UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

Ascitis y Encefalopatia, Causas de Muerte
y Supervivencia del Paciente por Cinrosis Alcohdlica
y su Influencia Inmunolégica

Dia. Raquel Morales Penalva
2021






ASCITIS Y ENCEFALOPATIA, CAUSAS DE
MUERTE Y SUPERVIVENCIA DEL PACIENTE POR
CIRROSIS ALCOHOLICA Y SU INFLUENCIA
INMUNOLOGICA

Tesis para optar al grado de Doctor

Presentada por

RAQUEL MORALES PENALVA
Dirigida por
Prof. 2 Dra. Isabel Legaz Pérez

Dr. Manuel Muro Amador

UNIVERSIDAD DE MURCIA

PROGRAMA DE DOCTORADO “INTEGRACION Y
MODULACION DE SENALES EN BIOMEDICINA”
Murcia, 2021






Agradecimientos

Este trabajo es el resultado de mucho esfuerzo y tiempo dedicados, pero jamas
hubiera podido llegar a ver la luz sin todas las personas que me han ayudado.

Gracias a Isabel, por su dedicacién, paciencia y disposicion constante. Gracias
por todo ese apoyo y ayuda incondicional...gracias por todo el tiempo dedicado, por
darme oportunidades y sobre todo por los consejos, guia y animos en el camino, tanto
profesional como personalmente, que me ha llevado a emprender este camino y
encauzar mi futuro. Mil gracias. Al Dr. Manuel Muro, gracias por aceptar la direccion
de esta tesis y por el apoyo y ayuda prestada de forma desinteresada.

Por supuesto, a José Miguel Bolarin su inestimable colaboracion en la parte
estadistica, consiguiendo hacer fécil lo que no lo era y ademas de una forma agradable.

A todos los miembros del Servicio de Inmunologia del Hospital Virgen de la
Arrixaca, por la acogida y el buen tratamiento recibido.

A mis alumnos, gracias por preocuparos y vuestra paciencia en la espera de las
notas.

A mi familia, gracias por aguantarme en los peores momentos Yy esperar
pacientemente para que yo pudiera trabajar en esta tesis. Por tener siempre una palabra
de &nimo para mi. Perdon por no haber estado con vosotros durante tanto tiempo.
Espero poder resarciros en el futuro como os merecéis.

A mi hermana, Maria, gracias por estar siempre dispuesta a escuchar y prestarme
tu hombro para llorar, por esos abrazos que me dan fuerzas para seguir adelante.

A mi marido, Elias, mi compafiero...Gracias por estar siempre, por tu paciencia,
honestidad, templanza, generosidad, fortaleza...siempre dispuesto a ayudarme en lo que
fuera, apoyandome en cada decision que he tomado. Gracias por todo.

Y por ultimo, gracias a ti mam4, que aunque no estés con nosotros, yo sé que

estas intercediendo por mi todos los dias de mi vida.






Abreviaturas



Abreviaturas

ABREVIATURAS

AAIS

AcH
ACC
ACL
ADH
AFND
AH
aKIR
ALD
ALDH
ALT
ALP
AMPK
AP-1
APC
Arg
ARP
ARNmM
ASH
Asn
AST
AUDIT

BHE
CA
CAGE

CB1
CBP
CC
CCAA
CCL2
CDC

CEH
CHA
CHESS

ChREBP
CK
CPT-1
CNV

CYP2E1
DMID
DMSO
DSM-IV

DPI

Escala de participacion de alcohol en adolescentes (del inglés “Adolescent Alcohol
Involvement Scale )

Acetaldehido

Acetil-CoA Carboxilasa

ATP citrato liasa

Alcohol deshidrogenasa

Base de datos de frecuencias alélicas (del inglés, “Allele Frequency Net Database”)
Hepatitis alcohdlica

KIR de activacion

Hepatopatia alcohdlica (del inglés “Alcoholic liver Disease”)

Aldehido deshidrogenasa

Alanina aminotransferasa

Fosfatasa alcalina

Proteina quinasa activada por AMP (del inglés “AMP-activated protein kinase”)
Proteina activadora-1

Consumo de alcohol per capita (del inglés, “Total alcohol per capita consumption”)
Arginina

Actividad de la renina plasmética

ARN mensajero

Esteatohepatitis alcoholica

Asparagina

Aspartato aminotransferasa

Test de identificacién de los trastornos debidos al consumo de alcohol (del inglés,
“Alcohol Use Disorders Identification Test™)

Barrera hematoencefalica

Cirrosis alcohdlica

Del inglés, “Cuttingdown, Annoyed, Guilt, Eyeopen”, que en espafiol significa,
problemas relaciones con la reduccion de alcohol, molestarse por las criticas,
sentimiento de culpa y consumo de alcohol por la mafiana.

Receptor Cannabinoide tipo 1

Cirrosis biliar primaria

Centimetros cubicos

Comunidad Auténoma

Proteina quimioatrayente de monocitos 1

Centro para el Control y Prevencion de enfermedad (del inglés, “Center for Disease
Control and Prevention”)

Célula estrellada hepética

Cirrosis hepética alcohélica

Escala de estadificacion de encefalopatia hepatica clinica (del inglés, “Clinical
Hepatic Encephalopathy Staging Scale™)

Proteina de unidn al elemento sensible a los carbohidratos

Célula de Kupffer

Carnitina palmitoiltransferasa 1

Variacion del ntimero de copias génicas (del inglés, “gene Copy-Number
Variation”)

Citocromo P450 subfamilia 2E1

Diabetes mellitus insulinodependiente

Dimetilsulfoxido

Manual diagnostico y estadistico de los trastornos mentales (del inglés, “Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders IV”)

indice de Problemas por la Bebida

8



Abreviaturas

EA

ECV
EDADES
EEM

EH

EHA
EHNA
ELTR

FAS
FFA
GALT
GPAT
GR
GSH
GSSG
HCUVA
HESA
HGNA
HIF
HLA-1

HNE
HP
HPA
HS
HSC
HUVA
Ig
iKIR
1L

lle
IRA
ITAM
ITIM
JNK
KDDB

KIR

LDH
LPS
LRC
LSEC
LVP
LXRa
Lys
MALT
MAPK
MAST

M-CSF
MDA
MEQOS

Espondilitis anquilosante

Enfermedades cardiovasculares

Encuestas sobre alcohol y drogas en Espafia

Error Estandar de la Media

Encefalopatia hepética

Esteatosis hepatica alcoholica

Esteatohepatitis no alcohélica

Registro Europeo de trasplante de higado (del inglés, “European Liver Transplant
Registry”)

Acido graso sintasa

Acido graso libre

Tejido linfoide asociado al intestino

Glicerol-3-fosfato aciltransferasa

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

Algoritmo de escalado de encefalopatia hepatica

Higado graso no alcoholico

Factor inducible por hipoxia

Moléculas de clase | (en humanos HLA-1, Human Leucocyte Antigen class ) del
complejo principal de histocompatibilidad

Hidroxinenal

Hipertension portal

Hepatopatia alcohdlica

Heparan sulfato

Célula estrellada hepatica

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

Inmunoglobulina

KIR inhibitorios

Interleucina

Isoleucina

Insuficiencia renal aguda

Motivo activador (del inglés, “Immunoreceptor Tyrosinebased Activating Motifs”)
Motivo inhibidor (del inglés, “Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs ")
Quinasa c-jun N-terminal

KIR y la base de datos de enfermedades (del inglés, “The KIR and Diseases
Database”)

Receptor tipo inmunoglobulina de las células NK (del inglés, “Killer
Immunoglobulin-like Receptor”)

Lactato deshidrogenasa

Lipopolisacarido

Complejo de receptores leucocitarios (del inglés, “Leukocyte Receptor Complex”)
Célula endotelial sinusoidal

Paracentesis de gran volumen

El receptor hepatico X alfa (del inglés, “Liver X Receptor alfa”)

Lisina

Test para el diagnodstico de alcoholismo (del inglés, “Munchner Alkoholismus Test)
Proteina gquinasa activada por mitégeno

Test de deteccion de alcoholismo de Michigan (del inglés Michigan Alcoholism
Screening Test”)

Factor estimulante de colonias de macrofagos

Malondialdehido

Sistema microsomal oxidativo de etanol (del inglés, “Microsomal ethanol-oxidizing
system”’)



Abreviaturas

MEC
Met
MHC

MLN
MMP

MSC
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
NF-xB
NKcs
NOx
ODS
OMS
ONT
OPN
OPTN

PAF
PAS

Pb
PCR-SSO

PCR-SSP

PDGF
PMN
PNPLA3
PO
PPARa
PPARy
PPG
RAAS

ROS
RNS
SBP
SCD-1
SHR
SMAD3

SNS

SOD

SP-1
SREBP
SREBP-1c
SRTR

Matriz extracelular

Metionina

Complejo principal de histocompatibilidad (del inglés, “Major Histocompatibility
Complex”)

Ganglios linfaticos mesentéricos
Metaloproteinasas de la
Metalloproteinase™)

Células madre mesenquimales
Nicotinamida adenina dinucleétido oxidado

Nicotinamida adenina dinucle6tido reducido

Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidado

Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido

Factor nuclear-kappa B

Células NK

Oxidos de nitrogeno

Obijetivos de Desarrollo Sostenible

Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion Nacional de Trasplantes

Osteopontina

Red de Adquisicion y trasplante de 6rganos (del inglés, “Organ Procurement and
Transplantation Network )

Factor activador de plaquetas

Peritonitis bacteriana espontanea

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa de oligonucle6tidos especificos de secuencia
(del inglés, polymerase chain reaction- Sequence-Specific Oligonucleotide)
Reaccién en cadena de la polimerasa con cebadores de secuencia especifica (del
inglés, “Polymerase chain reaction- Sequence-Specific primers”)

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Leucocito polimorfonuclear

Dominio de la fosfolipasa-patatina 3

Aceite de pachuli

Receptor de peroxisomas proliferador activado alfa

Receptor de peroxisoma-proliferador activado gamma

Gradiente de presion portal

Sistema  renina-angiotensina-aldosterona
aldosterone system”)

Especies reactivas de oxigeno

Especies reactivas de nitrogeno

Perotinis bacteriana espontanea (del inglés, “Spontaneous bacterial peritonitis”)
Estearoil-CoA desaturasa 1

Sindrome Hepatorrenal

Proteina homologa tanto de la proteina de la mosca Drosophila, la proteina MAD
(por su siglas en inglés “Mothers Against Decantaplegic”, donde decantapléjico se
refiere a una proteina de la mosca homéloga a la proteina morfogénica 6sea
humana) y la proteina de la especie de nematodos Caenorhabditis elegans SMA (del
gen "sma" de la palabra "small", cuerpo pequefio en vista de su capacidad de alterar
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Sistema nervioso simpatico
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Resumen

RESUMEN

Introduccion: La cirrosis hepatica es el estadio final de la enfermedad hepatica cronica
progresiva, que cursa de forma subclinica durante un largo periodo de tiempo. Se
observa fundamentalmente en pacientes con un consumo excesivo y prolongado de
alcohol. La ascitis es la manifestacion descompensante mas comin en pacientes con
cirrosis hepatica. La formacion de ascitis en pacientes cirréticos estd relacionada con
dos mecanismos patogénicos principales: hipertension portal (HP) y retencion renal de
sodio. Por otra parte, la encefalopatia hepética (EH) es otra de las complicaciones que se
producen en el paciente cirrético, ademas de la aparicion acumulativa de ascitis,
hemorragia varicosa y peritonitis bacteriana espontanea (PAS); debida
predominantemente a las complicaciones de la hipertension portal, donde el pronéstico

de la cirrosis se deteriora progresivamente.

Objetivo  principal: determinar la incidencia, principales caracteristicas
sociodemogréaficas, complicaciones, causas de muerte y supervivencia de los pacientes
con cirrosis alcoholica sometidos a trasplante hepatico, asi como, el perfil genético
KIR/HLA-C de estos pacientes que desarrollan ascitis o encefalopatia con la finalidad
de encontrar biomarcadores que ayuden a establecer los riesgos y prondsticos en el
desarrollo la ascitis y/o encefalopatia en el paciente alcohdlico y tratamiento

farmacologicos personalizados que pudiesen influir en su supervivencia.

Pacientes y métodos: Es un estudio realizado en un total de 281 pacientes con cirrosis
alcoholica sometidos a trasplante hepético, que presentaban ascitis (n=162) y
encefalopatia (n=91) como complicacién de la cirrosis hepéatica alcohdlica,
diferenciando el grado alcanzado. Los datos clinicos, analiticos y radiologicos fueron
recogidos de la historia clinica del paciente. EI ADN gendémico fue extraido de sangre
periférica y el genotipaje KIR/HLA se realizé por PCR-SSO. El analisis estadistico se
realiz6 con el SPSS 20.0. Las comparaciones se realizaron mediante el test X?-cuadrado
y el test de Fisher de dos colas. Se aceptd un nivel de P <0.05 como estadisticamente
significativo. Para determinar la supervivencia se aplico el test de Kaplan-Meier. Para
establecer el pronostico de los pacientes con CA se utilizaron tres indices: Child-Pugh,
MELD y ALBI.



Resumen

Resultados: En nuestro estudio, la edad media de los pacientes con cirrosis alcohdlica
fue de 53.63+0.495 afios, siendo en su totalidad hombres (n=281). El analisis de los
parametros bioquimicos en la poblacién de varones con cirrosis alcohdlica y ascitis
mostré valores inferiores de albdmina (3.34+0.62mg/dl) en comparacion con los
pacientes sin ascitis (P=0.0009); y valores ligeramente elevados de INR, presentando
diferencias entre pacientes con o sin ascitis asociada (P=0.038). La creatinina, por otra
parte, se mostraba aumentada a medida que la gravedad de la enfermedad aumentaba en
pacientes con encefalopatia asociada, con valores elevados en los pacientes con
encefalopatia de tipo 1l (1.77£1.57 mg/dl), siendo significativo (P=0.015). Los genes
KIR2LD2 y KIR2DS2 estaban disminuidos (P=0.013 y P=0.006, respectivamente) en la
poblacién sana (63.3%) respecto al total de pacientes cirroticos (53.0%), y el gen
KIR2DS5+ se encontraba aumentado de manera significativa (P=0.033) en la poblacion
de pacientes respecto al grupo control sano. Este patron se repite entre los pacientes que
presentan encefalopatia frente a los pacientes sin encefalopatia (P=0.005 para el gen
KIR2DS2 y P=0.038 para el gen KIR2SD5). ElI gen KIR2DL2 disminuye en los
pacientes con ascitis de tipo | (43.8%) con respecto a la poblacion control sana (63.3%)
(P=0.036), ademéas de presentar diferencias entre pacientes con (47.3%) y sin
encefalopatia asociada (55.8%) (P=0.008). El gen KIR3DL1 disminuye ligeramente
entre los pacientes con ascitis asociada frente a los pacientes de cirrosis alcoholica sin
ascitis asociada (P=0.048). EIl analisis de epitopos HLA-C mostré que el nimero de
pacientes sin el ligando C1 estaba significativamente disminuido en la poblacion de
pacientes con cirrosis alcohdlica respecto a la poblacion sana (P=0.015). El genotipo
C1C2 estaba significativamente aumentado en pacientes con ascitis asociada (P=0.048).
El genotipo C2C2 estaba significativamente mas elevado en los pacientes con cirrosis
(23.5%) que en los controles (15.3%) (P=0.015). La disminucion de la combinacion de
los genes KIR2DL3 con el ligando C1+ y el aumento del gen KIR2DS4 con el ligando
C1+ en pacientes con cirrosis fue significativa con respecto al grupo control sano
(P=0.010 y P=0.013, respectivamente). En pacientes con encefalopatia de grado I, la
combinacion de los genes KIR2DS1+ y KIR2DS5+ con el ligando C2+ se presentd
aumentada (85.7% y 88.9%) con respecto a los pacientes de grado 11 (78.6% y 63.6%)
de forma significativa (P=0.043 y P=0.038, respectivamente). La distribucion de los
genes KIR entre los pacientes con cirrosis alcohdlica fallecidos segun las principales
causas de muerte mostré diferencias significativas (P=0.045) en los pacientes

KIR2DL5+ con encefalopatia (50%), los cuales estaban mas representados en
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fallecimientos por fallo del injerto hepatico que los pacientes que no tenian
encefalopatia (45%). Los pacientes KIR3DL1 y KIR2DS1" presentan una
supervivencia muy baja por fallo del injerto hepéatico. Los pacientes con cirrosis
alcohdlica KIR2DS3- mostraron una mayor supervivencia frente a otros tipos de
muerte. Por Gltimo, los pacientes que poseen el gen KIR2DS4 mostraron una

supervivencia superior en aquellos pacientes con rechazo del injerto hepaético.

Conclusiones: La cirrosis alcoholica es una causa creciente de morbilidad y mortalidad
en los paises mas desarrollados. La ausencia del gen KIR2LD2/S2- y la presencia del
gen KIR2DS5+ parecen predisponer al desarrollo de cirrosis alcohdlica. La disminucién
de la combinacion de los genes KIR2DL3 con el ligando C1+ podria influir en el
desarrollo de cirrosis alcohdlica, en cambio la combinacion de KIR2DS4 con el ligando
C1+ podria considerarse un factor de proteccion frente a la cirrosis alcohdlica. La
disminucion de los genes KIR2DL2/3DL1 podrian ser factores de predisposicion de la
ascitis. La disminucion de KIR2DL3 podria ser un factor de proteccion frente al
desarrollo de encefalopatia, mientras que la carencia del epitopo C1+ y el genotipo
C2C2 podria considerarse un factor de susceptibilidad de la encefalopatia. La
supervivencia de los pacientes se vio afectada en aquellos pacientes que presentaban los
genes KIR3DL1, KIR2DS1, KIR2DS4 y KIR2DS4.
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ABSTRACT

Introduction: Liver cirrhosis is the end stage of progressive chronic liver disease,
which occurs subclinically over a long period of time. It is mainly observed in patients
with excessive and prolonged alcohol consumption. Ascites is the most common
decompensating manifestation in patients with liver cirrhosis. Ascites formation in
cirrhotic patients is related to two main pathogenic mechanisms: portal hypertension
(PH) and renal sodium retention. On the other hand, hepatic encephalopathy (HE) is
another complication that occurs in cirrhotic patients, in addition to the cumulative
appearance of ascites, varicose hemorrhage, and spontaneous bacterial peritonitis
(PAS); predominantly due to complications of portal hypertension, where the prognosis

of cirrhosis progressively deteriorates.

Objective: To know the incidence, main sociodemographic characteristics,
complications, causes of deaths and survival of patients with alcoholic cirrhosis
undergoing liver transplantation, as well as the genetic profile KIR/HLA of these
patients who develop ascites or encephalopathy in order to find biomarkers that help to
establish the risks and prognoses in the development of ascites and/or encephalopathy in
the alcoholic patient and personalized pharmacological treatment that could influence

their survival.

Patients and methods: This is a study carried out in a total of 281 patients with
alcoholic cirrhosis who underwent liver transplantation, who presented ascites (n=162)
and encephalopathy (n=91) as a complication of alcoholic liver cirrhosis, differentiating
the degree achieved. All clinical, analytical and radiological data were collected from
the patient's medical history. Genomic DNA was extracted from peripheral blood and
KIR/HLA genotyping was performed by PCR-SSO. Statistical analysis was performed
with SPSS 20.0. Comparisons were made using the X2-square test and the two-tailed
Fisher test. A level of P <0.05 was accepted as statistically significant. To determine
survival, the Kaplan-Meier test was applied. To establish the prognosis of patients with
AC, three indices were used: Child-Pugh, MELD and ALBI.

Results: In our study, the mean age of patients with alcoholic cirrhosis was
53.63+0.495 years, being mostly men (n=281). The analysis of biochemical parameters

in the male population with alcoholic cirrhosis and ascites showed lower values of
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albumin (3.34+0.62mg / dl) compared to patients without ascites (P=0.0009); and
slightly elevated INR values, showing differences between patients with or without
associated ascites (P=0.038). On the other hand, creatinine increased as the severity of
the disease increased in patients with associated encephalopathy, with elevated values in
patients with type 11l encephalopathy (1.77+1.57 mg/dl), being significant (P=0.015).
The KIR2LD2 and KIR2DS2 genes were decreased (P=0.013 and P=0.006,
respectively) in the healthy population (63.3%) compared to the total of cirrhotic
patients (53.0%), and the KIR2DS5 + gene was significantly increased (P=0.033) in the
patient population compared to the healthy control group. This pattern is repeated
among patients with encephalopathy versus patients without encephalopathy (P=0.005
for the KIR2DS2 gene and P=0.038 for the KIR2SD5 gene). The KIR2DL2 gene
decreases in patients with type | ascites (43.8%) compared to the healthy control
population (63.3%) (P=0.036), in addition to presenting differences between patients
with (47.3%) and without associated encephalopathy (55.8 %) (P=0.008). The
KIR3DL1 gene decreased slightly among patients with associated ascites versus
patients with alcoholic cirrhosis without associated ascites (P=0.048). Analysis of HLA-
C epitopes showed that the number of patients without C1 ligand was significantly
decreased in the patient population of patients with alcoholic cirrhosis compared to the
healthy population (P=0.015). C1C2 genotype was significantly higher in patients with
ascites (P=0.048) and C2C2 genotype was significantly higher in patients with cirrhosis
(23.5%) than in controls (15.3%) (P=0.015). The decrease in the combination of the
KIR2DL3 genes with the C1+ ligand and the increase in the KIR2DS4 gene with the
C1+ ligand in patients with cirrhosis was significant with respect to the healthy control
group (P=0.010 and P=0.013, respectively). In patients with grade | encephalopathy, the
combination of the KIR2DS1+ and KIR2DS5+ genes with the C2+ ligand was
significantly increased (85.7% and 88.9%) compared to grade Il patients (78.6% and
63.6%) significantly (P=0.043 and P=0.038, respectively). The distribution of KIR
genes among deceased patients with alcoholic cirrhosis according to the main causes of
death showed significant differences (P=0.045) in KIR2DL5+ patients with
encephalopathy (50%), who were more present in deaths due to liver graft failure than
patients who did not have encephalopathy (45%). KIR3DL1- and KIR2DS1+ patients
have very low survival due to liver graft failure. Patients with alcoholic cirrhosis

KIR2DS3- showed greater survival compared to other types of death. Finally, patients
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with the KIR2DS4 gene showed superior survival in those patients with liver graft

rejection.

Conclusions: Alcoholic cirrhosis is a growing cause of morbidity and mortality in the
most developed countries. The absence of the KIR2LD2/S2- gene and the presence of
the KIR2DS5+ gene seem to predispose to the development of alcoholic cirrhosis. The
decrease in the combination of the KIR2DL3 gene with the C1 + ligand could influence
the development of alcoholic cirrhosis, whereas the combination of KIR2DS4 with the
Cl1+ ligand could be considered a protective factor against alcoholic cirrhosis.
Decreased KIR2DL2/3DL1 genes could be predisposing factors for ascites. The
decrease in KIR2DL3 could be a protective factor against the development of
encephalopathy, while the lack of the C1+ epitope and the C2C2 genotype could be
considered a susceptibility factor for encephalopathy. Patient survival was affected in
those patients with the KIR3DL1, KIR2DS1, KIR2DS4, and KIR2DS4 genes.
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1. INTRODUCCION
1. Breve referencia historica sobre el alcohol

El alcohol es consumido por la sociedad desde hace miles de afios. Hay datos
que situan al origen de las bebidas alcohdlicas en el afio 3400 a.C., en los montes
Zagros de Iran. Aungue, se han encontrado residuos secos de alcohol en jarras de
ceramica china de hasta hace 9 mil afios (Berkowitz, 1996), a partir de arroz, miel, uvas
y frutos de espino. Gracias a las levaduras, presentes naturalmente en algunos
alimentos, se llevaba a cabo el proceso de fermentacion alcohélica. En las condiciones

adecuadas pueden consumir carbohidratos para producir alcohol etilico.

No obstante, la fermentacion no puede producir bebidas con una graduacion de
hasta un 15% en volumen, lo cual hacia que la morbilidad asociada al consumo de
alcohol era limitada, aunque esto hizo posible su uso como desinfectante en el neolitico.
Por otra parte, se sabe que en la Europa medieval, asi como en la América colonial, se
producia una bebida alcohdlica de poca graduacion, la cerveza pequefia del inglés small
beer, que se servia a nifios y sirvientes ya que no estaba tan contaminada como el agua

corriente de la época, y era econdmica (Diarias, 2016).

En los siglos Il y 11l a. de C., Grecia ya practicaba destilaciones para obtener
agua potable a partir de agua salada, asi como para extraer alcohol del vino. En Egipto y
Persia, principalmente, las técnicas de destilacion se hicieron cada vez mas
especializadas y complejas. Para principios del siglo XIII, la Iglesia ya permitia que se
fabricasen bebidas alcoholicas en los monasterios utilizando la destilacion. Y para
finales del siglo XV, se conocian ciertas propiedades curativas de los licores, las
bebidas destiladas se consumian en diferentes variedades y graduaciones a lo largo de
todo el mundo, vy las técnicas de destilacion ya se controlaban bien. Con la subida de la
graduacion alcohdlica también aumentaba la morbilidad relacionada con el alcohol
(Brunschwig y col., 1500) y actualmente, el alcohol etilico es una droga legal y social

de las mas consumidas por nuestra sociedad.

2. Definicion y diagndstico de alcoholismo
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El término alcoholismo fue acufiado originalmente en 1849 por Magnus Huss,
que hasta la década de 1940 hacia referencia principalmente a las consecuencias fisicas
del consumo masivo y prolongado (WHO, 1994). Segun Ochoa, Madoz-Gurpide y
Vicente (2009) el alcoholismo se clasifica como dependencia segin los criterios de
consenso descritos en el Manual Diagnostico y Estadistico de los trastornos mentales
(DSM-1V, del inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 1V). El
alcoholismo se define como un patron desadaptativo de consumo que conlleva un
deterioro o malestar clinicamente significativo en un periodo continuado de 12 meses,

expresado por tres 0 mas de los siguientes criterios:

1) Tolerancia.

2) Sindrome de abstinencia.

3) Pérdida de control.

4) Negligencia en actividades.

5) Emplear mucho tiempo en actividades relacionadas con la obtencién,
consumo o recuperacion de los efectos de alcohol.

6) Reduccion de la vida social ocupacional o recreativa (abandono de las
fuentes de placer o diversiones).

7) Presencia del consumo a pesar de las consecuencias.

La dependencia al alcohol supone un factor de riesgo y es una causa subyacente
necesaria que contribuye a enfermedades infecciosas, cancer, diabetes, enfermedades
neuropsiquiatricas (incluidos los trastornos por consumo de alcohol), enfermedades
cardiovasculares, enfermedades del higado (Legaz y col., 2013; Legaz y col., 2016;
Legaz y col., 2019) y pancreas, y lesiones no intencionales e intencionales (Rehm,
2011).

Para el diagnéstico de alcoholismo es necesaria una correcta anamnesis junto
con una exploracién clinica, la valoracion de la cantidad y frecuencia de la ingesta
alcohdlica, e incluso, se utilizan cuestionarios diagndsticos, eficaces en la deteccion y
diagnostico de los trastornos relacionados con el uso del alcohol. Los més utilizados son
el CAGE (de la siglas en inglés, Cuttingdown, Annoyed, Guilt, Eyeopen, que en espafiol
significa, problemas relacionados con la reduccién de alcohol, molestarse por las

criticas, sentimiento de culpa y consumo de alcohol por la mafiana).
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El cuestionario CAGE (Tabla 1) consiste en cuatro preguntas, en la que dos de
ellas contestadas de manera positiva indican dependencia alcoholica con una
sensibilidad de méas del 70% Yy especificidad de mas del 90% (Buchsbaum y col., 1992;
Girelay col., 1994; Canedo, 2011).

Tabla 1. Cuestionario CAGE

¢Ha sentido alguna vez que debe beber menos? Have you felt the need to Cut down
drinking?

¢Le ha molestado que la gente lo critique por su forma de beber? Have you ever felt
Annoyed by criticismo of drinking?

¢Alguna vez se ha sentido mal o culpable por su forma de beber? Have you had Guilty
feelings about drinking?

¢Alguna vez ha necesitado beber a primera hora de la mafiana para calmar los nervios o

eliminar molestias por haber bebido la noche anterior? Do you ever take a morning Eye

opener?

(Extraido y adaptado de Ochoa y col., 2009)

En este cuestionario se considera que cuanto mayor es la puntuacion, mayor es

la dependencia de la persona al alcohol (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion del consumo de alcohol segun las
puntuaciones obtenidas del cuestionario CAGE

Puntuacion Significado

0-1 puntos Bebedor social

2 puntos Consumo de riesgo

3 puntos Consumo perjudicial

4 puntos Dependencia alcohdlica

(Extraido y adaptado de Ferreira Gonzélez, s. f.; Dervaux y col., 2006)

Otros cuestionarios utilizados son el AUDIT (Test de identificacion de los
trastornos debidos al consumo de alcohol de las siglas en inglés Alcohol Use Disorders
Identification Test) y el MALT o Minchner Alkoholismus Test, el MAST o Michigan

Alcoholism Screening Test, el DPI o Indice de Problemas por la Bebida (disefiado
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especificamente para poblacion mayor de 55 afios), el AAIS o Adolescent Alcohol
Involvement Scale que identifica adolescentes con problemas relacionados con la bebida
o el T-ACE y TWEAK (disefiados especificamente para detectar casos de alto riesgo en
mujeres durante el embarazo), pero resultan menos simples que el CAGE (Ochoa y col.,
2009; Canedo, 2011).

3. Clasificacion del consumo de alcohol

Existe una unidad de medida estandar determinada por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) que determina el consumo responsable para cada consumidor, el
UBE (Unidad de Bebida Estandar) o standard drink o unit en los paises anglosajones,
que facilita la estimacién de la cantidad de alcohol consumida (Valencia, Gonzalez y
Galan, 2014). Pese a su utilidad, la UBE presenta algunas limitaciones debidas, entre
otras cosas, a las diferencias en el contenido alcohdlico y/o volimenes de consumo
habituales que representa en cada pais. Asi, en los Estados Unidos 1 UBE equivale a 14
gramos de etanol y en el Reino Unido a 8 gramos, mientras que en Espafia se sitia en

una posicion intermedia (10 gramos) (Valencia, Gonzalez y Galan, 2014).

La férmula para calcular el nivel de alcoholemia es distinta segln el sexo, en la
que el factor de conversion es de 0.7 en los hombres mientras que, en mujeres es de 0.6
(Figura 1). Esta diferencia es debida a la distinta composicion de grasa y agua en los
tejidos y organos de cada sexo, asi como sus diferentes cantidades de enzimas de
degradacion del alcohol (Fundacién Alcohol y Sociedad, 2019). La recomendacién
diaria es de 30 gramos para el varon adulto y 20 para la mujer, es decir 3 UBEs y 2
UBEs respectivamente (WHO, 2018).

NI\IE| de Alcuhulemla Nivel de Alcoholemia
en MUJERES

T

Gramos de alnnhu\ /Pesoenkgs  Gramos de alcuhol | Peso en kgs

Figura 1. Célculo de nivel de alcoholemia en hombre y mujeres (Extraida de
Fundacion Alcohol y Sociedad, 2019).
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Existen discrepancias entre los autores para establecer una clasificacion del
consumo de alcohol. Desde el punto de vista epidemioldgico, es importante definir y
determinar el consumo de riesgo, concepto dificil de consensuar al depender del tipo de
consecuencia que se esté evaluando para establecer el riesgo. Ademas, el grado de
riesgo no estara sélo relacionado con el nivel de consumo de alcohol, sino también con
otros factores personales o ambientales relacionados con la historia familiar, ocupacién

laboral, estilo de vida, pobreza, etc. (Informes de la comision clinica 2: alcohol, 2007).

En general, se considera bebedor de riesgo a aquel que consume 28
UBEs/semana en el caso de los varones y 17 UBEs/semanas en las mujeres (Tabla 3)

(Alcohol en menores no es normal, 2019).

Tabla 3. Niveles de riesgo en el consumo de alcohol

Nivel de riesgo Hombre Mujer
Riesgo bajo <17 UBE/sem <11 UBE/sem
Consumo de riesgo* >28 UBE/sem (40 gr/dia) >17 UBE/sem (24 gr/dia)

Presencia de Trastornos relacionados con el Alcohol
>60 gr/dia >40 gr/dia
DSM-1V

Consumo nocivo

Riesgo alto (Sindrome de

dependencia del alcohol) CIE-10

*Es consumo de riesgo cualquier consumo en el caso de mujeres embarazadas, menores y
personas con actividades, enfermedades y tratamiento que desaconsejen el consumo.
(Modificado de Anderson P. Alcohol and Primary Health Care. Copenhague: WHO Regional
Publications 1996; 94)

Segun el Informe Mundial sobre la situacion de alcohol y salud (WHO, 2018) el
consumo diario medio de alcohol es de 33 g de alcohol puro al dia, aproximadamente
equivalente a 2 vasos de vino (150 ml cada uno), una botella grande de cerveza (750 ml)
0 dos vasos de bebidas espirituosas (40 ml cada uno). Mas de una cuarta parte (27%) de
los jovenes de 15-19 afios son bebedores. Las mayores tasas de consumo de alcohol
entre los jovenes de 15-19 afios corresponden a Europa (44%), América (38%) y el

Pacifico Occidental (38%). Las encuestas escolares indican que, en muchos paises, el
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consumo de alcohol comienza antes de los 15 afios, con diferencias muy pequerias entre

nifios y nifias.

A nivel mundial, el 45% del alcohol total registrado se consume en forma de
bebidas espirituosas. La cerveza es la segunda bebida alcohdlica en términos de alcohol
puro consumido (34%), seguida del vino (12%). Desde 2010, solo se han producido
cambios menores en las preferencias de bebidas alcohdlicas. Los cambios mas
importantes tuvieron lugar en Europa, donde el consumo de bebidas espirituosas
disminuy6 en un 3%, mientras que el de vino y cerveza aumentd. En contraste, mas de
la mitad (57%) de la poblacién mundial de méas de 15 afios (3100 millones de personas)

se abstuvo de beber alcohol en los tltimos 12 meses.

Debemos destacar que estos limites no se aplican a nifios, adolescentes, mujeres
embarazadas, personas que toman medicacién que interacciona con el alcohol, personas
que desarrollan actividades que requieran concentracion, habilidad o coordinacion (ej.,
conduccién) o con comorbilidades que puedan verse afectadas por el consumo de
alcohol (diabetes, hepatitis C, etc.). Para todos estos grupos la recomendacion es la
abstinencia (Schwan y Allen, 2005).

En la actualidad existe una practica habitual que también se encuentra dentro del
consumo de riesgo, binge drinking o consumo de alcohol en atracén. Considerado como
el consumo de 5 0 mas bebidas alcohdlicas (si es hombre) o 4 o més bebidas alcohdlicas
(si es mujer) en la misma ocasién (seguidas o en un intervalo de dos horas) (EDADES,
2021).

4. Epidemiologia del consumo de alcohol en la actualidad

La cirrosis es una causa creciente de morbilidad y mortalidad en los paises mas
desarrollados. Es la decimocuarta causa mas comun de muerte en adultos en todo el
mundo, pero la cuarta en Europa central (Tsochatzis y col., 2014). Resulta en 1,03
millones de muertes por afio en todo el mundo, 8.170.000 en Europa, 33.539 por afio en
los Estados Unidos. En algunos paises de América Latina, como Chile y México, esta
enfermedad se encuentra ocupando el 5° y 6° lugar como causa de muerte (Matos,
2017).
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La cirrosis es la principal indicacion de 5.500 trasplantes de higado cada afio en
Europa. Las causas principales en los paises mas desarrollados son la infeccion por el
virus de la hepatitis C (VHC), el uso indebido del alcohol y, cada vez mas, la
enfermedad hepatica no alcohdlica; La infeccidn con el virus de la hepatitis B (VHB) es
la causa méas comin en el Africa subsahariana y en la mayor parte de Asia. La
prevalencia de la cirrosis es dificil de evaluar y probablemente es mayor que la
informada, ya que las etapas iniciales son asintomaticas, por lo que el trastorno no se
diagnostica. La prevalencia se estimo6 en 0.3% en un programa de deteccién en Francia,
y la incidencia anual fue de 15.3-132.6 por 100.000 personas en estudios en el Reino

Unido y Suecia (Tsochatzis y col., 2014).
4.1. Consumo de alcohol a nivel mundial

En un estudio analizaron datos sobre el consumo alcohdlico de personas entre 15
y 99 afios de edad, de 189 paises y sus resultados apuntan a que el consumo de alcohol
ha aumentado a nivel mundial en un 70%, desde 1990 (Manthey y col. 2019). Ademas,
sefialan que los habitos difieren notablemente segin la region. Mientras en los paises
présperos el consumo per capita se mantiene estable, en los emergentes aumenta con
vigor. En 2017, el consumo mas alto se registrd en los paises del norte de Africa y el
Cercano Oriente. EI mas bajo se midié en Europa del Este. Y, aunque en Alemania la
ingesta de bebidas alcohdlicas incluso presenta un leve descenso, estiman un promedio

de consumo de aproximadamente 12 litros de alcohol por cabeza al afo.

Por otro lado, como lo muestran los datos mas recientes de la OMS (WHO, 2018),
el consumo per capita (APC) total en la poblacion mundial de 15 afios de edad o mas
equivale a beber en promedio 6.4 litros de alcohol puro por afio, que se traduce en 13.9
gramos de alcohol puro por dia. Existiendo, una amplia variacion en el consumo total de

alcohol entre las regiones (Figura 2).
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Figura 2. Consumo de APC de la poblacion mayor de 15 afios, en litros de alcohol
puro, 2016 (WHO, 2018).

Algunas de las excepciones son paises de la Region de Africa, como Nigeria,
Uruguay de América o en Australia y Nueva Zelanda, regiones del Pacifico Occidental.
El mayor consumo per cépita de alcohol (10 litros 0 méas) se observa en los paises de
Europa con valores relativamente altos (7.5-9.9 litros de alcohol puro per capita). La
poblacion mundial con el menor consumo per cépita (menos de 2.5 litros) vive en la
Regidn del Mediterraneo Oriental 0 en otra mayoria musulmana de paises como Nigeria
en la Region de Africa de la OMS, Indonesia en el sudeste de la Asia 0 Azerbaiyan en

Europea.

Por ultimo, los resultados de las encuestas escolares indican que en muchos paises

el consumo de alcohol comienza temprano en la vida, y antes de los 15 afios (Figura 3).
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Figura 3. Consumo de alcohol durante los ultimos 30 dias entre estudiantes de 15 afios

por pais y género (Extraida y adaptada de WHO, 2018).

Nota: Los paises y afios de la encuesta que se muestran en la figura se indican a continuacion:

Africa: Benin (2009), Ghana (2012), Malawi (2009), Mauritius (Mauritius) (2011), Mauritius (Rodrigues)
(2011), Mozambique (2015), Namibia (2013), Seychelles (2015), Republica Unida de Tanzania (2014);
Américas: Antigua y Barbuda (2009), Argentina (2012), Barbados (2011), Belize (2011), Bolivia (2012),
Chile (2013), Costa Rica (2009), Dominica (2009), El Salvador (2013), Guatemala (2015), Guyana
(2010), Honduras (2012), Jamaica (2010), Per( (20199), Siruname (2009), Trinidad y Tobago (2011),
Estados Unidos de América (2015), Uruguay (2012); Mediterraneo Oriental: Libano (2011), Republica
ardbica de Siria (2010); Europa: Albania (2015), Austria (2015), Bélgica (Flanders) (2015), Bulgaria
(2015), Croacia (2015), Chipre (2015), Chequia (2015), Dinamarca (2015), Estonia (2015), Finlandia
(2015), Francia (2015), Georgia (2015), Grecia (2015), Hungria (2015), Islandia (2015), Irlanda (2015),
Italia (2015), Letonia (2015), Lituania (2015), Malta (2015), Monaco (2015), Montenegro (2015), Paises
Bajos (2015), Noruega (2015), Polonia (2015), Portugal (2015), Moldavia (2015), Rumania (2015),
Eslovaquia (2015), Eslovenia (2015), Espafia (2015), Suiza (2015), Macedonia del Norte (2015); Sudeste
Asiatico: Bangladesh (2014), Indonesia (2015), Maldivas (2009) Tailandia (2015), Timor Oriental
(2015); Pacifico Occidental: Brunei Darussalam (2014), Camboya (2013), Islas Cook (2015), Fiji (2010),
Kiribati (2011), Laos (2015), Malasia (2012), Mongolia (2013), Niue (2010), Filipinas (2015), Samoa
(2011), Islas Salomon (2011), Tonga (2010), Tuvalu (2013), Vanuatu (2011), Vietnam (2013).
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4.2. Consumo de alcohol en la Union Europea

En cuanto a la mortalidad por consumo de alcohol, la Unién Europea (UE)
encabeza la lista entre las regiones con valores més altos (WHO, 2018), tal y como se

muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Proporcion expresada en % de todas las muertes atribuibles al consumo de
alcohol, por regién de la OMS, en 2016 (Extraida de WHO, 2018).
Nota: AFR: Africa; AMR: América; EUR: Europa; SEAR: Sudeste de Asia; EMR: Region Mediterranea

oriental; WPR: Regi6n del pacifico oeste.

Las enfermedades digestivas, las lesiones no intencionales, las enfermedades
cardiovasculares (ECV) y la diabetes fueron los principales contribuyentes a los 3
millones de muertes atribuibles al alcohol en 2016, y fueron responsables

individualmente de 21.3%, 20.9% y 19.0% de estas muertes respectivamente (Figura 5).

Intentional injuries

12.9%

Infectious diseases
12.6%
Malignant neoplasms
49%
Alcohol use disorders

0.6%
Epilepsy

20.9%
Unintentional
injuries

2.3%
Digestive
diseases

19.0%
Cardiovascular
diseases and
diabetes

Net total = 3.0 million deaths

Figura 5. Proporcion expresada en % de todas las muertes atribuibles al consumo de
alcohol en 2016, por categoria (Extraida de WHO, 2018).
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4.3. Consumo de alcohol en Espafia

Los datos del Informe del 2021 de alcohol, tabaco y drogas ilegales en Espafia
(EDADES, 2021) confirman que el 93.0% de la poblacion de 15 a 64 afios manifiesta
haber consumido bebidas alcohdlicas alguna vez en la vida, lo que convierte al alcohol
en la sustancia psicoactiva con mayor prevalencia de consumo (Tabla 4). En términos
evolutivos, la prevalencia desde el afio 2009 supera el 90%. El segundo lugar lo ocupa
el tabaco (70%) seguido del cannabis (37.5%).

Tabla 4. Prevalencia de consumo de sustancias psicoactivas alguna vez en la vida en la
poblacion de 15-64 afios (%). Esparfia, 1995-2019/2021 (Extraido de EDADES, 2021).

1885 1987 18988 2001 2003 2005 2007 2008 2011 2013 2015 2017 2018

Tabaco - &0,7 64,9 68,4 68.9 G0.5 685 75,0 .7 73.1 725 60,7 To.0
Alcohol - a0,6 873 89,0 BE.6 a3z B8RO 04,2 80,89 83.1 35 91,2 83,0
Hipnosedantes con o sin receta - - - - - a7 15,4 13,4 195 a2 18,7 20,8 225
Hipnosedantes sin receta - - - - - - - - - 27 4.1 30 3.1

Cannakbis 145 229 196 238 20.0 286 2TAa 321 274 30.4 315 352 ars
Extasis 20 25 24 4,0 4.6 4.4 4.3 49 36 4.3 3.6 a6 5.0
Alucindgenos 21 248 1.8 28 3.0 3.4 3.8 3.7 29 3.8 3.8 4.5 - -1
Anfetaminas’speed 23 27 22 24 3.2 3.4 3.8 3.7 33 38 3.6 4,0 4.3
Cocaina fpoho wo base) - - - - - - 8.3 10,2 88 103 2.1 10,3 11,2
Cocaina en polvo 34 34 3.1 4.8 59 7.0 B.0 10,2 88 102 a4 10,00 10,8
Cocaina base 03 04 0 0.5 a 06 1.8 09 09 1,0 0.8 12 4
Setas mégicas - - - - - - - - 24 1.9 2.0 24 AT
Metanfetaminas - - - - - - - - 08 0.5 0.6 12 1,2
GHE - - - - - - - - - 06 0.6 0.5 0.9
Heroina 0.8 0.6 0.5 0.6 0.9 o7 0.8 0.6 0.6 o7 0.6 0.6 0,7
Inhalables volities 0,7 0.8 0.6 0.8 1.0 0.8 1.1 06 0.8 0.6 0.5 06 0.8

En cuanto al consumo diario de alcohol, se registra un incremento (8.8%) con
respecto al afio 2017, cuando se registrd el menor porcentaje de la serie historica

(7.4%), rompiendo asi la tendencia descendente que comenzd en el afio 2011.

