxon y los valores de significancia fueron
similares (datos no mostrados), a excepcion de los valores de betahidroxibutarato

donde se encuentra una diferencia significtiva {p 0.04).

Entre los efeclos adversos probablemente relacionados al medicamento
encontramos elevacién temporal (un mes aproximadamente) del nivel sérico del
acido Urico en 9% de los pacientes, el cual revirtié al disminuir la dosis al 50% sin
requerir de otra medida terapéutica. 45% de los pacientes presentaron mareo en
los primeros dias del fratamiento, aunque dos de los pacientes (13%) tenian otras
patologias agregadas (rinosinusitis e hipertension arierial sistemica) que pudieron
explicar este sintoma. Cuatro pacientes (26%) refirieron que ya presentaban
mareo previo al inicio del tratamiento. Este mareo desaparecié espontaneamente.
9% de los pacientes presentaron rash cutaneo el cual también desaparecié al
disminuir la dosis. 9% presentaron cefalea ocasional al inicio del tratamiento.
Efectos adversos no relacionados al fratamiento fueron: infeccion de vias urinarias
(18% de los pacientes tuvieron 1 evento), rinosinusitis (3%) absceso hepatico
pidbgeno postcolecistectomia (3%) un episodic de subociusion intestinal por
adherencias (3%), encefalopatia hepatica (6%), infeccidn cervicovaginal (3%).
Ninguno de los evenios adversos previamenie mencionados requirieron

suspensién del medicamento.
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Hasta el momento se pudieron valorar los cambios histopatoldgicos solamente en
cuatro pacientes. Como se puede notar existe disminucion de las bandas de
fibrosis en dos pacientes (respondedores histoldgicamente), mientras que los oiros
dos casos (no respondedores) no presentaron disminucion pero tampoco hubo un
aumento de las mismas. En los mismos casos que disminuyd la fibrosis hubo
descenso en la inflamacion portal y periportal, la necrosis y la degeneracion
lobular. En los pacientes que no tuvieron cambio en la fibrosis no hubo cambiocs en

la cantidad de inflamacién ni de necrosis, solo ligero aumento de la regeneracion.

En conclusion: ias pruebas de la funcion excretora del higado muestran un cambio
significativo mientras que las pruebas de funcién sintética tienden a mejorar, sin
que este efecto sea significativo, como en el caso del tiempo de protrombina v la
albimina. Los parametros energéticos no mostraron cambios significativos.
Clinicamente los pacientes no muestran deterioro y los efectos adversos
relacionados al medicamento que se reportaron no fueron severos y en general se
toleraron y desaparecieron espontaneamente. Los cambios histopatoldgicos
evaiuables no muestran avance en la escala de fibrosis e inflamacion, e inclusive
la mitad de las muesiras revelan mejoria, aunque son muy pocos casos paré

poder sostener este Ultimo punto.



DISCUSION

Es muy importante mencionar que en este estudio la poblacién de cirréticos se
compone principalmente de mujeres en contraste con lo reportado en la fiteratura’.
Asi mismo se advierte que la causa mas prevalente de cirrosis es la infeccion por
virus de la Hepatlitis C. No encontramos ningun caso de cirrosis por alcoholismo
entre las mujeres de esta investigacion, pero esto es probablemente debido a que
como nuestro hospital es un centro de tercer nivel, se refieren pocos casos de esta
etiologia. Ademas es importante destacar que la prevalencia de hepatitis C en
hombres y mujeres en este grupo fue similar, no asi la enfermedad autoinmune,
donde el 100% de la poblacién se compone de mujeres. Otro hallazgo es que
encontramos obesidad en 27% de los pacientes y Diabetes meliitus tipo I en 8%
que son padecimientos que puaden contribuir a un dafio hepético mixto, io cual es

similar a lo que se reporta en otfras poblaciones.

