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. INTRODUCCION

1. DETERIORO VASCULAR EN LA CIRROSIS

Desde el punto de vista fisiopatologico, la cirrosis deberia considerarse como una
enfermedad sistémica y vascular porque, en el curso natural de una enfermedad hepatica
crénica, los cambios hemodinamicos, tanto a nivel hepatico como sistémico, resultan
claves en la aparicion de las complicaciones clinicas de la enfermedad (hemorragia
digestiva alta por varices, ascitis, peritonitis bacteriana espontanea, encefalopatia hepatica

o hepatocarcinoma)(1).

Segtin la ley de Ohm, la diferencia de presion de perfusion de un sistema vascular viene
condicionada por dos factores: el flujo sanguineo (Q) y la resistencia vascular (R) que se

enfrenta a este flujo. Esta relacion se expresa mediante la ecuacion

Gradiente de presion = Q x R

Aplicada al sistema portal, el gradiente de presion o perfusion portal (la diferencia entre la
presion portal y la presion de la vena cava inferior) seria igual al producto del flujo
sanguineo portal y la resistencia intrahepatica. En la cirrosis, el gradiente de presion portal
puede aumentar como consecuencia de un aumento del flujo portal, de la resistencia
intrahepatica o de una combinacion de ambos. Brevemente, el incremento de la resistencia
intrahepatica al flujo portal entrante se considera el fenomeno inicial para desarrollar
hipertension portal en la cirrosis. Seguidamente, cambios en el territorio esplacnico,
secundarios a la vasodilatacion arteriolar, y la formacion de colaterales portosistémicas (de

estas colaterales, las varices esofagicas tienen especial relevancia), que aparecen para



sortear la resistencia que ofrece el higado, producen un incremento del flujo portal final
que mantiene y empeora la presion portal. En el curso de la enfermedad, se desarrolla un
sindrome hiperdinamico a nivel sistémico caracterizado por hipervolemia, incremento del
indice cardiaco, hipotension y disminucion de las resistencias vasculares mediante la
activacion de factores neurohumorales predominantemente vasodilatadores. Este estado
hiperdindmico participa en el incremento del flujo portal, en la formacion de la ascitis, la
disfuncion renal, asi como en los cambios vasculares a nivel de cerebro, pulmoén y piel. En
el curso de la enfermedad, la presion portal va incrementdndose progresivamente con la

consiguiente aparicion de las complicaciones que empeoran el prondstico de los pacientes.

En resumen, en la cirrosis se dibujan dos escenarios vasculares opuestos entre si: el lecho
vascular hepatico con un incremento de las resistencias y el territorio esplacnico y

sistémico donde las resistencias vasculares se encuentran disminuidas.
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Figura 1.- Factores implicados en la fisiopatologia de la hipertension portal



1.1. Resistencia vascular intrahepatica

El incremento de la resistencia hepatica existente en la cirrosis se debe por un lado a la
propia alteracion estructural del higado. En él participan los fendmenos de activacion de
las células hepaticas estrelladas, defenestracion y capilarizacion de los sinusoides asi como
los procesos de angiogénesis, inflamacion y fibrosis hepaticos. Ademads, la presencia de
disfuncioén endotelial en el sinusoide hepatico juega un papel importante, perpetuando
este incremento de resistencias en el interior del higado y por ende participando en el

avance desfavorable de la enfermedad hacia la descompensacion hepatica.

La resistencia vascular intrahepatica es el mecanismo patogénico inicial de la hipertension
portal. En condiciones normales, incrementos del flujo portal que aparecen en diferentes
situaciones, como por ejemplo después de la ingesta, producen una respuesta
vasodilatadora intrahepatica acomodativa, con el fin de evitar un incremento mayor de la
presion portal . En la cirrosis hepatica esta respuesta acomodativa (complianza) resulta
insuficiente debido a una menor biodisponibilidad de o6xido nitrico (NO) un potente
vasodilatador. Por ello, los incrementos reiterados del flujo portal determinaran un
incremento de la presion portal.  Esta disfuncion se debe fundamentalmente al
desequilibrio entre agentes vasodilatadores y vasoconstrictores en el sinusoide hepético.
Por un lado, existe un incremento de sustancias como el tromboxano (TxA2) y endotelina
(ET-1) que incrementan el tono vascular y por otro un déficit de agentes vasodilatadores,

principalmente de 6xido nitrico a nivel del endotelio sinusoidal (eNO).

Sin embargo, este déficit de eNO comporta también una pérdida de las propiedades
antitrombotica, antiinflamatoria y antiproliferativa del endotelio sinusoidal, empeorando
aun mas el dafio estructural del parénquima hepéatico. En la cirrosis, este trastorno de la
biodisponibilidad se produce por una disminucion de la actividad de la enzima oxido

nitrico sintasa (eNOS). A pesar de ello, en el cirrotico, los niveles de esta proteina son
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normales y el déficit de actividad viene mediado por diferentes alteraciones post-
translacionales como son: el incremento de la expresion e interaccion con la proteina
inhibitoria caveolina, un déficit de cofactores (BH4 o Hsp90) o la presencia de kinasas
inhibitorias (ej.GRK-2). Ademdas en la cirrosis existe un consumo acelerado del NO
sintetizado por la presencia de estrés oxidativo y radicales libres. Sin embargo y a pesar de
estos hechos, continian buscandose hoy en dia otros potenciales mecanismos reguladores

responsables de las alteraciones que se producen en la cirrosis.

1.1.1. Medicion de la hipertensién portal

La medicion del grado de hipertension portal es una exploracion valiosa en la evaluacion
de una hepatopatia cronica ya que refleja la gravedad de la misma y es una potente
herramienta predictiva de descompensacion y supervivencia (2). La medicion del gradiente
de presion venosa hepatica (GPVH) es en la actualidad el gold standard para evaluar la
presencia de hipertension portal en las hepatopatias cronicas (Figura 2). Esta prueba
consiste en medir la presion venosa portal de forma indirecta a nivel sinusoidal
determinando el GPVH mediante el cateterismo de las venas suprahepaticas. El acceso a
la vena suprahepatica se realiza por via yugular guiado por control ecografico. Bajo control
fluoroscdpico se introduce un catéter con un baldén en su extremo distal por la vena cava
inferior para abordar la vena suprahepatica (derecha o media). Cuando se hincha el balon
dentro de la vena suprahepadtica, ésta se ocluye lo que permite obtener el valor de la presion
suprahepatica enclavada (PSE). La oclusion correcta de la vena se comprueba mediante la
inyeccion lenta de una pequeia cantidad de contraste radiologico (5 mL) y comprobando
que no haya escape del contraste a través de colaterales venosas. La presion suprahepatica
libre (PSL) se obtiene colocando el catéter con el balén deshinchado en la vena
suprahepatica en su porcion mds proximal a la vena cava inferior (VCI). El GPVH se
calcula como la diferencia entre PSE y PSL. En condiciones normales, este gradiente se
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encuentra entre 1-5 mmHg. Se ha confirmado que cuando dicho gradiente se encuentra por
encima de 10 mmHg se incrementa el riesgo de aparicion de las complicaciones clinicas
secundarias a la hipertension portal (desarrollo de varices esofagicas, encefalopatia
hepéatica, ascitis, peritonitis bacteriana espontdnea y hepatocarcinoma). Ello ha
determinado que se defina dicho valor (> 10 mm Hg) como “hipertension portal
clinicamente significativa” (HPCS). Asi mismo, la HPCS también presenta valor
prondstico en diferentes escenarios: tras un episodio de hemorragia digestiva alta por
hipertension portal (GPVH > 20 mmHg), durante el curso de una hepatitis aguda
alcoholica (GPVH > 22 mmHg), pacientes con alguna descompensacion previa y un
GPVH > 16 mmHg presentan mayor riesgo de estancia hospitalaria, requerimientos
transfusionales y mortalidad , riesgo de recurrencia de la infeccion VHC en el post-
trasplante (GPVH > 6 mmHg) o riesgo de descompensacion hepatica tras cirugia hepatica
en pacientes con tumores hepaticos resecables (GPVH > 5 mmHg). Ademas, también se
utiliza como herramienta para evaluar la eficacia del tratamiento farmacoldgico de la
hipertension portal. Un descenso del GPVH a niveles < 12 mmHg o una reduccion >10-
12% del valor basal tras la administracion de propranolol intravenoso previene el primer
episodio de hemorragia digestiva por varices o el resangrado en aquellos que ya han
presentado un episodio con anterioridad. Sin embargo, este beneficio terapéutico y
pronostico no resulta del todo claro ya que no todos los que no responden al tratamiento
acaban presentando un episodio de sangrado y no todos los que presentan esa reduccion
(excepto aquellos que alcanzan un GPVH < 12 mmHg) estan exentos de presentar un
episodio de sangrado. Probablemente, existen otros factores como por ejemplo el riesgo de
infecciones y el grado de insuficiencia hepatocelular que influyan en el empeoramiento del

grado de hipertension portal.
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Figura 2.- Cateterismo de las venas suprahepaticas para la medicion del GPVH

A pesar de considerarse una técnica segura, la medicion del GPVH, es un método invasivo
yno e sta exento de c omplicaciones. Mayormente, son leves y e stdn asociadas con el
acceso venoso yugular (hematoma, dolor o el sindrome de Horner), con su paso por la
auricula derecha (e pisodios a utolimitados de taquic ardia supra ventricular)o  por
alteraciones en la coagulacion. Ademas, es una técnica que exige personal cualificado para
obtener unas mediciones fiables y minimizar las posibles complicaciones asociadas y no se

encuentra disponible de forma rutinaria en la mayoria de centros hospitalarios.

Por este motivo, se han generado diferentes métodos no invasivos capaces de estimar el
grado de hipe rtension portal (3). D ado que la historia natural de cualquier he patopatia
cronica si gue | a se cuencia de infla macion — fibrosis — cirrosis con la pre sencia de
hipertension portal, se han evaluado diferentes marcadores serologicos de fibrosis hepatica
como indicadores de hi pertension portal (Fibrotest®) o el tiempo de protr ombina. S in
embargo, re sultados iniciales no se ha nc onfirmado en post eriores e studios y las

comparaciones no resultan suficientes como para sust ituir el método invasivo. La
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elastografia hepatica (Fibroscan®) es la unica exploracion que ha demostrado una buena
correlacion con el GPVH. De este modo, en pacientes seleccionados con
hepatocarcinoma potencialmente resecables, la elastografia hepatica puede discriminar
aquellos pacientes con elevado riesgo de descompensacion tras la cirugia y por tanto de
desestimar la opcidon quirirgica en su tratamiento. La elastografia presenta el
inconveniente de presentar niveles de corte para defininir HPCS muy heterogéneos (entre
13,6 - 34,9 Kpa) en funcion de la etiologia de la cirrosis y la presencia de fenomenos
hepaticos inflamatorios. Probablemente, su asociaciéon con otro test como la relacion
diametro esplénico/ recuento plaquetario o la elastografia esplénica puedan mejorar la
precision en la evaluacion del grado de hipertension portal. Recientemente, se ha
desarrollado el nuevo método ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse Imagin) con
resultados prometedores pero son necesarios mas estudios evaluando su nivel de

correlacion con el GPVH.
1.2 Resistencia vascular sistémica

Como se ha comentado con anterioridad, a nivel del territorio esplacnico y sistémico
existe un incremento en la produccion de agentes vasodilatadores, como monoxido de
carbono, prostaciclinas y principalmente NO, contribuyendo a un mayor estado de
vasodilatacion. La produccion aumentada de NO a nivel del endotelio esplécnico y
sistémico se debe a una excesiva produccion por parte de la sintasa endotelial (eNOS),
como consecuencia de diversos mecanismos como su regulacion por la proteina Hsp90 y la
sobreexpresion del factor de crecimiento vascular VEGF. Esta hiperactivacion endotelial
precede al desarrollo del sindrome circulatorio hiperdindmico y puede demostrarse
facilmente mediante el incremento de la respuesta vasodilatadora del flujo de la arteria
braquial a la infusion intraarterial de acetilcolina (vasodilatador endotelio dependiente) o la
atenuacion de la respuesta vasoconstrictora del territorio espldcnico a agentes
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vasoconstrictores como la metoxamina. La sobreexpresion de VEGF y de otros factores de
crecimiento vascular serdn responsables de una angiogénesis aumentada a nivel esplacnico,

incremetando el flujo en estos territorios y el estado vasodilatador por sobreactivacion de

eNOS.
2. RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina (RI) se define de forma global como el incremento de los
niveles de insulina para mantener la homeostasis de la glucosa. El clamp
hiperinsulinémico-euglucémico es el gold standard para evaluar la sensibilidad a la
insulina in vivo. Sin embargo, se debe puntualizar que el concepto de RI es mas amplio e
integra los diferentes efectos que se producen a nivel periférico, hepatico, vascular y

celular (Figura 3).
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Figura 3.- Efectos metabdlicos y vasculares de la insulina.



2.1. Efectos metabdlicos de la resistencia a la insulina

En una situacién de RI, existe por un lado un defecto en la incorporacion de glucosa
principalmente en el tejido musculo-esquelético (RI periférica) y por otro un defecto en la
supresion de la produccion hepatica de glucosa (neoglucogénesis), principal proveedor de
glucosa a los tejidos (RI hepatica). Ambas situaciones evocan en una hiperglucemia con la
consiguiente hiperinsulinemia compensatoria para alcanzar una situacion de
normoglucemia (RI sistémica).  Esta situacidn mantenida en el tiempo producird un
defecto secretor de insulina a partir de la célula pancreatica desarrollando finalmente

intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus.

La insulina activa a través de la fosforilacion del receptor de membrana tirosin-quinasa
(IRS) tres importantes vias de sefializacion (Figura 4): a) la via de sefializacion PI13k-Akt,
b) la via MAPK y c) la via de sefializacion CAP/Cbl/Tc10/ GLUT2/4 controlando no sélo
las diferentes acciones para regular la homeostasis de la glucosa sino también participando
en diferentes procesos de sintesis proteica, sintesis y almacenamiento de grasas, asi como
de regulacion del ciclo celular. Numerosos estudios, tanto experimentales como en
humanos, han demostrado que un defecto a nivel de la fosforilacion del receptor IRS es el
principal evento que altera la propagacion de la sefial induciendo resistencia celular a la
insulina (RI celular). Los factores que participan son variados y actuan en combinacion:
la hiperglucemia e hiperinsulinemia mantenidas, la formacion de productos glicosilados , el
incremento de los acidos grasos libres y sus metabolitos, el incremento del estrés oxidativo
y un defecto en los niveles de adipocitoquinas. Los mecanismos moleculares responsables
de la desensibilizacion de la via de la insulina también son diversos: mecanismo de
retroalimentacion o feedback negativo, modificaciones translacionales de la actividad de
enzimas de la via de sefializacion (ej. inhibicion de IRS 1/ 2 mediante un mecanismo de
serin-fosforilacion a partir de la quinasas PKC, JNK1 o IKKf ), produccion de proteinas
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inhibitorias (ej. SOC que bloquean y degradan IRS 1 /2 ) y el incremento de actividad de
fosfatasas que d efosforilan dife rentes proteinas que p articipane nla cascada de

sefalizacion de la insulina (ej serin fosfatasas y PIP3 fosfatasas).

Insulina

Review Cell.Mol. Life.Sci 63 (2006)1070-1083
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Figura 4.- Vias de sefializacion y acciones globales de la insulina.