La media de edad en la que por primera vez se consume alcohol se sitta en los
16.7 afios, manteniéndose estable a lo largo de la serie histérica (Figura 6). Ademas,
analizando el consumo de alcohol en el ultimo afio, el 77.2% declara haber bebido en

alguna ocasiéon durante el afio previo la realizacion de la encuesta, cifra que ha
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aumentado con respecto a los datos registrados en el afio 2017 (75.2). Al observar la
prevalencia en los ultimos 30 dias, el consumo del alcohol se registra en un 63%, muy
similar al afio 2017 (62.7%). Con respecto al consumo diario de alcohol, el 8.8% de la
poblacion espafiola ha declarado haberlo realizado, un porcentaje mayor que en el afio

2017, que registraba un descenso con respecto a afios anteriores (Figura 6).

Prevalencia (%) Edad (afios)

100 20

-__..______N-"-——-—'—"--———-_
80
——————— T T T  §o

40

20

1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019

| Alguna vez en la vida B Utimos 12 meses I Uttimos 30 dias

M Diariamente en los ultimos 30 dias Edad media de inicio consumo

1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019

Alguna vez en la vida 90,6 87.3 89,0 88,6 93,7 88,0 94,2 90,9 93.1 93,5 91,2 93,0
Uttimos 12 meses 78,5 75,2 781 76,6 76,7 72,9 78,7 76.6 783 77,6 752 77,2
Ultimos 30 dias 64,0 61,8 63,7 64,1 64,6 60,0 63,3 62,3 64.4 62,1 62,7 63,0
Diariamente en los ultimos 30 dias 12,7 13,7 15,7 14,1 14,9 10,2 11,0 10,2 9.8 9.3 7.4 8,8
Edad media de inicio en el consumo 16,8 16,9 16,9 16,7 16,7 16,8 16,7 16,7 16,7 16,6 16,6 16,7

Figura 6. Evolucion de la prevalencia de consumo de bebidas alcoholicas (%) y edad
media en el inicio de consumo de bebidas alcohdlicas (afios) en la poblacion de 15-64
afos. Esparia, 1997-2019/2020 (Extraido de EDADES, 2021).

Atendiendo al sexo, independientemente del tramo temporal y grupo de edad, el
consumo de alcohol estd méas extendido entre los hombres con respecto a las mujeres,
con independencia de la bebida consumida, aprecidndose una mayor diferencia en el

caso de la cerveza (Figura 7).
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B Homores Mujeres
Hombres Mujeres
Vino 23,3 16,1
Cerveza 49,5 28,1
Combinados 18,3 9,3
Vermu 3,2 2,3

Licares de frutas 25 1,2

Licores fuertes solos 3,8 11

Figura 7. Prevalencia de consumo de bebidas alcohodlicas en la poblacion de 15-64
afios, segun tipo de bebida alcohdlica consumida y segun sexo (%). Espafa, 2019/2020
(Extraido de EDADES, 2021).

Las mayores diferencias de consumo se dan entre personas de 55 a 64 afios en
todos los tramos temporales, y segun se reduce el tramo temporal de consumo las

diferencias entre sexos se hacen mayores en todos los tramos de edad.

Como se observa en la Tabla 5, el alcohol es la sustancia que obtiene una mayor
prevalencia de consumo tanto en hombres (95.5%) como entre las mujeres (90.4%),
habiendo sido consumida alguna vez en la vida por la gran mayoria de la poblacion de

ambos sexos.

La méxima prevalencia del consumo de alcohol entre los hombres se encuentra en
la franja de 55 a 64 afios de edad con el 98.3% y entre las mujeres de 45 a 54 afios con
un 91.9%. Con respecto al consumo de los Gltimos 12 meses, se registra la diferencia
mas notable con el 82.7% de los hombres con un maximo del 86.1% en el grupo de 25 a

34 afos, proporcion que se reduce hasta el 71.6% en el caso de las mujeres que se eleva
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hasta el 76.7% entre las jovenes de 15 a 24 afios. En el Gltimo mes, el 72% de los
hombres espafioles declara haber tomado alguna bebida alcohdlica frente a las mujeres

gue alcanzan un menor porcentaje con el 53.9%.

Por Gltimo, en cuanto al consumo diario de alcohol la proporcion de hombres
supera en 4 veces a la proporcion que se da entre mujeres (14.2% y 3.4%,
respectivamente), patrén de consumo que tiene mayor prevalencia conforme aumenta el

rango de edad tanto en hombres como en mujeres.

Tabla 5. Prevalencia de consumo de bebidas alcoholicas en la poblacién de 15-64
afios, segun edad y sexo (%). Espafia, 2019/2020 (Extraida de EDADES, 2021).

15-64 afios 15-24 afos 25-34 afos 35-44 afios 45-54 afios 55-64 anos
T H M T H M T H M T H M T H M T H M

Alguna vez en la vida 930 955 904|887 802 871|939 91 91,7 (631 953 6089 | 94 961 919|938 983 893

Ultimos 12 meses 772 827 716|793 819 767|792 861 723|779 827 730|767 816 719|736 8186 656
Ultimos 30 dias 63,0 720 539|618 680 551|647 75 543|629 709 546|643 725 564 | 61 732 489
Diariamente en los

altimos 30 dias 88 142 34 13 19 06 | 40 61 18 [ 84 135 31 |1089 180 4,0 | 166 268 65
Nunca 70 45 96 (113 98 129| 6,1 39 83|69 47 91 60 39 81 62 1,7 107

Al observar la prevalencia de consumo de alcohol por comunidad auténoma, se
obtienen datos similares en cuanto a la edad de inicio en el consumo, siendo la sustancia
que comienza a consumirse de manera mas temprana en todas las comunidades

autonomas de Espafia.

La prevalencia de consumo de alcohol alguna vez en la vida se sitia en la mayoria
de las comunidades por encima del 90%, siendo Asturias la que registra una mayor
prevalencia (96.2%), mientras que Melilla obtiene la menor de las prevalencias en
Esparia (56.8%). Tanto en el marco temporal de los dltimos 12 meses como de los
ultimos 30 dias, las comunidades en las que se aprecia una mayor prevalencia son
Asturias y la Comunidad Valenciana, mientras que las comunidades que tienen una

menor prevalencia son Melillay Ceuta (Tabla 6).
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Tabla 6. Prevalencia de consumo de bebidas alcoholicas entre la poblacion de 15-64
afios por comunidad/ciudad autonoma (%). Espafia, 2019/2020 (Extraida de EDADES,

2021).

Andalucia
Aragon
Asturias
Baleares
Canarias
Cantabria
Castilla y Ledn
Castilla-La Mancha
Cataluna

C. Valenciana
Extremadura
Galicia

Madrid

Murcia
Navarra

Pais Vasco

La Rioja
Ceuta

Melilla

Media Espana

Alguna vez en la vida

Prevalencia inferior

92,9

94,4

96,2

93,3

94,7

95,8

93,2

92,5

95,8

87,6

90,3

91,4

91,6

93,8

95,5

59,9

56,8

93,0

1C95%

9,7

92,5

95,0

90,5

g1,2

92,9

94,7

91,6

91,3

94,9

85,3

88,7

90,0

93,7

89,2

92,2

93,6

53,8

48,3

92,6

1C95%

superior

94,2

96,3

97,3

94,9

95,5

96,6

96,9

93,7

96,6

92,0

95,3

97,4

65,9

65,4

93,3

Prevalencia inferior

74,2

82,1

84,6

70,2

82,8

80,1

74,0

79,6

84,5

62,8

74,3

74,5

80,5

79,1

81,3

47,3

44,1

77,2

Utimos 12 meses

1C95% 1Ca5%
superior
72,0 76,3
78,9 853
82,4 86.8
75,1 82,0
66,3 741
79,7 859
77.9 823
71,3 76,7
77,7 814
83,0 86,0
59,4 66,3
71,9 76.7
72,5 76,6
78,8 84,4
77,0 84,1
76,5 81,7
77,7 84,9
411 53,5
35,6 52,7
76,6 77,8

Prevalencia

57,7

68,0

71,9

49,8

67,6

65,6

63,0

70,4

63,9

65,0

62,6

67,8

65,6

35,5

39,1

63,0

Ultimos 30

1C95%

inferior

55,4

64,1

69,1

61,4

45,5

63,7

63,0

57,8

68,5

46,7

61,3

62,7

62,3

dias

1C95%

superior

60,1

7.9

74,7

69,4

54,0

71,5

72,2

53,8

70,7

70,0

41,4

47,4

La prevalencia de intoxicaciones etilicas agudas (borracheras) en la poblacion

espafola en los ultimos 12 meses registra un pequefio aumento continuando la tendencia

iniciada en el afio 2015, situdndose en el 19.4% en el afno 2019/2020. Si se atiende al

sexo con independencia del tramo de edad, las borracheras tienen una menor

prevalencia entre las mujeres que entre los hombres (Figura 8). Segun la edad, y con

independencia del sexo, se observa que a medida aumenta la prevalencia disminuye.

Ademas, la prevalencia se ha mantenido estable en las mujeres desde al afio 2017. En

cambio entre los hombres ha aumentado.
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35
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0
2003 2006 2007 2002 2011 2013 2015 2017 2019
M ota W Hombres M Mujeres
2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019
Total 21,2 19,8 19,2 23,2 19,3 19,1 16,8 18,6 19,4
Hombres 296 272 258 30,56 259 254 22,3 241 257
Mujeres 12,7 123 12,5 15,5 12,6 12,6 1,2 13,1 13,1

Figura 8. Evolucion de la prevalencia intoxicaciones etilicas agudas (borracheras) en
los Gltimos 12 meses en la poblacion de 15-64 afios, segun sexo (%). Espafia, 2003-
2019/2020 (Extraida de EDADES, 2021).

Como se observa en la Figura 9, al diferenciar por el sexo y la edad
(concretamente de 15 a 34 afios y 35 a 64 afios), se produce un ligero repunte similar al
del afio 2017. Independientemente del sexo, la mayor extension de borracheras se
encuentra en el menor grupo de edad (15-34 afios), en la que el 41.6% de varones
menores de 35 afios reconoce haberse emborrachado en el ultimo afio, frente al 26.6%
de las mujeres en el mismo grupo de edad. Este patron se repite en el grupo de edad de
35 a 64 afios, con porcentajes menores (18% de los hombres y el 6.7% de las mujeres),
siendo la prevalencia de borracheras entre las mujeres mayores de 34 afios la menor
prevalencia de borracheras registrada y el Unico dato que ha experimentado un descenso
desde el afio 2017.
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1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 20156 2017 2019

M Hombres 15-34 arios M Mujeres 15-34 arios

Hombres 35-64 afos [l Mujeres 35-64 arios

1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019

Hombres 15 a 34 afios 39,1 38,3 36,3 40,7 403 38,9 44,0 41,3 43,2 37,5 38,7 416
Mujeres 15 a 34 afios 19,1 19,6 18,1 21,0 209 23,2 259 235 255 226 24,6 26,6
Hombres 35 a 64 afios 18,5 16,6 183 20,2 17,1 15,2 21,2 16,2 15,4 14,4 16,8 18,0
Muijeres 35 a 64 arios 4.1 36 4,9 63 5,5 50 8,8 59 55 5,4 7.4 6,7

Figura 9. Prevalencia de intoxicaciones etilicas agudas (borracheras) en los ultimos 12
meses en la poblacion de 15-64 afios, segln edad y sexo (%). Espafia, 1997-2019/2020
(Extraido de EDADES, 2021).

El 6.8% de la poblacion de 15 a 64 afios reconoce haber sufrido alguna
intoxicacion etilica aguda en los 30 dias previos a la realizacion de la encuesta, con un
9.3% de los hombres frente al 4.2% de mujeres. Considerando el sexo de la poblacion,
la prevalencia es mayor entre los hombres. Sin embargo, a medida que avanza la edad
de los individuos se produce una disminucion del registro de borracheras, siendo las

mas extendidas la de los jovenes de 15 a 24 afios.

Si se observa el tipo de bebida consumida (vino, cerveza o combinado/cubatas) en
la Gltima semana, en aquellos que sufrieron intoxicacion etilica aguda en el Gltimo mes,
resultan distintos patrones de consumo en relacion a la edad del individuo (Figura 10).
Asi, el consumo de vino aumenta con la edad, siendo el méximo en el grupo de 55 a 64
afios. Por otro lado, se produce un descenso progresivo de la prevalencia de
combinados/cubatas conforme aumenta la edad, figurando su consumo mayor entre los
mas jovenes (67%). La cerveza en cambio, es la sustancia mas consumida entre los
individuos de 45 a 54 afios que se emborracharon en los altimos 30 dias (83.6%), siendo

del 65.8% entre los 55 a 64 afios y menor del 60% entre los 15 a 24 afios.
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15-24 afios 25-34 anos 35-44 anos 45-54 anos 55-64 afios
M Consumo de vino ditimos 7 dias Consumo de cerveza uitimos 7 dias Consumo de combinados Gltimos 7 dias
15-24 afios 25-34 afios 35-44 afios 45-54 afios 55-64 afios
Consumo de vino ditimos 7 dias 89 234 40,5 46,2 73,1
Consumo de cerveza Ultimos 7 dias 58,5 75,0 821 83,6 65,8
Consumo de combinados altimos 7 dias 67,0 489 39,1 38,9 37,0

Figura 10. Prevalencia de consumo de vino, cerveza y combinados/cubatas en la Gltima
semana en la poblacion de 15 a 64 afos que se ha emborrachado en el ultimo mes,
segun edad (%). Esparia, 2019/2020 (Extraido de EDADES, 2021).

La encuesta EDADES (2021) también ha considerado la percepcién de riesgo ante
el consumo de bebidas alcohdlicas en la poblacion de las personas segun se hayan
emborrachado o no en el ultimo mes. Asi, las personas que si lo han experimentado
perciben un menor riesgo del consumo de alcohol. El 32.1% piensa que tomar 5 0 6
cafias/copas durante el fin de semana puede ocasionar muchos o bastantes problemas,
frente al 51.6% de aquellos que no se han emborrachado en los ultimos 30 dias. Sin
embargo, el riesgo asociado al consumo de alcohol es muy similar entre ambos grupos
al considerar un consumo diario de alcohol de 1 o 2 cafias/copas de vino (40.2%, que se

ha emborrachado en el ultimo mes y el 48.9% que no ha experimentado borrachera).

La prevalencia de borracheras entre las comunidades autonomas superan en
mayor medida la media nacional en el Gltimo afio en el caso de Navarra, Baleares y La
Rioja, con prevalencias superiores al 25% (Tabla 7); siendo La Rioja, la comunidad que
registra un mayor porcentaje de personas que se han emborrachado en el Gltimo mes,
mientras que Melilla, Ceuta y Andalucia registran los menores porcentajes (inferiores o

iguales al 4%).
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Tabla 7. Prevalencia de intoxicaciones etilicas agudas (borracheras) en los ultimos 12
meses y en los Ultimos 30 dias entre la poblacién de 15-64 afios por comunidad/ciudad
auténoma (%). Espafia, 2019/2020 (EDADES, 2021).

Andalucia 13,6 12,0 15,3 3.9 3,0 4.9
Aragdn 19,5 16,2 22,8 6,3 4,3 8,3
Asturias 19,1 16,7 21,8 6,0 4.5 7.5
Baleares 27,3 23,6 31,1 8,7 6,3 11
Canarias 16,4 13,2 19,5 7.1 4,9 9,2
Cantabria 17,7 14,5 20,8 5,4 3,6 7.3
Castilla y Ledn 21,7 19,4 23,9 7.4 6,0 8,8
Castila-La Mancha 20,8 18,3 233 7.8 6,2 9,5
Catalufia 22,3 20,4 24,3 8,7 7.4 10,0
C. Valenciana 226 20,8 24,3 7.0 6,0 8,1
Extremadura 19,1 16,3 21,9 6,1 4,4 7.8
Galicia 17,0 14,9 19,1 7.4 59 88
Madrid 18,5 16,6 20,3 6,6 54 7,7
Murcia 21,8 18,9 24,8 6,3 4.6 8.1
Navarra 27,7 23,7 31,7 89 8,3 11,4
Pais Vasco 226 19,9 253 87 8,9 10,5
La Rioja 26,0 22,0 30,1 9.8 7,0 12,5
Ceuta 14,7 10,3 19,1 35 1.2 58
Melilla 12,4 8,7 18,0 34 03 6.5
Media Espana 19,4 18,9 20,0 6,8 6,4 7.1

En la Figura 11, se observa una representacion grafica de los datos mostrados de
la Tabla 7.

PREVALENCIA DE BORRACHERAS ULTIMOS 30 DIAS
Media nacional 6,8%

< media Espafia
B > media Esparia

[ = media Espafa

FUENTE: OEDA. Encuesta sobre Alcohol y Drogas en Esparia (EDADES).

Figura 11. Prevalencia de intoxicaciones etilicas agudas (borracheras) en los ultimos 30
dias. Espafia, 2019/2020 (EDADES, 2021).
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En cuanto al binge drinking o atracon en una misma ocasion durante los altimos
30 dias se sefiala una mayor prevalencia en Pais Vasco, Navarra, Melilla y Murcia. En

el extremo inferior por debajo de la media es Ceuta (Tabla 8).

Tabla 8. Prevalencia de binge drinking en los Gltimos 30 dias entre la poblacién
de 15-64 afios por comunidad/ciudad autdnoma (%). Espafia, 2019/2020 (Extraido de
EDADES, 2021).

Uttimos 30 dias
Andalucia 14 4
Aragon 135
Asturias 151
Balearss 185
Canarias 125
Cantabria 133
Castilla y Leon 19.6
Castilla-La Mancha 16.1
Cataluria 132
C. Valenciana 16.0
Extremadura 134
Galicia 14.4
Madrid 156
Murcia 20,3
Mavarra 20,5
Pais Vasco 20,9
La Rioja 16,0
Ceuta 79
Melila 20,4
Media Espainia 15,4

El consumo por atracon en el tramo temporal del ultimo mes en la poblacion
espafola de 15-64 afios registra un dato equivalente al del afio 2017, muy ligeramente
mayor. Como se observa en la Figura 12, tiene mayor prevalencia entre los hombres que
entre las mujeres en todos los intervalos de edad, con mayor presencia en los grupos de
menor edad. Se encuentra mas extendido en el grupo de 20 a 24 afios en ambos sexos
(33.8% hombres y 19.2% en mujeres).
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Figura 12. Prevalencia de binge drinking o consumo de alcohol por atracén en los

ultimos 30 dias en la poblacion de 15-64 afios, segun edad y sexo (%). Espafia,

2019/2020 (EDADES, 2021).

Ademas, la cerveza es la bebida mas consumida con mayor porcentaje (81.1%)
en el grupo de edad de 45-54 afios. Los consumidores de vino aumentan con la edad
(10.5% con la edad de 15-24 afios, 55.1% con 55-64 afios). Por el contrario, el consumo
de combinados/cubatas por atracon disminuye con la edad. Incluso, el 64.5% de los
jévenes entre 15-24 afios declara haber consumido en los ultimos 7 dias, porcentaje que

disminuye en gran medida entre las personas de 55 a 64 afios (Figura 13).

100

80

40

20

15-24 afios 25-34 afios 35-44 anos 45-64 afios 56-64 afos
B Consumo de vino ditimos 7 dias Ml Consumo de cerveza tittimos 7 dias Consumo de combinados ultimos 7 dias
15-24 afos 25-34 anos 35-44 anos 45-54 afos 55-64 anos
Consumo de vino ultimos 7 dias 10,5 21,6 36,6 37,0 551
Consumo de cerveza Ultimos 7 dias 60,6 75,5 80,8 81,1 77,0
Consumo de combinados dltimos 7 dias 64,5 47,4 395 31,6 18,2

Figura 13. Prevalencia de consumo de vino, cerveza y combinados/cubatas en la ultima
semana entre los que han practicado binge drinking en el ltimo mes, en la poblacion de
15-64 afios, segun edad (%). Esparfia, 2019/2020 (EDADES, 2021).
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El riesgo percibido al tomarse 5 0 6 cafias/copas el fin de semana es menor entre
los individuos que han hecho binge drinking en el ultimo mes (31.2%) frente a los que
no lo han hecho (53.6%). La situacion es similar en cuanto al riesgo asociado al

consumo diario de alcohol (54.5% frente a 36.9%).

Respecto a las mayores prevalencias de botellon en los ultimos 12 meses (Tabla
9), en los diferentes grupos de edad, destaca el 42% de los jovenes entre 15 a 24 afos,
frente al 0.6% de los individuos de 55 a 64 afios. Segun el sexo, es mayor la prevalencia
en hombres frente a mujeres en todos los grupos de edad, habiendo una mayor
diferencia entre ambos en el intervalo de 15 a 24 afios (46.5 hombres frente al 37.2 de
mujeres). El tramo de 15 a 18 afios presenta un porcentaje del 36.1%, con una

proporcion menor en las mujeres (33.5%) frente a los hombres (38.5).

Tabla 9. Prevalencia de botellén, en los dltimos 12 meses, en la poblacion de 15-64
afios, segun edad y sexo (%). Espafia, 2019/2020 (Extraido de EDADES, 2021).

15-24 afos 25-34 anos 35-44 anos 45-54 anos 55-64 afos 15-18 afios
T H M T H M T H M T H M T H M T H M

Hacer botellon 420 465 3r2 (132 153 11,0| 3.8 4,3 3.4 1.5 2,0 1.1 0,6 0.8 05 | 361 385 335

De la misma manera que en el caso de las intoxicaciones etilicas agudas y del
binge drinking, los que han hecho botellon en el Gltimo afio tienen una percepcion
menor del riesgo al consumo de alcohol (51.8% de proporcion entre los que no han
hecho botellén reconocen muchos o bastantes problemas al consumir 5 o 6 cafias en el
fin de semana frente al 36.4% entre los que han hecho botellon). También con respecto
al consumo diario de alcohol (42.7% de riesgo percibido en los que hicieron botellén

frente al 49% que no realizaron botellon).

Atendiendo a la comunidad autdbnoma destaca una mayor prevalencias de
botellén en el Gltimo afio en La Rioja, Castilla-La Mancha y Murcia, figurando entre las

cifras mas bajas Asturias y Aragon con porcentajes por debajo del 7% (Tabla 10).
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Tabla 10. Prevalencia de botellon en los Gltimos 12 meses entre la poblacién de 15-64
afios por comunidad/ciudad autébnoma (%). Espafia, 2019/2020 (Extraido de EDADES,
2021).

Ultimos 12 meses

Andalucia 11,5
Aragén 6,9
Asturias 6,3
Baleares 7.7
Canarias 71
Cantabria 10,0
Castilla y Leon 8,6
Castilla-La Mancha 15,6
Cataluna 9.3
C. Valenciana 10,6
Extremadura 9.9
Galicia B
Madrid 9,6
Murcia 12,6
Navarra 7.8
Pais Vasco B,6
La Rioja 18,4
Ceuta 10,3
Melilla 8,9
Media Espana 9,9

Segun se muestra en la Figura 14, Murcia registra una prevalencia por encima de
la media.

PREVALENCIA DE BOTELLON ULTIMOS 12 MESES

Media nacional 9,9%

@ < media Espaiia
W > media Espana
[ = media Espana

FUENTE: OEDA. Encuesta sobre Alcohol y Drogas en Esparia (EDADES).

Figura 14. Prevalencia de botellones en el ultimo afio (Extraido de EDADES, 2021).

51



Introduccion

En cuanto a analisis del policonsumo de sustancias psicoactivas realizado por la
encuesta EDADES (2021), en la que se suele consumir alcohol, tabaco, hiposedantes
con 0 sin receta, cannabis, cocaina en polvo, cocaina base, éxtasis, anfetaminas,
alucindgenos, heroina y otros inhalables voléatiles, se ha observado hay una mayor
habito de consumo de dos 0 mas sustancias entre los individuos que han realizado
botellon en los ultimos 12 meses (58.5%), en referencia con los que no (38.3%).
Ademas, entre los consumidores de una Unica sustancia psicoactiva, el alcohol es la
sustancia més consumida (85.6%). De forma similar ocurre entre los individuos que
consumen dos sustancias psicoactivas, en las que el 94.7% consumieron alcohol y el
80.9% tabaco. Entre los que consumen tres sustancias psicoactivas en el Gltimo afio,
destaca el consumo de cannabis con el 62.5%, tercera consumida después del tabaco y
alcohol que es consumida por casi la totalidad del grupo. Por ultimo, entre los que
consumen cuatro o mas sustancias psicoactivas el alcohol se encuentra con una

prevalencia mayor al 90%, junto con el tabaco y cannabis (Tabla 11).

Tabla 11. Prevalencia de consumo de sustancias psicoactivas, segun el nimero de
sustancias consumidas en los Gltimos 12 meses (%). Espafia, 2019/2020 (Extraido de
EDADES, 2021).

Una Dos Tres Cuatro o mas
sustancia sustancias sustancias sustancias

Alcohol 856 94,7 98,9 99,2
Tabaco 10,0 80,9 97,6 96,9
Gannabis 0,3 5.1 62,5 92,8
Extasis 0,0 0,0 0,4 25,7
Hipnosedantes con o sin receta 4,1 18,6 352 54,4
Hipnosedantes sin receta 0,1 1,2 3,0 16,6
Analgésicos opioides con o sin receta 5.5 8,1 13,5 20,1
Analgésicos opioides sin receta 0,2 0,6 1,2 58
Cocaina en polvo 0,0 0,5 4.5 53,7
Cocaina base 0.0 0,1 0.1 4.4
Anfetaminas/speed 0,0 0,0 0,3 17,4
Alucindgenos 0,0 0,0 0.3 16,6
Heroina 0.0 0,0 0,0 2.1

Inhalables volatiles 0,0 0,0 0,2 3,7
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5. Metabolismo del alcohol

El alcohol o etanol, una vez ingerido, es absorbido por el estomago e intestino
delgado. EI 10% del alcohol se elimina por los rifiones, la piel y pulmones. El resto es
metabolizado por el higado, mediante dos procesos oxidativos: la transformacion de

etanol a acetaldehido (AcH) y éste a acetato (Carreras y Castellano, 2012).

Si el individuo se encuentra en ayunas, el alcohol transita por el estbmago vacio
de forma rapida y se absorbe principalmente en el duodeno, produciendo un pico de
alcoholemia en sangre mas fuerte, que ademas aumenta la sensacion de intoxicacion y
disminuye el ratio de etanol en el metabolismo, que puede llegar a porcentajes del 36%-
50% de etanol absorbido directamente a través de las paredes gastricas si el estbmago se
encuentra lleno (Jones y Jonsson, 1994). Otro estudio sefiala que la comida sélida y las
soluciones hipertonicas retrasan el vaciamiento gastrico por lo que el alcohol permanece
mas tiempo en el estbmago y se absorbe mayor cantidad a este nivel (Cortot y col.,
1986).

En la Figura 15, se observa que en el interior del hepatocito existen tres
sistemas enzimaticos capaces de oxidar el etanol a AcH: el sistema de la via alcohol-
deshidrogenasa (ADH), el sistema microsomal oxidativo (MEQOS, del inglés microsomal

ethanol oxidizing system) y la via de la catalasa (Carreras y Castellano, 2012).

Alcohol metabolism
Ethano

Acetate
Compartment Share

NAD' Ethanol Cytosol

\ Alcohol dehydrogenase (ADH)-
NADH ) dependent degradation
ABH 75%-80%

ST e T R S

Hepatocyte
Ethanol @ @ Peroxisomes
Catalase-dependent degradation

5 ® Catalase 1%-5%
H,0,

Endoplasmatic reticulum (MEOS)
Cytochrome P450 2E1 (CYP2E1)-
dependent degradation

10%-20%

\ Ethanol

Figura 15. Metabolismo del etanol en el hepatocito a través de los tres sistemas
enzimaticos principales (Extraida de Stickel y col., 2017).

Ethanol
CYP2E1
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5.1. Sistemas enzimaticos implicados en el metabolismo oxidativo del higado
5.1.1. Sistema de la via alcohol-deshidrogenasa (ADH)

Es la via principal de oxidacion del etanol, localizada en el citosol y se encarga
de transformar el etanol en acetato como producto final, tal como puede observarse en
la Figura 16. La ADH es una enzima que utiliza la nicotinamida (NAD) como cofactor,
que se reduce para convertirse en NADH, la cual posteriormente pasar a NADPH por

transhidrogenacion (Marcela, Correa y Navas, 2016).

NAD* NADH™ + H*

D
Cytoplas A
ytoplasm \\- _;

— S
e g NAD" NADH® + H*
CH:CH:0H CHsCOH \\_ / CH:CO0"

Acetaldehyde ALDH Acetate

Ethanol

Microsomes / \\

NADPH + H™ + 202 NADP™ + H20

Figura 16. Metabolismo del etanol a través de la ADH y ALDH (Extraida de Ceni,
Mello y Galli, 2014).

La oxidacion del etanol por la ADH produce acetaldehido, el cual es convertido
a acetato. Ambas reacciones reducen la nicotinamida—adenina-dinucleétido (NAD) a
nicotinamida adenina dinucledtido en estado reducido (NADH), como se indica en la
Figura 17. Cuando la concentraciones de acetaldehido se elevan se produce un
mecanismo de retroalimentacion negativa o feedback negativo que inhibe a la enzima
ADH (Crabb y col., 1983).
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Mitocondria

Alcohol ALDH2

CH,CH,0H

Acetaldehido Acetato
CHCHO CH,COOH

Circulacion
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NADPH H'+0,  NADP"+2H.0
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Figura 17. Metabolismo oxidativo del etanol. ADH: Alcohol deshidrogenasa; CYP2E1.:
citocromo P450 subfamilia 2E1; ALDH: aldehido deshidrogenasa; ALDH2: Aldehido
deshidrogenasa mitocondrial (Extraida de Marcela, Correa y Navas, 2016).

5.1.2. Sistema microsomal oxidativo de etanol (MEQOS)

Este sistema pertenece la familia de los citocromos microsomales P-450 por lo
que también se le llama citocromo P-4502E1 (CYP2E1) (Aragon, C., Miquel, M.,
Correa y Sanchis-Segura, 2002). Estd localizado en el reticulo endoplasmatico del
hepatocito y es el principal mecanismo de adaptacion en el alcoholismo crénico, cuando
se encuentra saturada la capacidad de la ADH, ya que su K., es mayor (la ADH es una
enzima de baja Kny se satura facilmente) (Aragon y col., 2002). El citocromo CYP2E1
es la fraccion de este complejo inducido por el alcohol y su hipertrofia produce un
exceso de radicales libres (anién superéxidos O%, peréxido de hidrégeno H,0,, radical

hidroxilo OH") y subsiguiente estrés oxidativo con dafio hepatocitario.

El etanol, los acidos grasos y las cetonas actian como sustratos del CYP2EL para
inducir varios efectos, incluidos el higado graso, la inflamacién y la cirrosis. Se
muestran diferentes enlaces entre la peroxidacion lipidica mejorada y la produccion
acelerada de acetaldehido, asi como la mayor generacion de radicales libres por los

microsomas inducidos, con sitios de posibles intervenciones terapéuticas.

Se ilustran en la Figura 18, los blogqueos metabdlicos causados por la deficiencia
de alcohol en el higado (a, b) o folato (c), B12 (c) o B6 (d), con los correspondientes
agotamientos de S-adenosilmetionina, fosfatidilcolina y glutation reducido (GSH). Los

nuevos enfoques terapéuticos incluyeron la propia regulacion de la induccion de

55



Introduccion

enzimas microsomales, especialmente de CYP2E1; disminucion de radicales libres con
antioxidantes; y reposicion de S-adenosilmetionina y de fosfatidilcolina. ADH, alcohol

deshidrogenasa (Sharma, 2013).
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Figura 18. CYP2EL1 del Sistema microsomal oxidativo del etanol
MEQS (Extraida de Sharma, 2013).
5.1.3. Via de la catalasa

Su papel en la oxidacién del etanol es minimo ya que se encuentra limitada por la
cantidad de H,O, que genera esta reaccion. Se localiza en los peroxisomas y
mitocondrias de los hepatocitos.
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5.1.4. Via de la aldehido deshidrogenasa

El acetaldehido, producto de la oxidacién de etanol, presenta una segunda
oxidacién hepatocitaria, cuyo producto final es el acetato, el cual se incorpora al ciclo
de Krebs en la forma de acetil-CoA, es utilizado en la sintesis de acidos grasos o puede
jugar como sustrato para la acetilacion de proteinas. EI AcH se metaboliza a acetato a
través de la aldehido deshidrogenasa (ALDH) dentro de la mitocondria, obteniéndose
también NADH (Marcela, Correa y Navas, 2016). El acetato no trasformado en acetil-
CoA es metabolizado a CO; en el corazdn, musculo esquelético y cerebro a través de la
via del ciclo de Krebs (Mathurin y col., 2002). Ademas, Kendrick y col. (2010) afirman
que el acetato podria estar implicado en la regulacién de la inflamatoria en pacientes

con hepatitis alcohdlica a través del mecanismo de acetilacion de histonas.

5.2. Polimorfismos de enzimas implicadas en el metabolismo del alcohol

Se ha evidenciado que, de acuerdo con la expresion génica, se puede observar
diferentes efectos en la eficiencia del metabolismo en cuanto a la actividad de ADH y
ALDH (Harada, Misawa, Agarwal y Goedde, 1980; Poupon y col., 1992; Tanaka y col.,
1996).

La ADH es una enzima dimérica, que pertenece a la familia de enzimas
deshidrogenasas-reductasas que catalizan la oxidacion de alcohol para producir aldehido
o0 cetona. Estd conformada por 2 subunidades codificadas por los genes ADH1, ADH4,
ADH5, ADH6 y ADH7, ubicados en el brazo largo del cromosoma 4 (4921-24). Estos
genes codifican diferentes subunidades de la ADH hepatica (a, B, y, @, y), cada

subunidad determina las 12 isoenzimas.

Las isoenzimas se han agrupado en 5 clases (I-V) (Tabla 12); en el higado estan

presentes las clases | a Il (Marcela y col., 2016).
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Tabla 12. Isoenzimas de la alcohol deshidrogenasa (ADH).

Clase  Gen Alelo Subunidad Tejido
I ADH1A ADH1A aa Higado
ADH1B  ADH1B*"1 B1B1 Higado, pulmén
ADH1B*2 B2p2
ADH1B*3 B3R3
ADH1C  ADH1C*1 yiy1 Higado, estomago
ADH1C*2 y2y2
Il ADH4 ADH4 n Higado, coérnea
1l ADH5 ADH5 X Varios tejidos
v ADH7 ADH7 H Estomago
v ADH®6 ADH6 - Estébmago

* No se reporta subunidad (Extraida de Marcelay col., 2016).

En la Tabla 13, se observa que las mas representativas en el higado son la clase

tipo I con 3 isoenzimas (ADH1A, ADH1B, ADH1C) que presentan homologia mayor al

80% en las secuencias, la clase Il estd presente en bajo nivel en el higado y la clase 11

se encuentra en todos los tejidos pero esta poco asociada con el metabolismo del alcohol
(Persson, Hedlund y Jornvall, 2008). La isoenzima ADH1B tiene el alelo ADH1B*1

(B1B1) o tipo silvestre, presente en mas del 90% de poblacion caucéasica; ADH1B*2
(B2B2) se reporta con alta frecuencia en poblacion asiatica (~70%) y ADH1B*3 (B333)

es comun en poblacion africana (~16%) (Bosron y Li, 1987; Marcela y col., 2016).

Tabla 13. Polimorfismos de ADH con sus subunidades y su distribucién segin los
grupos étnicos.

Clase

Subunidad Alelo

Americanos Europeos Japoneses Americanos

blancos blancos negros negros

I a ADH;
I Bi ADH | <95 85 15 85
I B2 ADH ; <5 15 85 <5
I Bs ADH ; <5 <5 <5 15
I

7 ADH ! 50 60 95 85
1 Y2 ADH 2 50 40 5 15

3

I ) ADH,
1 x ADH;

(Extraida y adaptada de Bosron y Li, 1987).
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Las isoenzimas ADH1B y ADHIC presentan variaciones en su cadena de

aminoacido generando enzimas con mayor actividad catalitica (Tabla 14).

Tabla 14. Polimorfismos en el gen ADH1 y relacion con su
alteracion de funcion relacionada.

Alelo Polimorfismo Polimorfismo  Alteracion de
secuencia en secuencias funcioén
nucleétido aminoacido

ADH1B*2 Transicion G—A Arg—His Ambas
en la posicion posicion 47 presentan mayor
100458342 actividad (20
ADH1B*3 Transicion de C—T Arg—Cys veces) catalitica
en la posicion posicion 369 respecto de
100229017 la silvestre
(ADH1B*1)
ADH1C*2 Sustitucion C—T Arg—GIn ADH1C*1
en la posicion posicion 272 (silvestre)
100482988 lle—Val metaboliza
Sustitucién de posicién 350 2.5 veces més
A—G, en posicién rapido que
100479812 ADH1C*2

La aldehido deshidrogenasa es una stper familia de genes que codifican para
proteinas que catalizan la conversion de sustratos de aldehido a carboxilatos via NAD".
Su forma citosolica se codifica por el gen ALDH1 ubicado en el brazo largo del
cromosoma 9 en la region 9921.13 (Hsu, Yoshida y Mohandas, 1986). La forma
mitocondrial se codifica por el gen ALDH2 ubicado en el brazo largo del cromosoma 12
en la region 12g24.12; la ALDH2 presenta mayor importancia, ya que metaboliza
mayor cantidad de acetaldehido (Hsu, Bendel y Yoshida, 1988).

En la Tabla 15 se muestra la localizacion cromosomica de los diferentes
polimorfismos de ALDH, resaltando la enzima ALDH2, cuya variante es llamada
ALDH2*2 y se relaciona con la intolerancia a la ingesta de alcohol. La frecuencia de
los alelos ADH2*2, ADH3*1 y ALDH2*2 esta disminuida en los pacientes con cirrosis
alcoholica (Chao y col., 1994).
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Tabla 15. ALDH vy localizacion cromosémica de

sus diferentes polimorfismos.

Gen Nombre Localizacion
{LDHIAI ALDH]I 0q21
{LDHIBI ALDH3 9q13
AT DHIAS 41 DH6 15026
{LDH? ALDH? 12924
4LDHAL ALDHS 1/pll.2
{LDH3A ALDHIO0 17p112
{LDH3BI 4LDH7 11q13
{LDH3B2 ALDHS 11q13
{LDH4A ALDH4 1
{LDH5A SSDH 6p22
1.’.3."}‘ -‘11- A TQ‘ SLl_;l
{LDHSA] ALDH]? 6q241.1-25.1
{L.DH9A ALDH9 1922-q23

ALDH: Aldehido deshidrogenasa; ATQL: antiquitin

1; SSDH: succinico semialdehido deshidrogenasa.

(Extraida y modificada de Sophos, Pappa, Ziegler y

Vasiliou, 2001).

La ALDH2 es una enzima tetramérica que presenta actividad catalitica para la

oxidacion de acetaldehido; oxida mas del 90% del acetaldehido producido por la

oxidacion del etanol en la desintoxicacion del higado. Se han descrito 2 polimorfismos,

ALDH2*1 de alta actividad y ALDH2*2 que presenta una mutacién en el aminoacido

487 (sustitucion Glu—Lys), la cual estd asociada con una menor actividad especifica y

con ello, una oxidacion del acetaldehido menos eficiente y acumulacién de este

metabolito, que causa diferentes efectos toxicos en el higado y la alteracion de proteinas

en el hepatocito por union del compuesto al grupo amino de las proteinas (Tabla 16).

Tabla 16. Polimorfismos de ADH y ALDH vy sus diferentes variantes alélicas.

Fizima  Clase LO?I.IS Val:i:-mte Subunidad Kun (coenzima) Ky, (sustrato) y:mﬁ
genético _ alélica (uM) (uM) (min™)
ADH I ADH1 oo 13 4200 27
ADH? ADH2*1 BiB: 7.4 49 9.2
ADH2*2 B2p2 180 940 400
ADH2*3 B3B3 710 36000 320
ADH3 ADH3*] Y1y1 7.9 1000 87
ADH3*2 Y2y2 8.7 630 35
I 4pH4 14 34000 20
11 ADHS5 T 25 NS -
v ADH7 b 260 29000 1500
ALDH I ALDHI (o) 39 33 35
II ALDH?2 ALDH2*]  Tetramero (E4) 42 0.20 33
ALDH2*2  Tetramero (Ka4) 8100 4.6 0.94

(Modificada de Bosron y Li, 1987).
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La poblacion caucésica presenta las 2 isoenzimas, ALDH1 y ALDH2. El alelo
de ALDH2 descrito en esta poblacion no presenta la mutacion asociada con
disminucion de la capacidad de la enzima para metabolizar el acetaldehido.
Aproximadamente el 50% de la poblacion japonesa pierde la actividad de la isoenzima
ALDH2, esto debido a la transicion G/C—A/T en el exon 12, con la sustitucion del
aminoacido Glu—Lys en la posicion 14 del COOH terminal, la cual genera una proteina
defectuosa en el sitio catalitico y por tanto, presenta actividad metabolica disminuida.
(Marcelay col., 2016).

6. Riesgos y beneficios relacionados con el consumo de alcohol

Numerosos estudios epidemiologicos han demostrado que el consumo de
cantidades moderadas de vino poseen ciertos efectos beneficiosos como la disminucién
de la frecuencia de infarto de miocardio, accidentes cerebrovasculares, célculos
vesiculares, demencia vascular o Alzheimer (Martinez-Gonzélez, Irala y Sanchez-
Villegas, 2002; Sadhu y col., 2018). Incluso, se afirma que el consumo de cantidades
moderadas de alcohol, de 10 a 30 g de etanol al dia, reduce la mortalidad
cardiovascular, debida fundamentalmente a cardiopatia isquémica aterosclerotica y a
accidentes cerebrales isquémicos, respecto a los abstemios. Aungue, en la literatura se
discrepa al respecto, ya que mantiene que sobre la poblacidon general, varones con
menos de 40 afios de edad y mujeres por debajo de los 50, ya aumenta la mortalidad por
otras causas (accidentes, cirrosis hepatica y algunos tipos de cancer) sobrepasando los
beneficios sobre la enfermedad coronaria, por lo que no se puede recomendar el
consumo de alcohol como medida preventiva general (Rayo y Marin, 1998) o en
particular, por la fuerte asociacion entre el consumo de alcohol y el riesgo de céncer,

lesiones y enfermedades infecciosas (Griswold y col., 2018).

Por otra parte, algunas investigaciones sugieren que los bajos niveles de
consumo de alcohol pueden tener un efecto protector sobre la cardiopatia isquémica, la

diabetes y varios otros resultados (Griswold y col., 2018).

Sanchez y col. (2010) abordan el posible beneficio de la cerveza de regular el
suefio y Sadhu y col. (2018) relacionan un consumo moderado de alcohol con una
mayor supervivencia en pacientes mayores de 65 afios a los que se les ha diagnosticado

una insuficiencia cardiaca en contradiccion con otros estudios recientes que aseguran
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que no existe una cantidad de ingesta segura de alcohol (Vasanthi, Parameswari,
deLeiris y Das., 2012; Burton y Sheron, 2018; Griswold y col., 2018).