Dentro de los hallazgos bioguimicos claramente perceptibles, es una disminucion
de los niveles de bilirrubina sérica significativa. Este efecto esta mediado a traves
de la accion de la adenosina en la secrecion de acidos biliares. Se conoce que la
adenosina actda como un potente estimulante de la secrecion de liguidos y
electrolitos en colon y vesicula biliar, conductos pancreaticos y biliares. En general
las bases celulares de secrecién refiejan un aumento estimulando los receptores
en la permeabilidad de la membrana apical y el flujo de cioro dentro def lumen®.
Asi mismo el ATP aumenta el transporte de cloro del epitelio basolateral al apical.

Experimentos han demostrado gue existen receptores purinérgicos encontrados

36



en el epitefio apical de las ceélulas secretoras y que la bilis contiene suficiente ATP
para activar estos receptores. Otro mecanismo involucrado en la secrecion de
acidos biliares a través de la membrana canalicular son los sistemas de transporte
dependiente de ATP unidireccionales. Estos sistemas son transportadores de
membrana que pertenecen a la superfamilia de transportadores ABC como la

glicoproteina P*.

Otro hallazgo importante es un aumento ligero en el nivel de albdmina sérica y una
mejoria en el tiempo de protrombina, aungue el cambio no fue significativo para
ninguno de estos parametros. Estos parametros se consideran una prueba de ia
funcion sintética hepatica, y se puede inferir un efecto del aspértato de adenosina
en el hepatocito, ya que se ha demostrédo en modelos experimentales su relacién
a la sintesis de alblmina, este efecto se ha latribuido a una disminucién de la
necrosis celular. Es conocido que los receptores de adenosina juegan un papel
moedulatorio en la respuesta inflamatoria y existe evidencia que la adenosina y sus
analogos pueden ser utilizados en el tratamiento de enfermedades inflamatorias
severas tales como Artritis y Asma® El factor de Necrosis Tumoral Alfa es
inhibido al nivel de la trascripcion, particularmente los niveles estables de RNA
mensajero, de forma predominante por la accion de los receptores de adenosina
Az. Otro mecanismo importante para la accion anﬁinﬂamatoﬁa es la regulacién de
la produccién de la Interfdeucina-10 (IL-10)**. Es de mencionar que en un caso de
los pacientes de este grupo, con Hepatitis Autoinmune y Artritis Reumatoide,
presentd una mejoria clinica importante en su sintomatologia articular, que puede

estar inducida por esta via de regulacion.
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Los valores de las pruebas energéticas no mostraron ningin cambio significativo,
esto puéde ser debido a que el tamafio de muestra es muy pequefio aun ya que
hasta la fecha de realizacion de este reporte solo se tienen la informacion de las
mediciones de parametros de 6 pacientes. Ademas ain no se tienen los
resuitados de los niveles de prolina e hidroxiprolina para poder interpretar los

resultados en la fibrogénesis.

El efecto sobre la fibrosis hepética observado por histopatologia también puede
estar mediado parcialmente por el efecto de la adenosina en la disminucion del
TNF-o, que es uno de los factores que contribuye a la activacion de las celulares
estelares y disminuye su produccion de metaloproteinasas que son ias enzimas

encargadas de la disolucién de la colagena™,

Se considera que para evaluar ef efecto de una sustancia como antifibrético en la
cirrosis debe darse al menos dos afios de tratamiento, ya que se ha comprobado
que un tiempo menor de tratamiento no es efectivo, por lo que consideramos que
seis meses no son suficientes para notar un cambio significativo en la cirrosis, sin
embargo a seis meses de tratamiento se pudo notar un resultado del aspartato de
adenosina en este grupo de pacientes, por lo que seria conveniente que este
estudio se extendiera a dos anos, ya que el medicamento no tiene eventos

severos a seis meses de tratamiento y su administracion parece ser segura.
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La cirrosis es un padecimiento que se considera una prioridad en salud ptiblica a
nivel mundial y cabo sefalar que afecta a la poblacion en su etapa
econémicamente activa', siendo la tercera causa de mortalidad en este segmento
de la /pob!acién y que ademas sus complicaciones representan costo importante a
los sistemas de salud. Es por eso importante el desarrollo de farmacos

antifibroticos que representan una altemativa al Unico tratamiento efectivo que es

el trasplante hepatico.
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CONCLUSIONES

La poblacion de ciréticos en nuestro hospital esta compuesta principaimente de
mujeres y la etiologia mas frecuente es la infeccién cronica por virus de Hepatitis
- C. La edad promedio de estos pacientes es 48.5 afos, gue los coloca en el

segmento de la poblacion econdmicamente activa.