2.1.1. Medicion de la sensibilidad a la insulina

El clamp hiperinsulinémico-euglucémico es la técnica por excelencia p ara obten er una
medicion exacta y precisa del grado de sensibilidad a la insulina en humanos. Su principal
ventaja es que logra obtener una medicion directa de los niveles de glucosa, en términos
de insulinemia constante durante todo el procedimiento. Bajo estas condiciones, se puede
discriminar entre sensibilidad hepatica y periférica a la insulina. Sin embargo, presenta los
inconvenientes de se r una e xploracion larga, ¢ ostosa yque re quiere de pe rsonal
cualificado para su realizacion. Por estos motivos, no es un método apropiado en grandes
estudios epidemiologicos, de investi gacion o c omo herramienta en la practica c linica.

Ademas no re fleja la dinamica fisiol 6gica de la insulina yla glucosa tras una c omida.
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Consecuentemente, se han desarrollado métodos indirectos de sensibilidad a la insulina
como el test de tolerancia oral a la glucosa, ampliamente utilizado en la practica clinica
para diagnosticar intolerancia a la glucosa o diabetes mellitus y otros indices de facil
aplicacion indicadores de sensibilidad y resistencia a la insulina como el indice HOMA o el

QUICKI (4).

El indice d¢ HOMA (Homeostasis model assessment) es un modelo matemadtico que
calcula la funcion de las células beta (%B) y la sensibilidad a la insulina (%S) a partir de la
glucemia e insulina plasmaticas (Figura 5). Partiendo de la premisa que la glucemia en
ayunas refleja la produccion hepatica de glucosa y la insulina la respuesta beta-pancreatica
a esa concentracion de glucosa, se construyé un modelo matematico dando lugar a un
modelo predictivo de todas las situaciones posibles en el hombre. La resistencia a la
insulina se ve reflejada por una disminucion del efecto supresor de la insulina sobre la
produccion hepatica de glucosa, que se encuentra elevada y ésta a su vez retroalimenta la
produccién pancreatica de insulina obteniendo finalmente valores desproporcionados de
insulina para esa glucemia. En términos practicos se define como el producto de la

glucemia y la insulina en ayunas dividido por una constante

HOMA- IR= ((insulinemia ayunas (uU/ml) x glucemia ayunas (mmol/ 1))/ 22,5.

De esta forma para un individuo normal la sensibilidad a la insulina segin el indice de
HOMA es igual a 1. Valores superiores, indican resistencia a la insulina. Este indice
presenta una excelente correlacion con el clamp hiperinsulinemico euglucémico. El indice
actualizado HOMA-2 sigue la misma ecuacion pero se ha recalibrado teniendo en cuenta
concentraciones de hasta 25 mM de glucosa (454 mg/ dl), las pérdidas renales de glucosa y
la respuesta fisiologica incrementada de insulina para valores de glucosa > 10 mM (181
mg/ dl ). Para el célculo del indice HOMA-2 se puede acceder via online a su hoja de

calculo de forma rapida y sencilla (http://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/)
15
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2.2. Efectos vasculares de la resistencia a la insulina

La accién de la insulina no sélo responde a los efectos metabolicos hasta ahora descritos,
sino también guarda importantes implicaciones vasculares. Estimula la produccion de
oxido nitrico a nivel del endotelio induciendo vasodilatacion, reclutamiento capilar e
incrementos del flujo sanguineo a través de la activacion de la via eNOS PIP3/Akt (Figura
3). En una situacion de RI existe una activacion defectuosa de esta via sin alterarse la via
MAPK induciendo un desequilibrio entre agentes vasoconstrictores y vasodilatadores y por
ende, un estado basal hiperactivo y una respuesta vasodilatadora inadecuada ante un
estimulo vasodilatador (ej. la isquemia). Dicha situacién de RI es la antesala para la
aparicion disfuncion endotelial presente en los factores de riesgo cardiovascular,

responsables de desarrollar las diversas enfermedades cardiovasculares. De este modo, la
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presencia de hipertension arterial, dislipemia, diabetes mellitus, tabaquismo u obesidad son
marcadores de resistencia periférica vascular a la insulina. El indice de Framingham
refleja este estado al permitir calcular el riesgo global cardiovascular a 10 afios. Se lleva a
cabo mediante una ecuacidon logaritmica que incluye los siguientes factores de riesgo
siguientes: edad, colesterol total, colesterol LDL, tension arterial sistolica, la presencia de
tabaquismo y de diabetes. El valor obtenido se categoriza en riesgo bajo si es < 10% y
presenta < 1 factor de riesgo, moderado si el valor < 10% y presenta > 1 factor de riesgo,
moderadamente alto si el valor 10-20% y elevado riesgo si el riesgo calculado es >20%.
También representa este concepto la evaluacién de placas de ateroma en ambas arterias
carotideas en su capa intima mediante ecografia-Doppler, definiéndose como la

visualizacion de intrusiones focales de un grosor > 1.2 mm en el lumen vascular carotideo.

2.2.1. Medicion de la reactividad vascular

La determinacion de la respuesta arterial braquial o femoral a un estimulo vasodilatador
(DMF) es el método no invasivo de eleccion para evaluar el estado funcional vascular ya
que los resultados obtenidos en el territorio vascular periférico se correlacionan
positivamente con los obtenidos en las arterias coronarias (Foto 3). Bajo una situacion de
reposo y en dieta absoluta, se practica una isquemia de la arteria braquial inflando el
manguito o brazalete de un esfingomanometro en el brazo derecho por debajo de la fosa
cubital del antebrazo hasta una presion de 250 mmHg para ocluir la arteria braquial durante
5 minutos. Mientras, se adquiere una grabacidon continlla de imagenes mediante un
transductor lineal de ultrasonidos colocado por encima. A los 5 minutos, se deshincha el
manguito continudndose la grabacién de los cambios a nivel de la arteria braquial.
Mediante un sistema semi-automatizado se digitalizan las imagenes y se obtienen unas
imagenes mostrando los diametros basal y maximo de la arteria braquial. De esta forma se
calcula la dilatacion mediada por flujo (DMF) calculada segun la formula:
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DMF: ((didametro max — didmetro basal) / diametro basal) x 100.

Una DMF < 10% se considera disfuncion endotelial

Basa 45 a B0 seg 4 min postnitro
postisquemia

)| | -

|

5 mm VMF 11% | | 5.3 mm VMF

Didmetro arterial sin intervencion Diametro arterial tras la intervencion

Figura 6.- Esquema que muestra la técnica para la colocacion del manguito oclusor y el transductor para la
medicion de la vasodilatacion mediada por flujo en la arteria braquial (DMF)

Varios estudios han demostrado que el grado de dilatacion de la arteria braquial mejora si
actuamos sobre el factor de riesgo cardiovascular responsable mediante terapia
farmacoldgica. Sin embargo, no se ha podido demostrar una correlacion entre dicha
mejoria de la funcioén endotelial y la reduccion de eventos cardiovasculares. Los escasos
estudios realizados hasta el momento presentan resultados opuestos, probablemente porque
las cohortes son diferentes y no comparables entre si (desde pacientes que habian
presentado eventos cardiovasculares, pacientes con riesgo cardiovascular elevado o
pacientes con un riesgo bajo) (5). Tampoco ha mostrado por el momento tener mayor
capacidad en predecir eventos cardiovasculares que la evaluacion clinica a partir del indice

de Framingham. Por estos motivos, la DMF no puede recomendarse como método de
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evaluacion del riesgo cardiovascular en la préactica clinica y continua siendo una

herramienta utilizada en el campo de la investigacion.

3. RESISTENCIAA LA INSULINA EN LA CIRROSIS

3.1. Resistencia hepatica a la insulina en la cirrosis

Entrando en mayor detalle sobre los efectos de la insulina a nivel hepatico, no sélo ejerce
su accion a nivel del hepatocito participando en el proceso de neoglucogénesis, sino
también actia a nivel de las células de Kuffer, las células endoteliales sinusoidales (CES) y
las células hepaticas estrelladas (CHE) (Figura 7). Las células de Kupffer son los
macrofagos hepaticos responsables de los procesos de inmunidad innata y respuesta
antiinflamatoria. Las CES participan en el tono vascular intrahepatico, en el aclaramiento
hepatico de la insulina y son capaces de secretar diferentes citoquinas y mediadores de la
matriz extracelular y las CHE ejercen funciones de almacenamiento y homeostasis de
retinoides, sintesis y remodelacion de matriz extracelular asi como en la regulacion del
tono vascular. Ante una situacion de RI se inducira a nivel hepatico no s6lo una alteracion
en la regulacion de los carbohidratos, sino también, esteatosis, inflamacion y fibrosis
hepatica. El efecto que puede tener sobre las CES y en la regulacion del tono vascular
intrahepdtico es una incognita ya que no se ha explorado hasta este momento. La
disfuncion endotelial relacionada con RI se ha estudiado ampliamente en el territorio
arterial, pero se desconoce el efecto sobre el territorio venoso o las células sinusoidales.
Por consiguiente y llegado a este punto, es razonable preguntarse si la RI pudiera ser otro
mecanismo responsable en la disfuncion endotelial intrahepatica, que participa en el

desarrollo y mantenimiento de la hipertension portal en la cirrosis hepatica.
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Esteatohepatitis Hepatitis cromica

OH VHC
Esteatohepatitis Hipertension
no OH portal
- Células hepalicas Células endoteliales
Hapaochas eslrelladas sinusoidales
E_stemusis ht_epatlca
Fipargllicomia Fibrosis hepatica ; Disfuncién endotelial?

Déficit sintesis proteica
Regeneracién hepatica

Figura 7.- Efectos de la resistencia a la insulina a nivel hepatico en las hepatopatias cronicas

Existen diversos estudios experimentales y clinicos que demuestran la presencia de RI en
la hipertension portal. Brevemente, seglin estudios fisiopatoldgicos previos existe una
hiperinsulinemia fisiologica debido principalmente a una reduccion de su aclaramiento
hepético por la presencia de colaterales o shunts porto-sistémicos. Esta hiperinsulinemia
mantenida inactivard la via de sefializacion de la insulina desarrollando una resistencia
hepatica y provocando finalmente intolerancia a la glucosa o diabetes, muy frecuentes
entre pacientes con cirrosis. Se asocia con un mayor riesgo de progresion de la
enfermedad hepatica e incremento de complicaciones (hepatocarcinoma, fallo hepatico,
progresion de la fibrosis). Se ha sugerido que pudiera relacionarse también con la
aparicion de varices gastro-esofagicas. Sin embargo hasta la fecha, no existen estudios que
hayan estudiado el posible papel de la RI en la fisiopatologia de la hipertension portal y
formacion de varices esofagicas y mas concretamente en la disfuncion endotelial

intrahepatica existente.
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3.2. Resistencia sistémica a la insulina en la cirrosis

El efecto vascular de la resistencia a la insulina en pacientes con cirrosis hepatica ha sido
un escenario menos estudiado. En contra de lo que se podia creer con anterioridad, el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares posee un importante impacto negativo en la
supervivencia post-trasplante hepatico de estos pacientes. Esta elevada prevalencia se debe
a la presencia de factores de riesgo cardiovascular, presentes incluso antes del trasplante o
secundarios al tratamiento inmunuosupresor en el periodo post-trasplante. La presencia de

DM en la fase pre-trasplante se asocia con una menor supervivencia.

Asi mismo, se desconoce si la presencia de resistencia a la insulina influye de algin modo
en la caracteristica hemodinamica sistémica presente en la cirrosis pudiendo alterar su

evolucion.
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS GENERALES

La hipdtesis de trabajo se basa en que la resistencia la insulina juega un papel en la
fisiopatologia de la hipertension portal en la cirrosis. A partir de esta premisa los objetivos
principales fueron los de evaluar la presencia de resistencia a la insulina en la cirrosis por un
lado y su relacion con la hemodinamica hepatica y sistémica. Como objetivo secundario se
propone la busqueda de marcadores no invasivos de insulino-resistencia capaces de predecir

hipertension portal clinicamente significativa (HPCS).
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I1l. METODOLOGIA

Se disefiaron dos estudios clinicos observacionales y transversales en los que se evaluo la
presencia de resistencia a la insulina (RI) y la presencia de disfuncion endotelial de forma

diferente en cada uno de ellos.

Articulo 1

Cohorte: Inclusion prospectiva de 49 pacientes con cirrosis hepatica e hipertension portal
remitidos a la Unidad de Hemodindmica Hepatica, excluyéndose aquellos pacientes
diagnosticados de diabetes mellitus, hipertension arterial, dislipemia u obesidad, la presencia
de hepatocarcinoma o haber presentado un episodio de hemorragia digestiva por hipertension

portal.

Método para la medicién de sensibilidad hepatica a la insulina : Indice HOMA-2.

Evaluacion de la secrecion pancredtica de insulina: niveles de péptico C.

Célculo del metabolismo de la insulina: ratio péptido C/ Insulina Molar.

Estudios hemodindmicos: Estudio hemodindmico hepatico, sistémico y respuesta
hemodindmica a la infusion aguda de propranolol endovenoso. Se definid respuesta
hemodinamica a la infusion aguda de propranolol un descenso del GPVH > 10% del valor

basal o un GPVH < 12 mmHg tras su administracion.

Meétodo para la evaluaciéon de disfuncion endotelial: niveles de NO y factor von Willebrand

(fvW) en sangre venosa periférica y vena suprahepatica.

23



Articulo 2

Cohorte: Inclusion prospectiva de 47 pacientes con cirrosis hepatica e hipertension portal
remitidos a la Unidad de Hemodinamica Hepdatica excluyéndose aquellos pacientes con
hepatocarcinoma o el haber presentado el antecedente de hemorragia digestiva alta por
hipertension portal. También se excluyeron aquellos pacientes que habian presentado alguna
enfermedad cardiovascular previa (cardiopatia isquémica, ictus, accidente isquémico

transitorio o cualquier intervencion vascular relacionada con la aterosclerosis).

Método para la medicion de sensibilidad periférica a la insulina: Riesgo global cardiovascular

a los 10 afios calculado mediante el indice de Framingham y la evaluacion de placas de

ateroma en la capa intima de ambas arterias cardtidas mediante ecografia-Doppler.

Estudios hemodindmicos: Estudio hemodinamico hepatico y sistémico.

Meétodo para la evaluacion de disfuncién endotelial: Dilatacion mediada por el flujo de la

arteria braquial tras un estimulo isquémico de la misma (DMF).