El aceite de pachuli (PO) es un tipo de suplemento alimenticio con alto valor
medicinal en la hepatoproteccion, pero no se ha demostrado su capacidad contra la
insuficiencia hepatica inducida por etanol. Aunque Huang y col. (2018) a través de un
modelo de rata de hepatotoxicidad inducida por etanol, muestran que el pretratamiento
con PO podria disminuir drasticamente los niveles de alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (ALP) y lactato deshidrogenasa
(LDH) en suero, en paralelo con una mejora de las alteraciones histopatologicas.
Suprimiendo notablemente el contenido de especies reactivas de oxigeno (ROS), factor

de necrosis tumoral alfa (

TNF-a), acido graso libre (FFA) y triglicéridos (TG), al tiempo que mejora las
actividades de glutation (GSH), glutation reductasa (GR) y superdxido dimutasa (SOD),
asi como la relacion de glutation a glutation oxidado (GSH / GSSG) en el higado
(Figura 19).
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Figura 19. Efecto del aceite de pachuli en la
hepatoproteccion (Extraido de Huang y col., 2018).

El efecto protector de la PO contra el estrés oxidativo se interrelacion6 con la
restriccion del ARN mensajero (ARNm) y la expresion de proteinas de la enzima
microsomal hepatica citocromo CYP2E1l. Ademas, el pretratamiento de PO también
podria acelerar el lipometabolismo mediante expresiones de regulacion positiva de la
proteina quinasa activada por monofosfato de adenosina (AMPK), receptor a activado

por proliferador de peroxisomas o (PPAR«) y carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT-1) y
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expresiones de regulacién negativa del factor nuclear-kappaB (NF- kB) p65, proteina de
unién a elementos reguladores de esteroles 1 (SREBP-1c), acido graso sintasa (FAS) y
estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1). En conclusion, PO mostro un potente efecto contra
la hepatotoxicidad inducida por etanol aliviando el estrés oxidativo y evitando la

acumulacion de lipidos (Huang y col., 2018).

Corrao, Bagnardi, Zambon y Arico (1999) observan que de las patologias con
mas riesgo de desarrollo figura la cirrosis hepéatica en el Mediterrdneo y en otras
regiones. Sugieren ademas, la necesidad de realizar estudios epidemiol6gicos en varios
paises para examinar la relacion dosis-respuesta entre el consumo de alcohol y el riesgo
de varias afecciones relacionadas con su consumo, asi como el papel del patron de

bebida en la determinacion del riesgo.
7. Cirrosis hepética

La cirrosis hepatica es el estadio final de la enfermedad hepéatica crdnica
progresiva (Zaieg, Maldonado, Rodriguez, Quaglia y Taran, 2019; Garcia, Gonzélez y
Moreno-Otero, 2012), que cursa de forma subclinica durante un largo periodo de

tiempo.

En cuanto a su etiologia, en Espafia, aproximadamente el 90% de la cirrosis tiene
su origen en el consumo de alcohol y en las hepatitis virales (Gémez, 2012; Zaieg. y
col. 2019), aunque entre las hepatitis cronicas causadas por virus es mas frecuente la
presencia del VHC con una importancia creciente de la esteatohepatitis no alcoholica
(EHNA) (Rincén y Bafiares, 2016). Por otro lado, hay otras causas como el VHB o el
virus de la hepatitis delta (VHD) o por acumulacion de grasas en el higado graso no
alcoholico (HGNA), sobrecarga hepética de hierro en forma de hemosiderina en la
hemocromatosis hereditaria, acumulacion de cobre en la enfermedad de Wilson, cirrosis
autoinmune, colestasis prolongadas intra o extrahepaticas, infecciones entre otras
(Gomez, 2012).

7.1. Cirrosis hepética alcohdlica

7.1.1. Generalidades de la cirrosis hepatica alcohodlica
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La cirrosis alcoholica (CA) se observa fundamentalmente en pacientes con un
consumo excesivo y prolongado de alcohol. La toxicidad hepatica del alcohol tiene
lugar por un mecanismo complejo que va desde la hepatotoxicidad directa del
acetaldehido, metabolito formado en la oxidacién del etanol, hasta procesos de
fibrogénesis mediados por citocinas. Otros factores como el sexo femenino, variaciones
genéticas en la ruta de metabolizacion del alcohol, desnutricion u otras hepatopatias de

origen virico acrecientan el dafio hepatico y la rapidez del proceso (Gémez, 2012).

Por otra parte, Gomez (2012) ha comprobado que la lesion hepatica tipica de la
cirrosis no tiene relacion con el tipo de bebida, sino con su graduacion alcohdlica.
Concretamente, la dosis de mayor riesgo se sitla por encima de los 80 gramos de

alcohol/dia durante al menos 5 afios y de forma continuada.

La graduacién alcohdlica es la proporcion de alcohol que contiene una bebida y
se expresa en grados referidos al contenido de alcohol absoluto en 100 centimetros
cubicos (cc). Por esta razon, si una bebida destilada tiene 40° significara que 40 cc de
cada 100 cc son de alcohol absoluto, es decir el 40%. En la Figura 20, se muestra la
expresion matematica para el calculo de la graduacion alcohdlica que permite calcular
los gramos exactos de alcohol en un vaso de cerveza cuyo volumen es de 250 ml
(graduacion=4.5°) contiene 9 gramos de alcohol, y una copa de vino (200 ml de
volumen y 13 grados) aportara 21 gramos de alcohol aproximadamente.

cantidad en mililitros x graduacién alcohdlica ¢ g
100

Gramos de alcohol =

Figura 20. Expresion matemaética para el calculo de la graduacion alcoholica.

En la Tabla 17, se observan las equivalencias aproximadas de las consumiciones

en unidades de bebida y gramos de alcohol puro de distintas bebidas.

Tabla 17. Equivalencia aproximada de las consumiciones
en unidades y gramos de alcohol puro (Extraida de Escuela
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de educacion vial San Sebastian de los reyes, 2019).

Graduacién Gramos de Unidades
Tipo de bebida Volumen alcohélica rango alcohol absoluto de bebida
(graduacién media) | por consumicién estandar
Fermentadas
Vino Vaso = 100 ml 10-15(12) 9.6 1
Cerveza Cana = 200 ml 4-9 (5) 8 1
Sidra Vaso = 100 ml 3-8 (5) 8 1
Cava Vaso = 100 ml 10-15 (12) 9.6 1
Destiladas
Ginebra Copa =50 ml 40-42 (40) 16 2
Ron Copa = 50 ml 40-42 (40) 16 2
Whisky Copa = 50 ml 40-45 (42) 16.6 2

La edad y el tipo de consumo de alcohol resultaron ser predictores del riesgo de
desarrollar cirrosis hepatica de etiologia alcohdlica, tanto en hombres como mujeres.
Aqguellos entre 40 y 59 afios y con un estado de dependencia fueron los que presentan

mayor riesgo (Tsochatzis, Bosch y Burroughs, 2014).

El principal problema que conlleva la cirrosis alcohdlica es su irreversibilidad,
con independencia de que el enfermo abandone el alcohol. Sin embargo, la cirrosis ha
pasado de ser un estadio estatico a un proceso dindmico. Actualmente se conoce que,
cuando se elimina la agresion fundamental que ha producido la cirrosis, se puede llegar
a resolver la fibrosis. Esto se ha observado en pacientes con hemocromatosis tratados
con flebotomias satisfactoriamente, enfermos con hepatopatia alcohdlica en abstinencia
alcoholica, pacientes con cirrosis de etiologia autoinmune tratados con
inmunosupresores y hepatitis cronica C con estadio de cirrosis con respuesta virologica
sostenida al tratamiento antiviral (Garcia y col., 2012; Garcia-Tsao, Friedman, Iredale

y Pinzani, 2010).

7.1.2. Cirrosis y alcohol

En la actualidad, se denomina “hepatopatia alcohdlica” (HPA) al espectro de
lesiones provocadas en el higado por el etanol, aunque en este concepto se incluyen tres
sindromes evolutivos: la esteatosis hepatica alcoholica (EHA), la hepatitis alcoholica
(HA) y la cirrosis hepatica alcohélica (CHA). Se trata de tres entidades anatomoclinicas
(Figura 21) de las que la EHA representa la fase inicial, mientras que la HA 'y la CHA
constituyen etapas mas graves de la misma enfermedad. Hoy en dia se sabe que, la EHA
aparece en el 90% de los individuos que abusan del alcohol, que un 10-35% de
alcoholicos desarrollan HA y que solo el 8-20% llegan a desarrollar una CHA (Carreras
y Castellano, 2012).
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normal alcohdlica
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Figura 21. Hepatopatia  alcoholica:  espectro

anatomoclinico (Extraida de Carreras y Castellano, 2012).

Las lesiones hepaticas producidas por el consumo de alcohol (Figura 22), van
desde esteatosis, esteatohepatitis, hepatitis aguda alcohélica, cirrosis hepatica hasta
carcinoma hepatocelular (sin embargo, solo una minoria de pacientes con esteatosis
alcohdlica progresa a lesion hepética grave), aunque existen otro tipo de lesiones como
fibrosis perivenular, enfermedad veno-oclusiva, colangitis microscépica y hepatitis

crénica activa.

Steatosis/fibrosis

Healthy liver alcoholic steatohepatitis

Liver cirrhosis

90%-100% of alcoholics have steatosis
10%-35% show alcoholic hepatitis
8%-20% develop cirrhosis

1%-2% of cirrhotics/year develop HCC

Figura 22. Estadios evolutivos de las diferentes lesiones en el higado. La progresion
de la lesion hepatica alcohdlica a la esteatosis con cicatrizacion, inflamacion vy
distorsion arquitectonica que conduce a la cirrosis. Como complicacion de la cirrosis,
se puede presentar carcinoma hepatocelular (Extraida de Stickel y col., 2017).

Segun Griswold y col. (2018), los canceres fueron la causa principal de muerte
relacionada con alcohol en personas mayor de 50 afios, constituyendo el 27.1% de las
muertes en las mujeres y el 18.9% de los fallecimientos en hombres. Ademas, destaca

66



Introduccion

la cirrosis y enfermedades hepaticas cronicas entre las causas principales de muertes y

enfermedades relacionadas con el alcohol en los paises con bajos ingresos.

Actualmente, el uso nocivo de alcohol es uno de los principales factores de
riesgo para la salud de la poblacion en todo el mundo y tiene un impacto directo en
muchos objetivos relacionados con la salud de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS), en los que se incluyen también los objetivos de salud materno-infantil,
enfermedades infecciosas (Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la
hepatitis o tuberculosis), enfermedades no transmisibles y salud mental, lesiones e
intoxicaciones (WHO, 2018).

Para tener un riesgo significativo de desarrollar una HPA se precisa un consumo
diario de al menos 40-80 g/dia de alcohol en los varones y de 20-40 g/dia en las
mujeres, y durante al menos 10-12 afios. Sin embargo, parece que, ademas de la
cantidad y el tiempo de abuso alcohdlico, son necesarios algunos factores
condicionantes, ambientales y/o genéticos, que expliquen por qué solo aparecen lesiones
hepaticas en algunos alcohdlicos, por qué la HPA no es progresiva en todos los casos y
el motivo de que la lesion no revierta a pesar de abandonar este habito en todos los

casos (Carreras y Castellano, 2012).

La HPA figura como una de las causas mas comunes de cirrosis y es una
indicacion frecuente de trasplante hepéatico en Europa y Norteamérica segun la Red de
adquisicion y trasplante de 6rganos (OPTN) y Registro cientifico de receptores de
trasplantes (SRTR) (Israni y col., 2019). En la Figura 23, se puede observar como los
adultos diagnosticados con hepatopatia alcohdlica han aumentado en los ultimos afios

fuera de Europa.
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Figura 23. Distribucién por diagnéstico de adultos en espera para un trasplante
hepatico 2006-2018 en EE.UU. HCV (Virus de la hepatitis C del inglés hepatitis C
virus); ALD (Hepatopatia alcohdlica del inglés alcoholic liver disease); Chol.
Disease (Colestasis del inglés cholestastitc disease) (Extraida de «OPTN/SRTR
2017 Annual Data Report: Liver», 2017)

7.2. Fisiopatologia y progresion de la hepatopatia alcohdlica cronica

Las hepatopatia alcohdlica comprende un amplio espectro de enfermedades:
higado graso asintomatico, esteatohepatitis, fibrosis progresiva, cirrosis terminal y
carcinoma hepatocelular superpuesto (Figura 24). Hasta el 90% de los pacientes con un
alto consumo de alcohol tienen algin grado de esteatosis, que generalmente es

asintomatica y rpidamente reversible con abstinencia (Altamirano y Bataller, 2011).

Sin embargo, el consumo continuo de alcohol en exceso conduce a una
inflamacion del higado caracterizada por la infiltracion de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y dafio hepatocelular, que definen la hepatitis alcohdlica.
Finalmente, los pacientes desarrollan depdsito de fibrosis hepatica (20-40%) y cirrosis
(8-20%), lo que confiere un alto riesgo de complicaciones (como ascitis, hemorragia

por varices, encefalopatia hepatica, insuficiencia renal e infecciones bacterianas).
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Figura 24. Espectro de la enfermedad hepatica alcoholica, con porcentajes de los pacientes
que progresas de una etapa a la siguiente (Extraido de Altamirano y Bataller, 2011).

7.2.1. Esteatosis hepatica

La esteatosis alcohdlica es un proceso complejo que se manifiesta a través de
varios mecanismos. Generalmente puede revertirse completamente por abstinencia o
mantenerse por la moderacion en el consumo de alcohol (Kong y col., 2019). Entre las
principales causas patogénicas, figuran el aumento de la sintesis de acidos grasos y
triglicéridos, el aumento de la entrada hepatica de acidos grasos libres del tejido adiposo
y de los quilomicrones de la mucosa intestinal, el aumento de la litogénesis hepética, la
lipdlisis inhibida y las mitocondrias y los microtubulos dafiados, todo lo cual resulta en
acumulacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Altamirano y Bataller,
2011; Sozio, Liangpunsakul y Crabb, 2010).
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Los mecanismos moleculares implicados en la esteatosis son en gran medida
desconocidos, aungue la sobreexpresion de enzimas lipogénicas resulta de la regulacién
negativa del receptor PPARa y la induccién de SREBP (Altamirano y Bataller, 2011).
El abuso de alcohol aumenta la expresion de las proteinas de union al elemento
regulador de esteroles ¢ (SREBP-1c) y disminuye la expresion del PPARa que conduce
al desarrollo de esteatosis mediante la induccion de la sintesis de &cidos grasos y la
inhibicion de la oxidacion B de acidos grasos. Ademas, el consumo de alcohol induce
posteriormente la actividad Acetil-CoA Carboxilasa (ACC) y suprime la actividad de la
CPT-1 a través de la AMPK que desarrolla esteatosis mediante el aumento de la sintesis
de &cidos grasos y la reduccion de la B -oxidacion de acidos grasos (Figura 25) (Kong y
col., 2019).

Fatty liver
i LXRa signal PPARy signal
Normal liver ) QSEB gnal
LXRa signal ACCH SREBP-1c QGPAT
I ACLE N FAS ~
SREBP-1¢ =® GPAT ACCo €~ PPARY € (@)

SCD1

@ O S Gy l

development of fatty liver

Figura 25. Diagrama ilustrativo de los efectos independientes de PPARy y LXRa en la
lipogénesis hepatica. Las sefiales LXRa-SREBP-1c y la proteina de unién al elemento
sensible a los carbohidratos (ChREBP), regulan al alza los genes lipogénicos aguas
abajo en higados de raton normales y con obesidad. La expresion de PPARy en higados
normales es baja, pero esté regulada por incremento en higados grasos. La via hepatica
PPARY probablemente sea mds activa en el higado graso que en los higados normales.
Por lo tanto, el PPARY hepatico parece contribuir significativamente al desarrollo de
higado graso en lugar de LXRa. ACC, acetil-CoA carboxilasa; ACL, ATP citrato liasa;
GPAT, glicerol-3-fosfato aciltransferasa; FAS, &cido graso sintasa; SCD1, estearoil-
CoA desaturasa 1 (Extraido de Matsusue y col., 2014).

El consumo de alcohol a través de mdaltiples vias aumenta la expresion de
SREB-1 y regula a la baja PPARa, promoviendo la sintesis de acidos grasos y
deteriorando la B-oxidacion, lo que resulta en la acumulacion de acidos grasos. Como se
observa en la Figura 26, el consumo de etanol a largo plazo promueve la acumulacién
de &cidos grasos a través de la autofagia disminuida, mientras que la exposicion a etanol
a corto plazo promueve la autofagia y la degradacion de las gotas de lipidos (Galli y
col., 2001; You y col., 2002; Ceni y col., 2014; Seitz y col., 2018) .
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Figura 26. Mecanismos moleculares del higado graso alcoholico. HIF: factor inducible
por hipoxia; ROS: especies reactivas de oxigeno (Extraido de Ceni y col., 2014).

La AMPK, que regula las concentraciones de los metabolitos clave responsables
del equilibrio entre la sintesis de grasa y las vias de degradacion de la grasa
(Malonilcoenzima A intracelular y la Acilcoenzima A de cadena larga), también esta
implicada en el metabolismo de la grasa hepética. (Altamirano y Bataller, 2011). Por
otro lado, cambios en el potencial redox de NADH en el higado podria inducir
lipogénesis mediante la inhibicién de la oxidacién de acidos grasos (You y col., 2004);
y la administracion de etanol a largo plazo, también provoca acumulacién de grasas en
el higado, ya que la actividad de la proteina de transferencia de triglicéridos

microsomales se reduce (Sugimoto y col., 2002).

Después de que se desarrolla esteatosis, y si la persona no recibe tratamiento, se
puede desarrollar fibrosis y cirrosis, seguida de una eventual insuficiencia hepética
(Kong y col., 2019).

7.2.2. Hepatitis alcoholica

La hepatitis alcohodlica, es un sindrome clinico de descompensacion de la
funcion hepética, se desarrolla en pacientes con antecedentes relacionados con
enfermedad hepatica alcohédlica (Aday, Mitchell y Casey, 2017). No esta directamente
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relacionado con una dosis de alcohol. Por lo tanto, solo del 10 al 35% de los grandes
bebedores la desarrollan. Esta asociado con una funcion hepatica deficiente y formacion
ductular. Ademas, en estudios anteriores, los niveles inducidos de lipopolisacarido
(LPS) y la proliferacion de hepatocitos alterada han demostrado ser caracteristicas de la

hepatitis alcoholica (Kong y col., 2019).

7.2.3. Esteatohepatitis alcohdlica

La esteatohepatitis alcohdlica se define por la presencia de higado graso, un
infiltrado inflamatorio y dafio hepatocelular; etapa previa para la progresion a fibrosis y
cirrosis. La gravedad de este estadio puede depender de la cantidad de ingesta de
alcohol y otros factores ambientales, como la dieta y el estilo de vida, asi como los
antecedentes geneticos del paciente (Altamirano y col., 2011; Tian y col., 2010).
Cuando la inflamacion y la lesion hepatocelular son graves, la afeccién se denomina

hepatitis alcohdlica (Altamirano y Bataller, 2011).

Los mecanismos moleculares que probablemente contribuyen al desarrollo de
esteatohepatitis son varios (Figura 27). El acetaldehido, principal producto del
metabolismo del alcohol, se une tanto a las proteinas como al ADN, produciendo
alteraciones funcionales y la formacion de aductos proteicos. A su vez, estos aductos
forman autoantigenos que activan el sistema inmunitario adaptativo (You y Crabb,
2004) y reclutan linfocitos para el higado dafiado. El acetaldehido también induce dafio
mitocondrial y deteriora la funcién del glutation, favoreciendo estrés oxidativo y

apoptosis (Altamirano y Bataller, 2011; Zhou, Sun, y Kang, 2001).
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Figura 27. Vias patogenéticas que conducen a la progresion de la enfermedad hepatica
alcohdlica.  Abreviaturas: ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDH, aldehido
deshidrogenasa; CYP2EL, citocromo P450 2E1; JNK, quinasa c-jun N-terminal; NFkB,
factor nuclear kB; NOx, 6xidos de nitrégeno; ROS, especies reactivas de oxigeno;
STAT, transductor de sefial y activador de transcripcion; TGF-p, factor de crecimiento
transformante §; TLR4, receptor tipo Toll 4 (Extraido de Altamirano y Bataller, 2011).
Se ha comprobado, que en pacientes con enfermedad hepatica alcohdlica, hay un
aumento del estrés oxidativo, ocasionado por las células hepaticas no parenquimatosas
productoras de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bailey y Cunningham, 1998); en
la que las enzimas y vias involucradas en la generacion de ROS incluyen el sistema de
transporte de electrones microsémico dependiente del citocromo P450 2E1 (CYP2EL)
de la cadena respiratoria, la citocromo reductasa dependiente de NADH y la xantina
oxidasa. y la nitrosilacion proteica resultante y la peroxidacion lipidica (Ji y

Kaplowitz., 2003; Mansouri y col., 1999; Zhou y col., 2001).

Ademas, en la Figura 28, se observa como la ingesta crénica de alcohol aumenta
notablemente la actividad de CYP2EL, porque esta enzima (ademés de la alcohol
deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa), metaboliza el etanol a acetaldehido; asi,
la ingestidn de alcohol estimula la generacidon de ROS y radicales hidroxietilo (Linhart,
Bartsch, y Seitz, 2014). Los metabolitos del alcohol y las ROS estimulan las vias de

sefializacion que involucran el factor nuclear kB (NFkB), el transductor de sefial y el
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activador de la transcripcion (STAT) - Janus quinasa (JAK) y la c-Jun quinasa N-
terminal (JNK) en las células hepaticas residentes, lo que lleva a sintesis local de
mediadores inflamatorios, como el TNF, Interleucina-17 (IL-17), quimiocinas de la
subfamilia CXC o alfa (incluida la interleucina-8), asi como osteopontina (Linhart,
Bartsch, y Seitz, 2014; Horiguchi y col., 2008; Dominguez y col., 2009; Ki y col.,
2010; Lemmers y col., 2009).
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ﬂ
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Figura 28. EI consumo cronico de alcohol produce la induccién del citocromo P-450
2E1, que participa en la oxidacion del etanol a través de la via de oxidacion microsomal
del etanol (Extraida de Linhart, Bartsch, y Seitz, 2014).

El abuso de alcohol también produce cambios en la microbiota del colon y una
mayor permeabilidad del intestino a la endotoxina bacteriana, o que conduce a niveles
séricos elevados de lipopolisacarido. Este aumento de lipopolisacérido induce acciones
inflamatorias en las células de Kupffer a través de la via del receptor tipo Toll 4-CD14
(Toll-like receptor 4(TLR 4)) (Gao y col., 2011; Horiguchi y col., 2008). EI medio
inflamatorio resultante en el higado alcohdlico conduce a la infiltracion de leucocitos

polimorfonucleares, formacion de ROS y dafio hepatocelular.

Por lo tanto, el ambiente inflamatorio producido en el higado alcohdlico
posteriormente conduce a la infiltracion de PMN, formacion de ROS y dafio a los
hepatocitos. Finalmente, el deterioro de la degradacion de proteinas a través de la via
ubiquitina-proteasoma, que aumentan el estrés del reticulo endoplasmatico, alteran la
autofagia y promueven la lesién de los hepatocitos. También induce el desarrollo de

inclusiones hepaticas que agregan citoqueratina, que se conoce como el cuerpo de
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Mallory-Denk (Donohue y col., 2007; Kong y col., 2019). En la Figura 29, se observa la
implicacion de la supresion provocada por etanol de la catalisis del proteasoma en los
siguientes eventos: Estabilizacion de CYP2EL por etanol (que exacerba la produccién
de ROS); Degradacion defectuosa de proteinas oxidadas, lo que conduce a la formacién
de agregados de proteinas (que inhiben ain mas el proteasoma) y finalmente causa la
formacion del cuerpo de Mallory; Reduccion de la generacion de péptidos antigénicos
por el proteasoma constitutivo y el inmunoproteasoma, lo que resulta en la presentacion
de antigeno restringido de MHC clase | deteriorado; Sefalizacién de células de
citoquinas deterioradas por IFNy e interleucina (IL) -6 y blogueo parcial de eventos

descendentes y en la produccion de IL-8 de regulacion positiva.
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Figura 29. (A) Efectos celulares de la inhibicidn del proteasoma por el metabolismo del
etanol. Simbolos: | = Activacion o aumento; - = bloqueo o disminucién (Extraida de
Donohue y col., 2007) (B) Imagen histologica representativa de la esteatohepatitis,
donde se sefialan los cuerpos hilanos de Malory (Extraida y adaptada de Buqué,
Aspichueta y Ochoa, 2008).

7.2.4. Fibrosis hepatica

La fibrosis hepética es una caracteristica histolégica importante asociada con la
progresion de la enfermedad hepatica cronica a cirrosis; se caracteriza por una mayor
deposicion de componentes de la matriz extracelular (MEC), en particular colagenos
fibrilares tipos 1 y 11 (Figura 30) (Ceni y col., 2014). El acetaldehido producido por la
oxidacion del etanol tiene una alta toxicidad y alta actividad que puede destruir la
estructura de los microtdbulos del hepatocito, causando disfuncién de los microtibulos

y afectando aun maés el transporte de nutrientes (Kong y col., 2019).

75



Introduccion

Ethanol

~

A/
t AcCHO
/ \
& CYP2E1
t TGFa/ t TGFg Il receptor \‘ / \\
t C/EBPE t ¥ \
! BTEB HIFFle  Ros OPN
. - \
SMAD3 1t SP-1 \y

| PPAR; LPS

\ MDA/HNE l

- i~ t TNF-«
t Collagen
t ECM

t MMP-2

+ MMP-1

Figura 30. Mecanismos moleculares de la fibrosis alcohdlica. El acetaldehido provoca
una mayor sintesis de coldgeno y componentes de la matriz extracelular (MEC) a través
de la activacion de la via de sefializacion del (TGF) - / SMAD3. El metabolismo
microsomal del etanol conduce a la formacion de aductos de proteinas que regulan la
sintesis de coldgeno. MDA: malondialdehido; OPN: osteopontina; LPS:
lipopolisacarido; TNF-a: factor de necrosis tumoral-o; MMP: metaloproteinasa de la
matriz extracelular; HNE: hidroxinenal, AP-1: proteina activadora-1; SP-1:
Especificidad proteina-1 (Extraida de Ceni y col., 2014).

Las bandas de colageno son evidentes y se desarrolla una fibrosis puente (Figura
31), que precede al desarrollo de nddulos de regeneraciéon y cirrosis hepatica. La
formacion de aductos de acetaldehido-proteina conduce ain més a la inactivacion de la
proteasa de los hepatocitos, anomalias en la reparacion del ADN, dafios en la estructura
mitocondrial de los hepatocitos, trastornos de la utilizacion de oxigeno, estimulacién de
la sintesis de colageno y la acumulacion de proteinas de la matriz extracelular para
formar fibrosis hepatica y cirrosis (Kong y col., 2019). La activacion de la célula
estrellada hepatica (HSC), las principales células productoras de coladgeno en el higado
lesionado (S. L. Friedman, 1999) es el paso clave en la patogénesis de la fibrosis

hepatica alcohdlica (Kong y col., 2019).
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Figura 31. Eventos sinusoidales durante la fibrosis alcohdlica. Regulacion molecular de
la fibrosis hepética (Extraida de Friedman, 1999).

Los hepatocitos dafiados, las células de Kupffer activadas y los leucocitos
polimorfonucleares liberan una amplia gama de mediadores fibrogénicos: factores de
crecimiento, como el TGF-B y el factor de crecimiento derivado de plaquetas; citocinas,
que incluyen leptina, angiotensina Il, IL-8 y TNF; oxido nitrico; y ROS (superoxido,
perdxido de hidrégeno y radicales anion hidroxilo) (Moreno y Bataller, 2008; Naveau y
col., 2006).

Es importante destacar que ROS estimula las vias de sefializacion intracelular
profibrogénica en las células estrelladas hepéticas, incluidas las quinasas reguladas por
sefial extracelular (ERK1 y ERK?2), fosfoinositida 3 quinasa-Akt y JNK (Houstis, Rosen
y Lander, 2006; Kluwe y col., 2010). ROS tambiéen regulan al alza el inhibidor tisular de
metaloproteinasas 1 y disminuyen la accion de las metaloproteinasas, que promueven
conjuntamente la acumulacién de colageno (Arthur, Iredale y Mann, 1999; Lieber,
Weiss y Paronetto, 2008). Las células distintas de las células estrelladas hepaticas,
incluidos los fibroblastos portal y las células derivadas de la médula 6sea, también
pueden sintetizar colageno en pacientes con enfermedad hepatica alcoholica. Se esta
investigando si otros mecanismos novedosos, como la transicion epitelial a
mesenquimal de los hepatocitos, también tienen un papel en la fibrosis hepética (Zhuy
col., 2011).

En la Figura 32, se puede observar la fibrosis hepética (Figura 32D) ocasionada

por la liberacion de la matriz extracelular producida por las células estrelladas activadas;
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ademas del resto de mecanismos moleculares que ocurren en el proceso de enfermedad

hepatica alcoholica. (Kong y col., 2019).
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Figura 32. Mecanismos moleculares del proceso de enfermedad hepética alcohdlica.
(A) El alcohol y sus metabolitos causan esteatosis al aumentar los niveles de ROS/RNS
(Especies reactivas de nitrogeno) y la expresion de ACC y SREBP1c. Ademas, a través
de la expresion reducida de AMPK-SIRT1, adiponectina y zinc, los cuales activan
PPARa. (B, C) La permeabilidad del colon con un consumo excesivo de alcohol
permite que el LPS ingrese al higado a través de la vena porta. Las células de Kupffer
activadas liberan citocinas como IL-1, IL-17, TGF-B, iNOS y TNF-a que activa las
células estrelladas y liberan IL-8 y CXCL1 en AH y ASH. Las células estrelladas
activadas también liberan la matriz extracelular que produce fibrosis hepética. (D)
Regulacién de hepcidina, uno de los principales factores patogénicos en la enfermedad
hepética alcoholica (Extraida de Kong y col., 2019).

7.2.5. Cirrosis hepatica: cirrosis compensada y descompensada
En definitiva, se puede definir la cirrosis hepatica como un “sindrome

anatomoclinico” que corresponde a la fase terminal de muchas enfermedades hepéticas

de etiologia diversa (Garcia, Gonzalez y Moreno-Otero, R., 2012).

Su historia natural se caracteriza por una fase asintomatica, denominada cirrosis
compensada (Figuras 33 y 34), cuyo curso clinico no se conoce con exactitud debido a

su no sintomatologia. En esta fase, los pacientes pueden llegar a tener hipertension
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portal y varices esofagicas, y a medida que la enfermedad progresa con el desarrollo de
mayor hipertension portal y mayor deterioro de la funcion hepéatica aparecen las
complicaciones de la denominada cirrosis descompensada, como ascitis, hemorragia por
varices, encefalopatia hepatica o ictericia. El desarrollo de cualquiera de estas
complicaciones marca la transiciéon de la fase compensada a la descompensada

(D’Amico, Garcia-Tsao y Pagliaro, 2006; Altamirano y Bataller, 2011).

Cirrosis compensada ‘ ‘ Cirrosis descompensada

Desarrollo
de cirrosis

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
¢Tiempo? % 6,6% 76%

Novarices Varices Ascitis = Hemorragia +

—_— - —_— e —_— - —_— e
No ascitis No ascitis varices ascitis
1% 3.4% 20% 57%
Hepatocarcinoma e

3-4%/aflo

Trasplante hepatico

Figura 33. Historia natural de la cirrosis hepatica: estadios clinicos y probabilidades de

evolucion en un afio (Extraida y adaptada de D’ Amico, Garcia-Tsao y Pagliaro, 2006).

La progresién de la enfermedad parece que se acelera, con riesgo de muerte con
el desarrollo de complicaciones tales como el resangrado, insuficiencia renal (ascitis
refractaria, sindrome hepatorrenal), sindrome hepatopulmonar y sepsis (peritonitis
bacteriana espontanea). El desarrollo de hepatocarcinoma puede acelerar el curso de la

enfermedad tanto en la fase compensada como descompensada (Garcia y col., 2012).
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Figura 34. Clasificacion de la enfermedad hepatica cronica basada en pardmetros
histologicos, clinicos, hemodindmicos y bioldgicos (Extraida y modificada de
Friedman, 2008; D’Amico, Garcia-Tsao y Pagliaro, 2006).

Una vez alcanzada la fase de cirrosis descompensada, se pueden diferenciar
cuatro estadios clinicos con diferente prondstico (Figura 34). Los estadios 1 y 2
corresponden a pacientes con cirrosis compensadas, mientras que los estadios 3 y 4 se
refieren a cirrosis descompensada. La tasa de mortalidad aumenta a mayor estadio, de
manera mas signifativa en el estadio 3, con respecto al 2 (20% por afio frente al 3.4%
por afio, respectivamente), acabando en un 57% de mortalidad anual en el estadio 4. El
estadio 1 se caracteriza por la ausencia de varices esofagicas y ascitis, el estadio 2
presenta varices esofagicas sin ascitis y sin sangrado, en el estadio 3 hay presencia de
ascitis con o sin varices esofagicas que nunca han sangrado, cuya tasa de mortalidad y,
por ultimo, en el estadio 4 se detecta hemorragia digestiva por varices con o0 sin ascitis.
El hepatocarcinoma puede aparecer cualquier estadio de cirrosis con una tasa contante

del 3% por afio (Garcia y col., 2012; Altamirano y Bataller, 2011).
7.3. Factores genéticos de la enfermedad hepética alcohdlica

Segun varias investigaciones, mas del 95% de los alcohdlicos crénicos padecen
enfermedad del higado graso alcohdlico. Sin embargo, solo aproximadamente el 30% de
los pacientes desarrollan etapas graves y los posibles mecanismos de proteccion detras

de esto todavia no estan claros (Stickel y col., 2017).

Otros estudios previos han concluido que el consumo de diferentes cantidades de
alcohol en diversas poblaciones o los diferentes niveles de expresion de las enzimas

ALDH y CYP2EL entre individuos pueden dar lugar a esta variacion en la progresion de
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la enfermedad. Estudios recientes de casos y controles en los Estados Unidos han
demostrado que el polimorfismo de un solo nucleotido rs738409 en el gen de la proteina
3 que contiene el dominio de fosfolipasa similar a la patatina (PNPLA3) esta
estrechamente relacionado con la incidencia de higado alcohdlico (Figura 35) (Kolla 'y
col., 2018).

Figura 35. Las modificaciones estructurales en el locus PNPLA3 rs738409 (1148)
afectan el surco de union del sustrato en lugar del centro catalitico de la proteina. Al
sustituir la metionina (Met) por isoleucina (lle) en la posicion 148 de la proteina
PNPLAS3, se reduce la accesibilidad a los sustratos (por ejemplo, triglicéridos) y, por lo
tanto, se pierde la funcion (Extraida de Stickel y col., 2017).

Ademas, se informo que los polimorfismos rs738409 de un solo nucle6tido estan
fuertemente asociados con enfermedad hepética alcoholica en los hombres chinos
(Zhang y col., 2018) y en pacientes con enfermedad hepatica avanzada causando un mal
prondstico para el trasplante de higado (Friedrich y col., 2014). Por lo tanto, 1148M
puede actuar como un indicador genético para evaluar si un paciente es elegible para un

trasplante de higado (Kong y col., 2019).
7.4. Manifestaciones clinicas y complicaciones de la cirrosis hepatica alcohodlica

Las formas severas de la hepatitis alcohdlica tienen una mortalidad muy alta a

corto plazo (Lucey, Mathurin y Morgan, 2009).

Como el abuso de alcohol puede provocar dafios graves en el sistema nervioso,
el corazon, los rifiones y el pancreas, los pacientes con enfermedad hepatica alcohdlica

también pueden desarrollar una variedad de sintomas no relacionados con el higado,

81



Introduccion

como manifestaciones psiquiatricas, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal y dolor

abdominal (Altamirano y Bataller, 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, cuando la enfermedad hepatica
evoluciona a cirrosis, existe una primera etapa en la que no suelen existir sintomas. Es
en la fase de cirrosis compensada, donde el organismo intenta compensar las
alteraciones que se producen tanto a nivel hemodinamico como funcional. Los pacientes
en esta fase pueden estar asintomaticos o presentar sintomas inespecificos como astenia,
pérdida de peso, anorexia y debilidad o mas especificos en exploracion fisica casual de

una hepatomegalia.

Debido a la distorsion de la arquitecura vascular originada por la fibrosis, los
nodulos de regeneracion y fendmenos de microtrombosis u oclusién vascular, se le
suma un elemento dinamico: el aumento de la resistencia vascular hepatica que conduce
a la aparicion de hipertension portal (aumento del gradiente de presion entre la vena
porta y la vena suprahepética o cava inferior), el cual es dependiente de la contraccion
activa de las células estrelladas perisinusoidales, que se activan en la cirrosis hepética y
desarrollan capacidades contractiles que les permiten funcionar como pericitos
sinusoidales. También se incluyen a los miofibroblastos periportales y las células del

masculo liso de las vénulas portales. (Bernal y Bosch, 2012).

El aumento de la presion portal determina la apertura y desarrollo de una extensa
red de colaterales portosistémicas (shunt portosistémico), cuya finalidad es derivar una
proporcion significativa del flujo espl&cnico hasta la circulacion general, sin pasar por el
higado. Ello comporta multiples consecuencias relevantes, entre las que destaca la
formacion de varices esofagicas (Bernal y Bosch, 2012). Este fendmeno, tal y como se
observa en la Figura 36, contribuye a explicar la disfuncion circulatoria observada en la
cirrosis hepatica con hipertension portal, con repercusiones sobre el pulmén y la

circulacién renal (Harry y Wendon, 2001).
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Figura 36. Fisiopatologia de los trastornos de la funcion renal del cirrético con
hipertensién portal (Extraida de Bernal y Bosch, 2012).

La vasodilatacion esplacnica es responsable de la circulacion hiperdinamica, que
se manifiesta por un descenso de la presion arterial y de la resistencia vascular
periférica, aumento del gasto cardiaco y elevacion del aflujo de sangre al territorio
portal (Figura 37) (Ginés y Schrier, 1999).
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Figura 37. Factores implicados en la hipertension portal del enfermo con cirrosis
hepatica (Extraida de Bernal y Bosch, 2012).
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En la Figura 38, se resume las principales complicaciones de la cirrorris hepética

como pueden ser: ascitis, acumulacion de liquido en el abdomen causando hinchazoén;

encefalopatia hepética portosistémica, en la que la funcionalidad cerebral se puede

deteriorar debido a que el higado dafiado no es capaz de eliminar los residuos téxicos de

la sangre; hemorragias digestivas, las venas del eso6fago y el estomago se dilatan y

pueden sangrar debido a la hipertensién portal, que ademas, contribuye a la ascitis o la

causa, al aumento del volumen del bazo (esplenomegalia) y, a veces, a la encefalopatia

portosistémica, ya que la vena la vena que transporta la sangre desde el intestino al

higado puede estrecharse o bloguearse, lo que aumenta la presion de la sangre en su

interior, aumentando el riesgo de infecciones y hemorragia por perdida de lecuocitos y

trombocitos. Coagulopatia, la persona tiende a sangrar o presentar hematomas con

facilidad debido a que el higado lesionado no sintetiza de manera suficiente factores de

la coagulacion; insuficiencia hepatica, el higado ha perdido funcionalidad dando lugar a

muchas complicaciones y, con frecuencia, a un mal estado de salud general pudiendo

conducir, por altimo, a una insuficiencia renal (Orfanidis, 2019).
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Figura 38. Manifestaciones clinicas mas importantes de la cirrosis. (A) Ascitis,
encefalopatia hepatica (portosistémica), hipertension portal, hemorragias digestivas,
insuficiencia hepatica, coagulopatia y esplenomegalia, entre otras (Extraida de «Higado
graso : Informacion sobre enfermedades del higado», s. f.) (B) Hipertension portal, que
causa o contribuye a la ascitis, hemorragias digestivas, esplenomegalia y, a veces, a la
encefalopatia portosistémica; insuficiencia hepatica e insuficiencia renal (Extraida de

Tapia, 2013).
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8. Cirrosis hepética alcohdlica y ascitis

La ascitis es la manifestacion descompensante mas comun en pacientes con
cirrosis hepética ((D’Amico, Garcia-Tsao y Pagliaro, 2006; Ginés y col., 1987; Pose y
Cardenas, 2017; Piano, Tonon y Angeli, 2018), con una incidencia media de 1 a 10 afios
de 7a10% y 60 a 70% en 10 afios (Zhao y col., 2019).

Supone una importante disminucién de la supervivencia de los pacientes: los
pacientes cirréticos con ascitis tienen un alto riesgo de desarrollar complicaciones
adicionales tales como hiponatremia dilucional, peritonitis bacteriana espontanea (SBP)
y/u otras infecciones bacteriales, insuficiencia renal aguda (IRA) (Fasolato y col., 2007,
Planas y col., 2006; Piano, Tonon y Angeli, 2018), y después de la aparicion de ascitis,
la probabilidad de supervivencia es de hasta 85% y 57% a 1 y 5 afios, respectivamente
(Fasolato y col., 2007; Pose y Cardenas, 2017; Piano, Tonon y Angeli, 2018; Zhao y
col., 2019), y también una disminucion de su calidad de vida a menudo conduce a la
hospitalizacion, requiere tratamiento cronico y es una causa directa de complicaciones
adicionales, como SBP, disfuncion ventilatoria restrictiva o hernias abdominales
(Angeli y col., 2018; Piano, Tonon y Angeli, 2018).

8.1. Etiologia de la ascitis

La ascitis es causada por el aumento de la retencion renal de sodio como
resultado del aumento de la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona en
respuesta a la marcada vasodilatacion de la circulacion esplacnica (Pose y Cardenas,
2017; Angeli y col., 2018). Se asocia con una presion hidrostatica elevada en el lecho
venoso portal y presion oncotica sérica disminuida, caracterizada por gradiente de

presion portal (PPG) y albumina sérica.

La formacién de ascitis en pacientes cirrticos esta relacionada con dos
mecanismos patogénicos principales: hipertension portal (HP) y retencion renal de
sodio (Figura 39). Un aumento de la resistencia al flujo portal a nivel sinusoidal
conduce al desarrollo de hipertension portal sinusoidal (a partir de un gradiente de
presion portal por encima de 10 mmHg) (Bernal y Bosch, 2012) y a la transmision hacia
atras de este aumento de la presion en los capilares esplacnicos. El resultado es que el
exceso de liquido se localiza preferentemente en la cavidad peritoneal. La hipertension
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sinusoidal también se asocia con el desarrollo de una vasodilatacién arterial periférica,
principalmente esplacnica, que conduce a un aumento en la fraccion de sangre que fluye
a través del area esplacnica con un aumento adicional de la presién portal y con una

reduccion de la volamia central (o esencial) (Salerno y col., 2010).

El segundo mecanismo, la retencidon renal de sodio, también esta relacionado con

la hipertension portal y precede a la formacion de ascitis (Figura 33).
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Figura 39. Mecanismos de determinacion de ascitis, hiponatremia e insuficiencia renal
en cirrosis segun la hipotesis de vasodilatacion periférica. 1=Extravasacion causada por
hipertensién hidrostatica intrasinusoidal; 2=Drenaje linfatico como mecanismo
compensatorio para la acumulacion de liquido intersticial; 3=vasodilatacion periférica y
4=Bajo indice cardiaco como mecanismo principal que causa hipovolemia efectiva.
ARP: Actividad de la renina plasmatica; SNS: Sistema nervioso simpatico; SHR:
Sindrome Hepatorrenal (Extraida de Salerno y col., 2010).

Activacion de
ARP, SNS
y vasopresina

I

I

El mecanismo que inicia la retencion renal de sodio aln se debate; se ha
implicado tanto un barroreceptor hepatorenal iniciado por hipertension portal (Ming,
Smyth y Lautt, 2002) como un estado sutil de hipovolemia con activacion minima del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). La retencién renal de sodio inicial
que ocurre antes del desarrollo de ascitis no parece ocurrir en respuesta a una reduccién
significativa en el volumen sanguineo arterial. En una etapa posterior de la cirrosis, es
necesaria la retencion renal de sodio y agua para reponer el volumen intravascular y
mantener la estabilidad hemodinamica. La retencion continua de sodio renal es un

requisito previo para la formacion de ascitis, ya que el aumento de la presion
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hidrostatica sola sin retencién de sodio no producira ninguna ascitis (Salerno y col.,
2010).