La administracién de aspartato de adenosina se asocia a una disminucion
significativa del nivel sérico de la bilimubina. Ademas hay un aumento de la
concentracion sérica de albumina y mejoria del tiempo de protrombina, sin que

estas cifras sean estadisticamente significativas.

No se encontré un cambio en los parametros energéticos con la administracion de

aspartato de adenosina por 6 meses.
En ia mitad de los pacientes que han terminado el fratamiento de 6 meses y tienen
2 biopsias hepaticas se encontré disminucion de la fibrosis y la inflamacién del

parénquima hepatico.

No se presentaron efectos adversos serios relacionados a la administracion de

éspartato de adenosina.
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El ttempo de administracion de aspartato de adenosina es subdptimo, ya gue se
considera que para poder tener un efecto antifibrético se requiere de al menos 2

afios de administracion.
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Tabla 1: caracteristicas de los pacientes agrupados por género,

Género femenino

Género masculing Significancia

Ntmero de pacientes  /8-7% 21.3% 0.014
(26/33) (7733)

Edad 49 9 afnos 43.5 afos

Child A 61.5% 71.4% 0.105
(16/26) (517)

Child B 30.7% 14.3% 0.035
(8/286) 17

Child C 7.8% 14.3% 0.688
(2/26) (7

Hepatitis C 61.5% 42 8% 0.011
(16/26) (3/7)

Autoinmunidad 30.7% 0 0.004
8126

Alcoholismo 0 57 2% 0.008

(4/7)

Criptogénica 7.8% 0 0.062

(2/26)
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Tabla 2: Comparacién de valores en pruebas bioquimicas
ai inicio y final del tratamiento

Parametroe Inicial Final Diferencia Porcentaje significancia
de cambio

Albimina 3.41 . 3.46 +.24 4.15%  0.21

Bilirrubina 2.34 1.89 -0.53 -8.9% 0.02

ALT 67.4 87.8 19.6 30% 0.27

TP 84.6% 86.2% 1.6% 3.3% 0.34

Child 7 6 175 -11.6% 0.60
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Tabla 3: Comparacion de los parametros energéticos

antes y después del tratamiento

Parametro Valor Valor
pretratamiento posiratamiento
Promedio + SD  Promedio + SD

significancia

5 nuclectidasa 3.34+£1.07 291+1.08
Lactato 4.89 + 2.60 3.00+179
Piruvato 0.42 + 0.21 0.42 + Q.17
Betahidroxibutirato  0.99 + 1.17 0.19+ 0.21
ATP 037+ 005 043+ 008
ADP 0.028 + 0.011 ¢.041 £ 0.011
AMP 0.025 + 017 0.032 + 0.021

0.62
0.29
3.99
0.13
0.24
0.16
0.30

SD: desviacion estandar
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Tabla 4: Cambios entre jos respondedores y no respondedores de los

parametros histopatologicos.

Respuesta

Sin respuesta

Fibrosis

Inflamacién portal

- Inflamacion periportal

Necrosis portal

Degeneracion lobular

Regeneracién

Disminucion de espesor de
bandas y colagenizacion

Disminucion en el numerc
de linfocitos, histiocitos y
células plasmaticas

Disminucién de ia
inflamacion periportal

Ligera disminucion
(menos del 50%)

Ligera disminucion
{menos det 50%)

Ligera disminucidn
{menos del 50%)

Aumento del espesor de
las bandas, sin cambios
en colagenizacion

Sin cambio en el numero
de linfocitos, histiocitos y
células plasmaticas

Sin  cambio en Ila
inflamacion periportal

Sin cambio

Sin cambio

Ligero aumento
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