A continuacion se detallan la justificacion, hipdtesis, objetivos y resultados de cada uno de los

estudios que componen esta tesis.
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Erice E, Llop E. Berzigotti A, Abraldes ]G, Conget L. Seijo 5,
Reverter E, Albillos A, Bosch ). Garcia-Pagiin JC. Inmlin resis-
tance in patients with cirrhosis and portal hypertensicon. Ao J Physic
Grasireintest Liver Playstol 302: Q1458 401465, 2002, First published
Aopril 5, 3002 doi: 10,1 15 2qj pei. 00589, 201 |.—Inmulin resistance (TR
is invalved in the pathogenesia of endotbelial dysfuncion and is alae
present in patients with cirrhesis. Intrahepatic endothelial dysfanction
plays a major rele, increasing hepatic vasoular resistance and promot-
ing portal hypertersion {FH). In addition. p-sdrenergic agonists and
inmilin share several intracellular signaling patboways. Thus TR may
influence the maponse to f-hlockers. This study aimed at evaluating
the relationship between IR and bepaiic hemodynamics in patients
with cirrhosis and with the portal pressure resporse to scute f-block-
ade. Forty-nine patienis with drrhods and PH were included. Hepatic
and systemic hemodymamice wers measared. and IR was estimated by
uzing the updaed homecsiaziz mode] ammement (HOMA L2 index.
Patienis with HOMA-2 > 2.4 were considered IR, In pabienis with
hepatic venous pressure gradient (HVPG) = 10 mmHg) [clinically
significant PFH (CSPH ], hemodymamic measurements were performed
again 20 min after intmvenoums propranolol. hean HOM A2 index
was 3 = 1.4, Fifty-zeven percent of padents had 1R A& weak come-
lation between HOMA-2 index and HVPG was chserved. Eighty-six
pement of patierts had CEPH. HORMA-Z index was an independent
predictor of CSFH. However, in patienis with CSFPH, the correlation
between HOMA-Z index and HVPO was lost. HY PO, but not IR,
predicted the pressmce of esophingeal varices. Pesponss to propranclal
was ot different beiween patients with or without TR In nondisbeiic
patients with cirrhosia. HOMA-2 index is directly asseciated with the
presence of CSPH and indirectly with varices, but does not allow
either grding HYPG or predicting its response o proprnolol.

endothelial dysfunction; insulin signaling, poral pressure; f-block-
ade; homecstasis model assessment index

PORTAL HYPERTENEION (PH) is a serious consequence of cirrhosis
that mesults in life-threatening complications with increased
morbidity and mortlity (3. 4, 220 In cirthosis, enhanced
hepatic resistance to portal blood inflow is the primary factorin
the pathophy=iology of PH. Szcond. an increased portal blood
inflow contributes to the maintenance and worsening of PH.
despite the development of portosystemic collaterals. Insuffi-
cient nitric oxide (NO) bicavailability in sinusoidal endothe lial
cells. a condition known as endothelial dysfunction. is consid-
ered a major pathogenic factor o increase hepatic vascular tone
(27 and has shown to be secondary to several different

Address for reprint requests md other comespondence: 1. T, Garcla-Pagin,
Hepatic Hemodynamic Laboratory, Liver Unit, Hospital Clinic, Yillarrcel 170,
Barcelona GB036, Spain iz-mail; IOGARCIA @clinic.ub.zs),
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posttranzlational alterations in the regulation of hepatic endo-
thelial MO synthase.

In addition to its metabolic action on glicose uptake, insulin
also stimulates endothelial MO production, by activating the
phosphatidylinositol 3-kinase and serine-threonine kinase (PI3KS
Akt) signaling pathway (50, As a consequence, insulin resistance
(IR} have been shown to result in impaired PI3E/AkL signaling
pattway. causing a decrease in MO production, with the ensu-
ing development of endothelial dysfunction (41} in several
cardiovascular disorders, such as anerial hypertension, diabe-
te=. and atherosclerosis (12, 36, 445,

IR has been described in several liver disorders (90 14, 32,
397, where it may have important clinical consequences. Thus
it has been suggested that IR has a negative impact on the
response rates o interferon-based therapy in chronic hepatitis
C virus infection (199 and that IR could be o predictor of the
presence of PH in patients with nonalcoholic fatty liver diseasa
(16). Furthermore, a recent published clinical study has sug-
gested that IR i= able o independently predict the presence of
gastroescphageal varices in cirthosis (110, The authors atirib-
uted this effect to a possible pathophysiological link betwean
IR and PH. IR could contribute to either impairment of the
sinusoidal endothelial dysfunction. or increment of peripheral
vascular resistance in liver cimhosis. Therefore, a possible
effect of IR on the hepatic vasculature promoting an increass in
intrahepatic resistance may be counteracted by a potential
effect of IR increasing splanchnic resistance and reducing
portal blood fAow. with a resulting unpredicted effect on portal
pressure. Unfortunately, up to now, there is no sidy evaluating
the relationship between IR and hepatic and systemic bemo-
dynamics in liver cirrhosis.

The current pharmacological therapy for PH is nonsalective
B-adrenergic blockers (5). Several factors influence the hepatic
venous pressure gradient (HY PG response o B-blockers. such
as the degree of liver failure, dose of B-blockers, extent of
portml-systemic collaterals, and varices or Pz-adrencoeptor
gene polymorphisms (1, 2, 8, 15, 17, 47). IR could represent
another component in this multifactorial phenomenon, Vascu-
lar relaxation in response to fa-adenoceptor agonists involves
two components (24, 49% one endothelivm independent, me-
diated by the activation of the cyclic AMP dependent-protein
kinase A pathway in vascular smooth muscle cells; and another
endothelivm dependent. mediated by the activation of the
FIAKSAKL signaling pathway that leads to NO release. As
mentionad, this pathway is shared with insulin signaling (13,
34y A possible downregulation of this pathway by R could
interfere with the f-adrenergic signaling. Hence. it is plausible
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[MSULIN RESIETANCE IN CIREHOSIS

that IR may reprsent an additional factor influencing the hemo-
dynamic response o propranckol in patients with cirrhosis.

The main aim of this study was to investigate the potential
relationship between IR and hepatic and systemic hemod ynam-
ics in patients with cirhosis. As secondary end points, the value
of IR predicting the presence of clinically significant FH
(CSPH: defined as an HYPG = 10 mmHg) and gastmesoph-
ageal varices. as well as the influence of IR on the hemody-
namic mesponse to acute f-adrenergic blockade, will be as-
seased.

PATIENTS AKD METHODS

Patients

The siudy was performed in 49 cut of 267 patienis with cirthosis,
referred from May 2008 o Febnaary 2010 to the Hepatic Hemody-
namic Laboratory for the evaluation of FH (Rg. 1). All patients were
diagnosed with cirrhosis ot the clinic, based on biclogical, ulrasono-
gmphic, or higalogical criteria. The extersive exclusion criteria were as
fallows abzence of PH (HVPG <= 6 mmHg) pregrancy or lectation:
cardinc, renal. or respiratory fadlure; hepaiocellular carcinomsa; porial wein
thrombsosis; previous surgical or tmnsjugular poriceystemdc shunt;, pres-
ence of infection or acute decompensation in the prior 2 whk: prescription
of hypolipemmiant, antihyperiendve, coricosteroid. bronchodilator, vaso-
active, or hypoglycemic agenis within | mo. Padents with established
diabetes or metabolic syndrome (defined by the Internationsl Diaketes
Fedemiion) were encluded to discard their probahle directeffect an the TR
component derived from liver cimhesis

The siudy wis pefonmed according 1o the principles of the Declara-
tion of Helsinld. The Ethics Reearch Committee of the Hespital Clinde
of Barcelom approved the protocol in bday 2008, Informed, written
oonsent to paticipate in the sudy was chtained for every patient.

G459
Methods

Hemodvwaamic smdies After fasting overnight. patients wers tmns-
ferred to the Hepatic Hemodynamic Laboratory. In brief, a wenous
introducer was placed in the intemal jugular vein by the Seldinger
technique under local anesthesia. Under Auormmcopy, a Swan-Canz
catheter (Edwards Labaratory. Los Angelea. CA) wos advanced inio
the pulmonary artery for meamarement of cardiopulmonary presmires
and cardiac cutput (00 by thermal dilution. Subsequently, a TF
balloon-ipped catheter {Edwards Lifesciences Fogany 7F. Les An-
geles, CA) was guided into the main rght hepatic vein to measure
wedged and free hepatic venoe pressure, as described by previows
authors to cbiain hepatic preasare (6, 213 Mean anedal pressure
(MAP, mmHg) was measured every 5 min by a noninvasive automatic
sphygmomanometer and the heart mie was derved from continuous
electrocardiogram monitoring.

In the mibgroup of patients with CSPH. & sclution of indecyanine
green (Pulsion Medical Systems Munich, Germany) was infussd
intmvenously s a constant rate of 0.2 mg/min. preceded by a priming
dose of 5 mg. After an equilibration period of at least 40 min, four
separates sets of simulianeous samples of peripheral and hepatic
wenous blood were obtained for the mesurement of hepatic blood
flow {mb'mdn )y by the Fick principle. as previcudy described (26, 16a).
In these patienis, afier bemeline measuremenis. intmvenous propran-
olol (015 mgdg) was administered over 10 min, and hepatic and
cardiopulmonary pressures. CCF, and hepatic blood fow were assmsed
again after 20 min.

All measuremenis were taken by irplicatern and permanent irac-
ings were chiained in a mulbchannel recorder (Mac-Labf/Specials
Labomiory, General Electric Medical Sysem). Portal pressure wis
estimated from HYPO immHg) o the difference between wedged and
free hepatic venous pressure. Cardiac index (CT; 1min~'m~?) was
caleulated az COvbady surface ares and systemic wasoular resigance

6T pabienty with bywer cinthosi:
weferned 1o the Heparic Hemodynasic —— e ——
- — -
e .
f Fepabs st catethencasos: y
n = 35 panents ao HOPAA-D indin imseasuroment y
i " = Yo roun-eenau comencation: 1 zabiene
230 paytienas with Rver cirehicss and e — = —_—
HVPLG =6 mifHE " o
o r Comphcatiom for portal Aypertemion:
i gt hoad g : 29 pa ksl Y
f Hegar enoe phabipar®y: 7 pamonis 1
! Spomtanesu Baclmal parilontic ) pabant 7
. + Poral thrembosis: 6 padonms -~ Fig. |. Flow chari showing the 2aclusion
B e R e _— crileia for patienis in e swdy. HYPG,
T — — hepatic venous prassure gradient; HOC, hep-
168 pacients with atcoa| lular carcinoma; EI'D]'L-E. I?omeusla:is
e Wver cirrt [ B qu-el IESEMED ] HI¥, human immunoda-
L — ficisncy viros.
; » Cardiopumonar rasal dsesse: 14 patianis "
& - HA i § el ™,
| + Mon hepanscedilar carminoia. 3 patencs |
= + Biaita ileshole hepitlis: 11 pifimis L
. _ o+ iehenabolic wyndiome: 10 gaten -
(__.-- b .
= Fooliices sidcaisa: 50 patonts b1
"""""" L ¢ = Ciher cavses: 10 pomienis "y
48 INCLUDED T
PATIENTS
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Table 1. Baseline clinical and hemodyaamic characwerisiics of the 49 patients included

Sindy Population WandR Group IR Cioop P valuss
n 40 10 ]
Sex {men/women 27122 LB 16114 0.37
Age, T=10 =0 5B = 106 0.31
Actiwe alooholism, % L& e | 13 0.7
EMI, ka'm® 156+ 57 42 WAL 00z
Eticlegy, = 0.&3

Alechol L5 4 11

HCWY a5 11 14

HBY 3 3 3

Ceher k} 1 2
Ascites, m 13 5 11 &S
Yarices, m 2 B 20 014
Bilimbin, mgidl ilxd L3=11 25+24 0as
Albumin, gl 1n=xs I3RS 2 =455 052
Plaielsts, *1071 106 = 46 117 =48 94 =43 004
Prothrambin tims, & 67 =20 M=1s 60 =10 0.00%
Child-Pugh class ¢ ABIC) 28120 L4732 1487 008
Child-Pugh szees T=11 &= LE 15+211 0as
MELD szoee 125+ 52 m=3 14 =56 001
HIOMA-D indax izl L& =06 EUE 000
Gluccse, mmedfl Sa=xl 53xl 5B=1 0a?
[reubin, pmolid 144.5 = £3.8 BLE =275 181.5 = 55 000
MAP, mmHg =4 o4 =132 =147 04
Cl Imin~ ' m~? 17+13 il =06 402 = 1.3 0oz
SVRI, dyns mtoom ! amal=73317 A% = 553 18816 = 385 0,008
HVPG, mmHg 1556 13£5 IT=55 000
CEPH, % 16 k1] ] 0014

Continuous variobles ae means = S0; m, oo of subjects. P values ore non-insulin resistance (1R va. 1R group. BMI, body mass index; HCY, hepatitis C virus;

HEY, hepatitiz B vins; MELD, model for end

liver diszase; HOMA-Z index, homecstasis model msessment-1 indzx: MAP, mean arierial pressure; C1,

cardiac index; SVRL sysizmic vascular resistmnee: index; HVPG, hepatic venous pressure gradien CEPH, clinically significant portal hyperiension.
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Fig. L Relaticn between HOMA-2 index and HYPG in the 49 patienis (4} and in te subgroup of 38 patiznt with clinically significant poral hypertension ().
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Table 2. Clinical and hemodwamic characterisiics of the
patiesis with and withour CSFPH

HYFG = 10 HYPG = 12 P ues

n Ll k-]
Sex {menSwomen) 56 el 1.3 s
Ags, W Sax 124 505 a5
Active aloobolism, % 1] k1 Q17
Eticlogy, & Q17

Akohol ] 13

HCY ] 17

HBY k]

Ocher k|
Ascites, m 1] 16 ooa
WYarices, m 1] 28 oo
Bilimkbin, mgidl 08 =02 25+122 ]
Aldbumin, gl ¥x3T I1x54 Qa7
Plaieleis, =10F 10E = 44 12 = 51 0l
Esplzncmegaly, % 55 T 0l
Prothrambin time, % 8595 &+ 182 Qo0
Child-Pugh class { A/BAT) L LD L7128 o
Child-Pugh score 5=x1 Tx2 od
MELD score Ta&=x11 134 =51 Qa0
HOMA-2 index 185 =12 413 QoL
Glizose, mmeol 5107 5711 als
[reulin, pmeli 9lL5 £ 582 160 = 6d 4 Qo
MAP, mmHz 9T =163 b [iless]
Cl Imin~ ' m~? 4zx15 4= 1.2 e y]
S¥R1 dynsomcm ™! 2800 =750 1B¥26 £ 651 (e 1]
HYPG, mmHg ix1 17535 (e 1]

Continuous wariables are mems = SD; &, oo, of sbjects. F values oe
HYPG <10 vs, HYPG = 10 group.

index (SVEL dyn-sm-am ™) as (MAP — RAF) ® 80CT (where AP
iz right sirial presmare). Patients exhibiting a decrease in HVPG =
1% from baeline after intravenous propranolal administmion weee
deficed s “hemedynamic responders” (31, 485 In patients with
ascites, the body mass index (BMI (kgfm™), was caloulated using a
comection factor of 4 kg to estimate the mal weight. It represents the
mean of evacuated liters in large-volume paracentesis (18, 400

Evalnation of IR 1R was mtimated from fating plasma glucoss
and irsulin lewels by uming the updat ed homecstasis model assessment
(HOMA-2) index (25). and it was calculated using the HORA-Z
caloulator, which is downloadable from The Oxford Centre for Dia-
betes, Endocrnclogy and bMetabolism web site {weaw. div.ox.acuk).
HOMA is an index that estimates steady state f-cell function (FEj)
and insulin sensitivity (%S) It has been previowsly validated dn
healiby populatiors. noninsulin-irested type 2 patienis, and peopls
with metabolic syndrome. Several sudies suggest that HOMA index
could be an useful tool to identify subjects with IR at rsk of
deweloping cardiovascular diseasen (10, 29,

Eighty-rwo healthy nomnal-weight subjects (50 men and 32
wamen, sge moging berween 28 and 48 yriy without famdly history of
diabetes mellines wer chosen to define the nommal value of the
HOMA-2 index in our area. The upper T5% wvalue of the HOMA-Z
index was 2.4, Patients with HOMA-Z index above this value were
corsidersd to have TR

In the subgroup of patients with CSPH. the C-peplide-in-insulin
miclar ratio in perpheral venous blood was used to estimate indirecily
inmiin metabolism, s asmessed previously (30, 355 In normal con-
ditions, insulin and C-peptide are secreted into the portal veinina 1:1
molar ratio. The liver mainly cleam endogenous inmilin, whereas
C.peptide is cleared by the kidoey in a lower metabolic dearance mie
than inmilin. A= a conssquence, the C-peptide-to-imulin molar mtio in
peripheml vemous Hood is higher than 1.0 7). Plauna free irsulin and
C-peptide were measured by radicimmuncassay.