La principal consecuencia de estas alteraciones hemodindmicas y renales es un
escape continuo de liquido de los sinusoides hepaticos y de los capilares esplacnicos en
el espacio intersticial. Este derrame se compensa inicialmente por un mayor retorno de
los liquidos a la circulacion sistémica a través del sistema linfatico y el conducto
torécico. Sin embargo, a medida que progresa la cirrosis, el escape de fluidos supera el
retorno linfatico, lo que lleva a una acumulacién progresiva de liquido directamente en
la cavidad peritoneal. Esto es seguido por una activacion adicional de los mecanismos
renales de la reabsorcion de sodio y agua que es crucial para perpetuar la formacién de

ascitis (Salerno y col., 2010).

Por lo tanto, el curso clinico de la cirrosis con ascitis puede ser dividido en fases
acorde con el inicio de cada una de las alteraciones de la funcion renal (Figura 40). La
hipétesis actualmente méas aceptada sobre la formacion de la ascitis es la teoria de la
vasodilatacion arterial periférica, segin la cual, el evento inicial en la formacion de
ascitis es una vasodilatacion arterial esplacnica secundaria a la hipertension portal
(Schrier y col., 1988; Guevara y Arroyo, 2012).

Gasto cardiaco

Hipovolemia
arterial
efectiva

Vasodilatacion arterial
esplacnica

Resistencia vascular
sistémica
Vasoconstriccion

//’ Extra-esplacnica
- Grado de activacion
de RAAS, SNS, ADH
Cirrosis Ascitis . Tiempo
compensada¥ " —r
—> Hiponatremia
HRS tipo 2
+—

Figura 40. Curso clinico de la cirrosis con ascitis (Extraida de Guevara y Arroyo,
2012).

En las fases iniciales de la enfermedad, cuando la ascitis aln no esta presente, la

homeostasis circulatoria se mantiene por el desarrollo de una circulacion hiperdinamica
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(volumen plasmaético, gasto cardiaco y frecuencia cardiaca elevados). Sin embargo, a
medida que la enfermedad progresa, la vasodilatacion arterial esplacnica se hace mas
intensa y este mecanismo compensador resulta insuficiente para mantener la

homeostasis circulatoria (Guevara y Arroyo, 2012).

La presion arterial disminuye, dando lugar a la estimulacion de barorreceptores y
secundariamente a un aumento de la actividad de los sistemas nervioso simpatico,
renina-angiotensina-aldosterona y ADH. Todo ello provoca una retencion renal de sodio
y agua (Bernardi y col., 1983). Esta hipotesis se sustenta en estudios que demuestran
como el volumen sanguineo del compartimento vascular central (circulacién
cardiopulmonar y aorta), donde se encuentran los barorreceptores de alta y baja presion,
se encuentra reducido en los pacientes cirréticos con ascitis pero no en los pacientes sin
ascitis (Henriksen y col., 1989.). Finalmente, el aumento de la presion hidrostatica,
debido a la entrada masiva de sangre a alta presion en los capilares del territorio
esplacnico, determinaria la extravasacion del agua y sodio, retenidos por el rifion, en la

cavidad peritoneal (Guevara y Arroyo, 2012).
8.2. Tipos de ascitis

La ascitis en el paciente cirrdtico se clasifica en dos grupos (Arroyo y col., 1996;

Gines y col., 2010; Guevara y Arroyo, 2012):

a) Ascitis no complicada: es la ascitis no infectada y que no se acompafia de

sindrome hepatorrenal, la cual a su vez se subdivide en 3 grados (Angeli y col., 2018):

e Grado I: Ascitis de pequefio volumen que solo se detecta por ecografia.
e Grado II: Ascitis moderada manifestada por distension simétrica del abdomen.

e Grado IlI: Ascitis importante con marcada distension abdominal.

b) Ascitis refractaria: es la ascitis que no disminuye o que recidiva rapidamente
(por ejemplo, tras paracentesis terapéutica) a pesar del tratamiento diurético (Salerno y
col., 2010). Ocurre en el 5-10% de los pacientes con ascitis, y se subdivide en dos

subgrupos:
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e Ascitis resistente a diuréticos: es la ascitis que no puede eliminarse o cuya

recurrencia no puede evitarse debido a una falta de respuesta a la restriccion

de la ingesta de sodio y dosis méaximas de diuréticos.

e Ascitis intratable: es la ascitis que no puede ser eliminada o cuya recurrencia

no puede ser evitada debido al desarrollo de complicaciones (Tabla 18),

principalmente encefalopatia hepatica, insuficiencia renal, hiponatremia e

hiper o hipokalemia, inducidas por los propios diuréticos haciendo inviable el

uso de dosis efectivas de estos farmacos.

Tabla 18. Complicaciones de la ascitis inducidas por diuréticos

Encefalopatia

Insuficiencia renal

Hiponatremia

Hipo o hiperkalemia

Desarrollo de encefalopatia sin ningdn otro factor
precipitante que el propio tratamiento diurético.

Aumento de la concentracion plasmatica de creatinina
superior al 100%, por encima de 2 mg/dl, en pacientes con
ascitis que estdn respondiendo al tratamiento diurético
(aumento de la diuresis y natriuresis y disminucién del peso
corporal).

Descenso en la concentracion plasmatica de sodio superior a
10 mEq/l hasta un nivel inferior a 125 mEq/I.

Descenso de la concentracion plasmatica de potasio por
debajo de 3 mEqg/l o0 un aumento hasta niveles superiores a 6
mEq/l, respectivamente, a pesar de usar medidas apropiadas

para prevenirlas

Extraida y adaptada de Guevara y Arroyo (2012).

Para definir a la ascitis como refractaria, es necesario establecer la duracion del

tratamiento, ya que los pacientes deben haber sido tratados con dosis méximas de

diuréticos (espironolactona, 400 mg/dia, méas furosemida, 160 mg/dia, o dosis

equivalente de otros diuréticos de asa) durante al menos una semana. La falta de

respuesta al diurético se asume cuando la pérdida de peso es inferior a 200 g/dia durante

los dltimos 4 dias de tratamiento diurético méximo, junto a una excrecion de sodio

inferior a 50 mEg/dia con dieta restringida en sodio a 90 mEg/dia (Padilla y col., 2009).
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Muchos pacientes con ascitis refractaria también tienen una insuficiencia renal
crénica que se llama sindrome hepatorrenal tipo 2. En estos pacientes, la ascitis puede
tratarse con paracentesis periddica o con derivacion portosistémica intrahepética
transyugular. Sin embargo, solo el trasplante de higado puede mejorar la supervivencia
de dichos pacientes (Salerno y col., 2010) .

No obstante, Kashani y col. (2008) segun con las complicaciones asociadas (es
decir, SBP o SHR) y la respuesta terapéutica, clasifican a la ascitis como complicada,

complicada y refractaria (Tabla 19) ( Salernoy col., 1999; Bernardi y col., 2015).

Tabla 19. Clasificacion de ascitis.

Severity”
Grade 1 {mild) Mot clinically evident,
diagnosed on ultrasound
Grade 2 (moderate) Proportionate sensible
abdominal distension
Grade 3 (severa) Moticeable tense distension
of abdomen
Uncomplicated™ Mot infected or associated
with HRS
Refractory® Cannot be mobilized, early
recurrence after LVP,
not prevented satisfactorily
with medical treatrment
{after 1 week)
Diuretic-resistant No response 1o intensive
diuretic treatment
Diuretic-intractable Drug-induced adverse effects

preclude diuretic treatment

(Extraida de Kashaniy col., 2008)

8.3. Tratamiento de la ascitis

El tratamiento de primera linea de la ascitis no complicada (Tabla 20) es una
dieta moderada restringida en sodio combinada con un tratamiento diurético.
Aproximadamente el 10% de los pacientes no responden a los diuréticos y se convierten

en un verdadero desafio terapéutico (Salerno y col., 2010).

Tabla 20. Clasificacion de ascitis y tratamiento sugerido.

Grado de ascitis Definicion Tratamiento
Ascitis de Grado 1  Ascitis leve solo detectable por Sin tratamiento

ecografia

Ascitis de Grado 2  Ascitis moderada evidente por Restriccion de inges de sodio y
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distension simétrica moderada del diuréticos

abdomen

Ascitis de Grado 3  Ascitis abundante con marcada Paracentesis de gran volumen
distension abdominal seguida de restriccion de ingesta de
sodio y diuréticos (a menos que los

pacienten tengan ascitis refractaria)

(Extraido de Gines y col., 2010)

En pacientes que desarrollan ascitis refractaria, la paracentesis de gran volumen
(LVP) asociada con albdmina intravenosa representa la opcién mas factible. Algunos
pacientes también se benefician de las derivaciones portosistémicas intrahepéticas
transyugulares (TIPS) (Salerno y col., 2010). La HP es una etapa progresiva tipica de la
enfermedad hepatica cronica avanzada y es responsable de la mayoria de las
complicaciones de la cirrosis (Ginés y col., 1987). Se ha demostrado que la disminucién
de la presion portal por derivacién portosistémica, como la TIPS alivia las

complicaciones, incluida la ascitis (Zhao y col., 2019; Piano, Tonon y Angeli, 2018).

Cuando no se pueden realizar LVP o TIPS repetidos, se pueden considerar otros
tratamientos, como los vasoconstrictores (midodrina) y las bombas automaéticas de bajo
flujo (Alfapump). Este dltimo es disefiado para mover la ascitis desde la cavidad
peritoneal a la vejiga urinaria, donde se elimina espontdneamente a través de la diuresis.
Son dos opciones potenciales que aln estan bajo investigacion (Salerno y col., 2010;

Piano, Tonon y Angeli, 2018).

Kockerling y col. (2019) afirman ademas que, debido a las restricciones del
trasplante de higado, la terapia farmacoldgica guiada por complicaciones se ha
convertido en el pilar del tratamiento a largo plazo de la cirrosis. Sefialan a los
betabloqueantes no selectivos como reductores eficaces contra el riesgo de hemorragia
por varices en pacientes cirroticos con varices moderadas-grandes, aunque parecen
ineficaces para la prevencion primaria del desarrollo de varices y pueden comprometer

la funcion renal y la estabilidad hemodinadmica en la descompensacion avanzada.

Por otro lado, destactan la efectividad del antibiotico selectivo intestinal
rifaximina para la profilaxis secundaria de la encefalopatia hepatica; el potencial de la

norfloxacina para la prevencién secundaria de la peritonitis bacteriana espontanea vy
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sugieren que los agonistas de los receptores alfa-adrenérgicos pueden mejorar la
respuesta diurética en la ascitis refractaria, en la que Vaptans no ha demostrado
efectividad clinica en el tratamiento de la ascitis refractaria, incluso puediendo causar
complicaciones perjudiciales; sefialan que se ha demostrado la seguridad de la
administracion de estatinas en la cirrosis compensada, proponiendo su efectos
protectores sobre la progresion de la fibrosis, la descompensacion y la mortalidad
(Kockerling y col. 2019).

9. Cirrosis hepatica alcohdlica y encefalopatia alcohdlica

La encefalopatia hepatica (EH) es otra de las complicaciones que se producen en
el paciente cirrético, ademas de la aparicion acumulativa de ascitis, hemorragia varicosa
y peritonitis bacteriana espontanea (PAS); debida predominantemente a las
complicaciones de la hipertension portal, donde el pronoéstico de la cirrosis se deteriora

progresivamente (Kockerling y col., 2019).

Se presenta como una complicaciéon de la enfermedad hepética avanzada que
puede ser aguda o cronica (Acharya y Bajaj, 2018). Se trata de un sindrome reversible
caracterizado por un espectro de anomalias neuropsiquiatricas que resultan de la
acumulacion de sustancias neurotdxicas en el torrente sanguineo y, finalmente en el
cerebro (Merli y col., 2019).

Los sintomas tipicamente incluyen confusion, cambios de personalidad,
desorientacion y un nivel de conciencia deprimido, en la que en la etapa mas temprana
se caracteriza a menudo por un patron de suefio-vigilia invertido; y a lo largo de las
etapas intermedias, los pacientes tienden a experimentar un empeoramiento de los
niveles de confusion, letargo y cambios de personalidad. En las etapas avanzadas, la
encefalopatia hepatica puede conducir eventualmente al coma (por ejemplo, coma
hepatico) y finalmente a la muerte (Mandiga, Foris y Bollu, 2020).

9.1. Etiologia de la encefalopatia

Los desencadenantes de la EH incluyen insuficiencia renal, hemorragia
gastrointestinal (como las varices esofagicas), estrefiimiento, infeccién, incumplimiento
de la medicacion, ingesta excesiva de proteinas en la dieta, deshidratacion (ya sea por

restriccion de liquidos, diuréticos, diarrea, vOmitos, paracentesis excesiva),
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desequilibrio electrolitico, consumo de alcohol, o el consumo de ciertos sedantes,
analgeésicos o diuréticos, todo ello en el contexto de una enfermedad hepatica cronica.
En algunos casos, la encefalopatia hepéatica puede ocurrir después de la creacién de una
TIPS (Kibrit y col, 2018;Kenston y col., 2019).

Entre las neurotdxinas desencadenantes se encuentran el amoniaco, &cidos
grasos de cadena corta, mercaptanos, neurotransmisores falsos (por ejemplo, tiramina,
octopamina, beta-feniletanolaminas), manganeso y GABA, aungue el amoniaco es el
mas ampliamente reconocido (Levitt y Levitt, 2018). Asi, se considera que la
encefalopatia es un sintoma neuroldgico causado tanto por el dafio parenquimatoso
como por la hipertension portal, lo que conlleva un aumento de los niveles de amonio,

lo que produciria toxicidad cerebral (Cérdoba, 2011).

El andlisis del trafico de amoniaco entre Organos, ha identificado un papel
importante del masculo esquelético en la eliminacion de amoniaco y ha destacado la
importancia del estado nutricional. EI amoniaco causa anomalias en los
neurotransmisores e induce una lesion en los astrocitos que esta parcialmente mediada
por el estrés oxidativo. Estas alteraciones provocan inflamacion de los astrocitos y
edema cerebral, que parecen estar implicados en la patogenia de las manifestaciones
neuroldgicas. Los mediadores inflamatorios empeoran las alteraciones cerebrales
(Cérdoba y Minguez, 2008).

En condiciones normales, el amoniaco es producido por bacterias en el tracto
gastrointestinal, seguido del metabolismo y la eliminacion por el higado. Sin embargo,
en el caso de cirrosis o disfuncion hepatica avanzada, hay una disminucion en el numero
de hepatocitos funcionales, derivacion portosistémica o ambos, lo que resulta en una
disminucion del aclaramiento de amoniaco e hiperamonemia (Mandiga, Foris y Bollu,
2020).

Una vez que el amoniaco atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE), tiene
multiples efectos neurotoxicos. Estos incluyen alteraciones en el transporte molecular
de aminoacidos, electrolitos, agua en astrocitos y neuronas, aumento de la sintesis de
glutamina a partir del glutamato por parte de los astrocitos, inhibicion de la generacion

de potencial postsinaptico excitador e inhibidor, deterioro del metabolismo de los
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amino&cidos y, como resultado, deterioro de la utilizacion de energia. del aumento de la
actividad de GABA (Mandiga, Foris y Bollu, 2020).

9.2. Tipos de encefalopatia

Los pacientes con EH se caracterizan por una infinidad de manifestaciones
neuroldgicas, diversos trastornos hepaticos subyacentes y una variedad de factores
desencadenantes (Ferenci y col., 2002), que determinan el abordaje del paciente, que se

reconocen en la siguiente clasificacion basada en el consenso de Vienna (Tabla 21).

Tabla 21. Clasificacion de encefalopatia hepatica asociada a cirrosis.

Tipos Subtipos Caracteristicas
Episddico Precipitado Cambio agudo en el estado mental inducido por: hemorragia
gastrointestinal, estrefiimiento, ingesta excesiva de proteinas,
infeccion, insuficiencia renal, deshidratacion, alteracion de
electrolitos.
Espontaneo  Sin factores precipitantes reconocidos. Suele asociarse con
grandes derivaciones portosistémicas (espontaneas,

quirurgicas, TIPS

Minima Alteraciones cognitivas que no son obvias en el examen
neurolégico estandar y se detectan mediante pruebas

neuropsicoldgicas o neurofisicas

Persistente  Suave Manifestaciones cronicas cognitivas 0 motoras que impactan
negativamente en las actividades sociales y laborales pero que
no causan dependencia.

Severo Manifestaciones  cronicas que provocan dependencia

(demencia, paraplejia, parkinsonismo ...)

Los pacientes con EH en el contexto de insuficiencia hepéatica aguda, derivacion
portosistémica en ausencia de enfermedad hepética intrinseca e insuficiencia hepéatica aguda

sobre crénica se clasifican por separado (Extraida y adaptada de Cérdoba, 2011).

Existen otras escalas neurologicas para EH como la escala de West Haven.
Establece cuatro estadios de EH basados en alteraciones en el estado de conciencia,
funcién intelectual y comportamiento, y en signos neuromusculares (Koff y Mullen,
1994). La escala incluye varias manifestaciones para cada etapa, pero carece de

definiciones especificas (Tabla 22).
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Tabla 22. Etapas de la encefalopatia hepética segun la escala West Haven.

Grado Manifestaciones neuroldgicas

0 Sin alteracion en la conciencia, funcion intelectual, personalidad o
comportamiento.

1 Falta trivial de conciencia, euforia o ansiedad, periodo de atencién
reducido, desempefio deficiente de la suma.

2 Letargo o apatia, minima desorientacion por tiempo o lugar, cambio
sutil de personalidad, comportamiento inapropiado, desempefio
deficiente de la sustraccion.

3 Somnolencia al semi-estupor pero sensible a estimulos verbales,
confusion; desorientacion grave

4 Coma; sin respuesta a estimulos verbales 0 nocivos

(Extraida y adaptada de Conn, 1994)

Por otro lado, el algoritmo de escalado de encefalopatia hepatica (HESA)

implementa formas objetivas de medir los parametros de la escala de West Haven

(Hassanein, Hilsabeck y Perry, 2008). Utiliza indicadores clinicos combinados con

herramientas neuropsicologicas validadas y criterios bien definidos para cada etapa

(Tabla 23). Una buena caracteristica favorable del HESA es que identifica con mayor

precision los grados bajos de EH (grado | y I1), pero tiene el inconveniente de requerir

capacitacion para su uso adecuado.

Tabla 23. Etapas de la encefalopatia hepéatica segun el algoritmo de puntuacion de

encefalopatia hepéatica (HESA).

Tiempo |__|_|:|_|_|24 horas

Evaluacion Grado de

Evaluacion clinica

No se abren los ojos

No respuesta verbal/voz

No hay reaccion a O&rdenes
simples

Somnolencia

Confusion

Desorientado al lugar
Comportamiento
extrafio/lra/Rabia
Clonus/Rigidez / Nysatgmus /
Signo de Babinsky

neuropsicoldgica

Control mental =0
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- Letargo

- Pérdida de tiempo

- Dificultad para hablar

- Reflejos hiperactivos

- Comportamiento inapropiado

- Respuestas lentas

- Trastorno del suefio/Patron del
suefio alterado

- Temblor

(Extraida y adaptada de Cérdoba, 2011)

Respuestas lentas
Ansiedad
Amnesia de hechos
recientes
Célculos simples
deteriorados
Calculos complejos
deteriorados
Reduccién de la
capacidad de atencion
Capacidad de
contrudccion
deteriorada
Euforia o Depresion

Grado Il
(2/3 0 mas

aplicables)

Grado |

(4 omas
aplicables)

Grado 0

(<4 aplicacibles)

Otro método es la Escala de estadificacion de encefalopatia hepatica clinica

(CHESS) (Ortiz y col., 2007), desarrollada sin una definicion arbitraria previa de la

gravedad de la EH. Es una escala lineal que punttia HE de 0 (sin alteraciones) a 9 (coma

profundo) (Tabla 24).

Tabla 24. Evaluacion de la gravedad de la EH segln la Escala de estadificacion de

encefalopatia hepética clinica (CHESS)

Puntuacion
Preguntas
0 1
1. ¢Sabe el paciente en qué mes se encuentra (es decir, .
Si No / No responde
enero, febrero)?
2. ¢Sabe el paciente en qué dia de la semana se .
o ) ] Si No / No responde
encuentra (es decir, jueves, viernes, domingo ...)?
3. ¢Puede contar hacia atrds de 10 a 1 sin cometer
errores ni detenerse?
Si No / No responde
(se le pide al paciente entre los puntos 2 y 3 que cuente
hacia adelante del 1 al 10 y se le ayuda si es necesario)
4. Si se le pide que lo haga, ¢levanta los brazos? Si No / No responde
5. ¢Entiende lo que le esta diciendo? (basado en las .
Si No / No responde
respuestas a las preguntas 1 a 4)
6. ¢ Esta la paciente despierto y alerta? Si No / No responde
7. ¢ El paciente esta profundamente dormido y le N Si
0 i
resulta dificil despertarlo?
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8. ¢Puede hablar? Si No / No responde

9. ¢ Puede hablar correctamente? En otras palabras, si No / No responde / No
i

¢puedes entender todo lo que dice y no tartamudea? responde correctamente

La puntuacion total es la suma de las respuestas a los 9 items. Puntuacion minima = 0. Puntuacion maxima = 9
(Extraida y adaptada de Cordoba, 2011).

9.3. Tratamiento de la encefalopatia

El tratamiento de los pacientes con EH no es uniforme y requiere una evaluacion
precisa de la funcién neuroldgica y hepatica (Cérdoba y Minguez, 2008). En el caso de
la enfermedad hepatica crénica, dado que tiende a tener un inicio insidioso, la mayoria
de los pacientes no buscan tratamiento hasta una etapa avanzada de la enfermedad, una

vez que se desarrollan las complicaciones (Acharyay Bajaj, 2018).

Algunos autores sefialan la necesidad de realizar ensayos controlados con
placebo y la falta de evidencia para administrar dietas con contenido restringido de

proteinas (Cordoba y Minguez, 2008).

El tratamiento de la EH implica la identificacion y el tratamiento adecuados de
la causa subyacente. Los antibidticos como Rifaximina, neomicina, paromomicina,
metronidazol o vancomicina, a menudo se administran empiricamente debido a la
frecuencia de infeccién como causa subyacente. Las medidas de tratamiento adicionales
incluyen lactulosa/lactitol, un laxante osmético no absorbible que también ayuda a
convertir el amoniaco en amonio no absorbible en el tracto gastrointestinal; LOLA,
preparacion de L-ornitina y L-aspartato para aumentar el uso de amoniaco en el ciclo de
la urea para producir urea; zinc, que corrige la deficiencia subyacente comdn en
pacientes cirroticos; ya sea administrados de forma individual o en combinacion entre si

con o sin antibidticos (Mandiga, Foris y Bollu, 2020).

Los pacientes con riesgo de aspiracion o compromiso respiratorio deben ser
intubados profilacticamente y monitoreados en la UCI. En el caso de pacientes con
abstinencia de alcohol concomitante, deben evitarse los medicamentos que deprimen el
sistema nervioso central (por ejemplo, benzodiazepinas) (Acharya y Bajaj, 2018;

Aggeletopoulou y col., 2018; Oey y col., 2018).

El trasplante de higado mejora la EH, incluso en pacientes con manifestaciones

graves (Larsen y col., 1995;0’Brien y col., 2003; Cérdoba y Minguez, 2008). Por otro
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lado, estudios que evaltan la funcion neuropsicolégica después del trasplante de higado
no apoyan la reversibilidad completa de la enfermedad (Mechtcheriakov y col., 2004).
Pueden persistir algunas secuelas, pero la mayoria de los pacientes presentan una
funcion cognitiva normal (Sotil y col., 2009). Se ha demostrado la mejora de la funcion
neuropsicoldgica después de un trasplante de higado hasta los 9 afios, pero estos
pacientes experimentan una acumulacion progresiva de lesiones cerebrales y muestran

un volumen cerebral menor que los controles (Garcia y col., 2010).

De esta manera, Cordoba (2011) manifiesta la importancia de prevenir el
"envejecimiento prematuro” del cerebro mediante la identificacion y el tratamiento de
factores de riesgo vascular, como diabetes mellitus e hipertension arterial, y prescribir la

menor dosis posible de farmacos inmunosupresores.
10. Higado e inmunidad innata

La organizacion estructural del higado tiene profundas implicaciones para su
funcion inmunoldgica. ElI suministro de sangre del higado depende de un sistema
arterial convencional de la aorta abdominal que soporta predominantemente los
conductos biliares y otros tejidos en los tractos portales, y de dos sistemas venosos: un
sistema menor del plexo arterial dentro de los tractos portales (plexo peribiliar) y un

sistema principal de los 6rganos esplacnicos (Racanelli y Rehermann, 2006).

La sangre ingresa al parénquima hepético principalmente a través de los vasos
portales terminales, luego pasa a través de una red de sinusoides hepaticos, dejando el
parénquima a través de las venas hepaticas centrales (Figura 41). Los sinusoides
hepéaticos estdn revestidos por una monocapa fenestrada de células endoteliales
sinusoidales (LSEC). Cada linfocito que pasa a través de los sinusoides esté en estrecho
contacto con las células endoteliales flanqueantes, debido al pequefio didmetro de los
sinusoides hepaticos (aproximadamente 6-15um) y al diametro comparativamente
grande de los linfocitos (aproximadamente 7-12um). El Espacio de Disse” contiene

celulas estrelladas en una matriz extracelular suelta (Racanelli y Rehermann, 2006).
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Figura 41. Células inmunes en el higado sano. B, célula B; DC, célula dendritica; HSC,
célula estrellada hepatica; KC, celda de Kupffer; NK, célula natural Kkiller; T, célula T

(Extraida de Racanelli y Rehermann, 2006).

La complejidad del sistema inmune hepético estd dada por la presencia de tipos
celulares convencionales y no convencionales del sistema inmunitario innato (células
NKT y NK) y adaptativo (células T y B), y por su funcion en la respuesta inmune
producida en el higado, ya sea de activacion como de inhibicién. Los hepatocitos
constituyen aproximadamente las dos terceras partes del total de células del higado
(Figura 42). El resto son células que no forman el parénquima hepatico, y cuya funcion
estd muy relacionada con la defensa del 6rgano. Esta tercera parte se subdivide en
células endoteliales (50%); células de Kupffer (CK; 20%); linfocitos (25%); células
biliares (5%) y células estrelladas (menos del 1%) (Racanelli y Rehermann, 2006;
Aguilar, 2009).

| | | | |
Endothelial Cells | | Kupffer Cells | | Lymphocytes | | Biliary Cells | | Stellate Cells
~ 50% ~ 20% ~25% ~ 5% <1%

| TCeIlsl(~63%) || NKCellls(-:ﬂ%) | | acmsl(-s%)|
|

[ Conventional T Cells | | Unconventional T Gells |

| cDa+ 7 cells || CDB+ T Cells | | NKT Cells || TCRy3 T Cells & Others |

| Classical || Nonclassical |

Figura 42. Composicion celular del higado sano. Se indica la frecuencia estimada de
cada poblacion en relacion con el numero total de células parenquimatosas y no

parenquimatosas en el higado (Extraida de Racanelli y Rehermann, 2006).

Como puede observarse en la Figura 43, la vena porta recibe sangre de todo el

intestino y del bazo, el pancreas y la vesicula biliar y transporta esa sangre al higado.
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Después de ingresar al higado, la vena porta se divide en ramas derecha e izquierda y
luego en pequefios canales que atraviesan el higado. Cuando la sangre sale del higado,
regresa a la circulacion general a través de la vena hepética. La vena porta aporta el
80% del flujo sanguineo, en cambio la arteria hepatica solo contribuye con un flujo del
20% (Racanelli y Rehermann, 2006; «Portal Hypertension - Liver and Gallbladder

Disorders - Merck Manuals Consumer Version», s. f.).
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duct Portal vein

Common
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Figura 43. Esquema ilustrativo de la circulacion extrahepatica (Extraida de «Portal
Hypertension - Liver and Gallbladder Disorders - Merck Manuals Consumer Version»,

s. f.).

La inmunidad innata es una importante primera linea de defensa contras las
infecciones, respondiendo de manera rapida a la presencia de patdogenos. Numerosos
estudios sefialan que el consumo crénico de etanol disminuye la actividad hepatica de
NK, acelerando asi la lesion hepéatica (Pan y col., 2006), ademas de una fuerte
implicacion de las celulas estrelladas hepéticas y la inmunidad innata (células de
Kupffer / macrofagos y células NK) en la enfermedad hepatica alcohdlica, como la

esteatosis alcoholica, la esteatohepatitis y la fibrosis hepatica (Byun y Jeong, 2010).
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11. Efecto del alcohol sobre el sistema inmune y fisiopatologia de la hepatitis

alcohdlica

La enfermedad hepatica alcohdlica se ha considerado como consecuencias
complejas de la interaccion entre estas células, especialmente entre los hepatocitos y las
células estrelladas hepaticas o las células inmunitarias innatas (Jeong y Gao, 2008;
Purohit, Gao y Song, 2009).

La evidencia indica que el consumo de alcohol causa disbiosis entérica y
sobrecrecimiento bacteriano (Bode y Bode, 2003; Rao, 2009), cambia la flora intestinal
reduciendo la niveles de microorganismos beneficiosos y aumentando los niveles de
bacterias dafinas en los intestinos (Lowe y col., 2017; Wiest, Lawson y Geuking,
2014).

De hecho, la translocacién bacteriana (TB), definida como la translocacion de
bacterias y/o productos bacterianos (lipopolisacéaridos, peptidoglicanos, muramil-
dipéptidos, ADN bacteriano, etc.) desde el intestino hasta los ganglios linfaticos
mesentéricos (MLN) (Berg y Garlington, 1979), es un proceso fisiologico en

condiciones saludables y crucial para la inmunidad del huésped.

Por el contrario, en la cirrosis la TB "patolédgica™ se desarrolla con un aumento
sostenido en su tasa y/o grado de TB, como se observa en la Figura 44. Se muestra a su
lado izquierdo que, en condiciones normales de salud existen unos niveles
exclusivamente bajos de translocacion de bacterias. Sin embargo, los aumentos en la
translocacion paracelular de productos bacterianos estimulan una respuesta de citocinas
proinflamatoria aumentada y la liberacion de ROS y NO, dentro del tejido linfoide
asociado al intestino (GALT, imagen central). Estos mediadores impactan sobre la
barrera mecénica y secretora y, muy probablemente, sobre la flor. Y en condiciones
cirroticas asciticas (imagen derecha) en presencia de sobrecrecimiento bacteriano del
intestino delgado y un estado propuesto de tolerancia epitelial, transcitosis mejorada de
bacterias viables se desarrolla en dltima instancia, lo que conduce a una paralisis
inmune en el GALT, lo que podria conducir a un circulo vicioso que perpette la TB por

una falta relativa de muerte bacteriana (Wiest y col., 2014).
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Figura 44. Etapas de la enfermedad hepatica e hipotesis sobre el desarrollo de TB

patolégico (Extraida de Wiest y col., 2014).

Ademas, los pacientes susceptibles a los enfermedad hepética desarrolla una
mayor permeabilidad de la mucosa gastrointestinal y, en consecuencia, niveles altos de
LPS en la circulacién portal hacia el higado (Purohit y col., 2008; Rao, 1998; Singal y
Shah, 2019).

Los receptores Toll like-4 (TLR4) en los macréfagos hepaticos reconocen la
estructura modular patrones en estos patégenos que conducen a la activacién de las vias
inflamatorias en los macréfagos. Se ha demostrado que esta regulacion positiva
inflamatoria en los macréfagos y otras células hepaticas esta mediada por la activacion
del inflamasoma, que a su vez conduce a necrosis estéril y o apoptosis, reclutamiento de
neutrofilos del circulacién periférica en el higado y diafonia entre los hepatocitos y las
celulas estrelladas hepaticas (Singal y Shah, 2019).
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Como se observa en la Figura 45, la ingestion de alcohol resulta en dafio
hepatico a través de maltiples efectos y vias que incluyen por un lado un efecto toxico
en el intestino con aumento de la permeabilidad que resulta en la translocacién de LPS
bacteriano que conduce a la produccidon de IL-1 beta a partir de macréfagos hepéticos y,
por otro efectos toxicos directos del alcohol en hepatocitos que producen acetaldehido
con el consiguiente estrés oxidativo y apoptosis. La inflamacion se perpetta a través de
citocinas con otras células hepaticas como PMN reclutadas, HSC y células endoteliales
con desarrollo de hipertension portal y fibrosis. Los agentes novedosos en los ensayos
clinicos actualmente en curso se dirigen a a) el eje intestino-higado (IgG-LPS,
antibidticos, probioticos como Lactobacillus y trasplante fecal o FMT); b) sefializacién
inflamatoria (anakinra, antagonista del receptor de IL-1, o selonsertib, inhibidor de
ASK-1, e IL-22); y c) apoptosis, estrés oxidativo y regeneracion hepética (IL-22, OCA,
metadoxina, selonsertib, emricasan inhibidor de pan caspasa y G-CSF) (Singal y Shah,
2019).

Anti-inflammatory agents Regenerative agents —
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ELAD TNF inhibitors G-CSF “ | "
Alcohol
Pro-inflammatory cytokines
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Figura 45. Fisiopatologia de la hepatitis alcoh6lica y nuevas dianas terapéuticas en los
ensayos clinicos actuales. FMT, trasplante de microbiota fecal, G-CSF, factor
estimulante de colonias de granulocitos; HSC, célula estrellada hepética; IL,
interleucina; LPS, lipopolisacarido; OCA, acido obeticolico; PMN, polimorfonuclear
(Extraida de Singal y Shah, 2019).
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El acetaldehido contribuye a alterar la funcién de barrera intestinal y a promover
la translocacion de endotoxinas al alterar las uniones apretadas y adherentes en la
mucosa colonica humana (Tang y col., 2008) mediante el aumento de la fosforilacion de
tirosina de occludina y E-cadherina. La exposicion aguda al etanol regula al alza
miRNA-212 en los enterocitos y esto se correlaciona con la regulacion por disminucién

de la proteina zonula occludens-1 (Hritz y col., 2008; Zhao y col., 2008).

El LPS interactia con el receptor TLR-4, que también reconocen patrones
moleculares asociados al dafio liberados después del dafio celular, para activar las vias
de sefializacion dependientes e independientes de MyD88 (TRIF/IRF-3) e induce a las
células de Kupffer a liberar ROS y una serie de citocinas proinflamatorias y
quimiocinas que incluyen IL-1B, TNF-o, IL-6, IL-8, proteina quimiotactica de
macréfagos (MCP)-1 y RANTES (regulado en la activacion, células T normales
reguladas expresadas y secretadas) (Gustot y col., 2006). ROS producido por las células
de Kupffer en respuesta a la endotoxina induce la expresion hepatica de TLR4 (Nagy,
2003; Thakur, 2006), mejora la transduccion de sefiales mediadas por TLR4 a través del
NF-kB y activa las vias de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) (Cao,
Mak y Lieber, 2002; 1zevbigie, 2005). Varios datos indican que TLR4 es el jugador
principal en el desarrollo y la progresion de la enfermedad hepética alcohdlica. TLR4
también se expresa en HSC y células endoteliales, y regula las respuestas

proangiogénicas y profibrogénicas inducidas por alcohol (Bautista, 2002).

En los Gltimos afios, la evidencia emergente ha salido a la luz sobre el papel de
vesiculas extracelulares, que se liberan en el circulacién durante la diafonia intercelular
entre diferentes tipos de células hepaticas (Singal y col.,, 2018; Szabo y Momen-Heravi,
2017). Estas extracelulares vesiculas no solo perpetuan la fisiopatologia de AH, pero
también son medibles en el plasma, y estdn emergiendo como importantes
biomarcadores en el manejo de la enfermedad hepatica asociada al alcohol. Regulacién
al alza de la inflamacién, dafio directo a la mucosa intestinal, y la necroapoptosis de
hepatocitos y macréfagos dan como resultado difuncion de las mitocondrias y estrés
oxidativo, que son caracteristicas clasicas de la fisiopatologia de las enfermedades
hepaticas asociadas al alcohol, incluida la HA. La activacion de las células estrelladas y

los cambios en el Oxido nitrico. en la microcirculacién hepatica que resultan de la
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sefializacion inflamatoria conduce a la produccién de colageno, fibrosis hepética e
hipertensién portal (Singal y Shah, 2019).

La activacion de células de Kupffer contribuye al reclutamiento intrahepético y
la activacion de granulocitos (Gémez-Quiroz y col., 2003; Joshi-Barve y col., 2007;
Joshi-Barve, Barve, Butt, Klein y McClain, 2003). El acetaldehido y el LPS
(Dominguez y col., 2009; Lemmers y col., 2009) estimulan las células parenquimatosas
y no parenquimatosas para producir IL-8, quimiocina, ligando CXC (CXCL) 1 (Gro-a)
e IL-17 que contribuyen directa o indirectamente a la infiltracion de neutrdfilos y la
gravedad de la hepatopatia alcoholica (Cohen, Roychowdhury, McMullen, Stavitsky y
Nagy, 2010; Pritchard y col., 2007; Roychowdhury y col., 2009). Aungue en ratones, la
exposicion crénica al alcohol promueve respuestas proinflamatorias sistémicas de IFN-y
e IL-17 (Frank y col., 2021).

Una via alternativa que contribuye a la expresion de citocinas inflamatorias es el
sistema del complemento. La oxidacién de etanol activa los componentes Clg, C3y C5
que a su vez estimulan a las células de Kupffer para que produzcan TNF-o (Petrasek y
col., 2012).

En cuanto a los monocitos, se ha demostrado cambios en la produccion de TNF-
a, TGF-B, IL-6, IL-12, IL-1 e, IL-1pB, y disminucion en la capacidad de presentar
antigenos a los linfocitos T, inducido por etanol en ensayos in vitro con monocitos
humanos. Y los macrofagos alveolares de individuos alcohdlicos presentaban menor
produccion de interleucinas proinflamatorias, iones superoxido, ademas de una
deteriorada funcién bactericida (Cook, 1998; Szabo, 1998; Watson y col., 1994), lo que
produciria mayor susceptibilidad a algunas infecciones, junto con una reduccion de la
inmunidad celular retardada en alcohdlicos crénicos, debido a una disminucion de la
capacidad de los monocitos para presentar antigenos a los linfocitos T, ya sea por un
cambio funcional de los monocitos, una alteracion en la interaccion linfocito/monocito
0 la disminucion de IL-1p e incremento de TGF-B que produce el etanol (Cook, 1998;
Szabo, 1998; Watson y col., 1994; Zuluaga , 2018).

Un estudio reciente indicO que IL-1p tiene un papel importante en la
esteatohepatitis inducida por alcohol. IL-1B es una potente citocina proinflamatoria

cuyos niveles aumentan en pacientes con ALD y se correlacionan con el estrés
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oxidativo. La maduracion de IL-1B depende de la caspasa 1 en el complejo
multiproteico denominado inflamasoma. La intervencion in vivo con un antagonista del
receptor de IL-1p recombinante mejora la esteatohepatitis alcohdlica dependiente del
inflamosoma en ratones, lo que sugiere un papel potencial de la inhibicién de IL-1 en el
tratamiento de ALD (Horiguchi y col., 2008; Mandal, Park, McMullen, Pratt y Nagy,
2010; Miller y col., 2011).

Por el contrario, datos convincentes demuestran que la activacién de la
inmunidad innata también induce la elevacion de las citocinas antiinflamatorias y
hepatoprotectoras como la IL-10 y la IL-6. Estas citocinas activan STAT3 en
hepatocitos y Kupffer y células endoteliales, previniendo la inflamacion y el dafio
hepatico inducido por el alcohol Figura 46 (Horiguchi y col., 2008).

Macrophages
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[ TNFa
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lAIcohoIic liver injury: steatosis Inflammation

Figura 46. Funciones de STAT3 de hepatocitos y macrofagos en la lesion
hepatica alcoholica. El alcohol conduce a la acumulacion de endotoxinas en el higado,
seguida de la activacion de macréfagos/células de Kupffer y la posterior produccion de
una variedad de mediadores toxicos, lo que conduce a la esteatosis e inflamacion
hepéticas. Los macrdfagos / células de Kupffer también producen IL-6 e IL-10. La IL-6
activa STAT3 en los hepatocitos, lo que atenla la esteatosis mediante la inhibicion de
SREBP1c pero promueve la inflamacién. IL-10 activa STAT3 en macréfagos / células
de Kupffer, que actia como una sefial antiinflamatoria para inhibir la inflamacion

durante la lesion hepatica alcohdlica (Extraida de Horiguchi y col., 2008).
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De hecho, el efecto del metabolismo oxidativo del etanol sobre STAT3 en el
higado es complejo. STAT3 es una sefial de supervivencia celular y protege contra el
dafo hepatocelular, que se ha encontrado significativamente deteriorado en pacientes
alcohdlicos cronicos en comparacion con otras enfermedades hepéticas diferentes como
la hepatitis C crénica y la enfermedad autoinmune. En la ALD, los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) derivados de la microbiota intestinal y los patrones
moleculares asociados al dafio que se liberan de las células estresadas o dafiadas son
reconocidos por diferentes TLR y receptores similares a NOD (NLR) que también se
expresan en las células inmunes como células parenquimatosas en el higado (Pone y
col., 2010). Este reconocimiento puede conducir a una inflamacion hepatica alcohdlica
(Figura 47).

/Alcohol\l
/

H M .ﬁ\“' i TrOs )
- ~ epatocytes fl ROS
L T Hepatocyte death ) T Malondialdehyde

T 4-Hydroxynonenal
.
T Aceta dehyde
T Cytokines
¥ I Fatty acid
[ 1 DAMPs J g Proteasome activity ) 1 Protein adducts
p ¥ T Neoantigens
T Chemokines
T CXCL1, IL-8, MIP1
¥T miRNA-155 )
i ' ¥
™ s ™
T Innate immunity * Kupffer cells * Tcells T Adaptive immunity /I
\ i * Macrophages * Bcells i "
* Neutrophils ¢ Dendritic cells
h
Alcoholic liver inflammation )
— ( Alcohol Y O —
[ T PAMPs ] ( ntestme .w| (T Bacterial antigens |
S - -
N S/

Figura 47. Multiples mecanismos que intervenienen en el desarrollo de la inflamacion
hepatica alcohdlica. EI consumo de alcohol causa la muerte de los hepatocitos, seguida
de la liberacion de patrones moleculares asociados al dafio. La ingesta de alcohol
también aumenta el crecimiento excesivo de bacterias intestinales y la disbiosis, lo que
resulta en una elevacion de los patrones moleculares asociados a patégenos. Los DAMP
y PAMP activan fuertemente la inmunidad innata. EI consumo de alcohol también
puede activar la inmunidad adaptativa mediante especies reactivas de oxigeno (ROS)
gue median en la generacion de aductos de proteinas y neoantigenos y al aumentar la

translocacion de antigenos bacterianos. Finalmente, el consumo de alcohol promueve
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que los hepatocitos produzcan una variedad de quimiocinas que inducen la infiltracién
hepatica de células inflamatorias. El alcohol aumenta la expresion de microARN
(miARN) -155 en las células de Kupffer a traveés de la regulacién transcripcional
mediada por el NFkB, que estimula la produccion del TNF desencadenada por LPS de
las células de Kupffer, contribuyendo asi a la inflamacion. CXCL1, ligando 1 de
quimiocina CXC; MIP1, proteina inflamatoria de macrofagos 1 (Extraida de Gao y col.,
2011).

Por otro lado, como se observa en la Figura 48 el consumo de alcohol conduce a
una activacion temprana del complemento (C3 y C5). C3a y C5a activados interactuan
con sus receptores en las células de Kupffer, lo que lleva a la produccion de TNF-a que
induce dafio a los hepatocitos. 2: El consumo prolongado de alcohol activa las vias
dependientes de TLR4 y del complemento que contribuyen a la patogénesis de la ALD
(Gaoy col., 2011)
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Figura 48. La activacion del sistema del complemento contribuye a la patogenia de la

enfermedad hepética alcohdlica (Extraida de Gao y col., 2011).