In addition, bleod symples from peripheral and bepatic veirs were
obtained to meamare MO products (MO WOS MO by chemilumi-

Gldal

meacence (Mitie Chide Analyzer, HOA 280 Sievern Instrumemnis,
Eoulder, 000 and von Willebmnd facior [antigen vWF {Ag vWTF)] by
eneyme-linked immuncecrtent assay system as a mareer of endothe-
lial dysfunctiom.

Shaistics

Statistics analyses were performed using PSS 16 0statistical package
(8PS3. Chicago, IL)L All remults are expressed as mean = 5D for
comtinuous varables and frequencies and percertages for calegorical
wariables. 11 Mann-Whitney was used to perform compariors between
groups for continuous variables and Fisher test, test, and linear-bo-linear
test for cabegonical variables. Comelation was performed by Rho's Spear-
man ooefficient. Siatistical dgnificance was established e P <2 Q05
Multivariable logistic regression models were constructed o look for
independent prediciors of vance. CSPH and TR

RESULTS

Clinical and Hemodyaamic Characteristics of Pasiens With
Cirrhosis, With and Withouwt IR

The baseline clinical and laboratory characteristics of the 49
patients included are shown in Table |. Mean age was 57 yr,
and 55% were men. The most frequent etiology of cirfhosis
was hepatitis C vins infection (51%) and active alccholizm

Table 3. Baseline climical and hemodynamic characterisiics
of the 38 patients with CSPFH

Hio-[R Growp IR Graog F Valus=y
n 1L 27
Ape, vr Bz ES kL - ] 059
Active alcoholism, & & 15 0.12
BMI, kpim® 4=23 Txs a1
Etizdegy, n 054

Adzcbel 4 11

HCV ] 11

HEY L i

Chiher L 2
Ascites, & 45 41 k=13
¥irices, % o Ta 10
Biliruhin, mg/dl L7= 14 Lix24 028
Albumin, gl =7 1nnx+56 054
Prowombin time, % TBrlE =17 aaz
Child-Pugh class

(AJBC) &2 17 043
MELD score 1L =23 1453 a1
HOMA-Z index LB =04 @z 10 00
Gluccse, mmall izl 50+ 112 0.28
Insulin, pmak iz lE 1815 = 542 00
C-paptice, nmalil 0g =05 1405 a1
C-paptidedinaulin N2ix45(m =10 E=20{n=2% a0
Hapatic NOx, pmeli] Hl=123 2Lia=9] 077
Pariphacal MOk

pmel 2436 = 150 41 =112 047
Hepaiic vWF Ag.

LVl 152 £27.2 140232 021
Pariphecal +WF Ag,

Ll 135 £ 281 139 + 37 .77
MAP, mmHg 95 = 145 90+ 135 0.z7
CL I*min—'+m—2 Az g 42x13 aa7
EWVEL

dyns:m*em— 2,205 = 575 1,765 = &47 0as
HYPG, mmHg 16 = 4.3 B35 0.3
HEF, l'min LM z03e=9 022z05m=21ID1 0OH4

Continuous varisbles are mezans = 20% a, noo of iubjecl:. P values are
noa-[R ws. 1B group. Hepatic/peripheral M0x, bepaticipenphenal nitric oxide;
hepaticiperipheral ¥WF Ag, hepatic/peripheral von Willebrand facior antigen;
HEF, hzpatic blood fiow.
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Fig. 3. Relation berwean C-peptide-to-insolin molar ratio
md HOMA-D index.
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was present in eight patients. Mean Child-Pugh score was 7 +
2.1. The mean HOMA-2 index was 3 % |.4. Thirty of the 49
patients (61%) had a HOMA-2 index abowve the cutoff value
defining IR (2.4} with a mean value of 4 {ranging from 2.5 to
6). As shown in Table 1. patients with IR had higher BML
bilimabin, Child-Pugh, and modz] for end-stage liver disease
(MELD) scores. CL HVPG, and significantly lower systemic
vascular resistance. platelets count. and prothrombin time than
thoee without. Multivariate logistic regression analysis dis-
closed prothrombin time as the only independent predictor for
the presence of TR.

IR, HVPG, and CSPH

A weak but significant cormrelation between HOMA-2 index
and HYPG was observed (Fig. 24 A =019 F = 0,02,
Thirty-ight of the 49 patients included (86%) had CSFH
(Tahle 2). Comelation between HOM A-2 index and HYVPG was
leest when only patients with CSPH were considerad (72 = 002,
P = 0.29; Fig. 2B).

As shown in Table 2, patients with CSFH had significantly
higher HOMA-2 index. mom ascites, presence of esophageal
varices (EV), and worse hepatocellular function than patients
without CSPH. Multivariate analysis disclosed high HOMA-2
index and low prothrombin time as the only independent
predictors for the presence of CSPH.

In the subgroup of 38 patients with CSPH (mean HVPG:
17.5 = 5 mmHg; range: 10-3 1.5 mmHg). 27 patients wene IR
(7% and 11 patients were not (29%). As shown in Table 3.
prothrombin time. insulin, C-peptide. and SVRI were signifi-
cantly different in patients with IR. without significant differ-
encas in hepatic or peripheral NOx or Ag vWF levels. How-
ever, no significant differences in HYPG were observed
(HVPG: 18 = 5 vs. 16 £ 4.5 mmHg. P = 0.39). Multivariate
analyzis also disclosad prothrombin time in addition to BMI as
independent predictors for the presence of IR in the subgroup
of patients with CSPH. Interestingly, a significant inverse

association between HOMA-2 and the C-peptide-to-insulin
molar ratio {a sumogate of portal systemic shunting) was
observad (r = —0.35. P = 0.0d) (Fig. 3

IR and EV

As shown in Table 4, patients with EV had a significantly
higher MELD score, HOMA-2 index, CI. HYPG, and presence
of CSPH and a significantly lower prothrombin time and SV RI
than patients without EV. However, multivariate analysis dis-
closed that only HYPG independently predict the presence of
EV, either evaluated as continuous variable or categorized in

CAPH vs. non-CSFH.

Table 4. Clirical and hemodwamic characteristics of the
palients with or withou! gasiroesaphageal varices

Yes EV Ko BV F Valusg
n 5] 7]
Ags, v =03 36 = 108 028
Active alcohalism, % 183 136 071
Biiruhin, ma/dl 14222 LE=2 006
Albumin, gl 3264 =54 07
Brotromhin tims, 5 &2 182 Ti=ln 004
Plateleis, 5 107 105 = 55 10l = 33 0z
Child.Pugh cliss (AR L3/ 1603 .1
Child.Pugh szore =2l 6.5=3 0
MELD scoxe 34=47 256 004
HOMA-Z ndex id= L3 i=1d 002
Glucose, mmall sh=l i6= L2 0.75
Insulin, pmakl LG54 = B2 1213 =71 0016
MAP, mmHg ma =l 07 =17 012
Cl, I-min~'-m~ 412 33=14 0016
SVRL, dyn s m?-cm—" L77E = 547 2460 = DEL 0005
HYPG (mmHg 17523 l3z6 0005
CEPH (=10 mmHg), % %1 545 0001

Continuous varisbles are means = S0; =, no.
esophagzal varices tEV) vs. no EV group,
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Acute HVPG Response i Propranolol

In the CSPH group (8 = 38), acute propranolol administra-
tion produced a significant reduction in HVPG (—15%, P =
0,007 (Table 5). Mo significant comelation was found betw een
HOMA-2 index and reduction in HVPG ir = —0.054, P =
0.6). There wer no statistically significant differences in the
hemodynamic msponse to acute intravenous propranclol in
patients with or without IR (—15 * 105 vs. —15 = 11.5%,
P = 0.39) (Table 5). The percentage of “hemodynamic re-
sponders” was similar in both groups (IR group 65% vs
without-1R: &4% P = nonsignificant).

DISCURSI0N

Insulin is known to regulate glocose metabolizm and MO
production by activating endothelial NO synthase (500 Re-
duced secretion of NO, as a consaquence of [R. is responsible
for endothelial dysfunction in several cardicvascular diseases
and is associated with severity of disease (12, 36, 44). IR is
very frequent in chronic liver disorders and has been associated
with the development of hyperglycemia, hepatic steatosis. and
enhanced siructural damage favoring the occumence of cirrho-
sis (320,

Mevertheless, up o now. the prevalence of IR in patients
with cirrhosis and the real impact on the pathophysiclogy of
PH have not been adequately evaluabed. A mecent published
clinical study has suggested that the presence of IR, assessad
by the HOMA index, could play a role per = in the pathogen-
esis of PH in patients with cirrhosis with milkd hepatocellular
insufficiency (Child-Pugh A) (113 Authors from this study
suggest that a HOMA wvalue =3.5. combined with a low
platelet count-to-spleen diameter mtio could identify those
patients with cirrhosis and EV. These two pammeters have
been validated positively in another independent cobort of 340
patients with cirrhosis. Moreowver, there was a positive corme-
lation with the HOMA score and worsening of the hepatic
function (333 However, these affirmations have not been
accompanied by a hepatic hemodynamic shdy.

The cohort of patients included in the present study was
selected to obtain a homogeneous group and avoid possible
confounding factors. which may influence the HOM A-2 index
(by altering insulin and glucose levels). such as stress sitia-
ticns. metabolic syndrome, or medically treated diabetes, and
its interpretation in cirhosis.

The present smdy confirms that IR. assessed by HOMA-2
index, i= a very frequent phenomenon in patients with cirrhosis
and PH. Indesd, IR was found in =60 of our patients, a
figure that increased to =70%. if only patients with CSFH
wem considersd. A weak but significant cormrelation betwean
HOMA-2 index and HVPG was observed. In addition.
HOMA-2 index. together with prothrombin time, were the only
independent predictors for the presence of CSPH. Thesa find-
ings suggest that IR may play a role in the progression of the
chronic liver diszase at the earlier stages. as it has already been
suggested in patients with nonalcoholic fatty liver disease (16).
where the presence of IR was associated with the presence of
mild PH {in that smdy. all patients had HYPG = 10 mmHg).
Interestingly, our data, including patients with mone severe PH.
show that. once CSPH has developed, the comrelation betw ean
HOMA-2 index and HYPG is lost. These resulls suggest that,
once CSPH has developed. further increments of HOMA-2

Table 5. Mean hemadynam ic resporse to imravenous propranclol adminisiralion

Walses

IRCiroApia = 27 ikt

Foa IR Goapia = 11 kg

Sndy Fopalia i = 3 mikents

P

T e
—19xa

-19 + 135
=15+ 105

Adler v
Prpancl

P

TChange

ATETR
Popmicl

Fropasal g ¥’ Hmselie
—195x 13

Adler ke

Tzl ne
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index may reflect hyperinsulini=m secondary to two differsnt
mechanisms: either B-pancreatic hypersecretory state, as sug-
gested by the moderately higher C-peptide levels in patients
with IR. or reduction of insulin clearance as a consequence of
portal-systemic shunting, as suggested by the observed inverse
cormelation between HOMA-2 index and C-peptide-to-insulin
molar ratio. Indeed, it has been previously shown (7) that. in
patients with portal-systemic collateral circulation. the hepatic
first pass clearance of insulin decreases and. as a consequence,
C-peptide-to-insulin molar ratio decreases, while HOMA-2
index increases. Lack of comrelation between HOMA-2 index
and MO and Ag vWF levels, as indicators of endothelial
dysfunction. does not support a role for IR in the pathophysi-
alogy of PH either. These resulls are consistent with the
findings of a previous study (20). which did not find a corme-
lation between peripheral vein insulin concentration and portal
pressure in a group of patients with alcoholic cirrhosis and PH.

Owverall. from a pathophysiclogical point of view, the results
of our study suggest that IR might have a role in the initial
steps contributing to the development of CSPH. But once
CSPH has developed. increments of HOMA-2 index may be
more a consequence of the unpredictable development of
portal-collateral circulation than a cause for the worsening of
the severity of FH.

Additionally. our study confirms previous observations dem-
onsirating that EV are mome frequent in patients with IR than in
those  without. However, multivariate analysis  disclosed
HVPG, either as a continuous variable, or categorized as CSFH
va, non-CSPH. as the only significant variable predicting the
presence of gastmoesophageal varices. These results clearly
demonsirate that an increased HYPG = 10 mmHg. and not IR
is the pathophysiological factor linked to the presence of EV.
However, these results strongly suggest that IR may be used as
a noninvasive marker of CSPH, an issue that requires confir-
mation.

Owr study also shows that IR does not influence the hemo-
dynamic response to acute intravenous propranolol adminis-
tration. The effect of propranalol administration on HVPG and
systemic hemodynamics was similar for patients with or with-
out IR, and no cutoff value of HOMA-2 was identified to
predict the response to intravenous propranclol.

In conclusion, nondiabetic patients diagnosad with liver cirtho-
sis and CSPH have increased HOMA-2 index. This increment is
probably due more to the development of portal-collateral cincu-
lation than an impaiment of PH secondary to endothelial intra-
hepatic dysfunction by IR However, HOMA-2 index may have
potential for the noninvasive prediction of CSPH and as a conse-
quence of gastroesophageal varices,
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2. Justificacion y objetivos especificos

La resistencia a la insulina (RI) es participe del papel fisiopatolégico en la disfuncion
endotelial presente en las enfermedades cardiovasculares. Este fendémeno también se
encuentra en diferentes enfermedades hepaticas cronicas, entre las cuales se encuentra la
cirrosis hepatica. Su presencia se ha relacionado con el desarrollo de esteatosis, hiperglucemia
y fibrosis hepatica. Sin embargo, se desconoce si juega un papel en la disfuncion endotelial
intrahepdatica presente en la cirrosis, condicion indispensable para desarrollar hipertension
portal, responsable de las diferentes complicaciones clinicas que acontecen a lo largo de la
historia natural de la enfermedad. Desde un punto de vista molecular, se conoce que la via de
sefalizacion de la insulina comparte diferentes mecanismos o sefales intracelulares con la via
beta-adrenérgica, motivo por el cual es plausible también plantearse un potencial efecto de la

resistencia a la insulina sobre la via beta-adrenérgica.

Realizando un paralelismo con el campo de las enfermedades cardiovasculares, la hipdtesis de
trabajo de este estudio fue que la RI participa en el desarrollo y progresion de la hipertension
portal. Por tanto, el objetivo principal del presente estudio fue el de evaluar la relacion entre
la hemodinamica hepatica y sistémica y el grado de RI, estimado a partir del indice HOMA-
2. Los objetivos secundarios fueron la busqueda del valor del indice HOMA-2 capaz de
predecir la presencia de HPCS y por ende la presencia de varices esofagicas y la posible

influencia de la RI sobre la respuesta hemodinamica al bloqueo agudo beta-adrenérgico.
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3. Resultados

- Se escogieron 82 indi viduos sanos con normop eso y sin el antecedente familiar de
diabetes, provenientes de la misma area que la cohorte cirrotica, para establecer el valor
normal del indice HOMA-2 en nuestro medio. Un valor >2,4 definiéo Rl en la cohorte a

estudiar.

- Las caracteristicas basales dela cohorte se muestranenla Tabla 1d el articulo.
Brevemente, se incluyeron 49 p acientes (27 ho mbres y 22 muj eres) con una cirrosis
hepatica d e etiologia predominantemente virica (50% he patitis cronica VHC) y endlica
(30%) conun grado de insuficie ncia hepatocelular moderada (valor medio de la

clasificacion C hild-Pugh B, 7£2 puntos). El 50% de los pacientes presentaba varices
esofago-gastricas y la mayoria de ellos se encontraban estables en el momento del estudio
(un 32% presentaban ascitis). Todos presentaban hipertension portal con un va lor medio

del GPVH 15,5+ 6 mmHg.

- El valor medio del indice HOMA-2 de la cohorte fue de 3 £1,4 presentando el 61%
(30 pacientes) RIc on unva lor medio 3,9+ 1.En este subgrupo,l ainsul ina fue
significativamente superior respecto al grupo no-RI (191,5 £+ 55 vs 81,8 £ 27,5 pmol/ [; p=
0,00) asi como los niveles del péptico C, indicador de hipersecrecion pancreatica ( 1,4
0,5 vs 0,9 £ 0,5 nmol/ I; p=0,01). El GPVH también fue significativamente superior (17
+ 5,5vs 13+ 5mmHg; p=0,002) y presentaban unas resistencias vasculares mas bajas
(1881,6 £ 885vs 2376+ 553dyn xs m? u:m's;pZO,OOS) . C onsecuentemente, el
subgrupo RI presentaba peor funcion hepatica (indice MELD vy clasificacion Child-Pugh )
y mayor tendencia a presentar ascitis y varices. El andlisis mul tivariado de re gresion
logistica de termin6 e 1 tiempo de prot rombina como e | nico factor independiente

predictivo de RI.
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- Si se evalta la cohorte en funcion del grado de hipertension portal, 38 pacientes
(77,5%) presentaban HPCS con un valor medio del GPVH 17,5 =+ 5 mmHg. Las
caracteristicas clinicas, bioquimicas y hemodindmicas se muestran en la Tabla 2 del
articulo. Previsiblemente, presentaban una funcion hepatocelular significativamente peor
y mayor presencia de varices y ascitis respecto al subgrupo con un GPVH < 10 mmgH.
Asi mismo, el valor medio del indice HOMA-2 también se encontraba elevado (valor
medio 3,4 £ 1,3 vs 1,85 = 1,2; p=0,001). El andlisis multivariado confirmé el indice
HOMA-2 y el tiempo de protrombina como unicos factores independientes relacionados

con la presencia de HPCS.

- Se hall6 una débil pero significativa correlacion positiva entre el GPVH y el indice
HOMA-2 (r*= 0,19; p= 0,02) de toda la muestra (Figura 2 del articulo). Sin embargo,
cuando s6lo se tenia en cuenta el subgrupo de pacientes con HPCS esta asociacion no

resultaba significativa (r2= 0,02; p=0,29).

- Evaluando solamente los pacientes con HPCS, el 71% (27 pacientes) presentaban RI
con un valor medio del indice HOMA-2 de 3,8 = 1,0 (Tabla 3 del articulo). Si los
comparabamos con los 11 pacientes con HPCS pero no-RI , estos pacientes presentaban
significativamente mayor indice de masa corporal, menor tiempo de protrombina y unas
resistencias vasculares sistémicas mas bajas con una tendencia a mayor GPVH (18,5 £ 5
vs 16 + 4,5 mmHg; p=ns). Sin embargo, el resto de variables clinicas (como la presencia
de ascitis o wvarices), bioquimicas y hemodindmicas no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. No se hallaron diferencias en los
valores de fvW y NO en sangre periférica y vena suprahepatica entre grupos, como
indicadores de disfuncién endotelial. El andlisis multivariado de regresion logistica

confirmd, al igual que cuando evaludbamos los 49 pacientes, el tiempo de protrombina (la
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unica variable representativa de la funcidon hepatica), como factor predictor independiente

de RI junto con el indice de masa corporal.

- Se evalu6 el metabolismo de la insulina entre los 38 pacientes con HPCS (Tabla 3 del
articulo) mediante la ratio péptido C/ insulina M. Esta ratio fue inferior entre los
pacientes con RI (25 pacientes) lo que parece indicar que el metabolismo de la insulina
estaba disminuido en dicho grupo pero sin alcanzar la significacion estadistica (8 £2,9 (25
pacientes RI) vs 10,3 + 4,5 (10 pacientes no-RI); p=0,09). Como consecuencia, se halld
una asociacion inversa entre el indice de HOMA-2 y la ratio péptido C/ insulina M, r= -
0,35; 0,04), lo que indicaba que a menor aclaramiento de la insulina, aparecia un mayor

valor del indice HOMA-2 (Figura 3 del articulo).

- A continuacion, se evalu6 toda la muestra en funcion de si los pacientes presentaban
varices esofago-gastricas en la endoscopia digestiva alta. Como parecia logico, los 27
pacientes que tenian varices presentaban una funcion hepatocelular y una evaluacion
hemodindmica mas deterioradas (Tabla 4 del articulo). Los niveles de HOMA-2 también
fueron estadisticamente superiores (3,4 £ 1,3 vs 2,5 £+ 1,4; p=0,02) con valores de insulina
significativamente superiores y valores de glucosa plasmatica similares. Sin embargo, el
analisis multivariado confirmo la medicion del GPVH como unico factor independiente

capaz de predecir la presencia de varices esoéfago-géstricas.

- Finalmente se evalu6 como objetivo secundario la respuesta hemodinamica a la
infusién aguda de propranolol entre los 38 pacientes con HPCS. El estudio no hallo
diferencias entre pacientes RI y no-RI, presentando un porcentaje de respondedores

similar (65 % en pacientes RI frente al 64% en no-RI).

37



4. Conclusiones

- En pacientes con cirrosis hepatica no diabéticos que han desarrollado hipertension portal

clinicamente significativa presentan valores del indice HOMA-2 elevados.

- Probablemente, estos valores se asocian mas al desarrollo de circulacion colateral porto-
sistémica, fenomeno asociado a la presencia de hipertension portal, que a un
empeoramiento de la disfuncion endotelial intrahepatica debido a la presencia de RI. De

este modo, el indice de HOMA-2 podria ser un método no invasivo predictivo de HPCS.

- La presencia de RI no influye en la respuesta hemodindmica a la infusion aguda de

propranolol endovenoso.

5. Discusion

El presente estudio confirma que la presencia de RI, estimada a partir del indice de
HOMA-2, es muy frecuente. El1 60% de los pacientes de la cohorte presentaban valores >
2,4. Si tenemos en cuenta so6lo el subgrupo de pacientes con HPCS esta proporcion es
superior (> 70%). El indice de HOMA-2 y el tiempo de protrombina fueron los Unicos
factores independientes capaces de predecir HPCS en el analisis multivariado. Tras estos
resultados, resulta plausible pensar que la RI podria jugar un papel en la progresion de la
hipertension portal. Sin embargo, la correlacion positiva entre el indice HOMA-2 vy el

GPVH fue débil y se perdia cuando solo evaluamos los pacientes con HPCS.

El indice de HOMA, calculado a partir de los valores de insulina y glucemia basales,
puede estar reflejando dos situaciones coexistentes en la cirrosis. Por un lado el estado
hipersecretor de la funcion beta-pancredtica, como lo demuestran los valores elevados del
péptido C en los pacientes con RI, y por otro, una disminucién del aclaramiento hepatico

de la insulina como consecuencia del shunting porto-sistémico, como se observa a partir
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de la relacion inversa entre el indice HOMA-2 y el ratio péptido C/ insulina M. Si
afiadimos la falta de correlacion entre los valores de NO y del fVW, como marcadores de
disfuncioén endotelial, y el indice HOMA-2, parece logico haber confirmado la escasa
correlacion entre el GPVH y el indice de HOMA-2. Reflejaria la presencia de
colateralizacion, fendmeno mas presente cuanto mas progresa el grado de hipertension
portal, y no una mayor disfuncién endotelial asociada al estado de insulino resistencia.
Estos hallazgos permitirian presentar el indice HOMA-2 como un método no invasivo
capaz de predecir HPCS 'y su asociacion con la presencia de varices esofagicas. Los datos
obtenidos son congruentes con los recientemente publicados en un estudio en el que tras la
oclusion de shunts portosistémicos mejoraba la hiperinsulinemia existente en pacientes
con cirrosis € hipertension portal (6) y su asociacion con la presencia de VE. Sin embargo
a dia de hoy, dichos hallazgos no permiten sustituir la excelente asociacion que existe

entre el GPVH y la presencia de varices gastro-esofagicas.

En resumen, el articulo 1 sugiere que los valores del indice HOMA-2 elevados en la
cirrosis hepatica no reflejan exclusivamente la presencia de insulino-resistencia sino
también un componente importante de colateralizacion porto-sistémica. Por este motivo,

el HOMA-2 podria ser un parametro no invasivo para valorar HPCS.
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Cardiovascular Risk Factors and Systemic Endothelial
Function in Patients With Cirrhosis
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Juan Carlos Garcla-Pagan, MD*# and Jaime Bosch, MO

CBJECTIVES:  Cardlovascular risk factors (CVRF) lead to systemic endothellal dysfunction. It has been suggested
that In cirthosls, cardlovascular risk Is low and systemic endothellal function I1s enhanced. Howeaver,
there Is no prospective study evaluating the relationship between cardiovascular risk and systemic

andothellal furction In clrihosls, which was Investigated hera.

METHCOS: In 47 patlents with clrrhosls (33 males; median Child-Pugh score 8; medlan age 55 years), wa
evaluated: laboratory parameters, hepatic and systemic hemodynamics, CVRF, 10-year global
cardlovascular risk by Framingham score, and presence of carotld plagues. Systemic endothellal
dysfunction was Investigated non-invasively by flow-mediated dilatation (FMD) of the brachial artery

by ultrasound and defined as FMD <10%.

Cardiovascular risk (median 7%) was low In 25%, moderate in 26%, moderately high in 40%, and
high In 9%. Fifty-threz percent of patlents had systemic endothellal dysfunction. Systemic endothe-
llal dysfunction (low FMD) Increased in parallel with CV risk (inear trend P=0.039) and was highar
In patients overwalght or obese, Conversely, FMD Increased In parallel with Child-Pugh/Mayas Clinle
Madel for End-stage Liver Disease (MELD) score, bilirubin, serum sodlum, plasma renin activity,
leukocyte count, platelet count, and with lower arterlal pressure, suggesting that enhanced FMD Is
a feature of advanced liver fallure and Inflammation. Cardiovascular risk, Bllirubin, leukecyte count,
and arterlal pressure remalned Independently assoclated with systamic endothellal dysfunction.

REZLULTE:

COMCLUZIONS: CV risk was not low In our studied patients with clrrhosls, and systemic endothellal dysfunction was
frequent In this population. In cirhosls, similar to genaral population, cardiovascular risk Impalred
systemic FMD, although liver fallure attenuated endothellal dysfunction.

Am J Gamroesero 2013; L0 75-£2; dol:10.1038/ajg 2012 362; published online 13 Xowember 2012

INTRODUCTICN

Cirrhosis is characterized by major circulatory disturbances, in
both the Intrahepatc and systemi vascular systems. The intra-
hepatic ciroulation In cirhosis exhibits endothelial dysfunction
with trmpaired nitric cxlde (MO} bicavailability, which constitutes
one of the mechanisms leading to portal hypertension (1), Fecent
evidence suggests that coddat ve stress plays a pivotal role in deter-
mining Intrahepatic endothellal dysfuncticn (1) This Is compa-
rable to what happens in the sysemic vascular bed In patlents
with atherosclerotic disease, In whom cardiovascular sk facters
(CVRF) determine systemi endothelial dysfunction (2). since
M is a key antlatherogenk maolecule (3).

On the other hand, the sysemic circulation In cirhosls fre-
quenthy features MO overproduction (2) and enhanced endothelial
function {4-7). These mechanisms are thought to play a key rolein
the development of the hyperdynamic syndrome that 1s typically
assoclated with portal hiypertension and end-stage lver disease (8).
Actually, it hastraditionally being thought that liver fallure may in
some way protect from cardiovascular disease (5-11).

Clrrhosls typleally cocurs at an age colncldental with that
af advanced athercsclercsls, and given that CVEF are mosly
secondary to poor lifestyle habits that are increasingly frequent
In the general population of western countries, It would be antl-
clpated that patients with cirrhosls should have similar CVRF as
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non-cirthotke subjects. Recent retrospective  observations In
patients on the wattng lst for liver transplantation support
this hypathesis (12). Therefore, one would expect that exposure
to CVRF might negatively affect systernic endothelial function
In cirrhosiy however this issue has not been adequately
Investigated so far.

Flow-mediated vasodilation (FMD) of the brachial artery by
means of ultrasonograpty (13) 15 a8 well established and highly
standardized non-lmvasive test to assess sysemlc endothelial
function in humans in real-time (14,15). The test is based on the
assumipten that the vasodilatory capacity of a vessel during post-
tschernic hyperemia depends on a preserved MO synthesis and
release (14). In non-cirrhotic subjects, CVERF impair FMD due to
onldative stress-Induced systemic endothellal dysfunction (16).
FMD has been used anly In one sudy in patients with cirrhosis
{17}, showing that it ks Increasad in patients with ascites

The present study was almed at investigating: (1) the prevalence
of significant CVEF In patients with cirrhosls referred for hepatic
hemodynamics assessment to a tertlary Hospital in Barcelona, a
Mediterranean city with relatively low incldence of cardiovascu-
lar disease;(18,19) (1) to verify whether In analogy to what occums
In non-cirthotic subjects, CVEF In patients with cirrhosis might
represent an Independent factor negatively modulating systernic
endothelial function, resulting in a higher prevalence of systernlc
endothelial dysfunction in patients with higher cardiovascu-
lar risk; and (1) the relaticnship between systemic endothelial
funiction and Lver fatlure.

METHODS

Patients

This prospective cross-sectlonal study Incduded 47 consecu-
tive patients with cirrhosis (33 men, 14 women) refermed to our
Center for the measurement of hepatic vencus pressure gradient
(HVPG). Patlents were consldered eligible If the three following
Incluslon critera were fulfilled: age 18-73y/o, cirrhosls proven
by biopsy or by cinical, laboratory and radiological data and
HVPG =10 mm Hg, Patlents treated with diwretics due to previous
eplsodes of ascites were consldered decompensated.

Exclusion criteria were: pregnancy, ongoing treatrment with
dnigs that can alter FMD ({nebivelol, angiotensin-cormverting
enzyme Inhibitors, anglotensin receptor Hockers, and statins),
hepatocellular carcinoma, partal veln thrombosis, and denial of
Informed consent.

The sudy protocol was approved by the Ethics Committes of
the Hespital Clink. The nature of the study was explained to the
patients, and Informed consent was cbtalned in each case, aocord-
Ing to the principles of the Declaration of Helsinkd {revision of
Edinburgh 200},

Assessment of CVRF and global cardiovascular risk

The following CVRF were considered relevant to our study and
were specifically Investigated through a questionnatre on incluslon:
age, perscnal and farnily history of cardiac Ischernic disease, body
mass Index, clgarette smoking status, diabetes, systemic arterial
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hypertension, dyslipidemila (hypercholesterolernia and hyper-
tigyceridernia), and alcohal Imtake. Systolic, diastalic, and
mean  arterial pressure were measured during the hepatic
veln catheterization every Smin by a non-imvasive automatic
sphygmormancmeter (see below). Laboratory tests wene obtained
at Inclusion.