También se ve ha visto afectado distintos procesos mediados por los neutrofilos:
migracion, quimiotaxis, y adherencia (Adams y Jordan, 1984; Lamas-Paz y col., 2018;
Watson y col., 1994). Se ha surgerido que, en casos de hepatopatia alcohélica aguda, los
neutrofilos se infliltran en tejido hepatico, por el aumento de CD18 en los neutrofilos de
sangre periférica, y con ello, la elevada liberacion de sustancias quimiotacticas por parte
de las células de Kupffer del higado (Bautista, 1995; Cook, 1998). Otro estudio sefiala
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que en sangre y bazo, son los neutréfilos y las células B los principales responsables del
aumento de la expresion de IFN-y e IL-17 en ratones dependientes del alcohol, ademas
de que las células NK sanguineas y los macrofagos esplénicos son contribuyentes
adicionales al aumento de la expresion de IL-17 e IFN-y, respectivamente. Sin embargo,
no encuentran ningun tipo de célula como principal responsable del aumento de la
expresion de citocinas en higado, aunque sugieren un posible efecto acumulativo de los
niveles de IFN-y e IL-17 en personas dependientes del alcohol. Por otro lado, existe un
aumento significativo en la coexpresion general de estas citocinas debido a células T,
macrdfagos y neutréfilos. También observaron una mayor coexpresion de IFN-y e IL-17

en neutrdfilos sanguineos (Frank y col., 2021).

Ademas, la oxidacion del etanol estd correlacionada con la supresion de la
funcion de las células asesinas naturales (NK) en el higado. Las células NK tienen una
importante funcion antifibrética en la enfermedad hepatica crénica y varios estudios han
indicado que durante la lesion hepética hay una expresion elevada de ligandos de NK.
Se ha observado, en estudios in vitro, que la exposicion aguda al etanol puede
incrementar o disminuir la actividad de las NK en humanos, aunque voluntarios sanos a
los que se les administrd una dosis aguda de etanol no se les detecté cambios en la
actividad NK (Li y col., 1997). Incluso, su actividad puede se normal de en individuos
alcohdlicos crénicos siempre que exista hepatopatia asociada. Si no existe hepatopatia
cronica etanolica, la actividad de las NK tiende a estar disminuida (Cook y col., 1997) o

claramente suprimida (Laso y col., 1997).

Diafonia activa entre HSC y células NK a través de las interacciones del
receptor ligando inductor de apoptosis (TRAIL), relacionado con el TNF y la
consiguiente produccion de interferon (IFN)-y, da como resultado la citotoxicidad de las
células NK de las HSC, lo que limita la fibrogénesis hepatica (Jeong y Gao, 2008). El
estrés oxidativo en el consumo crénico de etanol induce mayores niveles de TGF-B y
reduce la sefializacion de IFN-y, bloqueando la muerte de células NK de HSC activado
(Ness y col., 2008).

Como se observa en la Figura 49, tanto el alcohol como el acetaldehido
aumentan la permeabilidad intestinal y el nivel de lipopolisacarido (LPS) en la
circulacién portal. LPS se une a TLR4 e induce el fenotipo proinflamatorio de las

células de Kupffer. El acetaldehido y el LPS también estimulan las células
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parenquimatosas y no parénquimales para que produzcan citocinas y quimiocinas
proinflamatorias. El sistema inmune innato también libera citocinas antiinflamatorias y
hepatoprotectoras que activan la sefializacion de STAT3 en las células hepaticas (Ceni y
col., 2014).
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Figura 49. Alcohol y respuesta inmune innata. ROS: especies reactivas de oxigeno;
LPS: lipopolisacérido; TLR4: receptor 4 tipo Toll; TNF-a: factor de necrosis tumoral-a;
IFN-y: interferon-y; IL: interleucina; NF-kB: factor nuclear-xB. Extraida de Ceni y col.

(2014).

La inmunidad adaptativa mediada por células es otro aspecto importante de la
defensa del huésped que puede ser alterado por el alcohol y sus metabolitos. Los
mecanismos por los cuales el alcohol desencadena la inmunidad adaptativa todavia se
caracterizan de manera incompleta. Se ha sugerido que la apoptosis inducida o agravada
por el etanol juega un papel relevante (Ewald y Shao, 1993). La ingestion cronica de
alcohol puede interferir con la presentacion del antigeno que se requiere para activar las
células T y B, con menor respuesta proliferativa a la estimulacion con agentes
inespecificos o con el receptor de la célula T anti-CD3 (Deviere y col., 1988; Mutchnick
y Lee, 1988; Watson y col., 1985), disminucion de los linfocitos T en la respuesta
inflamatoria ademas de una menor activacion los linfocitos T CD4 con alteracion en la
secreccion de sus citocinas (Chiappelli y col., 1995; Cook, 1998), y puede afectar la

diferenciacion de las células dendriticas (Albano y Vidali, 2010; Mottaran y col., 2002;
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Thiele y col., 2004; Thiele, Freeman y Klassen, 2004). En estudios in vitro con animales
de experimentacion, se ha demostrado que el etanol acelera el proceso de apoptosis en

timocitos, y linfocitos By T del bazo (Slukvin y Jerrells, 1995).

Los pacientes con AH tienen niveles aumentados de anticuerpos circulantes
contra aductos de proteinas modificadas con HER y aldehidos derivados de la
peroxidacién lipidica, lo que justifica la activacion de la respuesta inmune adaptativa
(D’Souza y col., 2013; Donohue y col., 2007). Se han detectado anticuerpos HER y
MDA en ratas cronicas alimentadas con etanol, asi como en personas que abusan del
alcohol, y estan asociadas con la deteccion de células T CD4 + de sangre periférica que
responden a estos aductos. Las citocinas liberadas por las células T CD4 + activadas
pueden estimular aun mas la activacion de las celulas de Kuppfer, contribuyendo a la

lesion del parénguima, la inflamacion hepatica y la fibrogénesis.

También se produce un desequilibro de la respuesta inmunitaria TH1/TH2,
pudiendo desarrollar enfermedades inmunoldgicas. Concretamente enfermedades
autoinmunes se encuentran asociadas al exceso de respuesta TH1, mientras que la
inmunodeficiencia y las alergias a TH2 (Cook, 1998). Ademas, algunos estudios
sefialan que la exposicién aguda al etanol induce una respuesta de tipo TH2 con
incremento de citoquinas IL-4 e I1L-10, disminucion de la respuesta TH1 al observarse
disminucion de IL-12 e IFN-y (Friedman, 1998; Girouard, Mandrekar, Catalano y
Szabo, 1998; Waltenbaugh, Vasquez y Peterson, 1998).

Resumiendo, el estudio de la patogenia de la ALD debe considerar que el etanol
se metaboliza principalmente en acetaldehido por la ADH y, en menor medida, por el
CYP2EL. Una via terciaria para la oxidacion del etanol es llevada a cabo por la catalasa,
una enzima peroxisomal que también cataliza la eliminacidén de especies reactivas de
oxigeno. El acetaldehido se metaboliza posteriormente a acetato por la accién de la
ALDH. Como resultado, el metabolismo del etanol produce disbiosis intestinal,
inflamacién y aumento de la permeabilidad, que afectan bidireccionalmente al higado
en términos de una acumulacion significativa de lipidos, causada por un aumento de los
acidos grasos libres circulantes, infiltracion de células inmunitarias hepaticas, dafio de

los hepatocitos, colestasis y fibrosis (Figura 50).
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Figura 50. Resumen de ALD humana. ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDH,
acetaldehido deshidrogenasa; CCL2, ligando 2 de quimiocina de motivo C-C; CYP2E1,
isoenzima 2E1 del citocromo P450; RE, reticulo endoplasmico; FFA, &cidos grasos
libres; 1L-6, interleucina 6; LPS, lipopolisacarido; ROS, especies reactivas de oxigeno;
TNF, factor de necrosis tumoral; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad (Extraida

de Nevzorova, Boyer-Diaz, Cubero y Gracia-Sancho, 2020).

12. Mecanismos celulares y moleculares del desarrollo de fibrosis hepatica

inducida por alcohol

Los mecanismos celulares y moleculares responsables de la progresion de la
fibrosis hepatica son complejos. EI consumo de alcohol puede inducir la acumulacion
de grasas en el higado a través de alteraciones del metabolismo de las grasas por varios
mecanismos. En primer lugar, el consumo de alcohol eleva la proporcion de NAD
reducido/NAD oxidado (NADH/NAD®) en los hepatocitos, lo que interrumpe la B-

oxidacion mitocondrial de los acidos grasos y produce esteatosis (Lieber, 1974).

En segundo lugar, el consumo de alcohol puede regular al alza la expresion
hepéatica de SREBP1c, un factor de transcripcion que estimula la expresion de genes

lipogénicos (You y col., 2002), lo que da como resultado una mayor sintesis de acidos

grasos.
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En tercer lugar, el alcohol inactiva el PPARa, un receptor de hormonas nucleares
que regula al alza la expresion de muchos genes implicados en el transporte y oxidacion
de &cidos grasos libres (Galli y col., 2001). La evidencia sugiere que el alcohol puede
alterar directamente la transcripcion de SREBF1 (que codifica SREBP1c) y PPARA
(que codifica PPARa) a través del metabolito acetaldehido o controlar indirectamente la
expresion de estos genes mediante la regulacion de multiples factores. Por ejemplo, la
translocacion  bacteriana de PAMPs como lipopolisacarido  (LPS), 2-
araquidonoilglicerol, activacion del complemento, estrés del RE, aumentos de
adenosina, disminucion de adiponectina, disminucion del transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3 (STAT3) y la homeostasis del zinc desregulada) que

afectan su expresion y activacion (Figura 51) (Purohity col., 2009).
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Figura 51. Mecanismos implicados en la formacion del higado graso alcohdlico
(Extraido de Seitz y col., 2018)

Como se observa en la Figura 51, primero el alcohol aumenta la sintesis de
acidos grasos (FA) a través de la regulacion positiva de la proteina de unién al elemento
regulador de esteroles 1c (SREBP1c) y los genes lipogénicos posteriores. Asi, el alcohol
activa SREBP1c al aumentar el acetaldehido, el lipopolisacarido (LPS), el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), el complemento, el estrés del reticulo endoplasmico (ER),
la adenosina y el NADH/NAD™ o mediante la inhibicion de la adiponectina, la proteina
quinasa activada por 5-AMP (AMPK), dependiente de NAD proteina deacetilasa

113



Introduccion

sirtuina 1 (SIRT1), transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) y
metilacion de H3K9 (trimetilacion de lisina 9 de histona 3) (Seitz y col., 2018).

En segundo lugar, el alcohol inhibe la oxidacion de B-acidos grasos a través de la
inactivacion del receptor a-activador del proliferador de peroxisomas (PPARa) y los
genes de B-oxidacion posteriores a través de la modulacion de varios factores. Por
ejemplo, el alcohol suprime PPARa mediante la elevacion de acetaldehido, adenosina,
CYP2E1 y NADH/NAD" o mediante la inhibicion de los niveles de adiponectina,
AMPKy zinc (Seitz y col., 2018).

Tercero, el alcohol inhibe la AMPK y posteriormente eleva la actividad acetil-
CoA carboxilasa (ACC) pero inhibe la actividad de la carnitina O-palmitoiltransferasa
1, isoforma hepéatica (CPT1). Cuarto, el alcohol promueve la movilizacion de FA y
lipidos del tejido adiposo y el intestino al higado. Por ultimo, el alcohol también puede
alterar la autofagia, las células de Kupffer y la microbiota intestinal, regulando asi la
esteatosis hepatica. Por ejemplo, el consumo de alcohol activa las células de Kupffer
para liberar citocinas proinflamatorias, como factor de necrosis tumoral, que promueven

la acumulacién de grasa en el higado (Seitz y col., 2018).

El consumo de alcohol también induce sobrecrecimiento bacteriano intestinal y
disbiosis, que causan la elevacion de los patrones moleculares asociados con el
patogeno que promueven la inflamacién y la activacion de las células de Kupffer, lo que
induce la esteatosis. FSP27, homologo de la proteina especifica de grasa FSP27
(también conocido como CIDEC) (Seitz y col., 2018).

12.1. Células estrelladas hepaticas

Las células estrelladas son celulas mesenquimales, también Ilamadas lipocitos,
células almacenadoras de grasa o células de Ito, perisinusoidales ubicadas a lo largo de
los sinusoides en el espacio perisinusoidal de Disse, aunque también pueden observarse

entre las células parenquimatosas (Vinay y Abbas, 2015; Ramadori, 1992).

Clasicamente el espacio de Disse se define como la zona limitada por los
hepatocitos y la pared sinusoidal formada por las células endoteliales
sinusoidales(Geerts, Schuppan, Lazeroms, De Zanger y Wisse, 1990; Vinay y Abbas,

2015). Normalmente este espacio contiene fibras nerviosas y algunos componentes de la
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matriz extracelular (MEC) como, por ejemplo, fibras colagenas de tipos | y Ill y
componentes de la membrana basal que, por lo general, no llegan a formar una

membrana basal verdadera (Sarem, Znaidak, Macias y Rey, 2006).

12.1.1. Funcion de la célula estrellada hepética en higado sano

En condiciones normales, las células estrelladas hepaticas (CEH) cumplen varias
funciones en el higado, en las que se encuentran el almacenamiento de la vitamina A,
controlar la comunicacion intercelular por medio de la liberacion de varios mediadores
intercelulares (Pinzani y Marra, 2001; Sarem y col., 2006; Solin, 2000) y remodelar

gran parte de la poca MEC presente en un higado normal.

La remodelacion de la MEC se lleva a cabo mediante la produccion de los
componentes coldgenos y no colédgenos de la MEC (Gressner y Bachem, 1990;
Hautekeete y Geerts, 1997; Sarem y col., 2006), la sintesis de metaloproteinasa de la
matriz extracelular (MMP), que son un grupo de enzimas capaces de catabolizar los
componentes de la MEC (Bonis, Friedman y Kaplan, 2001; Friedman, 2000);y la
sintesis de los inhibidores de las MMP o inhibidores tisulares de metaloproteinasas
(TIMP), que tienden a controlar la actividad catalitica de las MMP a fin de mantener las
sustancias de la matriz intersticial en un concentracion estable (Arthur, Mann y Iredale,
1998; Iredale, 1997). Estas ultimas funciones de las CEH tienen como propdsito basico
controlar la homeostasis tisular y mantener una especie de equilibrio fisioldgico entre la

sintesis y la degradacion de los componentes de la MEC (Pinzani y Marra, 2001).

12.1.2. Activacion de las células estrelladas del higado

Cuando el higado sufre alguna agresion, las CEH sufren un proceso anormal que se

denomina «activacién» (Saremy col., 2006).

La activacion de las CEH es un proceso patolégico que se caracteriza por el cambio
de su morfologia y su actividad bioldgica (Sarem y col., 2006). Desaparecen las gotas
de vitamina A, se alargan, adoptan la morfologia de los miofibroblastos, desarrollan un
amplio reticulo endoplasmico rugoso, expresando actina en su citoplasma (Friedman,
1999) y receptores del PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) y del TGF 3

en la membrana celular, producen factores de crecimiento, citocinas inflamatorias y
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fibrogénicas (TGFR, M-CSF [factor estimulante de colonias de macrdfagos], PAF
[factor activador de plaguetas], IL-10, IL-6) (Tsukamoto, 1999) y, por ultimo, sintetizan
y segregan gran cantidad de practicamente todos los componentes de la MEC (Maher y
McGuire, 1990).

La activacion de las CEH es un factor que tiene un papel decisivo en la
fibrogénesis hepética (Solin, 2000; Bataller y Brenner, 2005; Friedman, 2008). La
fibrogénesis hepatica se define como un complejo y dindmico proceso fisiopatolégico
caracterizado por el deposito de tejido fibroso en el higado como consecuencia de un
desequilibrio entre la produccién y la degradacion de los componentes de la MEC en
respuesta a varias agresiones repetitivas o cronicas de intensidades suficientes para
conducir a este proceso de cicatrizacion. Independientemente de la causa, existe una
progresiva deposicion de multiples tipos de proteinas colagenas y no colagenas en el

intersticio y en el espacio de Disse (Saremy col., 2006).

Como se observa en la Figura 52, después de una lesion hepéatica aguda,
necrotico o apoptotico las células seran reemplazadas por células parenquimatosas
regeneradas. Conectado a la inflamacion la activacion de las células estrelladas
hepaticas tiene lugar y la transdiferenciacion en células similares a miobroblastos que
alcanzan la capacidad contractil,propiedad proinflamatoria y fibrogénica. Si la lesion
hepatica es cronica, fallarad la regeneracion y sustitucion de hepatocitos con abundante
ECM vy coléageno fibrilar. En estadio avanzado, el higado fibrético contiene de tres a
diez veces mas ECM que el higado normal que incluye colagenos (I, Il y 1V),
fibronectina, elastina, laminina, acido hialuronico (HA) y proteoglicanos
(Nallagangula, Nagaraj, Venkataswamy y Chandrappa, 2018)
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Figura 52. Fisiopatologia de la fibrosis hepatica. ASH: esteatohepatitis alcohdlica;
EMT: transicion epitelial mesenquimatosa; ET-1: endotelina-1; HSC: célula estrellada
hepética; NAFLD: no alcohdlicoenfermedad del higado graso; ROS: Especies reactivas

de oxigeno (Extraido de Nallagangula y col., 2018).

Las CEH activadas regulan el reclutamiento de células inflamatorias a través de
la secrecion de factores quimiotacticos, incluidas quimiocinas como CCL2 (proteina
quimioatrayente de monocitos 1) y CXCL8 (interleucina 8), implicadas asi en la
respuesta inmune a través de la secrecion de citoquinas y quimioquinas activadas, y de
la interaccion con otras células del sistema inmunitario. (Bonacchi y col., 2003;
Friedman, 2000). También contribuyen a la angiogénesis y la regulacion del estrés
oxidativo (Urtasun y Nieto, 2007).

Segun Sarem y col. (2006) el inicio del proceso de la activacion de las CEH se
produce por el impacto de la lesion de las células parenquimatosas o las células del
tracto biliar sobre la homeostasis tisular, los efectos de los estimulos citocinicos
provenientes tanto de células inflamatorias como de células vecinas y las
modificaciones en la composicién de la MEC (Gressner, 1996; Joya-Vazquez,

Bruguera, Sanchez-Tapias, Ampurdanes y Ventura, 2000).

Todas estas alteraciones provocan en las CEH importantes cambios en la

expresion genetica que generan una serie de modificaciones fenotipicas que
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permiten responder a los crecientes estimulos patoldgicos locales. Estas modificaciones
fenotipicas en las CEH activadas se sostienen por medio de una compleja y sofisticada
sefializacion intercelular autocrina y paracrina (Pinzani y Marra, 2001;Massimo Pinzani,
Marra y Carloni, 1998). Entre los mediadores intercelulares que intervienen en este

proceso se encuentran:

- Mediadores inductores de la proliferacion y/o motilidad celulares: el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, el factor de crecimiento basico de los fibroblastos

y el factor de crecimiento insulinoide 1.

- Mediadores fibrogénicos: los 2 méas importantes son el factor transformador del

crecimiento tipo b1 (TGF-bl) y la interleucina 6.

- Mediadores inductores de la contraccion de las CEH, tales como la endotelina-

1, la trombina, la angiotensina Il y la vasopresina.

- Mediadores con actividad antiinflamatoria y antifibrogénica: la interleucina-10

y el interferon gamma.

También es importante recordar el papel del estres oxidativo en la activacion de
las CEH. Varios estudios experimentales sefialan que las especies reactivas de oxigeno,
estan implicadas en el desarrollo y la progresion de diversas enfermedades como la
esclerosis multiple, el sida, la enfermedad de Alzheimer y la lesién hepética crénica,
entre otros. Estos productos metabolicos son tdxicos para el organismo y conducen a
alteraciones del metabolismo celular, inhibicién del crecimiento y finalmente la muerte
celular. Por fortuna el organismo dispone de un grupo de sistemas de enzimas
antioxidantes para contrarrestar los efectos toxicos de las especies reactivas de oxigeno (
Friedman, 2000).

Segun otros autores (Friedman, 2000; Sarem y col., 2006; Taghdouini y van
Grunsven, 2016) la vias de activacion constan de dos fases principales: las fases de
iniciacion y perpetuacion (Figura 53). Se sabe que el estres oxidativo, cFn y cuerpos
apoptoticos inician la activacion de las HSC. Factores como PDGF, ET-1, TGFB y
MCP1 perpetuardn una activacion adicional mediante la induccion de cambios
importantes en el comportamiento celular: aumento de la proliferacion y contractilidad,

fibrogénesis, quimiotaxis, perdida de retinoides y quimioatraccion de globulos blancos.
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Si la lesidn cede a tiempo, es posible la reversion de la fibrosis y, al menos en modelos

animales de fibrosis hepatica, se asocia con la apoptosis y la inactivacion de las HSC.
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Figura 53. Vias de activacion de las CEH que conducen al desarrollo de fibrosis

hepatica y su resolucion (Extraida de Taghdouini y van Grunsven, 2016).
12.2. Células de Kupffer

Las células de Kupffer representan el grupo méas grande de macréfagos fijos en
el cuerpo y representan aproximadamente el 20% de las células no parenquimatosas en
el higado (Mackay, 2002). Derivan de los monocitos circulantes que surgen de los

progenitores de la médula dsea (Gale, Sparkes y Golde, 1978).

Una vez localizadas en el higado, las células de Kupffer residen dentro del
espacio vascular sinusoidal, predominantemente en el &rea periportal. En esta ubicacion,
estan perfectamente situados para eliminar las endotoxinas del paso de sangre y
fagocitar los restos y los microorganismos. Su lenta migracion a lo largo de los
sinusoides hepaticos provoca frecuentes perturbaciones e incluso estasis temporal del
flujo sanguineo sinusoidal (MacPhee, Schmidt y Groom, 1995) facilitando asi el

contacto cercano con los linfocitos que pasan. Las células de Kupffer también
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atraviesan el espacio de Dissé, entran en contacto directo con los hepatocitos y fagocitan

los hepatocitos apoptéticos (Racanelli y Rehermann, 2006).

Ademas, las células de Kupffer también contribuyen significativamente a la
patogénesis de la lesion hepatica, la fibrosis y la regeneracion. En general, se cree que,
después de una lesion, las células de Kupffer se activan y liberan una variedad de
citocinas proinflamatorias e intermediarios de oxigeno reactivo, que luego activan las
HSC, lo que conduce a la fibrosis hepatica (Rivera y col, 2001; Urtasun y Nieto, 2007).
Por otro lado, las células de Kupffer o los macrofagos también juegan un papel
importante en la resolucion de la fibrosis hepéatica a traves de la produccion de
metaloproteinasa (Fallowfield y col.,, 2007; Duffield y col., 2005; Racanelli y
Rehermann, 2006)

12.2.1. Amplificacion por alcohol del efecto profibrogénico de las células de
Kupffer.

Existe una creciente evidencia de que el consumo cronico de alcohol conduce a
la fibrosis hepatica a través de la regulacién positiva de los efectos profibrogénicos de

las células de Kupffer (Figura 54).
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Figura 54. El alcohol amplifica los efectos profibrogénicos de las células de Kupffer.

El consumo cronico de alcohol aumenta la fuga de endotoxinas intestinales en

humanos y roedores, lo que conduce a endotoxemia, que probablemente contribuye al
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desarrollo de hepatitis alcoholica, fibrosis y cirrosis (Stern, Carter yWalker, 1986;
Parlesak, Schéfer, Schiitz, Bode y Bode, 2000).

La concentracion de LPS aumenta en pacientes alcohdlicos y modelos de
roedores expuestos a etanol (Fukui, Brauner, Bode y Bode, 1991; Nanji, Khettry,
Sadrazadeh y Yamanaka, 1993) y el consumo crénico de alcohol aumenta la expresion
de CD14 en las células de Kupffer, aumentando su sensibilidad al LPS (Enomoto y col.,
2001; Wheeler y Thurman, 2003). Las células de Kupffer activadas producen una
variedad de citocinas proinflamatorias y mediadores inflamatorios (McVicker, Tuma,
Kharbanda, Kubik y Casey, 2007) como TNF-a, IL-6, TGF-B1 y ROS que luego activan
las CEH, lo que lleva a la produccion de matriz extracelular (fibras de colageno) e
higado: fibrosis. ElI consumo crénico de alcohol también aumenta la sensibilidad de las
celulas de Kupffer a la endotoxina mediante la regulacion positiva de la expresion de
CD14 (Enomoto y col., 2001; Wheeler y Thurman, 2003).

12.3. Células Natural Killer en el higado

Muchos estudios han demostrado que las células NK hepaticas desempefian un
papel importante en la respuesta inmunitaria innata contra tumores y patdgenos

microbianos, incluidos virus, bacterias y parasitos.

Cada vez hay mas evidencia que sugiere que las células NK también pueden

estar involucradas en la patogénesis de dafio hepatico, fibrosis y regeneracion.
12.3.1. Efecto antifibrdtico de las células NK

Se ha demostrado que la activacion de las células NK inhibe la fibrosis hepatica
in vivo (Chen y col., 2007; Melhem y col., 2006; Radaeva y col., 2006; Jeong, Park,
Radaeva y Gao, 2006).

Otros estudios sugieren que los efectos inhibidores de las células NK sobre la
fibrosis hepatica estdn mediados por maltiples mecanismos, reflejado en la Figura 55.
Durante la activacion de las CEH se produce la metabolizacion de retinol a acido
retinoico (RA), mediante las enzimas ADH y deshidrogenasa de retina (Radhs). RA
induce la expresion de RAE-1, ligando activador para las células NK, que inicia la

muerte de las NK de las HSC activadas mediante la liberacion de TRAIL, que se dirige
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a los receptores de TRAIL que estan regulados positivamente en las HSC activadas
(Taimry col., 2003).

Ademas, la expresion del ligando inhibidor de células NK MHC de clase | en las
CEH activadas se regula a la baja, lo que reduce la sefial inhibidora de las CEH a las
células NK y una mayor activacion de las células NK (Melhem y col., 2006). Después
de la activacion, las células NK producen IFN-y, que no solo puede amplificar las
funciones de las células NK mediante la regulacion positiva de la expresion de TRAIL y
NKG2D, sino que también puede inducir la detencion del ciclo celular y la apoptosis de
las HSC de una manera dependiente de STAT1 (Jeong y col., 2006).

Activated

Apoptosis
Cell cycle arrest

Retinal &
% R

- Yez) /V Retinol
TRAIL
Granzyme

Figura 55. Mecanismo de destruccion de las células NK de las células estrelladas

hepaticas activadas tempranamente (Extraida de Jeongy Gao, 2008).

En primer lugar, las células NK pueden destruir directamente las CEH activadas
de forma temprana en formas dependientes de las moléculas NKG2D, TRAIL, MHC de
clase | y de las granzimas. Se ha comprobado que las células NK no destruyen las CEH
inactivas o completamente activadas, ya que sélo las CEH activadas de forma temprana
expresan niveles aumentados de ligando activador de NKG2D gen 1 inducible temprano
del acido retinoico (RAE-1) pero niveles reducidos de ligando inhibidor de células NK
(MHC-1).

En segundo lugar, las células NK también pueden mejorar la fibrosis hepatica

mediante la liberacion de IFN-y, que posteriormente induce la detencion del ciclo
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celular de las CEH vy la apoptosis a traves de un mecanismo dependiente del transductor
de sefial y el activador de la transcripcion 1 (STAT1) (Jeong y col., 2006).

Finalmente, la actividad de las células NK en pacientes con VHC se
correlacionaron negativamente con el grado de fibrosis hepatica.(Melhem y col., 2006;
Morishima y col., 2006).

Por lo tanto, las células NK parecen tener funciones antifibroticas y la activacion
de las células NK podria ser una estrategia novedosa para tratar la fibrosis hepatica
(Gao, Radaeva y Jeong, 2007).

12.3.2. Anulacion por alcohol del efecto antifibraético de las células NK

El etanol tiene un efecto inmunosupresor, que incluye la supresion de la
actividad de las células NK (Collier, Wu y Pruett, 2000; Pan y col., 2006). La inhibicion
por alcohol de NK/IFN-y podria ser un mecanismo que contribuye Yy acelera a la fibrosis

hepética inducida por alcohol.

Como se observa en la Figura 56, en primer lugar, el consumo crénico de
alcohol reduce el nimero de células NK en el higado y la citotoxicidad de las células
NK contra las CEH, inhibiendose la muerte de las células NK de las CEH activadas
mediante la regulacion a la baja de NKG2D, TRAIL, granzima, perforina e IFN-y en las
células NK (Pany col., 2006; Jeong y col., 2008).

En segundo lugar, el consumo de alcohol estimula a las CEH a producir TGF-§,
que puede inhibir las funciones de las células NK. En tercer lugar, el alcohol suprime el
efecto antifibrético de poli I:C e IFN-y mediante la inhibicion de la activacion de
STAT1 de sefializacion aguas abajo. Se ha demostrado que el tratamiento con poli I: C
0 IFN-y activa STAT1 hepatico e inhibe la fibrosis hepatica en ratones alimentados con
control, pero no en ratones alimentados con etanol. El tratamiento in vitro con IFN-y
activa STAT1 en HSC cultivadas, pero dicha activacion fue suprimida en CEH de
ratones alimentados con etanol. Otros estudios sugieren que la inhibicion por etanol de
la activacion de STATL1 por IFN-y esta mediada por la induccion de la expresion de
SOCSL1 vy la estimulacién de los hepatocitos para producir ROS, que posteriormente
inhibe la sefializacion de IFN-y / STAT1 en CEH (Jeong y Gao, 2008).
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Alcohol

_ Hepatocyte A

Figura 56. El alcohol inhibe los efectos antifibrogénicos de NK / IFN-y. Se produce a
través de multiples mecanismos que incluyen (1) el alcohol reduce el nimero de células
NK y la citotoxicidad de las células NK contra las CEH (HSC); (2) el alcohol estimula
las CEH para producir TGF-B1, seguido de la inhibicion de la muerte de las CEH por
las células NK; (3) el alcohol induce la expresion de la proteina supresora de
sefializacion de citoquinas 1 (SOCS1) en las CEH, seguido de la inhibicion de la
sefializacion de IFN-y en las HSC; (4) el etanol estimula a los hepatocitos para que
produzcan estrés oxidativo, que luego inhibe la sefalizacion de IFN-y en las HSC.

(Figura extraida de Jeong y Gao, 2008).
13. Receptores de tipo Inmunoglobulina de las células NK (KIRs)
13.1. Estructura y nomenclatura

Los receptores tipo Inmunoglobulina (Ig) de las células NK (en inglés, Killer
Immunoglobulin-like Receptor, KIRS) son una familia de glicoproteinas transmembrana
con dominios extracelulares de tipo Ig (involucrada en la union al ligando), una regién
transmembrana y una cola intracitoplasmica que definen el tipo de sefial transducida por

la célula NK (Barrow y Trowsdale, 2008). La actividad efectora de las células NK
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(Figura 57), esta regulada por el balance entre sefiales de activacion y de inhibicion
como resultado de la expresion de moléculas KIR con diferentes propiedades

funcionales y de los genotipos HLA (Torres-garcia, Barquera y Zufiiga, 2008).

a Inhibition

(" heattween )

Healthy cell

Inhibitory

by HLA class |

Receptor

b Activation

Unhealthy cell

Inhibitory
Receptor

Ligand
sinduced-self
«altered-self
=non-self
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Figura 57. Respuesta de inhibicion y activacion de las células NK
(Extraida de Coscojuela, 2019).

Los KIRs se expresan predominantemente por las células NK pero también por
ciertas poblaciones de células T (CD4+ y CD8+) (Vilches y Parham, 2002).

La nomenclatura mas comidnmente empleada para clasificar los KIRs esta
basada en su estructura proteica (Marsh y col., 2003), que consiste en cuatro principales
subdivisiones basadas en dos caracteristicas: el nimero de dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina y las caracteristicas de la cola intracitoplasmica (Torres-garcia,
Barquera y ZUfiga, 2008).

Como se observa en la Figura 58, existen KIR con 2 o 3 dominios extracelulares

de tipo Ig (denominados KIR2D y KIR3D, respectivamente):

e Los KIR3D presentan, del extremo N- al C-terminal, dominios DO, D1y D2.
o Los KIR2D se subdividen dependiendo del dominio Ig mas distal que presenten:
o Tipo I, presentan un dominio D2 y un dominio distal D1.

o Tipo Il tienen un dominio D2 y un dominio distal DO.
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Por otro lado, los pseudogenes se designan con una P (KIR2DP/KIR3DP). El

ultimo digito indica el numero del gen que codifica un receptor con esa estructura.

KIR2DS1

KIR2DS2

KIR2DL1 KIR2DS3

KIR3DL1 KIR2DL2 KIR2DS4
KIR3DL2 KIR3DL3 KIR2DL3 KIR2DL5 KIR2DL4 KIR2DS5 KIR3DS1

Figura 58. Estructura de los receptores KIR (Extraida de Cisneros, 2017).

En cuanto a su cola intracitoplasmatica, existen KIR con una cola

intracitoplasmica larga (“long”, L) o corta (“short”, S), que determina su funcionalidad:

KIR inhibitorios (iKIR), con una cola citoplasmatica larga (de 76 a 96
aminoacidos), con dos motivos ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Inhibitory Motifs) compuestos por secuencias caracteristicas (I/VXYxxL/V),
separadas por 24 aminoacidos. Una vez fosforilados, tras la interaccion con el
ligando, reclutan las proteinas tirosina fosfatasas SHP-1 y 2 (Scr-homology
domain-bearing tyrosine phosphatase), que son criticas para mediar su funcion
inhibidora (Burshtyn y col., 1996; Campbell y col., 1996).

KIR de activacion (aKIR), con una cola citoplasméatica corta (de 20 a 30
aminoacidos) en la que los motivos ITIM estan ausentes, pero contiene un
residuo basico de lisina (Lys) cargado positivamente en la region
transmembrana que les permite asociarse con la molécula adaptadora DAP-12 y
generar sefiales activadoras a través de motivos ITAM (Immunoreceptor
Tyrosinebased Activating Motifs) (Lopez Alvarez, 2011; Olcese y col., 1997,
Parham, 2005; Rajalingam, 2011).

Cabe destacar que existen varias excepciones a las estructuras descritas.

KIR3DL3 carece del tallo que une la region transmembrana con los dominios Ig y posee
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una cola citoplasmatica de longitud intermedia con un solo ITIM (Torkar y col., 1998).
Por otro lado, los receptores KIR2DL4 y KIR2DL5 poseen una cola citoplasmica méas
larga que la del resto de iKIR (en 20-39 aminoacidos) (Vilches y Parham, 2002).
Ademas, el receptor KIR2DL4 posee un solo motivo ITIM presentando en su region
transmembrana el aminoéacido arginina (Arg) cargado positivamente, que le permite
asociarse a FcRy (Kikuchi-Maki, Catina y Campbell, 2005) y trasmitir sefales
intracelulares tanto activadores como inhibidoras (Lépez Alvarez, 2011; Parham, 2005;
Rajalingam, 2011).

Los receptores KIR2D pueden tener los dominios D1-D2 (tipo I) o los dominios
DO0-D2 (tipo 1), siendo el tipo I de receptores KIR2D el mas frecuente, mientras que en
el tipo Il sélo se engloban el KIR2DL4 y el KIR2DL5 (Lépez Alvarez, 2011; Parham,
2005; Rajalingam, 2011).

Asi, se han identificado catorce receptores KIR (Figura 59) (mas 2 pseudogenes;
2DP1 y 3DP1) (Rajalingam, 2011): seis iKIR (KIR3DL1-3, KIR2DL1-3), seis aKIR
(KIR3DS1 y KIR2DS1-5) genes y un KIR2DL4 gen que codifica un receptor con

funciones inhibidoras y activadoras ( Legaz y col., 2013).
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Figura 59. Receptores KIR. Los motivos ITIM en las colas citoplasmaticas de los iKIR
se muestran como cuadros azules, y los residuos cargados positivamente en las regiones
transmembrana de los aKIR se muestran como circulos amarillos (Extraida de
Rajalingam, 2011).

13.2. Ligandos de los receptores KIR

Se han identificado, que en su mayoria, los iKIR reconocen motivos especificos
de las moléculas de clase I (en humanos HLA-1, Human Leucocyte Antigen class 1) del
complejo principal de histocompatibilidad (en inglés, Major Histocompatibility
Complex, MHC) (Klein y Sato, 2000; Marsh y col., 2010). Sin embargo, los ligandos
para la mayoria de los aKIR son desconocidos (Tabla 25).

Curiosamente, la expresion de los KIR en la superficie de las células NK parece
estar influenciada por la presencia de ligandos HLA-I especificos (Pegram y col.,2011).
Los genes HLA-I se encuentran en la superficie de todas las células nucleadas,

localizadas en el brazo corto del cromosoma 6. Se subdividen en dos grupos: "proteinas
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clasicas", que incluyen HLA-A, -B y -C, y "proteinas no clasicas", que se refieren a
moléculas HLA-E, -F y -G (Rizzo y col., 2021).

El nivel de expresion de HLA-I es modificado por citocinas proinflamatorias
(Van den Elsen, 2011; Van Den Elsen y col., 2004), que promueven una regulacion
positiva de las moléculas de HLA-1 y acivar al sistema inmune durante una infeccion,
incluso si se disminuye la expresion de HLA-I y, en consecuencia, la exposicion de los
epitopos virales en las células infectadas, evitando los linfocitos T CD8+. matando pero
consecuentemente induciendo la activacion de matanza de células NK (Rizzo y col.,
2021).

Una vez unidos por ligandos HLA-I, la sefial de transduccion inhibitoria de KIR
es desencadenada por la activacién de tirosina quinasas y fosfatasas, con el fin de

inducir la inhibicion de las células NK.

Los KIR inhibidores se han descrito como tres isoformas proteicas distintas. Los
KIR implicados en el reconocimiento de HLA-C (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3)
(Colonna y col.,1995). KIR2DL?2 / 3 se une preferentemente a HLA-C1, mientras que
KIR2DL1 se une preferentemente a HLA-C2, mostrando una afinidad mas fuerte que la
primera. Sin embargo, HLA-C1 también es ligando para el receptor activador
KIR2DS1, mientras que aun quedan por identificar ligandos para los restantes KIR
activadores (Stewart y col.,, 2005). Por otra parte, el KIR implicado en el
reconocimiento de HLA-B es KIR3DL1, mientras que KIR3DL2 se une a HLA-A
(Colonnay col.,1995) (Tabla 25).
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Tabla 25. Receptores KIRs (activadores e inhibidores) y ligandos.

Familia de receptores Receptor Ligando conocido Funcion

KIR2DL1 HLA-C2 (Lys 80) Inhibidora

KIR2DL2 /3 HLA-C1 (Asn 80) Inhibidora

KIR2DL4 HLA-G Activadora

KIR2DL5 Desconocido Inhibidora

KIR2DS1 HLA-C2 (Lys 80) Activadora

KIR2DS2 HLA-C1 (Asn 80) Activadora

KIR KIR2DS3 Desconocido Activadora
KIR2DS4 HLA-Cw4 Activadora

KIR2DS5 Desconocido Activadora

KIR3DL1 HLA-Bw4 Inhibidora

KIR3DS1 HLA-Bw4 (posible) Activadora

KIR3DL2 HLA-A3/ A1l Inhibidora

(Extraida y modificada de Rizzo y col., 2021).

Por consiguiente, HLA-C es el locus HLA de clase | dominante que proporciona
ligandos para muchos receptores KIR. HLA-C es el ligando principal de los receptores
KIR2D.

Existen dos grupos de alelos HLA-C definidos por la variacion en el aminoacido
presente en la posicion 80 de la hélice a-1 de la molécula de HLA-C (Boyington y Sun,
2002). Todos los alelos HLA-C llevan el aminoacido valina (Val) en la posicion 76,
mientras que la posicion 80 muestra un dimorfismo de asparagina (Asn) o lisina (Lys).
Casi la mitad de los alelos HLA-C (Cw2, Cw4, Cw5, Cw6 y Cw15) portan Lys en la
posicién 80 (epitopo C2) que se une al receptor inhibidor KIR2DL1 y con menor
afinidad a su homdlogo activador KIR2DS1 (Colonna y col., 1993; Winter y Long,
1997) (Stewart y col., 2005). Los alelos HLA-C restantes (Cwl, Cw3, Cw7 y Cw8)
aportan Asn80 (epitopo C1) y se unen a los receptores inhibidores KIR2DL2 y 2DL3
(Rajalingam, 2011).

Asi, las proteinas codificadas por los alelos del grupo C1 son ligandos
especificos para los receptores KIR2DL2/S2 y KIR2DL3 (o moléculas CD158b/j),

mientras que las codificadas por los alelos del grupo C2 son los ligandos especificos de
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los receptores KIR2DL1/S1 (o moléculas CD158a/h) (Figura 60) (Boyington y Sun,
2002).

ce \ Ser 184 K
Glu 187 .
X3 N |
Met 44 , .
Lys 80

KIR2DL2/HLA-Cw3 KIR2DL1/HLA-Cw4

Figura 60. Interaccion KIR/HLA-C. (A) KIR2DL2 interacciona con un ligando del
grupo C1 (HLA-C*03); (B) KIR2DL1 interacciona con un ligando del grupo C2 (HLA-
C*04). Los receptores KIR se muestran de color verde y la molécula de HLA-C de color
marrén -rojo (Extraida de Boyington y Sun, 2002).

Ademas de interaccionar con el epitopo C1, KIR2DL2 y 2DL3 también puede
interactuar con varios alelos C2 y con dos alelos HLA-B, B46 y B73, ambos con
motivos Val76 y Asn80 (Moesta y col., 2008). Las sefiales inhibitorias activadas por la
interaccion 2DL2/L3-C1 son relativamente mas débiles en comparacion con las
activadas por la interaccion 2DL1-C2. En cuanto a sus homdlogos activadores, varios
estudios afirman no detectar afinidad de KIR2DS2 por HLA-C1 (Moesta y col., 2008;
Winter y col., 1998), aunque otros posteriores detectan una unién de baja afinidad con
el epitopo C1, e incluso, con moléculas HLA-A*11 (David y col., 2013; Liu y col.,
2014).

KIR2DS4 es el receptor activador mas antiguo y mas frecuente y tiene una
especificidad de ligando Unica para subconjuntos de alelos HLA-C gue portan epitopos
CloC2yHLA-A*11 (Graefy col., 2009) .

Dado que C1 y C2 son subconjuntos no superpuestos de alelos HLA-C, los
individuos pueden ser C1 homocigotos, C2 homocigotos o C1/C2 heterocigotos. Por el
contrario, el epitopo Bw4 presente en el 40% de los alelos HLA-B y en HLA-A (HLA-
A23, 24, 25 y 32) funcionan como ligandos para el receptor KIR3DL1 (Cella y col.,
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1994; Gumperz y col., 1995; Thananchai y col., 2007) (Figura 41, anteriormente
mencionada). KIR3DL2 solo se une a los alelos HLA-A*03 y A*11, y la fuerza de esta
interaccion parece ser altamente sensible a la secuencia del péptido unido (Hansasuta y
col., 2004; Pende y col., 1996). (Burshtyn etal., 1996). Rajagopalan y Long (1999)
proponen que el receptor KIR2DL4 se une a moléculas de HLA-G e induce una
produccién rapida de IFN-y (Kikuchi-Maki y col., 2003), pero hay controversia al
respecto (Le Page, y col., 2014). Las especificidades de ligando para KIR2DS3, 2DS5,
3DS1 y 2DL5 aun no se conocen. Algunos estudios epidemioldgicos sefialan al alotipo
Bw4 con isoleucina en la posicion 80 en la interaccion con KIR3DS1 (Alter y col.,
2007; 2009; Martin y col., 2002), aunque no ha sido demostrada una interaccion directa
entre KIR3DS1 y Bw4 (Carr y col., 2007; O’Connor y col., 2007).

Por otro lado, se han descrito también interacciones de varios KIRs cuyo
ligandos no son ligandos HLA. Es el caso de KIR3DL2 (y en menor medida KIR3DL1,
3DS1y 2DL4), Sivori y col. (2010) sefiala su interaccidn con oligodesoxinucledtidos de
tipo CpG, a través de su dominio DO, y los internaliza permitiendo su reconocimiento
por TLR9 en los endosomas (Carr y col., 2007). También por medio de su domino DO,
KIR2DL4 interacciona directamente con moléculas de heparan sulfato (HS) que podrian
involucrarlo en su actuacion como un regulador alostérico para modular la capacidad

del receptor de interaccion con otros ligandos (Brusilovsky y col., 2013; 2014).