The 10-year sk of cardicvascul ar events (global cardiovascu-
lar nisk) was calculated according to the Framinghar algorithm,
based on categorical values of age, total cholesteral, high-density
lipoprotein-cholesterol, blood pressiare, smoking status, and dia-
bertes, for each subject (20). As suggested by ATPIT (21), the car-
dicvascular risk was categorized as foll ows: Low risk (<1 risk factor
and 10-years calculated Ask < 10%), moderate risk (=1 sk factor
and calculated risk <10%), moderately high risk (calcwlated sk
10-20%), and high rik {calculated risk =208}, The presence of
atherosclerctic plaques In the right and left comrmon and internal
carotld arterles was assessed by ultrasound as a marker of cardio-
vascular risk (22). Plaques were defined as focal Intruslons into
the lumen =1.:2mm thick, on a gandardized Imaging protocal
(B-mode and celor Doppler exarnination. on beth longitudi-
nal and transverse planes by using a linear 10MHz transducer
connected to the same US equipment employed for FMD
measurement] (235,

FMD of brachial artery by ultrasound

FMD measarements were performed the day before HVPG meas-
urernent by a single operator experlenced tn this technlque who
hields alow Intra observer varlability { < 5%). According te current
recommendat ions (24), patients were examined after 20min of
rest In a quiet and darkened room; all were fasting for at least 8h,
and had been Instructed of avolding smoking, drinking alcchol or
coffes, and eatin g food with high-fat cortent in the previcus 12h.
In the supine position, a standard cuff was positioned around the
right arm. 2 inches below the antecubital fossa.

A 10-MHz ultrasound linear transducer connected to ACLISON
Sequoda 512 (Acuson, Mountain View, CA, USA) ultrascund sys-
tem was used to acquire images of the right brachial artery. After
baseline Images were obtained for 2min, the cuff was inflated o
250mimHyg above to occlade the rght brachial artery. The cuff was
kept inflated for 5 min. Images of the dght brachial artery were
captured comtinuously for Smin after cuff deflation. Videos of the
acquired images of the brachial artery were analyzed with a previ-
ously validated semiautemated systemn ( Brachyal analyzer, Madical
Imnaging Application LLC, UISA).

The semlautomated readings (media-adventitial interfaces to
redis- adventitial interfaces) of these digitized images generated
the baseline and maximum diameters of the brachial artery from
which % FMD was computed as: ({maximum diameter— baseline
diameter)/baseline dlameter < 100. Endothelial dysfunction was
defined asan FMDY <10% (25}

HVPG measurement and systemic hemodynamics assessment

Patients underwent hepatic veln catheterization In the morning
after at least 8h fasting. Under local anesthesia, with ultrasono-
graphic guidance (SonoSite, Bothell, WA) an 8-F vencus catheter
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introducer (Azxcess; Mamdm Medical, Athens, TE, USA) was
placed in the right internal jugular veln using the Seldinger
technique. Thereafter, a 7-F balloon-tipped catheter (Edwards
Lifesclences, Irvine, CA) was advanced into the rght hepatic
veln to measure wedged and free hepatic venous pressures
(WHVF and FHVE respecttvely) by the connection to exter-
nal electro-rnechanical transducer and polygraph (Mac-Lab,
GE Healthcare, Fretburg, Germany). HVPG was calculated as
WHYF -FHVP {26).

Under flucroscoplc control, a Swan-Genz catheter (Edwars
Laboratary, Los Angeles, CA) was advanced Into the pulmo-
nary artery for measurement of cardiopulmonary pressures and
COv (cardiac output) by thermal diution. Systalic, diastolic, and
mean arterial pressure were measured every Smin by a non-
Invastve automatic sphygrmemanometer (Marquette Electron-
Ics, Mitwaukes, W) Heart rate was derived from continuous
electrocardiogram monitoring. The systemic vascular resistance
(dymexsccm’) was caloulated as MAP (mmHg)- rght atrial
pressure (mrm Hgl=@wC0 (imin).

All herncdynamic measurernents were performed In triplicate,
and permanent tracings were recorded (26).

Statistical analysis

Diata are described as meantsd.; for non-normally distributed
varlables median and range are also given. Comparisons between
groups was rmade by Sadent’s i-test or Mann-Whitney test when
appropriate; proportions were companed by Fishers test. Kruskal-
Wallis test was used to compare continuous varables among
different cardiovascular sk categories. Matural logarithmic (Ln)
transformation was wsed for contimacus numerical varables to
achieve a normal distribution.

Correlations between FMD and continwous numerical variables
were rmade by linear correlation Pearsons test (where B Indicates
the correlation coefficlent) or by Speanman's test, respectively, for
normally and nen-normmally distributed varlables

In omer to idemtify which factors were Independently
assoclated with systemic endothellal dysfunction In our cohort
of patients with cirthosls, we generated and evaluated all possi-
He models from those varlables significant on univariate analysis
{(Pwvalue < 0.10) bya spectfic SPSS script (ARSetsReg V201 1-02-04,
Domenech JM and Mavarre JB, Laborater dEstadistica Apll-
cads, UAR, Barcelona, Spain). This script considers all possible
combinations of the varables specified by the esearchers and
performs a backward sepwise logistic regression analysls; those
variables explaining a statistically significant proportion of
the varlance (P<0.1) are rmalntained in the final model using
the likelthood ratio test. The script finally classifies the caloul ated
madels according to different statistical parareters, Including
the AUC {area under the Fecetver Operating Characteristic curve)
and the Mallows Cp. In this paper, the best model was chosen as
the cne with the minimum mimber of variables and minimum
Mallow's Cp criterion.

The o valwe was set at 005 All P owalues are twoesided
Statistical analyss was performed with SPSS 15.0 package (SPSS,
Chicago, IL).
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RESILTS
Table 1 sumrmarizes the maln clinical, labaratary, and hemody-
namic features of the iIncduded population.

FMD and cardiovascular risk

Table 1 shows in detail the distribution of CVRF In the stadied
population. As expected, smoking habit (40%), diabetes (23%),
arterial hypertension (21%), dyslipidemia {15%), overwelght or
absesity (47%), and a family history of cardiovascular diseases
{2606) wene frequent In our patlents with cirrhosls, especially
In men.

The median 10-year global cardicvascular rsk in the whole
population was 7% (8% in men., 4.5% In women). According to
the risk stratification suggested by ATPHL (21), 12747 (25.5%)
af the patients had a low cardiovascular sk, 12/47 (25.5%) had
miederate cardiovascular risk 1947 (40.4%) had moderately high
cardiovascular dsk, and 4747 (8.6%) had a high cardievascular sk,
The prevalence of carotid plaques Increased (from 22% to 75%) as
cardimvascular risk Increasad (Table 2).

All patients well talerated the 5-min ischemia during FMD by
brachial artery by means of ultrasonography. Mean FMD was
10.9+6.9% (median 9.6%) (Table 2). Mo gender differences in FMD
were chserved (males: 10.2+6.2% vs. females: 13.2+8.4%, ME), and
In this popul atlon FMD did net correlate with age, plasma glucose,
cholesteral, low-density lipoprotein-cholesterol, and trighoerides.

Twenty-two patlents (47%) had a normal FMD (=10%), while
sysemic endothellal dysfunction (FMD < 10%) was observed
In 25 patients (53%; mean FMD 6.4+2.8%). The propartion of
patients with systernic endothelial dysfunction Increased signifi-
canthy as cardiovascular risk increased (Tables 2 and 3), being the
lowest {17%:) In patients with low cardiovascular sk and the high-
est (75% ) in patlents with high cardiovascular risk (Figure 1a). The
anly CVRF associated with systernk endothellal dysfiunction was
averwelght/cbesity (Figure 1b). Prevalence of carctid plaques was
not statistically different in patients with and without endothelial
-iqrsﬁm-:tlon (4440 vs. 63.6%, P=0.178).

FMD and markers of liver failure, portal hy pertension, and

by perdynamic syndrome

FD did not differ amaong the different eticlogles of liver disease,
except In patlents with non-alccholic geata-hepatitis-related cir-
rhosis who showed a trend for lower FRMD (5.743.2 vs. 11.506.9%,
P=0.087). FMD was similar In patlents with and without esopha-
geal varces (10.947.5 vs, 114+ 5.7%, P=0.804), as well as In those
with and without ascites (116472 va, 1EL65%, P=0702), and
did not corpelate with HVPG or cardiopulmonary presswres,

FMD} increased in parallel with womsening of liver function
(bilirubin, Child, and MELD score), as well as with indicators of
hyperdynamic syndrome (lower serum sedivm, higher plasma
renin activity, higher heart rate, and lower mean arterlal pressire)
{Table 7). Accordingly, the proportion of patients with systermnic
endothelial dysfunction decreased with deterloration of Child-
Pugh class: (Figure 1¢), being higher In compensated patients
belonging to Child A class (71.4%), and the lowest In decompen-
mted patients In Child C class {25%). However, within each of
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Table 1. Maln clinlcal and hemodynamic characteristics, and
candlowascular risk factors of the studled population

Characteristio Total (=47}
Age (ymars] 55=10
Etinlogy fakcahobvirusMASH st immune/ilson 24T
hemo-cramatesisl
Camp=nsaied'decompensated 1631
Esophageal varices (n) MNe=1E
smalk12
lbrge=13
Ascitzs (%) A7 E%
Albumin (g} 31.0s5.1
Bilrukin (mg'd} 29:24
MR 152:0.4]
Creatinine [mgdD 0.73:024
Serum sodium EmEgd) 13Ex6
Plasma renin act {ng'mlh) 163=1.15
M=dian [rang=) 0.2090.01-19.50
Child scons 79:23
M=dian [rang=) {12
MELD score 135
Madian [rangs) 12(5-29)
Plabelet court inffmme) 1117
Leukocyte count [nfimme) 5325
H¥PE immHg) 13143
Mean arterial pressune [(mmHg? 83:=14
Hezart rate [beatsirmind 7411
Systolic blood pressune (mm Hgl 11E=19
Dizstolic blood pressuns (mmHg] G5x13
Body mass index [kg'mel 2604 5
Osezrwezight, 0 (52) 156319
Obese, ni¥) airm
Candiac irdex (Fmin'm? 45:15
Systemic vasoular resistance (dyresssxom 36135
Right atrial preszune immHg! 62:29
Fasting glucoss Imgdl 104=24
Tatd chalesteral (mgidl 13645
HOL<helestercl [mgid} A1=A5
LOLcholesteral Imgidl 8733
Trigheerides imgil A2
Dizbetes (%) 224
Smcking (%) a04
Hypertersion [ 1.2
Cepslipidemia (%) 191
Family history of ischemic CY dissase [%) 255
P=rsoral hisiary of myacardial rfarchon (%) o
Alzchaol nofacties drinkan'< 1pear abstinerce! 22511
] year abst

OV, cardipvescular; HOL, high-dersily ipoproein; HWPG, hepalic vanos
prassura gradiant; I, inbarnationai normalzed ratic; LOL, kaw-cansiy
lipoprota iy MELD, kaya Ciinic Miods! ior End-Staga Livar Disazsa; MAZH,
ran-skohalic shat-hapabis.

Cota 2rs aprasamisd &5 mean:s.d.
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the Child-Pugh classes, the proportion of systemic endothe-
lial dysfunction increased according to the cardlovascular sk
{Figure 2).

Finally, FM D showed a positive correl ation with leukocyte count
(r=0.462, P<0001) and platelet count (r=02377, P=0uw010).

Independent predictors of systemic endothelial dysfunction

in cirthosis

Varables significantly different on univariate analysis are shown
in Table 3. AT the remaining CV-risk assoclated variables (age,
systalic blood pressure, diastolic Hood pressure, fasting glucose,
total  cholestercl, high-density lipoprotein-cholesteral,  low-
demsity lipoprotein-cholesterdl, trighycerldes, prevalence of diabetes,
anoking hypertension, dyslipldemia, farnily hisgory of acute
myocardial infarcton, carctid plaques), and chronic lver dis-
ease-assoclated varlables (prevalence of decompensated cirrhosls,
esophageal varlces, ascites, albumin, Imternational nermalized
ratlo, creatinine, HVPG, OO, systemk vascular resistance, ght
arterial pressure, and mean pulmonary arterial pressure) were
sirnilar In patierts with and without endothelial dysfunction.

According to the results of univarate analysis, the following
sets of variables were Included in the mult ivariate analysis: class of
cardiovascular sk according to ATPII {cabegorical), presence of
overwelght fobesity (categorical); heart rate, mean arterial pressuire,
plasma renin activity, and serum sodium; bilirubin, Child score,
and MELD sc ore; leukocyte count and platelet count. Pulmonary
capllary pressurewas not included in the multbvarate analyss due
o a scarce blalogical plausibility of an assoclation with FMDL

Table 4 surnmarizes the final medel (AUC 0.007; Cp 4199,
Pe0oo0l), incuding four Independent variables. As shown,
cardiovascular sk class increased the odds of systemic endothe-
lial dysfuncticn, while L blirubin, Lo leukocyte count, and Lo
rean arterlal pressure decreased the odds of systemic endethelial
dysfunction.

Since carotid plaques are an objectrve and well-accepted marker
of CV nisk while Framingharm score has not been gpectfically vall-
dated in clrthosls we performed a multivarate analysis forcing
presencefabsence of carotid plaques in the analysis Ingead of CV
risk category. In this case, the final medel included Lo bilinibin
(OB {odds ratio): 0.29; 95% CI (confidence interval): 0.10-0.83,
P=0.02), Ln leukocytes (OR: 0.07; 93% Cl 0.009-0.55; P=0.01)
and presence of overwelght (OR: 4.33; 95% Cl: 1.02-25.5;, P=0.04)
or abesity (OF: 35.9 95% Cl: 1.06-74.1; P=0.04) as iIndependent
predictars of systernic endothelial dysfinction, with bliribin and
leukocytes protective, and obesity a risk factor.

DISCUSSI0N

Cardiovascular sk has been traditionally considered low In
patients with circhesis (27-29). However, cirthosls markedly
shortens thelife span, and due to the competing risk of death from
liver-related events, it 1s Likely that cardiovascular sk may have
been underestimated in this populaticn. In the liver transplanta-
Hon era, the assessment of cardiovascular dsk in patients with cir-
rhosis has galned importance (300, since the risk of cardiovascular
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Table 2. Brachial artery diameters, flow-mediated dilatation (FMD), and prewalence of systemic endothellal dystunction and of carotid
plaques In the total population and according to card kowascular risk class

Totol population  LowCV sk Moderate C¥risk  Moderatebyhish  High OV risk

{nemdT inm1 2 {na12) EW risk (0= 120 (i) Pvalue
Easeline diameter (mmi 4742161 384:1.12 E.G=1.58 4EL£1.40 5 #3180 0o
Post.deflatian diameter (mmi EZ%:175 242:124 E.64a220 501147 6342227 0044
FMD %) 100:6.0 159:85 110:7.2 EfsAR 77add 0045
Systemic endathelial dysfurction, n (%) 2847 (511%1 12 (16.6%) 12 (50%) 1410 (72.7%) 214 (7551 0039
Preualence of camtid plagues, n (%) ITMTIETAR)  AL2(I23E) 12 (50%) 12010 (62 2%) 214 (755 0.064

O, mamowscular.

P velus ralers o Hruskal Wales tasl of the com parison of iha difersnt candkovsscular risk class.