Destacar que numerosos estudios han demostrado la importancia de las
combinaciones KIR-HLA en la susceptibilidad y resistencia a enfermedades de etiologia
infecciosa, autoinmune, céncer, asi como con complicaciones en la reproduccion
humana. Destacan la asociacion de los genotipos homocigotos KIR2DL3/2DL3 y HLA-
C1/C1 en el control de la infeccion VHC (Torres-garcia, Barquera y Zufiga, 2008;
Parham, 2005; Khakoo y Carrington, 2006; Rajagopalan y Long, 2005) y, estudios
recientes sobre receptores similares a los KIRs y ligandos HLA sugirieron que
desempefian un papel en la inmunopatologia hepatica (Carrington y Martin, 2005;
Legaz y col., 2013).
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14. Genes KIR

14.1. El complejo de receptores leucocitarios (LRC)

La organizacion gendmica de los KIR (Complejo KIR), comprende la region
19g13 (Figura 61), que ocupa una ~150 kb dentro del complejo de receptores
leucocitarios (LRC, del inglés Leukocyte Receptor Complex) (Dupont, Selvakumar, y
Steffens, 1997; Wilson y col., 2000; Harry y Wendon, 2001; Carrington y Martin, 2005;
Barrow y Trowsdale, 2008).

Chromosome 19 Extended LRC
Y .
~1Mb ~150Kb
A
19p13.3 —
30L3
19p13.2 —
I 20L3
19p13.13 — CD86
19p13.12 — /
FcGRT
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19912 | N
19p11
18q11
19q12 —
19q13.11 —
30L1
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Figura 61. EI LRC extendido (cromosoma 19913.4) junto con un haplotipo KIR.
Ademas, el LRC codifica las proteinas adaptadoras DAP, los antigenos CD66, asi
como receptores SIGLEC, FcyRT, LILR, LAIR, FcoR y NCR1 (Extraida de («IPD -
KIR Introduccion | EBI», s. f.).
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Como se observa en la Figura 43, ademéas del Complejo KIR, en LRC también
hay genes que codifican otras familias de receptores tales como la familia LILR (del
inglés Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptor), la familia LAIR (del inglés
Leukocyte-Associated Inhibitory Receptor) y el receptor de Fca (Wilson y col., 2000).
Los genes KIR estan flanqueados por FcaR, el gen que codifica el Fc receptor (FCR)

para IgA (FcaR) y los genes LILR (Barrow y Trowsdale, 2008).

El complejo KIR incluye combinaciones de 15 genes (KIR2DL1-4, KIR2DL5A-
B, KIR3DL1-3, KIR2DS1-5 y KIR3DS1) y 2 pseudogenes (KIR2DP1 y KIR3DP1)
(Tabla 26).

Tabla 26. Genes KIR

Name Alias a g do 5 Ligand
KIR2DL CD158a TIM 2 HLA-C2 group
KIR2DLZ2 CDI58b TIM 2 HLA-CI group
KIR2ZDL3 CD158b2 TIM 2 HLA-CI| group
KIR2DL4 CD158d TIM 2 HLA-G
KIRZDLSA CD|58f TIM 2

R2DLSE TIM 2
KIR2DS _Di58 +TM 2 HLA-C2 group
KIRZDS2 CDI158j K+TH 2 HLA-CI group
KIR2D53 K+TM 2
KIR2D54 CD158i K+TM 2 HLA-Cw4
KIR2D55 _D158g K+TH 2
KIRZDP
KIR3DL _d|58el I HLA-Buwet
KIR3DL2 CDI58k TIM 3 HLA-AZA |
KIRZDL3 CDI58z TIM 3
KIR3DS _DI5Be2 K+TH HLA-Bw4
KIRZDFI _DI58c

(Extraida de Barrow y Trowsdale, 2008)

Se encuentran organizados en tandem, con una orientacion cabeza-cola y
separados por regiones intergénicas de ~2,5 kb (Wilson y col., 2000), con la excepcién
de 3DP1y 2DL4 a los que les separa una region intergénica de ~5 kb (Goémez-Lozano y
col., 2005). Ademas, el pseudogen KIR3DX1 se encuentra intercalado entre los LILR,
localizados en una posicion méas centromérica dentro del LRC (Figura 62) (Sambrook y
col., 2006).
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Figura 62. Organizacién de los genes inmunorreceptores y adaptadores en el LRC (abajo) y
el LRC extendido (Extraida de Barrow y Trowsdale, 2008).

14.2. Estructura de los genes KIR

Aunque la estructura basica de los genes KIR es altamente similar y pueden
presentar diferencias de tan sélo un nucleétido, los distintos alelos codifican proteinas
con caracteristicas muy diversas en cuanto a unién con el ligando, expresion en la
superficie celular y sefializacion intracelular (Bashirova, Martin, McVicar y Carrington,
2006).

Los genes KIR poseen regiones promotoras independientes localizadas hasta 500
pares de bases (pb) antes del primer codon de trascripcion. La organizacion de la
estructura exdn-intron de los diversos genes KIR (Figura 63) consiste en la siguiente
disposicion basica: una secuencia de sefial codificada por los dos primeros exones, un
dominio tipo Ig (DO, D1 y D2, siempre comenzando desde el extremo N-terminal)
correspondiente a cada uno de los exones siguientes (exones 3-5, respectivamente), las
regiones de union y transmembrana se encuentran cada una en un exon (exones 6y 7), y
por ultimo la region intracitoplasmatica codificada por dos exones finales. Los genes
KIR de dos dominios de tipo 1, KIR2DL1 , 2DL2/3, y todos los genes 2DS, tienen una
organizacion gendmica idéntica a la que codifican las moléculas KIR con tres dominios
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Ig, pero el exdn 3 (que codifica DO) de estos dos dominios KIR es un pseudoexon
(parpura claro). El exén 3 también es un pseudoexon en KIR2DP1, que también
contiene un pseudoexon 4 (verde claro) (Trowsdale y col., 2001; Wilson, Torkar y

Trowsdale, 1997; Wilson y col., 2000; Torres-garcia, Barquera y Zufiiga, 2008).

Le@der DO D1 D2 Linker ™ c;_n.

KIR2D — III

KIR2DP1 — lIl

ol ] I
e i
| L

KIR3DP1® E

KIR3DP1® — I

1]

16 Kb

Figura 63. Estructura exon-intron genes KIR. Exones codificantes de diversos dominios
KIR: exones 1y 2, secuencia lider (sefial) en color amarillo; exones 3-5, dominios Ig
DO (parpura), D1 (verde) y D2 (azul), azul; exones 6 y 7, regiones enlazadoras (rosa) y
transmembrana (turquesa); y exones 8 y 9, dominio citoplasméatico (azul oscuro)
(Extraida de Carrington y Norman, 2003).

Por lo tanto, a los productos proteicos del tipo 1 de dos dominios KIR les falta
el dominio DO (Vilches, Pando y Parham, 2000). Todas las células NK expresan al
menos un tipo 1 2D KIR (Watzl, Peterson y Long, 2000). El tipo 2 de dos dominios
KIR, que incluye 2DL4, 2DL5A y 2DL5B (Vilches y Parham, 2002), se caracterizan
por la ausencia total del exon 4 (Selvakumar y col., 1997), y por lo tanto su producto
proteico no tiene dominio D1. El gen 3DL3 se parece mucho a los otros genes 3D,

excepto que le falta el exén 6 (Carrington y Norman, 2003).

Se han identificado y nombrado dos pseudogenes KIR, aunque pueden existir
otros que se parecen mucho a los genes KIR intactos (y por lo tanto no se detectan) en
ciertos haplotipos. KIR2DP1 (KIRZ) estd estrechamente relacionado con 2DL2/3 y
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2DL1 (> 97% de homologia a nivel de nucledtidos), y contiene dos pseudoexones, 3 y
4. El pseudoexon 3 de 2DP1 contiene las mismas aberraciones que las identificadas en
el Tipo 1 (dos genes KIR de dominio), y una eliminacion de un solo par de bases en el
pseudoexon 4 de 2DP1 provoca un cambio de marco que introduce un codon de parada.
Un segundo pseudogen KIR, 3DP1 (KIRX), esta severamente truncado y las formas
alternativas del gen se diferencian por una delecion de 1.5kb, que elimina el exdn 2
(Wilson y col., 2000). Hasta la fecha no se han identificado transcripciones para 2DP1 o
3DP1(Carrington y Norman, 2003).

14.3. Haplotipos KIR

La diversidad en los haplotipos KIR puede contribuir a mejorar la supervivencia
de la poblacion (Misra y col., 2018). El complejo KIR es extremadamente diverso
debido al polimorfismo alélico y la variacion del nimero de copias génicas (CNV). Solo
tres regiones "marco” del complejo KIR estan relativamente bien conservadas en su
contenido genético: los genes en los extremos 5 y 3 (KIR 3DL3 y 3DL2,
respectivamente), y un grupo central formado por KIR 3DP1 y 2DL4. Estos genes KIR
marco definen los limites de dos intervalos, centromérico (5') y telomérico (3'), que
contienen combinaciones variables de los otros genes (Wilson y col., 2000; Martin y
col., 2000; Roe y col., 2017).

Como se puede observar en la Figura 64, ciertos arreglos genéticos o "motivos”
son particularmente comunes dentro de cada uno de esos intervalos; a su vez, los
diferentes motivos de genes centroméricos y teloméricos se ven en cualquier asociacion
combinatoria, posiblemente debido a un punto de recombinacion entre KIR 3DP1 y
2DL4 (Cisneros y col., 2020).

Los valores de desequilibrio de ligamiento relativo positivo y negativo se
representan con flechas rojas y grises, respectivamente. Las lineas punteadas indican
que no se produce una significacion estadistica, mientras que el grosor de las lineas
continuas indica el nivel de significancia estadistica (p<0.05/0.01/0.0001). Los genes
"marco" conservados se representan como cajas solidas. Los genes y los espacios

intergénicos no estan representados a escala.
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Figura 64. Haplotipos centroméricos y teloméricos del gen KIR observados
comunmente en caucasoides, y su desequilibrio de ligamiento en individuos esparioles
(Extraida de Cisneros y col., 2020).

Los estudios de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion
publicados en 1997 clasificaron los genotipos KIR en las categorias "A" y "B", en
funcién de la presencia variable de una banda Hind 111 de 24 Kbp de longitud, que luego
se demostro que deriva del gen KIR2DL5 (Uhrberg y col., 1997; Vilches, Rajalingam, y
col., 2000).

Esta definicion fue refinada y adaptada (Marsh y col., 2003), de modo que "un
haplotipo” ahora designa oficialmente una combinacién casi fija de siete genes y
pseudogenes, que codifica el KIR 2DL3 y 2DL1 especifico de HLA-C en el intervalo
centromérico variable, y 3DL1y 2DS4 en el telomérico. En caso contrario, "B" designa
colectivamente una amplia gama de haplotipos que llevan cualquier gen KIR adicional
(incluso cuando también tienen, como sucede a menudo, partes de un haplotipo A). De
relevancia inmunologica, el haplotipo "A" codifica el KIR inhibitorio para todos los
ligandos HLA conocidos; y, a lo sumo, un solo KIR activador expresado en la
superficie de la célula NK, KIR2DS4 a menudo representado por un alelo aberrante
(Maxwell y col., 2002). En contraste, los haplotipos "B" se distinguen por una 0 mas de
las siguientes caracteristicas: codifican varios KIR activadores; carecen de uno 0o mas

genes para el KIR inhibidor mencionado anteriormente; y/o portan KIR2DL5, de papel
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bioldgico incierto (Cisneros y col., 2012). Esta diversidad parece influir en muchas

condiciones de salud humana (Parham y Guethlein, 2018).

Ciertos genes vecinos KIR tienden a aparecer fuertemente vinculados en el
mismo haplotipo. Entre ellos destaca el par formado por KIR 2DL5 y 2DS3 o0 2DS5,
que se heredan como alotipos del mismo locus (Ordoéfiez y col., 2008). Este grupo KIR
2DL5 - 2DS3/S5 se duplicé y diversificd conjuntamente durante la evolucion humana, y
se ve en uno o ambos intervalos centroméricos o telomericos de muchos haplotipos B
(Ordédfiez y col., 2008; Pyo y col., 2010; Cisneros y col., 2012; Gémez-Lozano y col.,
2002). La existencia de dos tramos de secuencia tan largos y muy similares favorecio
una recombinacién asimétrica adicional entre las regiones paralogicas, dando como
resultado haplotipos expandidos y acortados con duplicaciones en tdndem o deleciones
de los genes que intervienen (Cisneros y col., 2012; Hou y col., 2012; Norman y col.,
2002; Pyo y col., 2013; Roe y col.,, 2017). Las consecuencias adicionales de la
recombinacion asimétrica son genes de fusién novedosos que codifican KIR quimérico
que combinan caracteristicas estructurales y funcionales de sus receptores parentales
(Cisneros y col., 2020).

Se han caracterizado mas de 30 haplotipos KIR distintos con contenido genético
distinto mediante secuenciacién de clones gendmicos y analisis de segregacion de
haplotipos en familias (Rajalingam, 2011). Uno de ellos se puede observar en todas las
poblaciones, y de forma convencional se le ha denominado “haplotipo A” (Figura 65).
Los genes se organizan de la cabeza a la cola, y cada gen tiene una longitud de
aproximadamente 10-16 kb con una secuencia de aproximadamente 2 kb que separa
cada par de genes, excepto por un tramo de 14 kb de secuencia Unica aguas arriba de
2DL4 (Carrington y Norman, 2003). El haplotipo A consiste en nueve genes (3DL3-
2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-2DL4-3DL1-2DS4-3DL2) y algunos individuos son
homocigotos para este haplotipo. El resto de haplotipos se denominan de forma
colectiva como “haplotipos B”, y pueden poseer diversos genes, varios de ellos siempre
ausentes en el haplotipo A (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 2DL2, 2DL5 y 3DS1).

139



Introduccion

Haplotype A

3DL3 20L3 20P1 20L1 3DP1 2014 3DL1  2DS4  3DL2

ST e e T

Haplotype B

3DL3 2082 20i2 3DP1 20L4 3DS1 20L5 2085 2081 3DL2

e o T e

»]

Figura 65. Orden genérico de dos haplotipos KIR completamente secuenciados
(Extraida de Carrington y Norman, 2003).

Por lo tanto, los haplotipos B contienen mayor nimero de genes KIR activadores
que el haplotipo A, el cual posee un solo gen activador, KIR2DS4 (Figura 66,
haplotipos 2-22) (Rajalingam, 2011).

20S2  2DLSB  2DP1  3DP1 aDL1/S1 2083’5 2084
3DL3  2DL2/3 20835  2DL1 20L4  2DLSA  2DS1  3DL2
——_] -

NS ; RN

22,

Ol

Figura 66. Mapa de haplotipos KIR. El haplotipo 1 representa el haplotipo A, mientras
que el resto (n°2-22) representan los haplotipos B. Cuadros negros: Genes constitutivos;
Cuadros naranjas: Codifican para KIR activadores; Cuadros azules: Codifican para KIR
inhibidores. KIR2DP1 y 3DP1 son pseudogenes y no se expresan (Extraida de
Rajalingam, 2011).

Cabe resaltar que la regién se encuentra regulada por ciertas sefiales genoémicas
gue aseguran recombinacion de genes homologos entre haplotipos; asi, la regién donde
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se encuentra el complejo génico esta flanqueada por genes conservados (3DL3 y 3DL2
en las regiones centroméricas y teloméricas del transecto, respectivamente, asi como
3DP1y 2DL4 en los limites de la region de recombinacion reciproca), cuya posicion y
permanencia en los haplotipos es practicamente universal (Norman y col., 2009; Torres-
garcia, Barquera y Zufiiga, 2008).

Rajalingam (2011) afirma que la mayoria de los haplotipos de contenido de
genes KIR se pueden explicar por la recombinacion de 10 motivos de contenido de
genes centroméricos y 10 teloméricos (Figura 60). Por ejemplo, el haplotipo 1 listado
en la Figura 59 es un recombinante de la mitad centromérica cAO1 y la mitad telomérica
tA01, de manera similar, el haplotipo 8 es un recombinante de la mitad centromérica
cB02 y la mitad teloméricas tB02. La recombinacion reciproca también da como
resultado haplotipos que portan motivos especificos de haplotipo tanto del grupo A
como del grupo B. Por ejemplo, el haplotipo 6 listado en Figura 59 es un recombinante
de la mitad centromérica cAOl y la mitad telomérica tB04, y el haplotipo 9 es un
recombinante de la mitad centromérica cB03 y la telomérica tAOl. Los eventos de
recombinacion también se informan fuera de la region entre 3DP1 y 2DL4. Estos son
generalmente cruces no alélicos que generan varios haplotipos inusuales, incluidos los
haplotipos truncados a los que les faltan algunos genes marco (Hsu y col., 2002;
Shilling y col., 2002) o haplotipos alargados que contienen genes duplicados (Ordoéfiez
y col., 2008).

Asi, como se observa en la Figura 67 un tramo de ADN de 14 kb con numerosas
repeticiones L1 que interconecta KIR3DP1 y KIR2DL4 divide el haplotipo KIR en dos
mitades. La mitad centromérica esta delimitada por 3DL3 y 3DP1, mientras que la
mitad telomérica estd delimitada por 2DL4 y 3DL2. Multiples eventos de
recombinacion meiotica reciproca entre 3DP1 y 2DL4 barajan los motivos
centroméricos (c) y teloméricos (t) y, por lo tanto, diversifican el contenido genético de

los haplotipos KIR entre individuos y poblaciones.
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Figura 67. Mitades centroméricas y teloméricas de haplotipos KIR. Los genes marco,
presentes en todos los haplotipos, se muestran en cajas oscuras; los genes que codifican
la activacion de KIR estan en cuadros naranjas; y aquellos para receptores inhibitorios
estan en cajas azules. El KIR2DP1 y 3DP1 son pseudogenes que no expresan un
receptor. La letra ‘A’ en la identificacion de motivos de contenido genético indica partes
de los haplotipos del grupo A, mientras que 'B' indica partes de los haplotipos del grupo
B (Extraida de Rajalingam, 2011).

Estas caracteristicas tan peculiares hacen indispensable el analisis de los
haplotipos con base en estudios de familias para establecer las asociaciones presentes en
cada poblacion, en vez de inferirlas por métodos estadisticos, ya que son las
interacciones propiciadas por los distintos genes presentes en un solo genoma, en parte
responsables de la actividad de las NK en distintos contextos de salud y enfermedad

(Torres-garcia y col., 2008).

Los estudios realizados en los ultimos afios han puesto de manifiesto una amplia
diversidad KIR, que deriva tanto de su polimorfismo genético como alélico
(Selvakumar y col., 1997; Uhrberg y col., 1997). Como consecuencia de ello, Shilling y
col. (2002) mantienen la existencia de una pequefia probabilidad de que dos individuos

seleccionados aleatoriamente tengan el mismo genotipo KIR.

14.4. Polimorfismo alélico

El complejo del gen KIR se caracteriza por una variacion estructural que crea
maltiples haplotipos de contenido genético. Ademas, cada uno de los genes KIR exhibe
variabilidad alélica (Robinson y col., 2010), que genera una considerable diversidad
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intra e interpoblacional (Parham y col., 2012). Esta diversidad puede influir en las
respuestas inmunes contra los patogenos (Carrillo-Bustamante, Kesmir y de Boer, 2013;
Knapp y col., 2010).

La base de datos Allele Frequency Net Database (AFND) ha recopilado
conjuntos de datos KIR de 245 poblaciones en todo el mundo. Recientemente desarrollo
el llamado KIR and Disease Database (KDDB), que reunid asociaciones KIR de 204
articulos publicados, e indica un creciente interés en KIR en estudios epidemioldgicos.
El complejo polimorfismo observado en esta familia de genes, cuando se combina con
la alta similitud de secuencia entre los genes KIR (Middleton y Gonzelez, 2010; Barten
y col., 2001), impone dificultades técnicas para secuenciar y genotipar a resolucién
alélica completa. Por lo tanto, a pesar de que el polimorfismo del contenido del gen KIR
ha sido ampliamente estudiado, la diversidad alélica de KIR se ha caracterizado solo en

un conjunto de poblaciones bien definidas (Misray col., 2018).

14.4.1. Polimorfismo de los genes KIR

Cada gen KIR exhibe un considerable polimorfismo en la secuencia
nucleotidica. Las variantes de la secuencia alélica de los genes KIR se nombran de
forma analoga a la utilizada para los alelos HLA. Después del nombre del gen, se utiliza
un asterisco como separador antes de una designacion numérica de alelo (Coscojuela,
2019).

Los primeros tres digitos indican alelos que difieren en las secuencias de sus
proteinas codificadas (Figura 68) y los dos siguientes digitos distinguen alelos que solo
difieren por diferencias sinénimas (codifican la misma proteina). Los dos digitos finales
distinguen alelos que solo difieren por sustituciones en un intrén, promotor u otra regién

no codificante de la secuencia.

Encodes an unique 3DL1 protein sequence

Separator Differs from other KIR3DL1°001 by
First 3DL receptor described a synonymous nucleotide substitution
A with in the coding region
Long cytoplasmic tail

Three Ig-like domains Differs from _other KlRJDU'OO"IO?
by a nucleotide substitution within
Acronym T a non-coding region

— A —A e e

KIR3DL1*0010101

Figura 68. Polimorfismo de los Genes KIR (Extraido de Coscojuela, 2019).
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Los polimorfismos en la secuencia influyen en la expresion, la unién del ligando
y en funciones citoliticas y de secrecion de citoquinas. Como sucede en el HLA,

algunas secuencias KIR son también alelos nulos.

El nivel de expresién de ARNm también varia entre los genes y alelos KIR, que
junto con el splicing alternativo existente de ARNm y esta variedad de isoformas puede

hacer que la expresion en la superficie de la célula se vea reducida.

14.4.2. Diversidad de receptores KIR en células NK

Segun Coscojuela (2019) los receptores KIR se expresan clonalmente en células
NK maduras, de tal manera que cada clon de células NK dentro de un determinado
individuo no expresa el conjunto completo de genes KIR presentes en el genoma de ese
individuo, sino solo una parte de los genes en una combinacion aparentemente aleatoria.
Esto produce una amplia gama de clones de células NK funcionalmente distintos que
son criticos para una rapida deteccion de expresion reducida de HLA clase | en células

objetivo.

Cada clon de células NK mantiene su repertorio de receptores KIR adquiridos a
lo largo de las divisiones celulares posteriores. Aunque el repertorio KIR estd
determinado en gran medida por factores geneéticos, cada vez hay més pruebas de que

los mecanismos epigenéticos modulan los patrones de expresion del receptor KIR.

Las células NK pueden activarse de manera individual a través de varios
receptores independientemente o en combinacion, segun los ligandos presentados por la
célula objetivo en un encuentro determinado; que si en esa presentacion se activan tanto
los receptores inhibidores como los activadores, la accion de esa célula NK dependera

del equilibrio entre estas sefiales dispares.

Ademas de las células NK, los receptores KIR se expresan en un subconjunto de
linfocitos T (en particular, células Tys y células T CD8", indicando que los KIR pueden

regular la respuesta inmune de células T especifica de antigeno.

14.4.3. Diversidad de receptores KIR-HLA y relacidén con enfermedades

A pesar de que la mayoria de las personas tienen los cuatro receptores KIR
inhibidores (3DL1, 3DL2, 2DL1 y 2DL2/3), solo un subconjunto expresa todos los
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ligandos HLA clase | relevantes: HLA-Bw4 (3DL1), HLA-A3/11 (3DL2), HLA-C2
(2DL1) y HLA-C1 (2DL2/3). La mayoria de los caucésicos, hispanos y afroamericanos
poseen dos o tres combinaciones inhibidoras de KIR-HLA, en la que uno de cada cinco
individuos en estas poblaciones contiene un solo par receptor-ligando: KIR2DL3 +
HLA-C1 (Coscojuela, 2019).

La interaccion entre KIR2DL3 y HLA-C1 es débil en contraste con las sefiales
activadas a traves de las interacciones inhibidoras més fuertes de KIR2DL1 + HLAC2.
La variacion de fuerza en las sefiales inhibidoras mediadas por KIR-HLA parece tener
implicaciones clinicas. Individuos portando la combinacion de genes KIR2DL3 + HLA-
C1 poco inhibidora resuelve mas facilmente la infeccidn con el virus de la hepatitis C
que individuos infectados de otros genotipos. Por otro lado, la interaccion inhibitoria
mas fuerte de KIR2DL1 + HLA-C2 afecta al desarrollo placentario causando problemas
reproductivos como preeclampsia, aborto espontaneo recurrente y restriccion de

crecimiento fetal (Coscojuela, 2019).

Los receptores KIR y sus ligandos HLA clase | se han asociado a una gran
variedad de enfermedades, como enfermedades autoinmunes, infecciosas y tumorales.
Puede manifestarse como una inmunodeficiencia primaria severa causada por déficit de
HLA-I, de HLA-II o de ambas en el Sindrome de linfocito desnudo de tipo I, tipo Il o
tipo 111, respectivamente (DeSandro, Nagarajan y Boss, 1999; Raghavan, 1999), como
narcolepsia (Nishino, Okura y Mignot, 2000) o la susceptibilidad a padecer ciertas

infecciones como malaria (Hill y col., 1992; Hill, Jepson, Plebanski y Gilbert, 1997).

Se ha relacionado con un riesgo incrementado para padecer ciertas enfermedades
autoinmunes como la espondilitis anquilosante (EA) (Feltkamp, Khan y Lopez de
Castro, 1996) por la presencia de los receptores KIR3DS1 y el KIR2DS1 (Jiao y col.,
2008).

Con respecto el desarrollo de tumores, algunos estudios sefialan una posible
predisposicion (Mendez y col., 2009; Méller., 2010; Martinez-Sanchez y col., 2016). En
pacientes con tumores de vejiga, melanoma y ovario se encontré una reduccion de
proporcion de CD226/iKIR afectando negativamente a la supervivencia del paciente
(Guillamon y col., 2018) y otros no confirman su relacion al desarrollo de melanoma o a

un peor prondstico de la enfermedad (Kageshila y col., 1997; Luongo y col., 2004;
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Nagore y col., 2002). Ademas, la expresion reducida de CD226 en células NK (NKcs)
con genotipos ricos en aKIR puede ser un biomarcador indicativo de hiporreactividad de
NKc en pacientes que podrian beneficiarse de nuevas terapias inmunoestimuladoras, ya
que aumenta la sensibilidad de las NKcs educadas a la modulacién descendente de
CD226 inducida por tumores o al contribuir directamente a reducir la expresion de
CD226 en las NKcs educadas, desempefiando un papel perjudicial temprano en la

vigilancia inmune del cancer sélido (Guillamén y col., 2019).

Por el contrario, se sefiala a ciertos alelos HLA de clase | (HLA A1l y HLA
A19) a una mejor respuesta a la inmunoterapia con IL-2 o con linfocitos infiltrantes del
tumor (TIL, del inglés, Tumour - infliltranting lymphocytes) (Marincola y col., 1992).
Incluso, también se ha asociado con el desarrollo de inmunotolerancia en trasplantes
(Colvin, 1990) y respuestas diversas frente a la inmunoterapia (Collins y Frelinger,
1998; Yee, Riddell y Greenberg, 1997) y efectos perjudiciales sobre el resultado del
post-trasplante hepatico como una mayor frecuencia de rechazo celular aguda en
pacientes con desajuste de HLA-DRBL1 entre donante y receptor (Boix y col., 2020). En
la que las infecciones virales y la encefalopatia no parecen influir en la supervivencia

del paciente con cirrosis alcohdlica (Legaz y col., 2018).

Con respecto a su asociacion con el melanoma, estudios seroldgicos iniciales
identificaron un incremento de los antigenos HLA-A9, principalmente con las formas
metastasicas o recidivantes de la enfermedad (Cavelier y col., 1980; Rovini y col.,
1988) y HLA-B13 en pacientes con melanoma, ademas de una disminucion de la
frecuencia de HLA-B61 (Muto y col., 1996). También se describi6 asociacion de la
expresion de HLA-B51 en pacientes con melanoma acral, el cual no estaba presente en
otros pacientes con melanoma. De forma contradictoria, en otro estudio no se evidencio
asociacion negativa entre los antigenos HLA de clase | y el melanoma (Kageshita y col.,
1996). Garcia, (2016), ha encontrado un aumento en la frecuencia de alelos HLA de
clase Il entre la poblacion espafiola, como HLA-DR4 en pacientes caucasicos con
mayor riesgo de desarrollar melanoma (Barger y col, 1982) y HLA-DRS5 en pacientes
con melanoma de extensién superficial (Mueller-Eckhardt y col., 1984), observando que
HLA DRS3 podria ser un factor genético asociado a larga supervivencia en pacientes con

melanoma (Barger y col., 1982).
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Se ha descrito una fuerte asociacion con HLA-B27 en la EA en la que se forman

un complejo con HLA-B27 que induciria fendmenos de autoinmunidad (Taurog, 2010).

Respecto al papel de los locus HLA-C y HLA-E, diversos estudios han analizado
el papel de HLA-C en la susceptibilidad y/o pronéstico del melanoma (Muto y col.,
1996; Rovini y col., 1988; Mueller-Eckhardt y col., 1984) con resultados

contradictorios.

Agentes ambientales como las infecciones virales que afecten a la expresion de
HLA-C en individuos portadores de esta combinacion unica KIR-HLA pueden romper
la auto-tolerancia y favorecer la autoinmunidad. Por otra parte, se asocia a HLA-C6 con
psoriasis, otras enfermedades severas de la piel y, de formas mas leve, con artritis
psoriasica (Garcia, 2016). Y en pacientes con CA se encontrd que la presencia de
KIR2DL2 parece tener un efecto protector, frente a KIR2DS5 que favorece el proceso

fibrético, particularmente en pacientes sin infeccion viral asociada (Legaz y col., 2019)

Se ha observado que la activacion del receptor KIR2DS1 en pacientes con
artritis reumatoide, solo o en combinacion con el genotipo HLA-C1C1 (que indica la
ausencia de los ligandos HLA para su receptor inhibidor homoélogo KIR2DL1) esta
asociado con la susceptibilidad a la enfermedad, mientras que el receptor KIR2DL2 en
combinacion con el ligando HLA-C1, estd asociado con un efecto protector frente al

desarrollo de la misma (Salgado, 2019; Sun y col., 2019).

Por otro lado, otro estudio realizado en el afio 2018, ha asociado el grupo de
ligandos HLA-C1 con un mayor riesgo de sufrir Lupus Eritematoso sistémico (LES)
(Gambino y col., 2018). También se ha observado una relacion importante entre los
genes KIR y sus ligandos HLA con la tasa de incidencia de esclerosis sistémica en la
poblacion irani (Mahmoudi y col., 2017).

En cuanto a la Tiroiditis de Hashimoto (TH), un estudio realizado en el afio
2016, en la poblacion china, sugiere que la interaccion KIR2DS2/HLA-C1 se
correlaciona con la patogenesis de la TH, por el contrario, el predominio de la
interaccion inhibitoria entre los receptores KIR2DL2/3 y los ligandos HLA-C1, en
ausencia de KIR2DS2, sugiere un posible papel protector en la patogénesis de esta
enfermedad (Li y col., 2016). También se ha encontrado una asociacion entre el receptor
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KIR3DL1 en combinacion con el ligando HLA-Bw4, y un efecto protector frente al
desarrollo de la EM en la poblacion afroamericana (Hollenbach y col., 2016). Sin
embargo, para FM, en especial la asociada a depresion, en la que se sabe que existe una
implicacion de las células NK y de sus receptores KIR (Carvalho y col., 2008), hasta el

momento, no se han publicado estudios cientificos relevantes.

Ciertas enfermedades que cursan con inflamacidén, han demostrado que los
genotipos HLA-C son determinantes. Por ejemplo, en individuos con infeccion por
Chlamydia trachomatis que causa tracoma caracterizada por inflamacién conjuntival
cronica y fibrosis han presentado heterocigosidad KIR2DL2/KIR2DL3 aumentando aln
mas el riesgo de cicatrices conjuntivales en individuos portadores de HLA-C2 (Roberts
y col., 2014).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO Y OBJETIVOS

El consumo de alcohol es un factor principal en la salud de los individuos, que
ademas de tener una gran repercusion en diversos &mbitos (familiar, social, econémico)
puede afectar al estilo de vida, consumo de otras drogas, relaciones sociales,

asociaciones con enfermedades mentales y fisicas, etc (Shield, Parry y Rehm, 2014).

El alcohol destaca como la sustancia mas consumida en la poblacién espafiola,
entre las mas precoces (16.6 afios). Ademas, la Region de Murcia se encuentra entre las
comunidades con una prevalencia superior a la media en cuanto a la realizacion de

botellones (Plan Nacional sobre Drogas, 2019).

Una de las consecuencias del consumo excesivo de alcohol es la cirrosis. En
Espafia, aproximadamente el 90%, es ocasionada por el consumo de alcohol (Gémez,
2012; Zaieg. y col. 2019). Ademaés, cuando el grado de fibrosis es elevado es una
indicacion del trasplante de higado (Israni y col., 2019).

La Region de Murcia, a traves de las actuaciones del Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca (HUVA), se encuentra entre los 10 primeros centros con un total
de 1.364 trasplantes hepaticos realizados entre los afios 1984-2018 (Sanchez F. y col.,
2018), con un aumento de 39 casos por afio en el 2014 a 72 casos en el afio 2018. Su
realizacion conlleva un gran gasto econdmico tanto por la gestion sanitaria y humana,
ya que implican un alto grado de complejidad y en principio conllevan un importante

consumo de recursos.

Ademas, los pacientes con enfermedad hepatica alcohdlica también pueden
desarrollar una variedad de complicaciones (Altamirano y Bataller, 2011). La ascitis es
la manifestacion descompensante mas comun en pacientes con cirrosis hepatica (Ginés
y col., 1987; D’Amico col., 2006; Pose y Cardenas, 2017), supone una importante
disminucion de la supervivencia de los pacientes con un alto riesgo de desarrollar
complicaciones adicionales (Fasolato y col., 2007; Planas y col., 2006; Zhao y col.,
2019), y también una disminucion de su calidad de vida (Angeli y col., 2018; Piano,
Tonon y Angeli, 2018). Por otra parte, la encefalopatia es una de las complicaciones que

se producen, debida predominantemente a las complicaciones de la hipertension portal,
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donde el pronostico de la cirrosis se deteriora progresivamente (Kockerling y col.,
2019).

Destacar que numerosos estudios demuestran la participacion de la inmunidad
innata a través de las células NK, junto con otros linajes celulares hepaticos en el
desarrollo y control de los procesos de fibrogénesis hepatica. En cuanto a las
combinaciones KIR-HLA han demostrado su importancia en la susceptibilidad y
resistencia a enfermedades de etiologia infecciosa, autoinmune, cancer, asi como con
complicaciones en la reproduccion humana y, estudios recientes sugirieron su papel en

la inmunopatologia hepatica (Carrington y Martin, 2005; Legaz y col., 2013).
Por lo tanto, se han propuesto los siguientes objetivos:

1. Determinar los parametros clinicos y caracteristicas sociodemograficas en
pacientes con cirrosis alcohodlica que desarrollan con ascitis o encefalopatia.

2. Analizar la frecuencia y distintos grados de ascitis y encefalopatia en la
poblacion de pacientes con cirrosis alcohdlica.

3. Estudiar la influencia de los genes KIR y HLA-C en pacientes cirrGticos
alcohdlicos que desarrollan ascitis o encefalopatia, estableciendo una
comparacién con una poblacion control sana.

4. Conocer si existe alguna relacion entre los receptores KIR y sus ligandos
(moléculas de HLA-C) que condicionen el desarrollo de cirrosis alcohédlica en
presencia y ausencia de ascitis o encefalopatia.

5. Analizar las principales causas de muerte del paciente con cirrosis alcohdlica
segun la influencia de los genes KIR.

6. Estudiar la supervivencia de los pacientes segun la presencia o ausencia de los

genes KIR.

Si se confirma el papel de los genes KIR y HLA-C como dianas moleculares de
susceptibilidad o de proteccion a traves de su expresién como receptores KIR y sus
ligandos HLA-C, interviniendo en los procesos de control y desarrollo de ascitis y
encefalopatia en el paciente alcohodlico, se podrian desarrollar tratamientos
farmacologicos personalizados dirigidos a la modulacion de estas moléculas en estos
pacientes, y por otra parte, seria posible establecer protocolos de informacion,

asesoramiento y prevencion para el paciente alcohdlico, con la intencién de evitar en el

152



Justificacidn del estudio y Obijetivos

futuro el desarrollo de complicaciones en pacientes con cirrosis alcohélica que pudiesen

influir en su supervivencia.
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3. PACIENTES Y METODOS

1. Pacientes y controles

En esta tesis, se seleccionaron a 303 pacientes con CA del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca, entre los afios 1988 y 2013, a los que se realiz6 una

revision retrospectiva.

Posteriormente, para el desarrollo de la tesis de la cohorte de pacientes con CA

(n=303), 281 eran hombres frente a 22 mujeres.

Finalmente, la serie final a estudio quedé integrada por un total de 281 pacientes
varones con cirrosis hepatica alcoholica, debido al bajo tamafio muestral de mujeres.
Entre los pacientes analizados presentaban ascitis y encefalopatia como complicacion de

la cirrosis hepatica alcohdlica, diferenciando el grado alcanzado.

De estos pacientes, 119 (42.34%) cursaron sin ascitis asociada y 162 (57.65%)
presentaron ascitis. De estos ultimos, 32 (19.7%) presentaron tipo I, 66 (40.74%) tipo
I1'y 56 (34%) tipo I11.

En cuanto a la encefalopatia, del total de 281 pacientes, 190 (67.61%) cursaron sin
encefalopatia asociada y 91 (32.38%) presentaron encefalopatia. De estos, 36 (39.56%)
presentaron tipo I, 40 (43.95%) tipo 11y 10 (10.91%) tipo III.

Para el estudio caso-control, se selecciond un grupo control formado por un total
de 319 individuos varones sanos (n=319), equiparables en edad y sexo con el grupo de
pacientes. Los individuos controles sanos fueron donantes de organos de diferentes
areas geograficas de Espafia, con una edad media de 51.10 + 0.38 afios (media + EEM,

error estandar de la media).

Ambos grupos de individuos (pacientes y controles) estaban formados por

individuos caucasicos.

En la Figura 69, se muestra un esquema representativo de la seleccion del grupo

pacientes.
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Figura 69. Esquema representativo de los pacientes con cirrosis alcohdlica analizados
en este estudio. (A) Este grupo de pacientes con cirrosis alcohdlica fueron estudiados
demograficamente en el capitulo I; (B) Este grupo de pacientes varones con cirrosis
alcohdlica se analizaron en el capitulo Il para estudiar los genes KIR de dicha

poblacion.

Al analizar la media de edad en el total de pacientes con cirrosis alcohdlica se
observa una frecuencia similar de pacientes en ambos grupos con y sin ascitis y

encefalopatia, siendo de 53.63+ 0.495 (media + EEM).

Se obtuvo el consentimiento informado (Anexo 1) de todos los pacientes, se les
entregd un documento informativo (Anexo I1), y el comité ético institucional aprobo el

protocolo del estudio.
2. Diagnéstico de cirrosis alcohdlica

El diagnostico de la CA se ha determinado en base a los datos recogidos de las
historias clinicas de los pacientes, segin parametros clinicos, analiticos y radioldgicos
(Heidelbaugh y Bruderly, 2006). Aunque los datos respecto al consumo de alcohol, se
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confirmaron mediante familiares o amigos, ya que la informacion proporcionada por el

paciente podria haberse infraestimado o, simplemente imprecisa.

Debido al curso clinico de la cirrosis hepatica, en la que las fases iniciales pueden
ser asintomaticas o haber manifestaciones clinicas inespecificas a causa de una
compensacion, el diagnostico de algunos de los pacientes de este estudio fue causal tras
la realizacion de un TAC o una ecografia, o incluso a partir de una analitica que
mostraba datos sugestivos de hepatopatia. En otros casos, no se diagnostico la
enfermedad hasta el comienzo de la segunda etapa de cirrosis, llamada “cirrosis
descompensada”, en la que comienzan a aparecer sintomas derivados de diversas
complicaciones (ascitis, hemorragia digestiva alta, encefalopatia, etc.), a la que

pertenecen nuestros pacientes.

3. Obtencion y recogida de muestras

Se ha trabajado con muestras de sangre periférica en el paciente trasplantado, y de

sangre periférica, bazo o nddulos linfaticos en los correspondientes donantes.

La sangre extraida fue recogida en tubo estéril VVacutainer con el anticoagulante

acido etilendiaminotetraacético (EDTA), tal y como se muestra en la Figura 70.

Figura 70. Tubo vacutainer con anticoagulante EDTA.

En la extraccion de células a partir de muestras de nédulos linfaticos o bazo se

utilizo los siguientes materiales:

— Pinzas
— Placa de Petri
—  Bisturi

— Suero fisiolégico
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— Pipetas Pasteur de plastico

— Pipetas de 10 ml

— Tubos de 15y 50 ml estériles

— 20 Criotubos

— Medio de cultivo cardio-condicionado.
— Dimetilsulfoxido (DMSO)

Y se siguié el siguiente procedimiento para la obtencion y separacion de células

para el proceso de extraccion:

9.

Colocar el bazo en una placa de Petri, y afiadir suero fisiol6gico para evitar su
desecacion.

Mediante el uso del bisturi cortar el bazo en tramos de espesor de 2-3 cm.
Colocar, uno a uno, cada trozo cortado a otra placa de Petri, para afiadir suero
fisioldgico y presionar el trozo con el bisturi para provocar la salida de las
células.

Mediante una pipeta Pasteur de plastico, transportar la mezcla de células a un
tubo de 50ml, y completar con suero fisiol6gico hasta unos 40 ml de volumen
aproximadamente.

Afiadir 15 ml de Ficoll en un tubo estéril de 50 ml.

Afadir el suero con las células, muy lentamente, de manera que se produzca el
deslizamiento de la mezcla de células por la pared del tubo, sin que se produzca
mezcla y la rotura de la interfase.

Centrifugar a 1800 rpm, 25 minutos, a temperatura ambiente.

Trasferir el de la interfase, conteniendo las células, a los tubos de 15 ml esteériles.
Completar volumen con suero fisiol6gico (Usar en este proceso una pipeta
Pasteur estéril).

Centrifugar a 2000 rpm, 10 minutos, a temperatura ambiente.

10. Eliminar el sobrenadante por sustraccion al vacio, disgregar el botén celular y

resuspender en 1 ml de suero salino y después completar volumen.

11. Volver a centrifugar, a 1800 rpm, 10 minutos, a temperatura ambiente.

12. Repetir el procedimiento anterior de lavado dos veces. Eliminar el sobrenadante

por vacio, disgregamos el pellet y afiadimos el medio de cultivo cardio-
condicionado hasta un total de 3 lavados.
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13. Resuspender en 10 ml de medio de cultivo cardio-condicionado. Coger 100 pl
para proceder a contar las células. Poner el boton celular en 1 ml de medio de
cultivo cardio-condicionado y completar hasta 10 ml. Contar las células y
referenciarlas a nimero de células/ml.

14. Pasar estos 10 ml a un tubo de 50 ml y afiadir 10 ml de DMSO gota a gota sin
dejar de agitar el tubo (en hielo).

15. Rotular previamente estos 20 tubos con la leyenda: Bazo n°, Fecha, n°de cels x
10°,

16. Repartir el contenido del tubo de 50 ml en los 20 tubos de congelacion rotulados
(se reparte un total de 20 ml, 1 ml por cada tubo de congelacion).

17. Guardar los 20 tubos en una gradilla de corcho en un congelador a -80°C.

18. Al dia siguiente trasferir a nitrogeno liquido.

Todo el procedimiento (manipulacion de sangre, bazo y ganglios linfaticos) se
realiza bajo condiciones de esterilidad, en una campana de flujo laminar usando
material autoclavado, con guantes y equipamiento de proteccion adecuado, ya que toda
muestra se considera potencialmente peligrosa, ademas de la posibilidad de hacer

analisis funcionales posteriores.
4. Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante un proceso automatico de
extraccién con Maxwell® 16 System (Figura 71), compuesto por Maxwell® 16 Blood
DNA (nO de cal. AS1015) y Maxwell® 16 Instrument (n° de cal. AS3050, AS2050).
Este sistema se utiliza para aislar el ADN de forma automatizada en muestras de sangre
total y capa leucocitaria humanas, usando como principio de separacion la lisis celular y

la union de ADN a particulas de silice magnetizadas.