Table 3. Cardiowvascular risk factors and cirrhosis-related varlables which wers found significantly different In patlents with and without
gystemic endothellal dysfunction on unlvarlate analysls (F<0.10 In bold)

Marmal systemio Gystemio endothelial
endothel ial function FMD  dysfunction FMD « 10%, Linear comrelation &

Charaoberistio =10, p=22) p=25) Falue with FMD F walue
Mezan arterial pressurs immHg) El:14 23:15 0.081 -0.243 0103
Eody mass index (kgim® 24540 27342 0.037 -0121 0331
Ohemrweight, ni %) 5(227 10040000
Obsz=, n (%) 2080 6 [24.00
Heart rabe (beats'minl 712 7115 0.046 Q167 0273
C¥ nsk class (%

Low 455 a

Moderate | 29 0.015

Mederately high 27 56

High 45 12
Child-Pugh scare BE25 T2:1E 0.016 0.7 0.062
MELD soors 165 1224 0.066 0.265 0.076
Edinabin (mgtdl 35=29 2912 0.004 0.345 0.019
S=num sodium (mEgT 133:7 1373 0.015 =047 «0.0001
Plazma renin activity Srg/mlh? 2.BE+522 0.89:1.28 0.028 0.83F 0.00L
Plarielet courd irdfmmc) 127101 95251 0.150 0377 0.010
Levkocyte court infmme) 6.58=3.00 4168 0.002 0462 0.00L
Pulmanary capillary pressune Imm Hg) 82740 114=E0 0.064 -00e0 0552

OV, cardbovescular; FMD, fow-medisiod diristor; MELD, Mayo Cinic Modsl for End- sizgs Livar Disazasa.

events after arthotople liver transplantation (OLT) is Increased
(31}, and patients with a high pre-OLT cardicvascular risk are at
higher sk of suffering fatal cardiovasoul ar events afier OLT (32).
Indeed. significant comonary artery disease Is found in 2.5 to 27%
of patlents screened on Nsting for OLT (330

In this cross-sectional, prospective study, we assessed thoroughly
the global cardiovascular nsk according to the ATPIT guidelines
(21} in a group of consecutive patients with cirhosis, Our find-
Ings Indicate that cardiovascular nsk is not unrernarkable in this
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popilation; indeed in this popul ation, we abserved a high preva-
lence of carotid plaques, which are an accepted predictor of occult
caronary artery disease and coron ary events (22,34). In this regard.
the 57.4% prevalence of carotid plaques In this study was neady
Identical to the 56.&% prevalence reported in a recent Malian L5~
Doppler study in patlents with clrrhosis (27), and Is very sirnilar
to that observed in an age-rmatched general population In our geo-
graphical area (57%) (23). Nonetheless, it should be acknowledged
that we included only patients referred for HVPG measwement to
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Figure 1. Proportion of patisnts with systemic sndathelal dysfunction
flow-misdiabed dilstation (FMO) «10%) sccording to: {al cardiovascular
risk stratification fg® P =0.06; *insartrand F=0029). (b Nanmal wsght
v, cverweightiobesiy (*F= 00120, (e} Child-Pugh class §y® F=0.08;
*linear trend F=0.0211.

atertlary refierral cemter and we cannet exclude that a selection blas
might be present, leading to over- or underestimation of the real
burden of C¥ rik in real-life patients with cirrhosis.

In the general population, many shadies have shown that the
naon-irvasive test of FMD 1s capable of predicting leng-term
cardiovascular sk, and then has been widely used (13.15,1625).

In this context, at firg glance it would seem somehow swr-
prising that in half of our patlents with cirrhosis, FMD was not
reduced, but abave normal values (14) and that it increased fir-
ther in parallel with worsening liver fallure. However, these data
are In agreernent with previous studies showing an Increased sys-
temnic vascular endothelial-dependent reactivity In clrhosis, as
assessed with cther techniques (4-7) and with the limited experi-
ence using FMD (17). Having said that, our data also demonstrate
that about balf of patients with cirrhosis show systemic endaothielial
dysfunction, which 1s particulady frequent among those with a
greater num ber of CVEF and thereby with a higher 10-year car-
dimvascular risk, as assessed by the Framingham equation. Indeed,
multtvariate analysis palnted out that cardiovascular risk 1s an

The Amenican Journal of GASTROERTERDLOCY

45

B Low and modsnite OV

g wy :a':ugr'-:;ngn d
[ | P11 .hu-.-::\rm :E"
g m | R=iii
lI-l: 70 4 — 1|
‘E"ﬁ = '
5 -
L
T
s
g 10 i
[ o4
Chid class Child class Zhid dass
A4 Bzt C =tz

Figure 2. Proporticn of patiems with systernic endothelia dysfunction
aocording 1o categonized severiy of the lesr disease [(Chid-Pugh class A,
B, and ), ard cardiowascular risk [low and moderate risk vs. moderately
high and high riskl. Fl=ase note that the propertion of patients with
systemic endathelal dysfunction decreases as liver failire worsens, but
that within =ach Chid dlass a higher cardiovascular risk is associabed
wih increassd frequency of systsmic endothelial dysfunction.

Independent factor worsening FMD in cirrhosis, as opposed 1o
factors related with liver fallure, that are Independently assocl-
ated with better FMD. Because of the influence of these cppos-
Ing factors on systemic vascular reactivity, FMD In patients with
cirrhosis and portal hypertension may not reflect acourately the
gobal cardiovascular risk of these patients. This 1s  rengthened by
the observation that when we forced in the multivariate analysis,
an abjective marker of CV disease—namely presence of canstid
plaquees, Instead of CV rsk category—only liver-related variables
and overwelght/chesity were 1dentified as independent predictars
of systernic endathelial dysfunction. This suggests that liver fal-
ure Indeed acts as a confounder when interpreting the results of
FMD in patients with cirhosls In agreement with this interpreta-
Hon, previous data suggested that in patlents with cirthosis and no
knowwn CVRE, more advanced degrees of liver fallure were assocl-
ated with greater Increases in FMD (35}, This confounding effect
should be especlally considered in patients with adwvanced liver
fatlure, such as those listed for OLT, in whom FRD may be normal
{and therefore sugpest a low cardicvascular sk} despite the coex-
Istence of several CVIRE and hence a high cardiovascular sk, due
to the fact that the hyperdynamic syndrome of advanced cirhosis
masks the altered vascular reactivity. In this regard, we acknowl-
edge that a lmitation of the present study is the lack of a long-
term follow-up allowing assessing the real iIncidence of CV events
In this specific populatian. In the absence of such a robust clinical
end podnt it cannot be ruled-out that our findings could nethave a
different Interpretation. Spectfically, it might be hypothesisad that
nommalhigh FMD in cirrhosls indkcates a true low CV risk due to
a protective effect of Liver disease against CV disease, while stand-
ard CV rsk dassification 1s not effect ive in this population. Even if
this 1s passible from a speculative point of view, It 15 not supported
by recent prospective data showing that patients with genctype 1
hepatitis C virus-related chronic Iiver disease have a high risk
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Table 4. Varlables Independently assoc lated with systemic
endothellal on multivarlate analysls

Variable Mukreaniats OR (85% CO Pvalus
Claezz: of OV rizks 0009
Leaw 1

Madarxie 6.15(1.3-68.0)

Modaraisly high /221881

High 494 (2 5-152.00

Lri leukacyts count 002 00010400 ool
Lri bilinakin 0.33 0032051 0028
Ln m=an arlerial pressure 0,08 (0-886) Q115

€I, corddencs inank CV, cardiovascular; Ln, nabural kogarihm; OF, odds radka
"Lovw T 1Bk WaS Usad 25 rafarsnces gy,

of early carotld atherosclerosis independent of traditicnal rsk
factors, suggesting that lever disease per se should be considered a
CV fsk factor in this setting (36). Obviously. this open questicn
can only be answered by specifically designed prospective studles
In patlents with cirrhesis using mobust cinical end points.

We could not reproduce the result obtalned by Carzaniga
et al. (17) showing that FMD was Increased in patients with ascites
va compensated patients. This might be due to diferences in the
profile of cardiovascular rsk of the patlents iIncluded in the two
studies, since only nen-smokers and non-hypertensive patients
were Incliaded in the published study (17); moeover, the above-
mentioned study included a large proporticn of patlents with very
severe llver fallure (Child C), with an extremely high FMD.

Ancther Interesting finding of our study 1s that leukocyte cownt
15 also Indepen dently and positively related with FMD. The irter-
pretation of this finding rernalns speculative; however, Increasad
leukocyte count In cirhosls 1s frequently a clue of clinlcal infec-
ton or subclinical bacterial DA translocation (37), which are
assoclated with Increased release of pro-inflamrmatory cytokines,
augmented systemic MO bdoavallability, splanchnic vascdilata-
tan, and hyperdynamic syndmome. An increased FMD in this set-
tng might represent ancther manifestation of this hemodynamic
derangement. This Imterpretation would be in agreement with a
previous study reporting that FMD increased in parallel with renal
vasoconsrction (17), which represents the end of the spect num
of circulatory manifestations initiated by portal hypertension and
splanchnic vasedilatatian.

In conclusion, our findings suggest that systemic vascular
reactivity in cirrhosis 15 influenced by a dual mechanism: it 18
up-regulated by Liver fallure and portal hypertension, while the
presence of CVREF determnines a decreased wascular reactbvity,
which 1s relevant in this population. The confounding effect of
Iever-rel ated variables on FMD suggests that, contrary to the gen-
eral population, this research tool cannot be used to predict the
global cardicwascular risk in patients with cirrhosls. Studies using
this methed and studies addressing the cardiovascular systern in
patients with cirrhosis (such those about cirrhotic cardicmyopathy )
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should take Into account an accurate ingquire of the presence of
CWVRF and markers of cardiovascular disease, such as carotlid
atherosclerotic plaques.
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Study Highlights

WHAT 15 CURRENT KMOWLEDGE
In cirrhosis, systemnic endothelial function is thought to be
anhanced.

o Cardiovascular risk factors (CVRF) l2ad to zystemnic
ardathelial dysfunction in the general population.

/S]E.temll: ardothelial function can be studied non-invasively
by a ultrasound-based method (Flow-mediated dilatation of
brachial artary, FMCI.

' There iz na prospective study evaluating the relationship
be=twieen CWRF, systemnic endothelial function, and liver
function in patients with cirrhosis and portal hypartension.

WHAT 15 NEW HERE

v Over a half of patients with cirrhosis shows systemic
ardathelial dysfunction and overall the cardiovascular
risk i rat kaw in zirhosis.

" Systemic vaszular reactivity in cirrhosks is increased
allure ard partal hypariznsion, whils it is decreasad
cardicvascular risk factars.

o Flow-med iatad dilatation (FMDY cannat be used to pradict
the glabal cardicvascular risk in patients with cirrhosis.

lvar
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1. Justificacion y objetivos especificos

Los factores de riesgo cardiovascular estdn intimamente relacionados con la aparicion de
disfuncioén endotelial en la poblacién general, dando lugar a la aparicion de complicaciones
cardiovasculares. La cirrosis hepatica como enfermedad vascular, también presenta
alteraciones en el lecho vascular, produciéndose por un lado una disfuncion endotelial a nivel
intrahepatico debido a una menor biodisponibilidad de NO. Por el contrario, a nivel de la
circulacion sistémica existe una superproduccion de NO dando lugar a un estado circulatorio
hiperdindmico. La poblaciéon que padece cirrosis habitualmente también puede presentar de
forma paralela hipertension arterial, dislipemia o diabetes y desarrollar enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo, este escenario tan frecuente en la practica clinica diaria no ha
sido evaluado, en el sentido de conocer si la presencia de factores cardiovasculares influye
negativamente sobre la funcion endotelial sistémica incrementandose el riesgo cardiovascular,
como ocurre en los pacientes no cirrdticos, asi como su influencia sobre el grado de
hipertension portal. A partir de esta reflexion, la hipdtesis de este articulo fue que la
presencia de factores de riesgo cardiovascular podrian influir de forma negativa tanto en la
funcion endotelial sistémica como en la intrahepatica en la cirrosis. Por consiguiente el
objetivo principal de este estudio fue el de evaluar la relacion existente entre el grado de
disfuncion endotelial sistémica y el grado de hipertension portal segun la presencia de factores
cardiovasculares en un grupo de pacientes diagnosticados de cirrosis hepatica. Como objetivo
secundario se planted6 la busqueda de factores independientes predictivos del riesgo

cardiovascular entre la poblacion con cirrosis.
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2. Resultados

- Las caracteristicas clinicas y hemodindmicas de la muestra se exponen en la Tabla 1
del articulo. Se incluyeron 47 pacientes con cirrosis hepatica de etiologia endlica (51%) y
virica (35%) predominantemente, con una insuficiencia hepatocelular moderada (valor
medio de 8 + 2,3 puntos en la clasificacion Child Pugh). La esteatosis hepatica no
alcohodlica, como etiologia de la cirrosis, estuvo representada en 3 pacientes. El 50% de
los pacientes presentaban ascitis en el momento del estudio y el 65% de los pacientes
presentaban varices esofagicas en la endoscopia digestiva alta. Todos presentaban

hipertension portal con un valor medio del GPVH 18 + 4,3 mmHg.

- Los factores de riesgo cardiovascular se distribuyeron de la siguiente manera: 40 %
tabaquismo, 23 % diabetes mellitus, 21% hipertension arterial, 19% dislipemia , 47%
sobrepeso u obesidad. Ningun paciente habia presentado algin evento cardiovascular
previamente y un 26 % de los pacientes presentaba antecedentes familiares de

enfermedades cardiovasculares.

- El riesgo global de eventos cardiovasculares a 10 afios (indice de Framingham) de
todo la muestra fue bajo con una mediana de 7% (8% en hombres y 4,5 % en mujeres).
El riesgo cardiovascular se estratific6 como riesgo bajo en el 25,5 % de los pacientes,
moderado en un  25,5%, moderadamente alto en el 40,4% y elevado riesgo

cardiovascular en un 8,6% (4/47) de los pacientes.

- Las placas de ateroma en la arteria cardtida se encontraron presentes en un 57,4% de
los pacientes (Tabla 2 del articulo). Su presencia se incrementaba paralelamente con el

grado de riesgo cardiovascular (desde un 33% al 75%; p=0.054).

- Se utilizé la dilatacion mediada por flujo tras un estimulo de isquemia de la arteria

braquial (DMF) para evaluar la presencia de disfuncion endotelial sistémica, definiéndose
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como una dilatacion post-isquemia < 10%. El valor medio de la DMF de toda la cohorte
fue de 10,9 £6,9 %, de los cuales 22 pacientes presentaron valores normales de
dilatacién (>10%), mientras que en 25 (53%) se evidencié una disfuncién endotelial

sistémica (media 6,4%2,8) (Tabla 2 del articulo).

- No se hallé correlacion entre el grado de DMF y el GPVH o las presiones
cardiopulmonares, la presencia de varices o de ascitis. Entre las diferentes etiologias,
solo los pacientes con esteatohepatitis no alcoholica presentd valores de dilatacion post-
isquemia inferiores pero sin alcanzar significacion estadistica respecto a otras etiologias

(5,7% +7,2 vs 10,8% +6,9; p= 0.087).

- El grado de dilatacion post-isquemia se incrementaba de forma paralela con el
empeoramiento de la funcidon hepatica (clasificacion Child Pugh o el indice MELD ). Los
pacientes con funcion endotelial sistémica normal (>10% DMF) presentaban un estado de
vasodilatacion sistémica reflejo del sindrome hiperdinamico propio de la cirrosis (niveles
mas bajos de sodio plasmatico, actividad aumentada de la enzima renina y menor presion
arterial media (Tabla 3 del articulo). Consecuentemente, se hallo un relacion inversa
entre la presencia de disfuncion endotelial y la clasificacion de Child-Pugh (71,4% Child
A, 57,1% Child B, 25% Child C; p=0,021) (Figura 1c del articulo). Cuando se
estratificaba seglin la clasificacion Child-Pugh, dentro de cada clase, los pacientes con
un riesgo cardiovascular moderadamente alto o elevado se asociaban con una mayor
prevalencia de disfuncion endotelial sistémica (Figura 2). Estas diferencias a pesar de ser

importantes no llegaron a la significacion estadistica.

- El grado de dilatacion post- isquemia (DMF) disminuia cuanto mayor era el grado de
riesgo cardiovascular, por lo que la proporcion de pacientes con disfuncion endotelial
sistémica también se incrementaba con el riesgo cardiovascular (p=0,039). De este

modo, un 75% de los pacientes con un riesgo cardiovascular elevado tenian disfuncion
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endotelial sistémica, mientras que tan s6lo un 17 % de los pacientes con un riesgo bajo lo
presentaban. (Figura 1 a del articulo ). La presencia de placas de ateroma se asociaba con
la presencia de disfuncion endotelial pero dicha asociacion no alcanzd significacion

estadistica (63,6 % vs 44%; p=0.178).

- El indice de masa corporal (IMC) fue el tinico factor cardiovascular aislado que se
asocid con disfuncion endotelial sistémica (35% en pacientes con IMC normal vs 72,7%

en pacientes con sobrepeso u obesidad; p=0,012) (Figura 1b del articulo)

- El analisis multivariado identific la escala de riesgo cardiovascular, el recuento
leucocitario y los niveles de bilirrubina plasmatica como factores independientes
predictores de disfuncion endotelial (Tabla 4 articulo 2). La escala de riesgo
cardiovascular fue la Unica variable que incrementaba el riesgo de presentar disfuncion
endotelial. Los pacientes que presentaban un riesgo cardiovascular bajo presentaba una
OR 1, riesgo moderado una OR 6,15 (1,3-68,2 , 95%IC), moderadamente alto una OR
35,9 (2,1-98,1 95%IC) y el subgrupo con riesgo elevado una OR 49,4% (2,5-152
95%IC). Mientras, un mayor recuento leucocitario y unos niveles mas elevados de
bilirrubina plasmatica se asociaban con una menor presencia de disfuncion endotelial

(Tabla 3 del articulo), variables relacionadas con una peor funcioén hepatocelular .

3. Conclusiones

- Los factores de riesgo cardiovascular estan también presentes en los pacientes con
cirrosis hepatica y se asocian, como en la poblacion general, con el desarrollo de

disfuncion endotelial sistémica.

- La presencia de disfunciéon endotelial sistémica no influye sobre el grado de

hipertension portal o la hemodinamica sistémica en la cirrosis.
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- La técnica de la DMF para evaluar la presencia de disfuncion endotelial sistémica
aumenta segun el grado de disfuncion hepatocelular de forma independiente a la escala de
riesgo cardiovascular, por lo que no deberia utilizarse en la cirrosis hepéatica como

método predictivo de eventos cardiovasculares.

4. Discusion

En congruencia con la literatura existente, el articulo 2 confirma que los pacientes cirréticos
no estan exentos de presentar eventos cardiovasculares. La existencia de RI y disfunciéon
endotelial a partir de la presencia de factores cardiovasculares es habitual también en esta
poblacion, al igual que en la poblacion no cirrdtica. Por otra parte, el presentar un riesgo
cardiovascular elevado no se acompafia de una peor funcidon hepatica pero si de un mayor
grado de disfuncion endotelial sistémica y por tanto de la posibilidad de presentar eventos

cardiovasculares.

Sin embargo, el presente estudio demuestra que la reactividad vascular sistémica en la cirrosis
se encuentra sometida a un mecanismo dual y opuesto. Por un lado, existe un detrimento en
la produccion de NO debido a la presencia de factores cardiovasculares y por otro lado a una
sobreproduccion del mismo debido al sindrome hiperdinamico relacionado con la cirrosis.
Este segundo mecanismo parece enmascarar la respuesta vasodilatadora que se obtiene en la
dilatacion mediada por flujo mediante ecografia cuando queremos evaluar la presencia de
disfuncion endotelial sistémica. Debido a este segundo mecanismo se obtienen respuestas
aparentemente normales o incrementadas a pesar de presentar un elevado riesgo

cardiovascular segtn el indice de Framinghan.

La excelente asociacion que hallamos entre el riesgo cardiovascular y disfuncion endotelial
segun la DMF en la poblacion general, no aparece en los pacientes cirroticos, por lo que no

deberia utilizarse en esta poblacion. La presencia de placas de aterosclerosis en las arterias
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carotidas podria ser un marcador de disfuncion endotelial y en consecuencia de eventos
cardiovasculares. Sin embargo el presente estudio no fue capaz de demostrar dicha
asociacion. El andlisis multivariado, identifico a la clasificacion del riego cardiovascular
como variable categodrica capaz de predecir la presencia de disfuncion endotelial sistémica.
Sin embargo, debido al disefio transversal del estudio no se pudo evaluar si este riesgo

cardiovascular se traduce realmente en mayor nimero de eventos cardiovasculares.

En resumen, el articulo 2 muestra que es frecuente hallar factores de riesgo cardiovascular en
la poblacion cirrdtica. Estos se asocian con la presencia de disfuncion endotelial sistémica
pero sin influir sobre el grado de hipertension portal, las presiones cardiopulmonares o la

progresion de la propia enfermedad hepatica.
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VI. DISCUSION GLOBAL

El enfoque de la presente tesis doctoral desde el punto de vista del deterioro vascular en la
cirrosis, ha permitido realizar una serie de paralelismos con las enfermedades vasculares y
plantear una hipotesis de trabajo con el objetivo de buscar nuevos mecanismos que nos

ayuden a entender un poco mas la fisiopatologia de la hipertension portal en la cirrosis.

El incremento del tono vascular hepatico es importante tanto en el desarrollo de la
hipertension portal como en la progresion de la enfermedad y se relaciona con la presencia
inicial y progresiva de disfuncion endotelial sinusoidal. Como se ha comentado
anteriormente, entre las multiples alteraciones presentes en la cirrosis, destaca la menor

biodisponibilidad de NO a nivel de la circulacion hepatica.

La RI se encuentra estrechamente vinculada a la presencia de disfuncion endotelial, fendémeno
responsable de una reactividad vascular sistémica defectuosa y precursora de la aparicion de

enfermedades cardiovasculares.

Por otra parte, la RI también es un fendmeno frecuente en los pacientes cirrdticos tanto por la
propia enfermedad hepatica como por la presencia concomitante de factores cardiovasculares.
Por esta razon, resulta plausible pensar que la RI pudiera influir de algin modo sobre la
hemodindmica hepatica y sistémica en la cirrosis hepatica. Si asi fuera, la busqueda de
marcadores de sensibilidad a la insulina sencillos y de fécil aplicacion en la practica clinica
podrian ser de ayuda para identificar aquellos pacientes con peor pronostico de su
enfermedad hepética, asi como para plantear nuevas terapias “sensibilizadoras “ con el fin de

retrasar la progresion de la enfermedad hepatica.
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El articulo 1 se centra en la RI de causa hepatica con el objetivo de evaluar su posible relacion
directa con la hipertension portal. Se excluyeron aquellos pacientes que presentaban otros
factores relacionados con RI. Se utilizd el método no invasivo y de facil aplicacion, el
actualizado indice HOMA-2 estandarizado en la poblacion general para evaluar la presencia
de RI y que se asocia estrechamente con la presencia de disfuncion endotelial. El articulo
concluye que la presencia de resistencia hepatica a la insulina, segin el indice HOMA-2, no

influye en la aparicion o progresion de la hipertension portal.

El indice HOMA ha sido ampliamente validado en la poblacion general pero no entre la
poblacion cirrética. Petrides et al (7, 8) ya estudio hace afios el efecto de la hiperinsulinemia
cronica presente en la cirrosis sobre la sensibilidad a la insulina demostrando la existencia de
RI mediante su gold-standard (clamp euglucémico insulinémico). Sin embargo, no se han
realizado estudios de validacion de este indice comparandolo con el gold standard en la
poblacion cirrdtica, estableciendo puntos de corte (probablemente mayores que indiquen
insulino resistencia) y teniendo en cuenta la peculiaridad de esta hiperinsulinemia
“fisiologica” debido a la circulacion colateral y que tanto puede influir en los valores de

insulina basal.

El articulo 1 muestra que la repercusion vascular de la RI sobre la cirrosis hepatica no se ve
reflejada a través del indice HOMA-2 como podria plantearse en un principio. Sin embargo,
este indice probablemente indique mds la presencia del fendémeno de colateralizacion
presente en la cirrosis con hipertension portal; de forma indirecta podria resultar ser un
marcador de HPCS. En congruencia con esta afirmacién, un reciente estudio publicado
demuestra como se normalizaban los valores de insulina plasmatica con la oclusion de shunts

porto-sistémicos y su relacion con las varices esofagicas (6).

No obstante, la correlacion débil entre el grado de hipertension portal y el indice HOMA,

como ha sucedido en otros estudios publicados, descarta que pueda sustituir el estudio
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hemodindmico para valorar la existencia de HPCS. El desarrollo de hipertension portal y su
progresion no solo se ve reflejada en el desarrollo de circulacion colateral, sino también en los
cambios estructurales y vasculares que a aparecen a nivel hepatico y esplénico y que el indice
HOMA no representa. Hasta la fecha no se ha desarrollado un método no invasivo que pueda
sustituir la medicién del GPVH. Actualmente, existen numerosos estudios centrados en la en
busqueda de marcadores no invasivos que sean capaces de predecir la presencia y progresion
de la hipertension portal en el curso de una hepatopatia crénica. Entre ellos, destaca la
evaluacion del grado de fibrosis hepatica mediante la elastografia hepatica (Fibroscan®) por
los resultados obtenidos no solo en determinar la presencia de fibrosis significativa, sino
también por la capacidad de reflejar el incremento progresivo del grado de hipertension
portal. Sin embargo, presenta limitaciones en la aplicacion clinica de este segundo punto
debido a la variabilidad de los valores de corte obtenidos para determinar HPCS. La
combinacion de la elastografia hepatica, el recuento plaquetario y el tamafio del bazo
mediante ecografia presenta mayor precision en identificar e HPCS y/o varices esofagicas en
lugar de utilizar s6lo un método en pacientes diagnosticados de cirrosis compensada de
diferentes etiologias (3). En este sentido, varios estudios han probado la utilidad de la
combinacion del indice HOMA vy la relacion entre el recuento plaquetario y el diametro del
bazo para predecir la presencia de varices esofagicas en pacientes con cirrosis por la infeccion

cronica por VHC Child A, By C (9, 10).

El desarrollo durante la evolucion de la cirrosis de la conocida diabetes hepatdgena, parece
estar relacionada con la presencia de RI hepatica. Sin embargo, desconocemos con exactitud
sus implicaciones clinicas. Historicamente, estd bien documentada la diabetes en mas de un
70% de los pacientes con cirrosis. Sin embargo, su posible relacion con la progresion de la
enfermedad hepética después de su diagndstico es mas novedosa. Los resultados de diversos

estudios clinicos parecen indicar que la diabetes pudiera estar relacionada con un riesgo
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incrementado de desarrollar complicaciones derivadas de la cirrosis (insuficiencia hepatica,

hepatocarcinoma, hemorragia digestiva por hipertension portal)(11).

Con el objetivo de obtener un grupo homogéneo y eliminar posibles factores de confusion al
interpretar el indice HOMA, durante el periodo de inclusion del articulo 1, se excluyeron 44
pacientes ya diagnosticados de diabetes que se encontraban bajo tratamiento hipoglucemiante
(datos no mostrados en el articulo). Un 29,5% de ellos (13 pacientes) habia presentado un
episodio de hemorragia digestiva por varices gastro-esofagicas y un 20% se encontraban en
profilaxis primaria. Diversos estudios clinicos retrospectivos sugieren el impacto negativo de
la diabetes sobre la historia natural de la cirrosis. Un reciente estudio clinico publicado halld
una correlacion positiva entre la diabetes, el sangrado variceal y el GPVH indicando que la
presencia de diabetes empeora el prondstico de la cirrosis (12). Sin embargo, serd necesario
disenar estudios longitudinales prospectivos que evaluen el potencial efecto de la diabetes

sobre la progresion de la enfermedad hepatica.

El articulo 2 explora la influencia de la RI de causa no hepatica (la presencia de factores de
riesgo cardiovascular) sobre la hemodinamica hepatica y sistémica en pacientes con cirrosis.
En ¢l se concluye que la presencia de factores de riesgo cardiovascular se asocia con la
existencia de disfuncion endotelial sistémica en la cirrosis, pero ésta no influye sobre el grado
de hipertension portal o las presiones cardiopulmonares. La DMF mediante ecografia, como
método para evaluar la presencia de disfuncion endotelial, no puede utilizarse en la poblacion
cirrotica ya que refleja esta dualidad hemodinamica sistémica: el grado de dilatacion post-
isquemia aumenta con el grado de insuficiencia hepatocelular independientemente del riesgo

cardiovascular.

Existen en la literatura algunos estudios que evaluan la presencia de factores y eventos

cardiovasculares entre la poblacion cirrdtica, la mayoria en el periodo post-trasplante
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hepatico. Un trabajo observacional retrospectivo publicado en 2010 (13), determiné una
prevalencia del 20 % en eventos cardiovasculares en una poblacidn cirrdtica pre-trasplante
hepatica y la diabetes mellitus como el factor predictivo de eventos cardiovasculares de toda
la muestra pero sin llegar a alcanzar significacion estadistica cuando sélo se evaluaba el grupo
con cirrosis. Asi mismo, no existen estudios prospectivos que evaluen el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y la presencia de factores de riesgo cardiovascular en

pacientes cirréticos durante el periodo pre-trasplante hepatico.

En conclusion, segin los resultados obtenidos y los métodos utilizados en los dos articulos,
no hemos podido encontrar una relacioén entre la presencia de RI e hipertension portal en la
cirrosis. La eleccion del modo de evaluacion de la sensibilidad a la insulina asi como los
métodos para evaluar los efectos vasculares y metabolicos de la misma son puntos
importantes que deberiamos considerar para evaluar adecuadamente la sensibilidad a la
insulina en la cirrosis hepatica. No obstante, el indice HOMA-2, a pesar de no reflejar este
estado, puede indicar la presencia de circulacién colateral en la cirrosis y por ende de

hipertension portal clinicamente significativa.
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VIl. CONCLUSIONES GLOBALES

1. La resistencia a la insulina es un fenémeno frecuente en los pacientes con cirrosis tanto
por la propia enfermedad hepatica como por la presencia de factores de riesgo

cardiovascular (tabaquismo, hipertension arterial, dislipemia,diabetes y obesidad).

2. La presencia de resistencia hepatica a la insulina, segiin el indice HOMA-2, no influye en

la aparicidon o progresion de la hipertension portal.

3. Sin embargo, el indice HOMA-2 podria indicar el fendmeno de colateralizacion porto-
sistémica presente en la cirrosis. De forma indirecta, podria ser un marcador de

hipertension portal clinicamente significativa.

4. La presencia de factores de riesgo cardiovascular como causa no hepatica de resistencia a
la insulina se asocia también con la existencia de disfuncién endotelial sistémica en
pacientes con cirrosis. Sin embargo, no influyen sobre el grado de hipertension portal o

las presiones cardiopulmonares.

5. La técnica de la dilatacion mediada por flujo para evaluar la presencia de disfuncion
endotelial no deberia utilizarse en pacientes con cirrosis ya que el grado de dilatacion
aumenta segin el grado de insuficiencia hepatocelular, de forma independiente a la

presencia de factores de riesgo cardiovascular.

6. La eleccion del modo de evaluacion de la sensibilidad a la insulina asi como los métodos
para evaluar sus efectos vasculares y metabolicos deben tenerse en cuenta para evaluar

adecuadamente la sensibilidad a la insulina en la cirrosis hepatica.
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