La extraccion de DNA se realiza cada 16 muestras. El procedimiento a seguir es el

siguiente:

1. Colocar los cartuchos (del inglés "cartridges™) necesarios en la bandeja numerada
del 1- llevando un control de las muestras de sangre colocadas, previamente

identificadas.

2. Retirar el plastico que cubre cada cartucho e insertar un tubo especial (del inglés
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“plunger”) en el pocillo 7 de cada cartucho.

3. Transferir 400 pl de sangre de la muestra al pocillo nimero 1 del cartucho

correspondiente mediante un micropipeta automatizada.

4. Colocar los tubos de elucidon en la bandeja y afnadir a cada uno 300 ul de tampon

de elucioén.

5. Encender la maquina y seguir la siguiente sucesion: presionar "Run/Stop”, "ONA"

y de nuevo, "Run/Stop". Posteriormente "Blood/cells" y finalmente "Run/Stop".
6. Verificar las opciones elegidas y si todo esta correcto presionar "Run/Stop™

7. Extraer la bandeja y colocar en ella, en orden, los cartuchos y los tubos de elucion
correspondientes y presionar "Run/Stop" comenzando el programa de extraccion de
ADN.

El proceso tiene una duracion de 36 minutos. Una vez finalizado, sacar la bandeja
presionando "Run/Stop" para obtener los tubos de elucion y colocarlos en su bandeja
correspondiente magnetizada. Los cartuchos utilizados se desechan en una bolsa

indicada para su posterior incineracion y se limpia la bandeja con alcohol al 70%.

Figura 71. Sistema de extraccion de ADN Mawxwell (Extraida de Labx, s. f.).
El extracto de ADN obtenido se almacena en tubos eppendorf debidamente

etiquetados que se guardan a -20°C para su posterior utilizacion.
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5. Cuantificacion de ADN

Para determinar la cantidad y la pureza del ADN extraido se utilizo el sistema de
cuantificacion NanoOrop One (Thermo Scientific) (Figura 72), que proporciona una

precisa y simple estimacion de una muestra.

Figura 72. Sistema de cuantificacion de ADN NanoDrop One (Extraida de

Thermofisher scientific, s. f.)

Este espectrofotometro capilar cuantifica la absorbancia del ADN a 260 nm, que se
utiliza para calcular la concentracién de ADN, teniendo en cuenta que 1 unidad de
densidad optica equivale a 50 pg/mL de ADN. La pureza de la muestra la determina
directamente, calculando el cociente de absorbancia a 260nm/280nm y 260nm/230nm,

obteniendo resultados en 6rdenes de medida de concentracion de DNA en ng/ul.

Los resultados de ambos cocientes deben de estar alrededor de 1,8 para que el ADN
cuantificado sea puro, valores inferiores indican que la muestra estd contaminada con

proteinas y acidos nucleicos, respectivamente.

El procedimiento a seguir para la cuantificacion del ADN por NanoDrop One es el

siguiente:

1. Encender NanoDrop One y seguir el procedimiento para "dsDNA" (DNA de

doble cadena).

2. Limpiar el pedestal donde serd depositada la muestra con 5 pl de agua destilada
sobre el pedestal, secados posteriormente suavemente con un papel que interfiera con la

medida.
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3. Realizar un blanco a partir de 1 pl de agua destilada en el pedestal.

4. Secar y proceder con las medidas de las muestras: depositar en el pedestal 1,2 pl
de la muestra de ADN a cuantificar, cerrar la tapa y seleccionar la opcién "Medir".

Secar el pedestal entre medidas.

5. Al finalizar, se realiza la medida de 1,2 ul de agua destilada para comprobar que
los resultados que hemos obtenidos son coherentes, se limpia el pedestal y se guardan

los resultados obtenidos seleccionando "Fin del experimento™.
6. Andlisis de los genes KIR

El analisis de genes KIR en pacientes con CA y controles sanos de este estudio se
realizd6 mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa de secuencias especificas de
oligonucleotidos (PCR-SSO, del inglés polymerase chain reaction- Sequence-Specific

Oligonucleotide).

La técnica de biologia molecular PCR-SSO, se realizd6 mediante tecnologia
Luminex® (Tepnel Lifecodes, Stamford, CT, USA), con el equipo que se muestra en la
Figura 73.

Figura 73. Luminex® technology. Analiza los resultados mediante el programa
QuickType software (version 3.5).

El método es capaz de identificar la presencia de los genes KIR KIR2DL1-5
inhibidores, KIR3DL1-3 y KIR2DS1-S5 activadores, asi como a los genes KIR3DS1 y
KIR2DL4, y los pseudogenes KIR2DP1 y KIR3DP1. Ademas, permite conocer
determinadas formas alélicas de KIR2DS4. Los genes KIR2DL5A y KIR2DL5B no

pudieron ser discriminados con estos sistemas de tipaje.
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6.1. Analisis de los genes KIR por PCR-SSO en tecnologia Luminex®

El fundamento del procedimiento de tipificacion mediante tecnologia Luminex
(Tepnel, Life codes) se basa en la hibridacion con sondas de oligonucleétidos

especificos de secuencia del ADN monocatenario.

Cada sonda puede ser homologa de una secuencia del ADN amplificado de forma
exclusiva para un alelo o grupo de alelos. Ya que, cada una de las sondas se han creado
para hibriden preferentemente con una region complementaria, que puede o no estar
presente en el ADN amplificado. Ademas, el ADN amplificado hibrida también con una
0 mas sondas de consenso homologas a secuencias presentes en todos los alelos de un

locus.

El tipo de material bioldgico, el método de purificacion y la cantidad e integridad
del ADN gendmico pueden afectar a la tipificacion con este método. Por lo tanto, la
sefial obtenida con la(s) sonda(s) consenso puede servir de indicador del éxito de la
amplificacion e hibridacion. De igual formar, puede utilizarse para normalizar la sefial
de las sondas alelo especifico y efectuar los ajustes necesarios segun las variaciones de

la cantidad de producto amplificado en la reaccion de hibridacion.

El andlisis de los resultados de la tipificacion puede aplicarse para determinar la
presencia o ausencia de secuencias concretas de ADN en el producto amplificado que

permiten identificar los posibles alelos en la muestra.

6.1.1. Fundamento de la técnica

Las sondas se unen a microesferas Luminex, que son ideadas para utilizarse con el
equipo. Se pueden llegar a mezclar hasta 100 poblaciones diferentes de microesferas
Luminex. Cada una de ellas emite un color de fluorescencia caracteristico, que las
permite diferenciarla entre si. A cada microesfera de color puede unirse una sonda
diferente. Por lo tanto, en una mezcla compuesta por varias sondas es posible analizar y

distinguir unas de otras por su unién a microesferas de un color determinado.

El equipo Luminex Instrument también mide las cantidades relativas de producto
de PCR marcado que hibrida con cada microesfera Luminex. Asi, al igual que ocurre

con otros métodos SSO, la sefial relativa obtenida con las sondas SSO en el ensayo
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(LIFECODES) puede utilizarse para asignar a las sondas una reactividad positiva o
negativa con la muestra de ADN amplificado. Esto, a su vez, ofrece la informacion

necesaria para determinar el genotipo KIR de la muestra.

Los materiales utilizados para realizar el genotipado de KIR mediante Luminex®

fueron:

e Equipo de genotipaje de KIR que incluye: primers (K1 y K2), tampén de

dilucion, los beads (microesferas) y estreptavidina.

e Micropipetas y puntas estériles. e Tubos de PCR

e Etanol al 70% e Termociclador

e Agua libre de nucleasas e Taq proteasa (Hot Start) de Promega
e Solucion emulsionante e Placas de 96 pocillos de lectura

e Tubos eppendorfs de 1,5 ml estériles

6.1.2. Protocolo de PCR-SSO
Se procede en el siguiente orden:
A) Amplificacion del ADN

Se calcula la cantidad de cada uno de los reactivos necesarios, segun la cantidad
de muestras y del locus a analizar. Se producen dos reacciones para la amplificacion,

segun las mezclas de cebadores (Tabla 27).

Tabla 27. Amplificacién del ADN mediante la utilizacion de dos cebadores

Cebador Mix 1. Amplificaciones de los exones (del 4 al 11) de los genes KIR

Cebador Mix 2. Amplificaciones de los exones (del 5 al 8 de 7) de los genes KIR
<jp)Eci 2DL2 | 3DL2 | 2DL4 | 2DS4*003 | 2DL3 | 2DL5

La mezcla de cebadores (master mix) se prepara segun se resume en la Tabla 28.
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Tabla 28. Concentraciones de los reactivos para realizar una master mix

N° muestras  Master mix Muestra TAQ H,O sin nucleasas

(primers) (ADN)

3ul 1ul (50ng/pl) 0,1pul 5,9ul

Se realiza todo por duplicado, para corregir errores de manipulacién con la pipeta.

La concentracién de ADN de las muestras se debe ajustar a un valor entre 30 y 50 ng/ul

mediante diluciones.

Posteriormente, se procede de la siguiente forma:

o &~ 0D

Mezclar mediante agitador (tipo vortex) tanto las muestras como las Master
mix.

Preparar las mezclas (MIX) segln la Tabla 28.

Anadir 1ul de ADN a cada pocillo (por duplicado).

Afadir 9 pl de MIX a cada tubo (que ya contiene la muestra).

Meter los tubos/placa en el Termociclador, rotulados previamente.
Comprobar el cierre de cada tubo.

Programar y realizar de amplificacion en modo PCR segun condiciones
establecidas (Tabla 29).

Tabla 29. Programa de amplificacion por PCR

95°C 2 min 1
94°C 30 seg

59°C 90 seg 40
72°C 30 seg

72°C 15 min 1
4°C 00

B) Hibridacion

1. Pre-calentar las esferas a 55-60°C durante 5-10 min.
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2. Pasar las esferas por el ultrasonido durante 1 minuto.

3. Agitar las esferas.

4. Afadir a cada pocillo de la placa de lectura 2.5 pul de ADN amplificado y 7.5 pl
de esferas. Los 2,5 ul de ADN estaran previamente anadidos en los pocillos.

5. Agitar las esferas después de ser afiadidas a cada fila de ocho pocillos.

6. Sellar bien la placa con una pegatina antes de meterla al termociclador.
Realizar doble mezcla, ya que las muestras van por duplicado (K1 y K2).
C) Lectura de resultados
Los resultados se analizan mediante el programa Quick-Type (version 3.5).
7. Proceso de hibridacion:

Las muestras hibridan en el termociclador a 56° durante 20 minutos. Al terminar
los 20 minutos de hibridacion y manteniendo la placa en el termociclador a esa
temperatura, preparar la mezcla de la solucién de dilucién y la estreptavidina

para (n+1) muestras.

8. Aifadir 100 ul de solucion de dilucion 0,4 ul estreptavidina a cada pocillo.
9. Sacar de forma inmediata las muestras del termociclador.
10. Meter las muestras en el analizador (que estara previamente encendido al menos

una hora antes).

Los resultados obtenidos pueden ser observados en el Anexo Il (Modelo de informe de

Luminex®).
7. Andlisis de los genotipos KIR

Un individuo concreto porta un repertorio genes KIRs que constituye su “genotipo
KIR”, y es variable de un individuo a otro. En este estudio, los genes KIR han sido
analizados de manera general, teniendo en consideracion la presencia o ausencia de
cada uno de los 16 genes, y de manera especial, teniendo en cuenta algunas

combinaciones entre ellos. Ambos tipos de analisis se describen a continuacion.
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7.1. Analisis de genotipos KIR especificos

Los genotipos especificos KIR fueron definidos y clasificados utilizando como
referencia la clasificacion numérica establecida en la web de frecuencias de alelos («The
Allele Frequency Net Database - Allele, haplotype and genotype frequencies in
Worldwide Populations», s. f.) de tal manera que cada genotipo fue nombrado segun el
namero de genotipo (ID) definido por esta web. Para su clasificacion ID se tuvieron en
cuenta los dos pseudogenes (KIR2PD1 y KIR3DP1).

7.2. Analisis de genotipos KIR generales

Se distinguen segun el haplotipo KIR Ay B, y se asignan tres genotipos: AA, AB,
y BB a cada persona (Middleton y col., 2003).

Los individuos portadores solamente de genes del haplotipo A, tales como
KIR3DL3, 2DL3, 2DL1, 2DP1, 3DP1, 2DL4, 3DL1, 2DS4, 3DL2 se consideran
homocigotos para dicho haplotipo y por lo tanto clasificadas como genotipo AA
(Middleton y col., 2003). Por otra parte, los individuos que carecian de los genes
KIR2DL1, 2DL3, 3DL1, y 2DS4, se consideraron como portadores homocigotos del

haplotipo B clasificando al individuo con el genotipo BB.

El resto de individuos fueron considerados portadores heterocigotos de ambos

haplotipos (genotipo AB).

Por lo tanto, los individuos con el genotipo AB poseen los nueve genes del
haplotipo A, asi como uno o mas genes especificos del haplotipo B (KIR2DL2, 2DLJ5,
2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5 y 3DS1).

En algunos de los andlisis realizados en este estudio, los genes KIR se han
ordenado y clasificado segln su posicion centromérica y telomérica (Hou y col., 2012;
Pyo y col., 2010).

8. Genotipado de ligandos HLA-C de clase |

La tipificacion de los alelos que son ligandos HLAC de clase | se ha realizado por
la técnica de PCR-SSO y por PCR-SSE reversa.
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8.1. Genotipado de HLA-C por PCR-SSO

El genotipado de alelos de HLA-C clase | (A, B, C) fue llevado a cabo por la
técnica de luminex de reaccion en cadena de la polimerasa, usando oligonucle6tidos
especificos de secuencia (PCR-SSO), mediante tecnologia Luminex® y Dynal Biotech
(ASA, Oslo, Noruega). Esta técnica permite identificar el dimorfismo en la posicion 80

de la hélice-al de los alelos de este locus.

Los alelos HLA-C fueron asignados a dos grupos principales: C1, para los alelos
HLA-C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*14 y C*16:01 que presentan el aminoacido
asparagina en la posicion 80 de la hélice-al, y C2, para los alelos HLA-C*02, C*04,
C*05, C*06, C*15, C*16:02, C*17 y C*18 que presentan el aminoécido lisina en la

posicion 80 de la hélice-al.

Los aminodcidos asparagina (Asn) o lisina (Lys) en posicion 80 de la hélice-al de
la molécula de HLA-C determinan que los distintos alelos de HLA-C actien como
ligandos de los receptores KIR2DL2/3/S2 o de los KIR2DL1/S1 y se puedan clasificar
en dos grupos de alelos HLA-C (HLA-C1y HLA-C2).

Considerando estos grupos de alelos HLA-C, tanto receptores como donantes se
clasificaron en: C1/C1 homocigotos, individuos que solo portaban alelos del grupo C1,
C2/C2 homocigotos, individuos portadores de alelos del grupo C2, e individuos C1/C2
heterocigotos, que eran portadores de alelos de HLA-C de ambos grupos (Moya-Quiles
y col., 2003; Lopez-Alvarez y col., 2009). En este estudio, hay algunos pacientes sin
tipar su HLA-C.

8.2. Andlisis de genotipaje de HLA-C por PCR-SSO reversa

La técnica de PCR-SSO reversa determina el genotipo de HLA-C a través de tres

procesos, representados en la Figura 74:

1) Amplificacion de una region del ADN especifica del locus mediante PCR, en este
caso HLA-C.

2) Hibridacion del segmento amplificado con sondas de oligonucleétidos de

secuencia especifica inmovilizadas en una membrana de nylon (soporte solido).
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3) Deteccion del producto amplificado unido a la sonda mediante método
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Figura 74. Esquema del tipaje de HLA-C mediante PCR-SSO reversa. Esta prueba
consiste en la obtencién de una pequefia cantidad de ADN utilizando una ADN-
polimerasa, en ciclos repetidos de desnaturalizacion para conseguir la separacion de las
hebras de ADN, y de sintesis de la cadena complementaria, que forma millones de
copias. Tras este proceso se utilizan sondas de oligonucledtidos especificos de

diferentes alelos HLA para detectar las especificidades alélicas presentes en el ADN

estudiado (Figura extraida de Lopez, Ruiz, San y Rodrigo, 2019).

Las microesferas llevan fijadas las sondas de ADN caracteristicas. Tras la
amplificacion por PCR, el ADN a estudio se hibrida a una microesfera, y se marca con
un fluorocromo. Dado que cada microesfera tiene un color caracteristico, la
combinacion del color especifico de la esfera y del fluorocromo del ADN permite la

lectura mediante un citdmetro de flujo, la cual serad interpretada por el programa de

tipado (Erlich y col 2001). Este proceso se muestra en la Figura 75.
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Figura 75. Proceso del genotipado de HLA-C por PCR-SSO reversa (Extraida de Rafer,
2019).

El andlisis de los alelos de HLA-C se realiza utilizando el kit HLA-C Dynal RELI-
SSO (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.), mediante la técnica de PCR-SSO

reversa, en la que se utilizan los siguientes materiales:

1. Mezcla principal para HLA-C: es una solucion de Tris- HCL que contiene
glicerol al 30%, KCL 100mM, dATP, dCTP y dGTP a 400 uM, dUTP
800uM, cebadores biotinilados (0,5 uM), AmpliTag® (Taqg DNA
polimerasa) 100u/ml y azida sodica al 0,05 % como conservante.

2. Tiras reactivas que contienen sondas de oligonucledtidos con las secuencias
especificas de los alelos HLA-C fijadas en una membrana de nylon.

3. Solucién de dodecil sulfato sédico al 20% con ProClin®150 al 1,0% como
conservante (concentrado SDS).

4. Solucién de 6,0 mM MgCI2 con ProClin® 300 al 1% como conservante.

5. Conjugado estreptavidina-peroxidasa de rabano (HRP) en una solucion
ACES con NaCl y ProClin® 150 al 1,0% como conservante.

6. Solucion de desnaturalizacion con EDTA al 3%, hidroxido de sodio al 1,6%
y azul de timol.

7. Solucién de citrato con un 0,01% de H,0, y 0,1% de ProClin® 150 al 1,0%
como conservante (sustrato A).

8. Solucién de fosfato sodico con NaCl, EDTA y ProClin®150 al 1,0% como
conservante (concentrado SSPE).

3,3°,
dimetilformamida (DMF) al 40% (sustrato B).

10. Solucion de citrato de sodio.

9. Solucion de 5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) al 0,1% en
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La técnica para la realizacion del tipado de HLA-C por PCR-SSO reversa

consiste en los siguientes pasos:
8.2.1. Reaccion de amplificacion

Se prepara una mezcla de los componentes para la PCR en cantidad suficiente
teniendo en cuenta el niUmero total de muestras a analizar, mas un exceso de dos. A cada
tubo de PCR se le aflade la mezcla de reactivos mas el ADN a estudio, en las cantidades

resefadas en la Tabla 30.

Tabla 30. Volumen de los reactivos utilizados en la amplificacion por PCR.

(ol LI NEN(G2 I  Solucion 6,0 mM MgCl, | Mezcla principal ADN

Volumen 15 uL 30 puL 15 ulL

El ADN utilizado fue el extraido segun se indica en el apartado 6, obteniendo una

concentracion entre 90-150 ug/ml.

Una vez preparadas las muestras, se introducen en un termociclador 9600 Perkin-
Elmer (Waltham, Massachusetts, EE.UU.) 0 Gene Amp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) donde se produce el proceso de

amplificacion con las condiciones descritas en la Tabla 31.

Tabla 31. Condiciones de amplificacién de los alelos del locus HLA-C.

Temperatura Tiempo Paso Ciclos
95°C 15 seg 1
60°C 45 seg 2 35
72°C 15 seg 3
72°C 5 min 1 1
4°C - 1 1

La amplificacion se lleva a cabo mediante el siguiente procedimiento: se calienta
a 95°C, la mezcla de reactivos para PCR que contiene la muestra de ADN, gque produce
la separacion de la doble hélice y expone las secuencias complementarias a la de los
cebadores. Al enfriarse la mezcla, los cebadores biotinilados se alinean con las

secuencias que reconocen.
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La Tag (polimerasa recombinante termoestable) extiende, en presencia de un
exceso de desoxinucleotidos trifosfato (dNTPs), los cebadores alineados a las
secuencias complementarias hasta producir una secuencia de ADN biotinilado

denominada amplicén.

Este proceso se repite durante 35 ciclos en cada uno de los cuales se duplica la

cantidad de ADN con la secuencia buscada.
8.2.2. Reaccion de hibridacién

A continuacion, se pretende la desnaturalizacién quimica de los amplicones para

obtener ADN de cadena simple.

Para ello se afiaden 60 uL de la solucién de desnaturalizacion y se incuba durante,

al menos, 10 minutos.

En una bandeja de 48 pocillos, se colocan las tiras de tipificacién de HLA-C con
60 uL del amplicdn desnaturalizado de cada muestra. La bandeja se colocé en un equipo
DynalAutoRELI™ lo que permitié automatizar el proceso, que consistié en los pasos

gue se describen a continuacion:

e Adicion del tampon de hibridacion e incubacion durante 30 minutos a 50°C con
agitacion constante.

e Aspiracion del tampdn de hibridacion tras la incubacion.

e Lavado de las muestras con tampon de lavado (dos veces).

e Adicion de la solucion de conjugado de trabajo (tampdén de lavado y
estreptavidina) e incubacion durante 15 minutos.

e Aspiracion de la solucién de conjugado de trabajo.

e Lavado de las muestras con tampon de lavado (dos veces).

e Adicion del tampon de citrato e incubacion durante 5 minutos.

e Aspiracion del tampon de citrato.

e Lavado con agua desionizada (dos veces).

8.2.3. Reaccidn de deteccion
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Tras concluir el proceso de hibridacion se revelan las tiras con estreptavidina-
peroxidasa y se observan las bandas azules con distinta intensidad de color segun la
hibridacion producida entre las sondas de oligonucle6tidos de secuencia especifica y el
ADN a estudio. La lectura de las tiras se realiz6 mediante un escaner y la interpretacion
de los resultados con el software Dynal RELI™ SSO.

En la Figura 76, se puede observar una representacion de este proceso.

m Extraccion del ADN

Adicion de cebadores marcados con biotina

1 5 1

K

_—

R ERLRLRLE
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Amplificacién de ADN

’ SA-HRP

Hibridacion DNA-sonda

Adicion de la SA-HRP y
reaccion colorimétrica
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BRI T 1T

Fiaura 76. Esauema del tinaie de HLA-C mediante PCR-SSO reversa

8.3. Genotipado de HLA-B

El genotipaje de HLA-B se realiza mediante la técnica de PCR-SSP (Reaccion en
cadena de la polimerasa con cebadores de secuencia especifica del inglés, “Polymerase
chain reaction- Sequence-Specific primers”). Para la amplificacion se tienen en cuenta
las siguiente cantidades: 60 uL. de ADN de la muestra, 540 uL de D-mix y 3 uL de Taq
DNA polimerasa.

Tras agitar la mezcla, se dispensan 10 pL en cada pocillo de la placa Micro SSP™
y se introducen en el termociclador 9600 Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts,
EE.UU.) o Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City,
California, EE.UU.), donde se llevd a cabo el proceso de PCR. Las condiciones de

amplificacion se resumen en la Tabla 32.
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Tabla 32. Condiciones de amplificacion de los alelos de los loci HLA-B

Temperatura Tiempo Paso Ciclos
96°C 130 seg 1
63°C 60 seg 2 '
96°C 10 seg 1
63°C 60 min 2 ’
96°C 10 seg 1
59°C 50 seg 2 20
72°C 30 seg 3
4°C - 1 1

Posteriormente, la visualizaciéon del producto amplificado se realiza mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2,5% para lo que se utilizaron 30 ml de Tampon Tris-
borato-EDTA (TBE) 1X, 0,75 gramos de agarosa y bromuro de etidio.

9. Principales causas y hora de muerte en pacientes con cirrosis alcohélica

Se determinaron las principales causas de muerte y el momento de la muerte de
los pacientes con cirrosis alcoholica a partir de los certificados médicos de defuncion o
las autopsias hasta diez afios posteriores al trasplante hepatico. Ademas, los pacientes

guedan sujetos a un seguimiento y control durante toda su vida.

La autopsia y el analisis de explantes de higado es una practica estandar en la
valoracion de la muerte. No se realizé autopsia en aquellos casos en los que la muerte

era desconocida.

Con respecto a las causas de muerte, fueron la principal razon de muerte precisada

por parte del médico involucrado en la atencién del paciente.

Las causas de muerte se clasificaron en tres grupos principales segin Arroyo y

col. (1996): muerte subita, muerte no subita y muerte desconocida.

e La muerte subita se define como la muerte dentro de las 24 horas del inicio de los
sintomas, a menudo instantanea, cuando se tiene la certeza de la informacion que
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consta en los registros hospitalarios, los informes médicos forenses o la préctica
general.

e La muerte no subita es registrada cuando hay pruebas claras de que la muerte se
habia producido en un tiempo mayor de 24 horas tras el inicio de los sintomas.

e La muerte desconocida es aquella en la que no se encontraron registros del tipo o

causa de muerte.

Por otro lado, las causas de muerte se agruparon en dos grupos: hepatico y no
hepético; todo el ello con el objetivo de descubrir la posible influencia del higado
trasplantado sobre la causa de muerte. Por ultimo, las causas de muerte fueron
analizadas en distintos momentos tras el trasplante de higado: < 1 mes, > 1-6 mesesy >

6 meses-10 afos.
10. Anélisis estadistico

Los datos sociodemogréficos y clinicos de los pacientes y los resultados del
analisis de los genes KIR/HLA fueron recogidos en una base de datos (Microsoft
Access 11.0; Microsoft corporation, Seattle, WA). EIl andlisis estadistico fue realizado
usando el SPSS 20.0 software (SPSS Inc., Chicago IL, USA). Para detectar diferencias
en las frecuencias de los genes KIR, HLA y genotipos correspondientes, se utilizo el test
X?-cuadrado y el test de Fisher de dos colas, que permitian comparar y categorizar
variables entre grupos. En los casos en el que el analisis se realizd utilizando
poblaciones con una muestra muy pequefia o con una evidente falta de normalidad se
utilizé la prueba de Mann-Whitney. Se aplico también un andlisis multivariable de
regresion logistica para confirmar asociaciones positivas, y se considerd
estadisticamente significativo un nivel de P < 0.05. La Odds Ratio (OR) y su intervalo
de confianza (Cl al 95%) fueron calculados para estimar el riesgo relativo. Para
determinar la supervivencia se aplico el test de Kaplan-Meier. Para establecer el
pronostico de los pacientes con CA se utilizaron tres indices: Child-Pugh, MELD (del

inglés,”Model for End Stage Liver Disease”) y ALBI.
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4. RESULTADOS

Este capitulo se ha centrado en el estudio de pacientes varones con ascitis. En
ellos se estudid la frecuencia de los genes KIR/HLA con la presencia o ausencia de
ascitis. Para ello, se compard con un grupo de individuos sanos con la finalidad de
conocer la influencia del sistema KIR/HLA en su desarrollo y adoptar las medidas

preventivas en estos pacientes.

El grupo control de este estudio la conforma una poblacion total de 319
individuos varones sanos frente a total de 281 individuos con CA. Entre la poblacién de
pacientes, 119 individuos (42.34%) no presentan ascitis frente a 162 individuos

(57.65%) que si la padecen.

1. Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con cirrosis alcohdlica

Debido al escaso numero de mujeres, estas fueron excluidas del estudio,

centrandonos en exclusivamente a la cohorte de hombres.

Una vez delimitado el sexo de los pacientes a estudiar, se igualaron en edad con
los controles sanos varones, de tal manera que la poblacion de pacientes varones con
cirrosis alcoholica definitiva quedd reducida a 281 individuos, siendo el grupo de

pacientes-control concordante en sexo y edad.

La media de edad del grupo de individuos varones fue de 53.63 + 0.495 afios
(media £+ EEM), representada por un 92.7 % de la poblacion. Todos estos datos se

resumen en la Tabla 33.

Tabla 33. Datos demograficos de los pacientes con cirrosis alcoholica.

Pacientes con cirrosis alcohélica

Pacientes Pacientes

varones mujeres
Parametros n (%) n (%)
Edad media Afos + EEM 53.63 + 0.495 52.98 £ 0.46
N° de pacientes n (%) 281 (92.7) 22 (7.3)

N, nimero total de pacientes; n, nimero de individuos en cada subgrupo. EEM;
error estandar de la media
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1.1. Caracteristicas demograficas y analiticas del paciente con cirrosis alcohdlica

A efectos de analisis, los pacientes con CA se clasificaron en dos grupos, de
acuerdo a la presencia o ausencia de ascitis (=162 y n=119, respectivamente) y segln

la presencia o ausencia de encefalopatia (n= 90 y n=190, respectivamente).

En la Tabla 34, se ofrece un resumen de las caracteristicas demogréaficas y clinicas
de los pacientes incluidos en esta serie segin la presencia o ausencia de ascitis y

encefalopatia.

a) Presencia de ascitis

La presencia o ausencia de ascitis se pudo examinar en un total de 281 pacientes,
siendo mas frecuente en los pacientes con cirrosis alcohdlica con un 57.7% (n=162),
mientras que un 42.3% de pacientes cirroticos no la presentaron (n=119). El valor
medio de edad fue de 53.91 + 0.644 (afios £+ EEM) en los pacientes con ascitis,
obteniéndose valores muy similares en los pacientes sin ascitis 53.24 + 0.775 (afios +
EEM).

Cuando se estudio el grado de ascitis en el total de pacientes se observo que el
43.2% (n=66) de los pacientes con cirrosis alcohélica presentaba ascitis de grado I, un
36.1% (n=56) de los pacientes tenia ascitis de grado Ill y solamente un 20.7% (n=32)
desarroll6 ascitis de grado I. Como se observa en la Tabla 34, las diferencias fueron
estadisticamente significativas (OR=0.349; 95% IC: 0.212-.0.574, P<0.001).

La cifra de individuos que presentan ascitis segun el grado de ascitis se reduce con
respecto al total de 281 pacientes varones con cirrosis alcoholica, ya que en alguno de

los casos, no se pudo conocer este dato de la historia clinica del paciente.

b) Presencia de encefalopatia

La presencia o ausencia de encefalopatia en los pacientes con cirrosis alcoholica,
también fue analizada en este estudio en un total de 281 pacientes. Del total de éstos, el
32.3% (n=91) presentaba encefalopatia y un 67.6% (n=190) no la desarrollaron (Tabla

34). Los pacientes con encefalopatia mostraron una edad media de 55.37 + 0.838 (afios
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+ EEM) mayor en comparacion a los pacientes sin encefalopatia 52.79 + 0.604 (afios +

EEM) siendo la diferencia estadisticamente significativa (P<0.001).

Posteriormente se evaluo el grado de encefalopatia y se observo que el 41.9% de
los pacientes analizados presentaban encefalopatia grado I, un 46.5% (n=40)
presentaban una encefalopatia de grado Il y el restante 11.6% (n=10) tenian un grado
I11. Las comparaciones realizadas del grupo con encefalopatia de grado Il con el resto
de grupos mostraron diferencias significativas (OR=0.157; 95% IC: 0.072-.0.342,
P<0.001).

Tabla 34. Caracterizacion de la poblacion de estudio.

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Variables demograéficas

n (%) Edad media (Afios + EEM)
281 (92.7) 53.63 + 0.495
Variables clinicas P (+/-)
Ascitis + 162 (57.7) 53.91 + 0.644
- 119 (42.3) 53.24 +0.775
Grado de Ascitis I 32 (20.7) 53.22 +1.381
I 67 (43.2)° 52.73+1.001
" 56 (36.1) 56.21 + 1.074
Encefalopatia + 91 (32.3) 55.37 +£0.838
- 190 (67.6) 52.79 + 0.604
Grado de I 36 (41.9) 53.36 + 1.356
encefalopatia* I 40 (46.5)" 56.95 + 1.097
" 10 (11.6) 57.00 + 3.432

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo. P, presencia (+) o ausencia (-). ; EEM:
Error estandar de la media; INR; ratio internacional normalizado. El valor de P fue obtenido al comparar el grupo de
pacientes sin ascitis o encefalopatia y el de ascitis o encefalopatia en individuos cirréticos. Las comparaciones fueron
realizadas mediante el test exacto de Fisher de dos colas. * Las comparaciones fueron realizadas comparando el grupo
con ascitis grado 11 con el resto de grupos (ascitis grado 1 y 111); OR=0.349; 95% IC: 0.212-.0.574, P<0.001." Las
comparaciones fueron realizadas comparando el grupo con encefalopatia de grado Il con el resto de grupos
(encefalopatia grado | y 111); OR=0.157; 95% IC: 0.072-.0.342, P<0.001. *No se ha incluido el grado IV en la tabla
por no haber encontrado ningun paciente con ese estadio.
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1.2. Caracteristicas bioquimicas del paciente con cirrosis alcohédlica que desarrolla
ascitis o encefalopatia

Se han estudiado un total de nueve pardmetros bioquimicos en pacientes con

cirrosis alcohdlica que desarrolla ascitis (Tabla 35) y encefalopatia (Tabla 36).
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Tabla 35. Pardmetros bioquimicos de pacientes varones con cirrosis alcohdlica y ascitis asociada segun su grado previos al trasplante hepatico

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Tipos de ascitis

Pacientes totales Con Ascitis Sin Ascitis Ascitis Tipo | Ascitis Tipo Il Ascitis Tipo 111
N=281 N=162 N=119 P1 N=91 N=190 N=190 P2
Valores n n n n n n
Parametros . . _ : : :
normales Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD
Creatinina 228 155 73 30 64 55
0.7-1.2
(mg/dl) 1.09+0.75 1.14 £ 0.81 0.99 + 0.61 0.1614 1.01+0.26 1.11+£1.05 1.25+0.74 0.413
Albumina 35 52 174 118 56 21 53 39
(g/dl) o 3.46 +0.66 3.34+0.62 3.69 +0.68 0.0009 3.46 +0.65 3.28 + 0.60 3.40 +0.63 0.455
Bilirrubina 0.05.1.2 180 124 56 25 52 41
total (mg/dl) ' ' 3.15+4.15 3.33+4.00 2.74 +4.47 0.3785 2.62+1.78 2.87+2.39 4,42 £6.14 0.3785
172 119 53 20 52 41
GOT (U/l) 5-40
97.44 + 189.61 88.15+101.21 118.30 £ 307.14 0.3371 62.10 + 47.54 102.36 £ 128.92 84.34 + 83.10 0.114
174 120 54 21 52 41
GPT (UN) 5- 41
74.35 + 158.57 66.60 + 100.49 91.55 +242.83 0.3384 72.90 + 168.28 69.50 + 89.13 60.43 + 73.56 0.877
163 112 51 20 49 37
FA (Ul 40-130
175.28 £ 114.61 176.41 +£110.41 172.80 £ 124.45 0.0153 155.65 + 62.95 178.12 +£121.85 163.32 +£88.39 0.655
161 111 50 19 50 37
GGT (U/) 10-71
103.07 £ 91.75 99.90 + 95.66 110.10 +82.88 0.5156 75.42 +58.33 108.06 +92.82 93.13 +104.53 0.405
215 148 67 30 59 55
INR 0.9-1.2
1.44 +0.35 1.46 +0.34 1.38 +£0.38 0.1251 1.38+£0.20 1.42 +£0.22 1.55 +0.46 0.038

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo; SD, desviacion estandar; GOT, transaminasa glutamico oxalacética; GPT, transaminasa glutamico pirivica;

FA, fosfatasa alcalina; GGT, gamma glutamil transferasa; INR, ratio internacional normalizado. Las comparaciones fueron hechas por el test de student en P1, valor de P al comparar

a los pacientes con y sin ascitis. Las comparaciones fueron hechas mediante analisis de varianza en P2, valor de P al comparar a los pacientes con ascitis segun su grado.
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La creatinina (mg/dl) se determiné en un total de 228 pacientes, y sus valores
quedaron dentro del rango de normalidad, establecido como 0.7-1.2, con un valor medio
de 1.09+0.75 mg/dl. Valores similares fueron obtenidos en los pacientes con ascitis
(n=155) y sin ascitis asociada (n=73), incluso segln el tipo de ascitis. Se obtuvieron
resultados semejantes en los pacientes con encefalopatia (n=86) y sin encefalopatia
asociada (n=142) (Tabla 35). Ademas, se observa un crecimiento de la creatinina a
medida que la gravedad de la enfermedad aumenta, con valores elevados en los
pacientes con encefalopatia de tipo NI (1.77£1.57 mg/dl), siendo significativo
(P=0.015) (Tabla 36).

La albamina (g/dl) fue considerada en un total de 174 pacientes, observandose
que presentaba valores cercanos 0 menores que los establecidos para el limite inferior
de la normalidad (3.46+0.66 g/dl). En los pacientes con ascitis asociada (n=118) se
observaron valores bastante similares, frente a los pacientes sin ascitis (n=56) cuyos
valores quedaron dentro del rango de normalidad. En este caso, la comparacion ambos
grupos mostré diferencias significativas (P=0.0009) (Tabla 35). Por otro lado, entre los
pacientes con (n=67) y sin encefalopatia (107) no mostraron diferencias significativas,

cuyos valores eran similares a los valores de normalidad (Tabla 36).

La bilirrubina total (mg/dl) se determin6 en 180 pacientes, y su valor medio fue
de 3.15+4.15 mg/dl, elevada con respecto a valores normales. En pacientes con ascitis
asociada fue de 3.33+4.00 mg/dl; n=56, y en los pacientes sin ascitis algo inferiores, con
valores de 2.74+4.47 mg/dl; n=56. No presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (Tabla 35). En pacientes con encefalopatia asociada fue de
3.52+3.28 mg/dl; n=68, y en los pacientes sin encefalopatia presentaron valores
disminuidos, 2.92+4.60 mg/dl; n=112. No presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (Tabla 36).

La GOT (transaminasa glutamico-oxalacética) se analizd en un total de 172
pacientes, observandose valores medios de 97.44+189.61 U/I, algo superiores al limite
superior de la normalidad. En pacientes con presencia 0 ausencia de ascitis, se observo
que las cifras eran menos elevadas en el grupo de ascitis (88.15+101.21 U/I; n=119),
mientras que en pacientes sin ascitis fueron mayores (118.30+307.14 U/I; n=53), sin

significacion (Tabla 35). En pacientes con encefalopatia los valores eran algo mas
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elevadas (100.20+139.58 U/I; n=69), mientras que en pacientes sin encefalopatia eran
inferiores a la media (95.59 + 217.42 U/l; n=103) (Tabla 36).

También se determind la GPT (transaminasa glutdmico-oxalacética) en un total
de 174 pacientes, con valores medios de 74.35+158.57 U/l. Como se observa en las
tablas 35 y 36, se obtienen valores similares a la de los pacientes con ascitis
(66.60+100.49 U/I; n=120) y encefalopatia (69.28+100.76 U/l; n=70), mientras que en
los pacientes sin ascitis las cifras fueron mas altas con valores medios de 91.55 + 242.83
U/l (n=54), al igual que en pacientes sin encefalopatia (77.75+188.16 U/I; n=104). No

mostraron significacion entre grupos y segun el tipo ascitis o encefalopatia.

La FA (fosfatasa alcalina) fue analizada en 163 pacientes con un valor medio de
175.28+1114.61 U/l. En pacientes segun la presencia de ascitis (Tabla 35), se
observaron valores medios de 176.41+110.41 U/l (n=112) en el grupo de pacientes con
ascitis, y 172.80+124.45 U/l (n=51) en el de pacientes sin ascitis. La comparacion de
ambos grupos mostré diferencias significativas (P=0.0153), aungque no se encontraron
resultados significativos segin su tipo. Por otra parte, los pacientes con (n=59) y sin
encefalopatia (102) mostraron valores similares a los valores de normalidad, sin mostrar

diferencias significativas (Tabla 36).

El andlisis de la GGT (gamma glutamil transpeptidasa) se realiz6 en 161
pacientes, y reflejo unos valores medios de 103.07+91.75 U/I. Estos valores resultaron
menores en los pacientes con ascitis (99.90+95.66 U/l; n=111) y algo elevados en los
pacientes sin ascitis (110.10+82.88 U/l; n=55) pero sin alcanzar diferencias
significativas (Tabla 35). De igual similar ocurrié en pacientes con encefalopatia
(95.06+87.66 U/I; n=59) y sin encefalopatia asociada (107.70+94.14 U/I; n=102) pero

sin alcanzar diferencias significativas (Tabla 36).

El INR (International normalized ratio) también se analiz6 en un total de 215
pacientes, con un valor medio ligeramente elevado de 1.44 + 0.35, respecto a los valores
normales (0.9-1.2). Esta misma distribucion fue observada tanto en pacientes sin y con
ascitis y segun su tipo, siendo significativa esta diferencia (P=0.038) (Tabla 35). Los
valores medios de INR eran superiores en pacientes sin y con encefalopatia y segln su

tipo, respecto a los valores normales, sin significacion estadistica (Tabla 36).
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Tabla 36. Parametros bioquimicos de pacientes varones con cirrosis alcohdlica y encefalopatia asociada segun su grado previos al trasplante hepatico.

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Pacientes totales Con Encef. Sin Encef. Enc. Tipo | Enc. Tipo 11 Enc. Tipo 111
N=281 N=91 N=190 P1 N=36 N=40 N=10 P2
Valores n n n n n n
Paradmetros
normales Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD

Creatinina 0.7-12 228 86 142 35 38 9
(mg/dl) 1.09 +0.75 1.16 + 0.66 1.05+0.80 0.2845  1.09+0.49 1.08 +0.39 1.77 £ 157 0.015

Albdmina 35-52 174 67 107 26 31 6
(o/dI) 3.46 £ 0.66 3.42+£0.62 3.47+0.68 0.6261 3.38+£0.55 3.45+0.69 3.23+£0.49 0.713

Bilirrubina 0.05-1.2 180 68 112 28 30 6
total (mg/dl) 3.15+4.15 3.52+3.28 292+460 0.3486 3.99 + 3.40 3.36 £ 3.36 3.26 £ 3.56 0.751

GOT (U/l) 5-40 172 69 103 28 31 6
97.44 + 189.61 100.20 + 139.58 9559 +217.42 0.8763 78.00+72.79 119.03 + 189.05 131.50 +117.06 0.485

GPT (UN) 5-41 174 70 104 28 31 7
74.35 + 158.57 69.28 + 100.76 77.75+188.16 0.7308  49.42 +52.33 80.35 + 129.50 114.71 +£122.18 0.260

FA (U/l) 40 - 130 163 59 104 25 25 5
175.28 + 114.61 175.15+121.58 175.36 £111.07 0.9911 184.72+142.18 166.12+111.36 175.00 + 130.58 0.877

GGT (U/l) 10-71 161 59 102 25 27 5
103.07 £ 91.75 95.06 + 87.66 107.70 £ 94.14 0.4013 97.80 +85.48 90.74 £ 93.28 91.40 + 82.43 0.958

INR 0.9-1.2 215 82 133 34 35 10
1.44 +0.35 1.47+0.35 1.42+0.36 0.3186 1.48+0.25 1.45+0.37 1.45+0.52 0.930

N, nuimero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo; SD, desviacion estandar; GOT: transaminasa glutamico oxalacética; GPT: transaminasa glutamico pirdvica;
FA: fosfatasa alcalina; GGT: gamma glutamil transferasa; INR: ratio internacional normalizado. Las comparaciones fueron hechas por el test de student en P1, valor de P al comparar a

los pacientes con y sin encefalopatia; Las comparaciones fueron hechas mediante analisis de varianza en P2, valor de P al comparar a los pacientes con encefalopatia de tipo I, 11 y I1I.
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1.3. Indices pronosticos clinicos de la cirrosis hepética alcohdlica con ascitis y
encefalopatia asociada.

En este estudio se considera la clasificacién de Child-Pugh sobre un total de 108
pacientes con ascitis (Tabla 37). La mayoria de los pacientes analizados, se clasificaron como
Child-Pugh “B” con un 54.62% de representacion (n=59), mientras que un 39.81% (n=43)
presentaban un Child-Pugh “C”, y el restante 5.55% de los pacientes se clasificaron como
Child-Pugh “A” (n=6). Esta distribucién fue similar entre los grupos con distintos grados de

ascitis, no existiendo diferencias significativas.

Los valores de MELD, fueron calculados en un total de 112 pacientes con ascitis (Tabla
37). La mayoria, tenian valores de MELD comprendidos entre 10-19 con un 71.42% de
frecuencia (n=80), un 19.64 % tenian un MELD superior a 19 (n=22), y tan solo un 8.03%
presentaron valores inferiores a 9 (n=9). También se obtiene el mismo patrén de distribucion
en los pacientes con ascitis segun su grado, con una mayor supervivencia a los 3 meses en
pacientes comprendidos en valores de MELD entre 10-19 entre los pacientes con ascitis de

grado I, 11y 111 (82.60% (n=19), 68.18% (n=30) y 68.29% (n=28), respectivamente.

Asi como ocurria con el Child-Pugh, el MELD también se distribuyé de manera
equitativa cuando los pacientes con cirrosis alcohdlica se subdividian en cirrosis alcoholica

sin ascitis y con ascitis.

Los valores de ALBI, fueron calculados en un total de 110 pacientes con ascitis (Tabla
37). Al igual que en los casos anteriores, segun esta puntuacion la mayoria de los pacientes se
clasifican en grado 2 con un 65.45% de frecuencia (n=72), un 24.54% tenian un MELD de
grado 3 (n=27) y, el 10% presentaron grado 1 (n=11). EI ALBI mostré resultados similares en

pacientes con distintos grados de ascitis o sin ascitis.
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Tabla 37. Indices prondsticos de supervivencia en pacientes varones con cirrosis alcohdlica y
ascitis asociada.

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Con Ascitis Ascitis Ascitis
Sin Ascitis Ascitis Tipo | Tipo 11 Tipo 11
N=35 N=108 N=22 N=42 N=41
Supervivencia a los 2 afios (%)
Indice prondstico  Clasificacion n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Child-Pugh? A 19 (54.28) 6 (5.55) 6 (27.27) 0 0
B 15 (42.85) 59 (54.62) 11 (50) 22 (52.38) 23 (56.09)
C 1(2.85) 43 (39.81) 5(22.72) 20 (47.61) 18 (43.90)
Con Ascitis Ascitis Ascitis
Sin Ascitis Ascitis Tipo | Tipo 11 Tipo 11
N=50 N=112 N=23 N=44 N=41
Supervivencia a los 3 meses (%)
Indice prondstico  Clasificacion n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MELD® <9 12 (24) 9 (8.03) 2 (8.69) 5 (11.36) 2 (4.87)
10-19 35 (70) 80 (71.42) 19(82.60)  30(68.18) 28 (68.29)
20-29 2 (4) 22 (19.64) 2 (8.69) 9 (20.45) 10 (24.39)
30-39 1(2) 1(0.89) 0 0 1(2.43)
Con Ascitis Ascitis Ascitis
Sin Ascitis Ascitis Tipo | Tipo Il Tipo I
N=51 N=110 N=20 N=49 N=36
Supervivencia a los 3 meses (%)
indice pronostico  Clasificacion n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
ALBI® 1 17 (33.3) 11 (10) 2 (10) 4 (8.16) 5 (13.88)
2 28 (54.9) 72 (65.45) 13 (65) 36 (73.46)  21(58.33)
3 6 (11.76) 27 (24.54) 5 (25) 9 (18.36) 10 (27.77)
S Con Ascitis Ascitis Ascitis
N=119 Ascitis Tipo | Tipo Il Tipo I
N=162 N=32 N=67 N=56
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Puntuacion MELD 51 (42.9) 112 (69.1) 23 (71.9) 44 (65.7) 41 (73.2)
Puntuacion ALBI 52 (43.7) 110 (67.9) 20 (62.5) 49 (73.1) 36 (64.3)

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo. * Child-Pugh basado en cinco variables
que incluyen niveles séricos de bilirrubina, albdmina, tiempo de protrombina o INR, ascitis y encefalopatia: Clase A:
supervivencia al afio 100%, a los 2 afios del 85%; Clase B: supervivencia al afio 80%, a los 2 afios del 57%; Clase C:

supervivencia al afio 45%, a los 2 afios del 35% (Child y Turcotte, 1964). ® MELD se ha obtenido considerando la
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bilirrubina sérica, el INR y la creatinina sérica: >40, mortalidad a los tres meses 71.3%; 30-39, mortalidad a los tres
meses 52.6%; 20-29, mortalidad a los tres meses 19.6%; 10-19, mortalidad a los tres meses 6%; >9, mortalidad a los
tres meses 1.9% (Malinchoc y col., 2000). En nuestros pacientes media de puntuacion MELD de 14.23 + 0.37. © ALBI
basado en la albumina y bilirrubina séricas: Grado 1: riesgo de mortalidad mas bajo, puntuacion de ALBI < 2,60;
Grado 2: riesgo de mortalidad intermedio, puntuacion de -2,60 <y <1,39; Grado 3; mayor riesgo de mortalidad,

puntuacién> -1,39.

La puntuacién de MELD (Tabla 37), muestra una menor supervivencia de los pacientes
con ascitis (69.1%) con respecto a los pacientes sin ascitis (42.9%). Estos datos coinciden con
la puntuacién de ALBI obtenida (67.9% en pacientes con ascitis en comparacion con los
pacientes sin ascitis asociada (43.7%), considerando ademas que los pacientes con ascitis
asociada presentaron una disminucién de los valores de albumina disminuida, presentando

diferencias estadisticamente significativas con respecto a los pacientes sin ascitis (P=0.0009).

También fue considerada la poblaciéon de pacientes con encefalopatia (Tabla 38). La
clasificacion de Child-Pugh se considerd en este estudio sobre un total de 59 pacientes con
encefalopatia. La poblacion estaba repartida en su mayoria como Child-Pugh “B” con un
50.84% de representacion (n=30) y Child-Pugh “C” con 45.76% (n=27), y el restante 3.38%
de los pacientes se clasificaron como Child-Pugh “A” (n=2). Esta distribucion fue similar
entre los grupos con distintos grados de encefalopatia, siendo incluso similar en el grado 1l
(n=3 y 50% de frecuencia, tanto en CHild-Pugh “A” y “B”, no existiendo diferencias

significativas.

Los valores de MELD, fueron calculados en un total de 61 pacientes con encefalopatia
(Tabla 38). La mayoria, tenian valores de MELD comprendidos entre 10-19 con un 68.85%
de frecuencia (n=42), un 26.22% tenian un MELD superior a 19 (n=16), y tan solo un 4.91%
presentaron valores inferiores a 9 (n=3). Los valores de MELD mostraron una distribucion
equitativa cuando los pacientes con cirrosis alcohdlica se subdividian en cirrosis alcohodlica

sin encefalopatia y con encefalopatia.
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Los valores de ALBI, fueron calculados en un total de 59 pacientes con encefalopatia
(Tabla 38). Al igual que en los casos anteriores, segun esta puntuaciéon la mayoria de los
pacientes se clasifican en grado 2 con un 71.18% de frecuencia (n=42), un 18.64% tenian un
MEL de grado 3 (n=11) y, el 10.16% presentaron grado 1 (n=6). EI ALBI mostré resultados

similares en pacientes con distintos grados de encefalopatia y sin encefalopatia.

La puntuacién de MELD (Tabla 38), muestra una menor supervivencia de los pacientes
con encefalopatia (68.1%) con respecto a los pacientes sin encefalopatia (53.2%). Estos datos
coinciden con la puntuacion de ALBI obtenida en pacientes con encefalopatia (65.9%) en
comparacién con los pacientes sin encefalopatia asociada (53.2%), considerando ademas un
aumento de los valores de creatinina a medida que la gravedad de la enfermedad aumenta, con
valores elevados en pacientes con encefalopatia de tipo 111 (P=0.015), aunque la puntuacién

de MELD y ALBI fueron més elevados en los pacientes con encefalopatia de tipo I.

192



Resultados

Tabla 38. indices prondsticos de supervivencia en pacientes varones con cirrosis alcohdlica y encefalopatia

asociada.

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Encefal. Encefal. Encefal.
Sin Encefal. Con Encefal. . . .
Tipo | Tipo 11 Tipo 1
N=84 N=59
N=23 N=27 N=6
Supervivencia a los 2 afios (%)
indice pronéstico Clasificacion n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Child-Pugh? A 23(27.38) 2(3.38) 2(8.69) 0 0
B 44 (52.38) 30 (50.84) 8(34.78) 16 (59.25) 3(50)
C 17 (20.23) 27 (45.76) 13 (56.52) 11 (40.74) 3(50)
. Encefal. Encefal. Encefal.
Sin Encefal. Con Encefal. . . .
Tipo | Tipo 11 Tipo 1
N=101 N=61
N=26 N=26 N=6
Supervivencia a los 3 meses (%)
Indice prondstico Clasificacion n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MELDP <9 18 (17.82) 3(4.91) 0 3(11.53) 0
10-19 73(72.27) 42 (68.85) 20(76.92) 17 (65.38) 3(50)
20-29 8(7.92) 16 (26.22) 6 (23.07) 6 (23.07) 3(50)
30-39 2(1.98) 0 0 0 0
. Encefal. Encefal. Encefal.
Sin Encefal. Con Encefal. . . .
Tipo | Tipo 11 Tipo 1
N=102 N=59
N=24 N=25 N=6
Supervivencia a los 3 meses (%0)
indice pronéstico Clasificacion n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
ALBI* 1 22 (21.56) 6 (10.16) 1(4.16) 4 (16) 0
2 58 (56.86) 42 (71.18) 18 (75) 18 (72) 4 (66.66)
3 22 (21.56) 11 (18.64) 5(20.83) 3(12) 2(33.33)
) Encefal. Encefal. Encefal.
Sin Encefal. Con Encefal. ) ) )
Tipo | Tipo 11 Tipo 11
N=190 N=91
N=36 N=40 N=10
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Puntuacion MELD 101 (53.2) 62 (68.1) 27 (75.0) 26 (65.0) 6 (60.0)
Puntuacién ALBI 102 (53.7) 60 (65.9) 25 (69.4) 25 (62.5) 6 (60.0)

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo. ® Child-Pugh basado en cinco variables que incluyen

niveles séricos de bilirrubina, albumina, tiempo de protrombina o INR, ascitis y encefalopatia: Clase A: supervivencia al afio 100%, a

los 2 afios del 85%; Clase B: supervivencia al afio 80%, a los 2 afios del 57%,; Clase C: supervivencia al afio 45%, a los 2 afios del 35%

(Child y Turcotte, 1964). > MELD se ha obtenido considerando la bilirrubina sérica, el INR y la creatinina sérica: >40, mortalidad a los

tres meses 71.3%; 30-39, mortalidad a los tres meses 52.6%; 20-29, mortalidad a los tres meses 19.6%; 10-19, mortalidad a los tres

meses 6%; >9, mortalidad a los tres meses 1.9% (Malinchoc y col., 2000). En nuestros pacientes media de puntuacion MELD de 14.23

+ 0.37. © ALBI basado en la albiimina y bilirrubina séricas: Grado 1: riesgo de mortalidad mas bajo, puntuacién de ALBI < 2,60;

Grado 2: riesgo de mortalidad intermedio, puntuacion de -2,60 <y <1,39; Grado 3; mayor riesgo de mortalidad, puntuacion> -1,39.
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2. Genes KIR y cirrosis hepatica alcohdlica

Se realiza el analisis de genes KIR en individuos controles sanos y en pacientes con
ascitis con distintos grados de ascitis y/o encefalopatia asociada y los diferentes estados de

gravedad.

En el andlisis de frecuencias de genes KIR se han excluido los genes constitutivos, ya
que se encuentran en todos los individuos, y los pseudogenes porque no codifican proteina y
por tanto no contribuyen al repertorio de receptores NK, tal y como se ha comentado en
materiales y métodos. Para su interpretacion y estudio, los genes KIR fueron clasificados

segun su funcién en inhibidores (iKIR) o activadores (aKIR).

2.1. Andlisis de genes KIR en pacientes con ascitis

En este estudio se ha analizado la frecuencia de la presencia o ausencia de cada uno de
los genes KIR en una poblacion control sana constituida por 319 individuos sanos (N=319)
frente a una poblacion de pacientes de individuos con cirrosis alcohdlica (N=281),

distinguiendo entre pacientes la presencia (N=162) o ausencia de ascitis (N=119).

2.1.1. Analisis de las frecuencias de genes KIR inhibidores en pacientes con cirrosis
alcohdlica y ascitis.

En la Tabla 39 se analiza y se compara la frecuencia de genes KIR en pacientes y
controles. No se detectaron diferencias significativas en el andlisis univariable entre la
frecuencia de genes iKIR de controles y pacientes, excepto para el gen KIR2DL2, cuya
frecuencia era significativamente mas baja en pacientes que en controles (63.3% en controles
frente al 53.0% en pacientes; OR= 0.654; 95% IC: 0.472-0.906, P=0.013). Ademas, parece
como la frecuencia de KIR2DL2 esta significativa disminuida en pacientes con cirrosis
alcohdlica y ascitis frente al grupo de control sano (OR=0.632; 95% IC: 0.431-0.927,
P=0.024).

Se observo como la frecuencia de distribucion del resto de genes iKIR fue similar entre
el grupo de pacientes y controles sanos. Sin embargo, en el gen KIR3DL1 se muestra una
frecuencia ligeramente disminuida entre los pacientes con ascitis asociada frente a los
pacientes de cirrosis alcohdlica sin ascitis asociada (93.2% frente al 98.3%, respectivamente;
OR=4.262; 95% IC: 0.927-19.599, P=0.048).
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Tabla 39. Andlisis de la frecuencia de genes KIR inhibidores en pacientes con cirrosis alcohdlica y

en controles sanos

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Controles Pacientes Ausencia  Presencia
sanos totales de ascitis  de ascitis
N=319 N=281 N=119 N=162

KIR genes”  P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4

iKIRs

2DL1 (S19) 197 (61.8) 160 (56.9)  0.244 64 (53.8) 96(59.3) 0.155 0.622 0.394
122 (38.2) 121 (43.1) 55(46.2) 66 (40.7)

2DL2 + 202 (63.3) 149 (53.0) 0.013*  64(53.8) 85(52.5) 0.079  0.024° 0.904
117 (36.7) 132 (47) 55(46.2) 77 (47.5)

DL3 + 279 (87.5)  249(88.6) 0.707 106 (89.1) 143(88.3) 0.743  0.883  1.000
40 (12.5) 32 (11.4) 13(10.9) 19 (11.7)

2DL5 + 170 (53.3) 158 (56.2)  0.511 70(58.8) 88(54.3) 0.322  0.847 0.468
149 (46.7) 123 (43.8) 49 (41.2) 74 (45.7)

3DL1 + 304 (95.3) 268 (95.4)  1.000 117 (98.3) 151(93.2) 0.174  0.394 0.048°

15 (4.7) 13 (4.6) 2(1.7) 11 (6.8)

P, presencia; A, ausencia; N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o0 ausencia de un gen
KIR. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcoholica totales con los controles sanos; P2 y P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes
con cirrosis alcoholica sin y con ascitis asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido al
comparar cirrosis alcohdlica sin ascitis con cirrosis alcohélica asociada a ascitis. * OR=0.654; 95% 1C:0.472-0.906,
P=0.013. ® OR=0.639; 95% 1C:0.436-0.938, P=0.024 “OR=4.262; 95% IC: 0.927-19.599, P=0.048.

" Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.

2.1.2. Analisis de las frecuencias de genes KIR activadores en pacientes con cirrosis

alcohdlica y ascitis.

En este estudio se analizaron un total de once genes aKIR (Tabla 40). Se ha observado
una frecuencia de distribucion de los genes aKIR similar entre pacientes y controles sanos, no

detectandose diferencias significativas salvo por la presencia del gen KIR2SD2 y KIR2SD5.

La presencia de KIR2SD2 es significativamente mas baja en pacientes con cirrosis
alcohdlica que en controles (52% y 63%, respectivamente; OR=0.635; 95% IC: 0.458-0.880,
P=0.006). Ademas, al comparar el grupo de pacientes sin ascitis (51.9%) se encuentra una
frecuencia de distribucion mas baja respecto a los controles sanos (63%) siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (OR=0.639; 95% IC: 0.417-0.977, P=0.048). De
forma similar, la frecuencia de distribucion del gen KIR2DS2 entre los pacientes con ascitis
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asociada (51.9%) se encuentra disminuida significativamente si la comparamos con la
poblacién control sana (63%), siendo en esta ultima mayor (OR=0.632; 95% IC: 0.431-0.927,
P=0.024).

Por otro lado, la presencia de KIR2SD5 es significativamente mayor en pacientes con
cirrosis alcohdlica que en controles (35.2% y 27%, respectivamente; OR=1.474; 95% IC:
1.041-2.087, P=0.033) y, entre pacientes sin ascitis con respecto a los controles, la frecuencia
de distribucién es mas alta en pacientes sin ascitis asociada (39.5%) (OR=1.769; 95% IC:

1.136-2.754, P=0.014), presentando esta diferencia estadisticamente significativa.

Las frecuencias del resto de genes aKIR también se analizaron en la poblacion sana y

enferma, donde su distribucion fue similar, y por tanto, sin diferencias significativas.

Tabla 40. Analisis de la frecuencia de genes KIR activadores en pacientes con cirrosis alcoholica y

ascitis y en controles sanos.

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Controles Pacientes Ausencia  Presencia
sanos totales de ascitis  de ascitis
N=319 N=281 N=119 N=162

KIR genes”  P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4

aKIRs

2081 (L1+) 119 (37.3) 119 (42.3) 0.211 55 (46.2) 64 (39.5) 0.100 0.691 0.274
200 (62.7) 162 (57.7) 64 (53.8) 98 (60.5)

2DS2 (L2+) 201 (63.0) 146 (52.0) 0.006% 62 (52.1) 84 (51.9) 0.048°  0.024° 1.000
118 (37.0) 135 (48) 57 (47.9)  78(48.1)

2DS3 + 107 (33.5) 93 (33.1) 0.931 41(34.5) 52(32.1) 0.910 0.838 0.702
212 (66.5) 188 (66.9) 78 (65.5) 110 (67.9)

2DS4 + 305 (95.6) 266 (94.7) 0.704 115(96.6) 151(93.2) 0.790 0.281 0.285
14 (4.4) 15 (5.3) 4 (3.4) 11 (6.8)

2DS5 + 86 (27.0) 99 (35.2) 0.033° 47 (39.5) 52(32.1) 0.0149 0.243 0.209
233 (73.0) 182 (64.8) 72 (60.5) 110 (67.9)

3DS1 + 129 (40.4) 132 (47.0) 0.117 60 (50.4) 72 (44.4) 0.066 0.434 0.335

190 (59.6) 149 (53.0) 59 (49.6) 90 (55.6)

P, presencia; A, ausencia; N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de un gen KIR.
Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcohdlica totales con los controles sanos; P2 y P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con
cirrosis alcohdlica sin y con ascitis asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido al comparar
cirrosis alcohdlica sin ascitis con cirrosis alcohdlica asociada a ascitis. *OR=0.635; 95% IC: 0.458-0.880, P=0.006.
POR=1.474; 95% IC: 1.041-2.087, P=0.033. “OR=0.639; 95% IC: 0.417-0.977, P=0.048. “OR=1.769; 95% IC: 1.136-
2.754, P=0.014. *OR=0.632; 95% IC: 0.431-0.927, P=0.024. " Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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2.1.3. Analisis de genes KIR en pacientes con distintos grados de ascitis

A continuacion, se analizaron las frecuencias de genes KIR en pacientes con distintos

grados de ascitis.

De una poblacién paciente total de individuos con cirrosis alcohdlica y ascitis asociada
(N=162), se ha distinguido pacientes con ascitis de Tipo | (N=32), Tipo Il (N=66) y Tipo IlI
(N=56) (Tabla 41).

2.1.3.1. Anélisis de las frecuencias de genes KIR inhibidores en pacientes cirréticos con
distintos grados de ascitis

Se ha observado una frecuencia de distribucion de los genes iKIR similar entre los
pacientes con ascitis asociada segin el grado de ascitis, no detectdndose diferencias
significativas en ninguno de los genes KIR inhibidores asociados, a pesar de que se habia
mostrado diferencias significativas entre la poblacion de pacientes con ascitis asociada frente
al grupo control para el gen KIR3DL1 (Tabla 39), encontrandose ligeramente aumentada la
frecuencia de distribucion entre los pacientes con ascitis de tipo Il frente a los de tipo |
(95.5% frente a 87.5% respectivamente; P=0.211) (Tabla 41).

Por otra parte, se ha comparado la poblacion de controles sanos frente a las poblaciones
de pacientes con ascitis asociada segun el grado ascitis. En la mayoria de los casos las
frecuencias de distribucion son similares, aunque se han encontrado que las frecuencias de los
genes iKIR se presentaron disminuidas en pacientes con ascitis de tipo I, sin resultados
significativos con excepcion del gen KIR2DL2. Como puede observarse en la tabla 41, el gen
KIR2DL2 se encuentra disminuido en la poblacion de pacientes con ascitis tipo | (43.8%)
frente a la poblacion control sana (63.3%) resultando esta diferencia significativa (P=0.036).
Al observar las frecuencias de distribucién de este mismo gen en los pacientes con ascitis de
tipo 1l y tipo Il también se observa que su presencia es menor (51.5% y 51.8%,

respectivamente), pero no son resultados significativos.
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Tabla 41. Analisis de la frecuencia de genes KIR inhibidores en pacientes con cirrosis alcoholica con distintos grados de ascitis

frente al grupo control sano.

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Tipos de ascitis

Controles Pacientes Tipo | Tipo Il Tipo 111
sanos totales
N=319 N=281 N=32 N=66 N=56
KIR genes P/A n (%) n (%) P1 n(%o) n(%o) n(%o) P2 P3 P4 P5 P6 P7
iKIRs
2DL1(S1) T 197 (61.8) 160 (56.9)  0.244 16 (50) 41 (62.1) 34(60.7) 0.281 0.375 1.000 0.254 1.000 0.883
- 122 (38.2) 121 (43.1) 16 (50)  25(37.9) 22(39.3)
2DL2 + 202 (63.3) 149 (53.0) 0.013*  14(43.8) 34(51.5) 29(51.8) 0523 0512 1.000 0.036° 0.095 0.104
- 117 (36.7) 132 (47) 18 (56.3) 32 (48.5) 27 (48.2)
2DL3 + 279 (87.5) 249 (88.6)  0.707 26 (81.3) 61(924) 51(91.1) 0.169 0.198 1.000 0.406 0.299 0.655
- 40 (12.5) 32 (11.4) 6(188) 5(7.6)  5(8.9)
2DL5 + 170 (53.3) 158 (56.2)  0.511 18 (56.3) 36 (54.5) 30(53.6) 1.000 0.828 1.000 0.853 0.893 1.000
- 149 (46.7) 123 (43.8) 14 (43.8) 30 (45.5) 26 (46.4)
3DL1 + 304 (95.3) 268 (95.4)  1.000 28 (87.5) 63(95.5) 52(92.9) 0.211 0455 0.702 0.083 1.000 0.504
- 15 (4.7) 13 (4.6) 4(125) 3(4.5) 4(7.1)

P, presencia; A, ausencia; N, ndmero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de un gen KIR. Las comparaciones fueron
hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohélica totales con los controles sanos;
P2, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica con ascitis asociada de grado | y II; P3, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcohdlica con ascitis asociada de grado | y 111; P4, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohélica con ascitis
asociada de grado Il y IllI; P5, P6 y P7 valor de P obtenido al comparar a los controles sanos con ascitis asociada de grado |, grado Il y grado IllI,
respectivamente. * OR=0.654; 95% 1C:0.472-0.906, P=0.013. " OR=0.450; 95% 1C:0.216-0.939, P=0.036.

“ Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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2.1.3.2. Anélisis de las frecuencias de genes KIR activadores en pacientes cirroticos con
distintos grados de ascitis

Como muestra la Tabla 42, se han obtenido resultados similares en el analisis de los
genes KIR activadores sin diferencias significativas entre las frecuencias de distribucion entre

los pacientes cirréticos con ascitis asociada segun su grado.

Se han obtenido diferencias en las frecuencias entre los pacientes con distintos grado de
ascitis con respecto a la poblacion de control sana. El gen KIR2DS2 se encuentra disminuido
en los pacientes con ascitis de tipo I, I1'y 11 (43.8%, 51.5%, 50%, respectivamente) frente a
los controles sanos (63%). Esta diferencia es estadisticamente significativa sélo para el caso
de la ascitis tipo | (P=0.037).

Por otra parte, el gen KIR2DS3 se encuentra aumentado en los pacientes con ascitis tipo
| (43.8%) con respecto a la poblacion sana (33.5%), mientras que en los individuos con ascitis
tipo 11 y Il se encuentra disminuido (27.3% y 30.4%, respectivamente), de forma no
significativa. Por altimo, el gen KIR2DS5 se ha presentado aumentado en los pacientes con
ascitis tipo 1 (31.3%), 11 (34.8%) y 111 (30.4%) con respecto a la poblacion control sana (27%),

pero sin significacién estadistica (Tabla 42).
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Tabla 42. Frecuencia de genes KIR activadores en pacientes con cirrosis alcohélica con distintos grados de ascitis frente al grupo control sano.

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Grado de ascitis

Controles Pacientes

Tipo | Tipo 11 Tipo 111
sanos totales
N=319 N=281 N=32 N=66 N=56
KIR genes” P/A n (%) n (%) P1 n(%o) n(%o) n(%o) P2 P3 P4 P5 P6 P7
aKIRs
2DS1 (L1+) + 119(37.3) 119 (42.3) 0.211 15(46.9) 25(37.9) 21(37.5) 0511 0.500 1.000 0.341 1.000 1.000
- 200 (62.7) 162 (57.7) 17 (53.1) 41(62.1) 35(62.5)
2DS2 (L2+) + 201(63.0) 146 (52.0) 0.006*°  14(43.8) 34(515) 28(50) 0.523 0.659 1.000 0.037° 0.096 0.075
; 118(37.0)  13548) 18 (56.3) 32(485)  28(50)
2DS3 + 107(33.5)  93(33.1) 0.931 14 (43.8) 18(27.3) 17(30.4) 0.114 0.249 0.841 0.249 0.387 0.758
- 212 (66.5) 188 (66.9) 18 (56.3) 48 (72.7) 39 (69.6)
2DS4 + 305(95.6) 266 (94.7) 0.704 28 (87.5) 63(95.5) 52(92.9) 0.211 0.455 0.702 0.070 1.000 0.325
- 14 (4.4) 15 (5.3) 4(125)  3(45) 4(7.1)
2DS5 + 86 (27.0) 99 (35.2) 0.033° 10(31.3) 23(34.8) 17(304) 0.821 1.000 0.700 0.678 0.230 0.627
- 233(73.0) 182 (64.8) 22 (68.8) 43(65.2) 39 (69.6)
3DS1 + 129 (40.4) 132 (47.0) 0.117 16 (50) 29 (43.9) 24 (42.9) 0.667 0.657 1.000 0.347 0.680 0.769
. 190 (59.6) 149 (53.0) 16 (50) 37 (56.1) 32 (57.1)

P, presencia; A, ausencia; N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de un gen KIR. Las comparaciones fueron hechas por el test
exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica totales con los controles sanos; P2, valor de P obtenido al
comparar a los pacientes con cirrosis alcohélica con ascitis asociada de grado | y Il; P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica con ascitis
asociada de grado | y I11; P4, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcoholica con ascitis asociada de grado |1 y I1I; P5, P6 y P7 valor de P obtenido
al comparar a los controles sanos con ascitis asociada de grado 1, grado 11 y grado 111, respectivamente. *OR=0.635; 95% IC: 0.458-0.880, P=0.006. > OR=1.474; 95%
IC: 1.041-2.087, P=0.033.

" Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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2.2. Andlisis en las frecuencias de genes KIR en pacientes con encefalopatia.

En este estudio se ha analizado la frecuencia de la presencia o ausencia de cada uno de
los genes KIR en una poblacién control total de 319 individuos sanos (n=319) y en pacientes

con cirrosis alcohdlica (n=281), con presencia (n=91) o ausencia de encefalopatia (n=190).

2.2.1. Analisis de las frecuencias de genes KIR inhibidores en pacientes con cirrosis

alcoholica y encefalopatia

En la Tabla 43 se analiz6 la frecuencia de iKIR en pacientes y controles. Se observd
una frecuencia similar de genes iKIR entre pacientes con cirrosis alcoholica y controles sanos.
Sin embargo, la frecuencia del gen KIR2DL2 presenta diferencias estadisticamente
significativas entre pacientes con y sin encefalopatia asociada, estando disminuida su

frecuencia entre los pacientes con encefalopatia asociada (47.3% frente al 55.8%; P=0.008).

Por otra parte, la frecuencia del gen KIR2DL3 se muestra ligeramente aumentada entre
los pacientes con encefalopatia asociada (94.5%) frente a los pacientes sin encefalopatia
asociada (85.8%), aunque esta diferencia no ha resultado estadisticamente significativa. Sin
embargo, la disminucién de su frecuencia entre los pacientes sin encefalopatia con respecto al
grupo control sano, si presenta significancia estadistica (85.8% frente al 87.5%,
respectivamente; OR=2.849; 95% IC: 1.059-7.663, P=0.043).

Ademas, el gen KIR2DL1 presenta una distribucion semejante en el grupo control sano
(95.3%) y pacientes con cirrosis alcohdlica (95.4%). Al observar su distribucién segun la
presencia o ausencia de encefalopatia se observa una ligera disminucion no significativa en el

grupo de pacientes con encefalopatia asociada (93.4%).
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Tabla 43. Andlisis de la frecuencia de genes KIR inhibidores en pacientes con cirrosis alcohdlica y

encefalopatia y en controles sanos

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Controles Pacientes Ausencia de Presencia de
sanos totales encefalopatia encefalopatia
N=319 N=281 N=190 N=91
KIR genes” P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
iKIRs
2DL1(S1) + 197 (618) 160 (56.9) 0.244 112 (58.9) 48(52.7) 0368 0.574 0.146
- 122(38.2) 121 (43.1) 78 (41.1) 43 (47.3)
2DL2 + 202(63.3) 149 (53.0) 0.013 106 (55.8) 43(47.3) 0202 0.111 0.008°
- 117 (36.7) 132 (47) 84 (44.2) 48 (52.7)
2DL3 + 279 (87.5) 249 (88.6) 0.707 163 (85.8) 86(94.5)  0.043° 0590 0.059
- 40 (12.5) 32 (11.4) 27 (14.2) 5(5.5)
2DL5 + 170(53.3) 158 (56.2) 0.511 104 (54.7) 54 (59.3)  0.521 0.783 0.340
. 149 (46.7) 123 (43.8) 86 (45.3) 37 (40.7)
3DL1 + 304(95.3)  268(95.4) 1.000 183 (95.3) 85(93.4)  0.362 0.658 0.430
- 15 (4.7) 13 (4.6) 7(3.7) 6 (6.6)

P, presencia; A, ausencia; N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia 0 ausencia de un gen
KIR. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a
los pacientes con cirrosis alcohdlica totales con los controles sanos; P2 y P3, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcohdlica sin y con encefalopatia asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de
P obtenido al comparar los pacientes con cirrosis alcoholica asociada a encefalopatia y los pacientes con cirrosis
alcohdlica sin encefalopatia.. * OR=0.654; 95% 1C:0.472-0.906, P=0.013. b OR=2.849: 95% IC:1.059-7.663, P=0.043
.£OR=0.519; 95% 1C:0.324-0.830, P=0.008.

" Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.

2.2.2. Analisis de las frecuencias de genes KIR activadores en pacientes con cirrosis

alcohdlica y encefalopatia

Se analizdé y compar6 la frecuencia de aKIR en la poblacion sana (Tabla 44). La
frecuencia de genes aKIR fue similar entre pacientes y controles sanos, no detectandose

diferencias significativas, salvo por la presencia del gen KIR2SD2 y KIR2SD5.

Aunque las frecuencias distribucion de ambos genes fue similar entre el grupo de
pacientes con presencia y ausencia de encefalopatia frente al grupo control, si hay diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes que presentan encefalopatia frente a los

pacientes que no tienen encefalopatia asociada.
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Para el gen KIR2DS2 se observo una frecuencia de distribucion méas baja entre los
pacientes que presentan encefalopatia (46.2%) respecto a los que no la presentaban (54.7%)
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (OR=0.503; 95% IC: 0.314-0.806,
P=0.005).

Por otro lado, el gen KIR2SD5 presentd una distribucion mayor en pacientes con
encefalopatia asociada (38.5%) respecto a los pacientes sin encefalopatia asociada (33.7%),
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (OR=1.693; 95% IC: 1.038-2.762,
P=0.038).

Tabla 44. Andlisis de la frecuencia de genes KIR activadores en pacientes con cirrosis alcohodlica y

encefalopatia y en controles sanos

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Controles Pacientes Ausencia de Presencia de
sanos totales encefalopatia  encefalopatia
N=319 N=281 N=190 N=91
KIR genes” P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
aKIRs
M+ 119 (37.3) 119 (42.3) 0.211 76 (40.0) 43(47.3) 0302 0572 0.090
- 200 (62.7) 162 (57.7) 114 (60.0) 48 (52.7)
0s2 (L2+) * 201(63.0) 146 (52.0) 0.006° 104 (54.7) 42 (46.2) 0.203 0.076 0.005°
- 118 (37.0) 135 (48) 86 (45.3) 49 (53.8)
DS3 + 107 (335)  93(33.1)  0.931 66 (34.7) 27 (29.7) 0420 0.847 0528
- 212 (66.5) 188 (66.9) 124 (65.3) 64 (70.3)
D54 + 305(95.6) 266 (94.7) 0.704 181 (95.3) 85 (93.4) 0574 0.829 0.409
- 14 (4.4) 15 (5.3) 9(4.7) 6 (6.6)
D35 + 86 (27.0) 99(35.2)  0.033° 64 (33.7) 35 (38.5) 0505 0.109 0.038
- 233(73.0) 182 (64.8) 126 (66.3) 56 (61.5)
3DS1 + 129 (40.4) 132 (47.0) 0.117 86 (45.3) 46 (50.5) 0.444 0.308 0.093
- 190 (59.6) 149 (53.0) 104 (54.7) 45 (49.5)

P, presencia; A, ausencia; N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de un gen KIR.
Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcohdlica totales con los controles sanos; P2 y P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes
con cirrosis alcoholica sin y con encefalopatia asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido al
comparar los pacientes con cirrosis alcoholica asociada a encefalopatia y los pacientes con cirrosis alcohdlica sin
encefalopatia.. *OR=0.635; 95% IC: 0.458-0.880, P=0.006. “OR=1.474; 95% IC: 1.041-2.087, P=0.033. “ OR=0.503;
95% 1C:0.314-0.806, P=0.005.  OR=1.693; 95% 1C:1.038-2.762, P=0.038.

" Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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2.2.3 Andlisis de genes KIR en pacientes con distintos grados de encefalopatia

A continuacion, se analizaron las frecuencias de genes KIR en una poblacion paciente
total de individuos con cirrosis alcohdlica y encefalopatia asociada (n=91), distinguiendo en
este grupo entre los distintos grados de encefalopatia: Tipo | (n=36), Tipo 1l (n=40) y Tipo Il
(n=10).

2.2.3.1. Analisis de las frecuencias de genes KIR inhibidores en pacientes cirréticos
con distintos grados de encefalopatia

Se observo una frecuencia de distribucion de los genes iKIR similar entre los pacientes
con encefalopatia asociada segin el grado de encefalopatia, a pesar de haber mostrado
diferencias significativas entre la poblacion de pacientes con encefalopatia asociada frente al
grupo control para el gen KIR3DL2 (Tabla 43) . Por otra parte, se ha comparado la poblacion
de controles sanos frente a las poblaciones de pacientes con encefalopatia asociada segun el

grado de encefalopatia.

Con respecto al gen KIR2DL1 (Tabla 45), se encuentra disminuido en la poblacion de
pacientes con encefalopatia de tipo | (41.7%) frente a la poblacion control sana (61.8%),
resultando estadisticamente significativa (P=0.03). También disminuye su distribucion en los
pacientes con encefalopatia de tipo 111 (50%), aunque no resulta significativa, quizas por el
bajo numero de poblacion (n=10). Sin embargo, los pacientes con encefalopatia de tipo 1l
presentan una distribucion ligeramente aumentada (62.5%) que ademas, es estadisticamente
significativa (P=0.006). Ademas, el gen KIR2DL2 también ha presentado una menor en la
poblacion de pacientes con encefalopatia de tipo I, 1l 'y 1l (52.8%, 37.5% y 50%,
respectivamente) frente a la poblacion control sana (63.3%). Estas diferencias han resultado

significativas en el caso de los pacientes con encefalopatia de grado Il (P=0.003).

Por otra parte, se obtuvo una distribucion mayor del gen KIR2DL3 en los pacientes con
encefalopatia asociada, aumentando cada vez conforme aumenta la gravedad de la
enfermedad (94.4 % de tipo I, 97.5% de tipo 1l y 100% de tipo IllI), con respecto a la
poblacién control sana (87.5%), pero sin significacion estadistica. Por ultimo, el gen
KIR3DL1 presenté una distribucidon no significativa mayor en pacientes con encefalopatia
asociada de tipo Il y Ill. Sin embargo, en pacientes con encefalopatia asociada de tipo I
presentd una distribucion menor (86.1%) con respecto al grupo control sano (95.3%). Estos

resultados fueron estadisticamente significativos (P=0.041).
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Tabla 45. Frecuencia de genes iKIR en pacientes con cirrosis alcoholica con distintos grados de encefalopatia frente al grupo control sano.

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Grado de Encefalopatia

Controles Pacientes Tipo | Tipo Il Tipo I

sanos totales
N=319 N=281 N=36 N=40 N=10
KIR genes” P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) n (%) P2 P3 P4 P5 P6 P7
iKIRS
M+ 197 (61.8) 160 (56.9) 0.244 15(41.7) 25(625) 5(50) 0.107 0.726 0.494 0.030° 0.006° 0.517
- 122 (38.2) 121 (43.1) 21(58.3) 15(37.5) 5 (50)
2DL2 +  202(63.3) 149 (53.0) 0.013? 19(52.8) 15(37.5) 5(50) 0.248 1.000 0.494 0276 0.003  0.508
- 117 (36.7) 132 (47) 17 (47.2) 25(625) 5 (50)
2DL3 +  279(875) 249 (88.6) 0.707 34(94.4) 39(97.5) 10(100) 0.601 1.000 1.000 0.284 0.065  0.617
- 40 (125)  32(11.4) 2 (5.6) 125  0(0)
2DL5 + 170 (53.3)  158(56.2) 0.511 24(66.7) 21(52.5) 6(60) 0.248 0720 0.736 0.158 1.000  0.756
- 149 (46.7) 123 (43.8) 12(33.3) 19(47.5) 4 (40)
3DL1 +  304(95.3) 268(95.4) 1.000 31(86.1) 39(97.5) 10(100) 0.095 0.570 1.000 0.041° 1.000  1.000
- 15 (4.7) 13 (4.6) 5(139) 125  0(0)

P, presencia; A, ausencia; N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de un gen KIR. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto
de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohélica totales con los controles sanos; P2, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcohdlica con encefalopatia asociada de grado | y Il; P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohélica con encefalopatia
asociada de grado | y Ill; P4, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcoholica con encefalopatia asociada de grado Il y Ill; P5, P6 y P7 valor de P
obtenido al comparar a los controles sanos con encefalopatia asociada de grado I, grado Il y grado Ill, respectivamente. * OR=0.654; 95% IC:0.472-0.906, P=0.013. "
OR=0.442; 95% 1C:0.220-0.891, P=0.030. “ OR= 0.306; 95% 1C:0.104-0.899, P=0.041. * OR=0.372; 95% 1C:0.188-0.733, P=0.006.* OR= 0.348; 95% IC:0.176-0.686,
P=0.003.

“ Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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2.2.3.2. Analisis de las frecuencias de genes KIR activadores en pacientes cirréticos
con distintos grados de encefalopatia

Se han obtenido resultados similares en el analisis de los genes KIR activadores en
pacientes con distintos grados de encefalopatia, sin diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 46).

Sin embargo, en cuanto a la frecuencias de distribucion se observé un aumento en los
genes KIR2DS1, KIR2DS5 Y KIR3DSL1 entre los pacientes con encefalopatia de Tipo I con
respecto a los de Tipo Il, con un 58.3% frente al 37.5% (P=0.107), 50% frente al 27.5%
(P=0.059) y 58.3% frente al 42.5% (P=0.251), respectivamente. Por otra parte, muestran
disminuidos el gen KIR2DS4 en los pacientes de tipo | con respecto a los de Tipo |1, con un
86.1% frente al 97.5% (P=0.095).
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Tabla 46. Frecuencia de genes aKIR en pacientes con cirrosis alcoh6lica con distintos grados de encefalopatia frente al grupo control sano.

Controles

Pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Pacientes

Grado de Encefalopatia

wotel Tipo | Tipo 1l Tipo

sanos otales

N=319 N=281 N=36 N=40 N=10

KIR genes P/IA n (%) n (%) P1 n (%) n (%) n (%) P2 P3 P4 P5 P6 P7

aKIRs

2DS1 (L1+) + 119 (37.3) 119 (42.3)  0.211 21(58.3) 15(375) 5(50)  0.107  0.726 0.494  0.019° 1.000 0511
- 200 (62.7) 162 (57.7) 15(41.7) 25(625)  5(50)

2DS2 (L2+) + 201 (63.0) 146 (52.0)  0.006° 18(50.0) 15(375) 5(50)  0.355  0.726 0494 0149 0.003" 0510
- 118 (37.0) 135 (48) 18 (50.0) 25 (62.5) 5 (50)

2DS3 + 107 (33.5) 93 (33.1) 0.931 12 (33.3) 9 (22.5) 4 (40) 0.316 0.720 0.420 1.000 0.209 0.738
. 212 (66.5) 188 (66.9) 24(66.7)  31(775)  6(60)

2DS4 + 305 (95.6) 266 (94.7)  0.704 31(86.1) 39(97.5) 10(100) 0.095  0.570 1.000 0033 1.000  1.000
. 14 (4.4) 15 (5.3) 5 (13.9) 1(2.5) 0 (0)

2DS5 + 86 (27.0) 99(35.2)  0.033° 18(50.0)  11(27.5)  4(40)  0.059  0.725 0.462  0.006° 1.000  0.470
- 233 (73.0) 182 (64.8) 18 (50.0) 29 (72.5) 6 (60)

3DS1 + 129 (40.4) 132 (47.0)  0.117 21(583) 17(425)  6(60)  0.251 1.000 0.480  0.050 0.865 0.328
- 190 (59.6) 149 (53.0) 15 (41.7)  23(57.5) 4 (40)

P, presencia; A, ausencia; N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de un gen KIR. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos
colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica totales con los controles sanos; P2, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica con
encefalopatia asociada de grado 1 y I1; P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcoholica con encefalopatia asociada de grado 1 y I11; P4, valor de P obtenido al comparar a
los pacientes con cirrosis alcohdlica con encefalopatia asociada de grado Il y I1I; P5, P6 y P7 valor de P obtenido al comparar a los controles sanos con encefalopatia asociada de grado I, grado 11
y grado 111, respectivamente. *OR=0.635; 95% IC: 0.458-0.880, P=0.006. “OR=1.474; 95% IC: 1.041-2.087, P=0.033. “OR=2.353; 95% IC:1.168-4.740, P=0.019. “OR=0.285; 95% IC:
0.096-0.843, P=0.033. * OR=2.709; 95% IC:1.347-5.448, P=0.006. "OR=0.352; 95% IC: 0.179-0.695, P=0.003.
“ Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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Al comparar los pacientes con encefalopatia segun su grado con el grupo control sano si

se han obtenido diferencias significativas.

Es el caso del gen KIR2DS1, que mostré un aumento significativo de su frecuencia en
pacientes con encefalopatia de grado | con respecto al grupo control sano (37.3%) (P=0.019).
El gen KIR2DS2 mostro una frecuencia de distribucion del 63% en el grupo control sano, que
disminuyé en la poblacién con encefalopatia conforme aumentaba el grado de la enfermedad,
para los de tipo I y tipo Il. Sin embargo, s6lo mostro significacion estadistica en los pacientes
con encefalopatia de grado Il (37.5%, P=0.003). A su vez, el gen KIR2DS4 se mostr6
disminuido en los pacientes con encefalopatia de grado | (86.1%) con respecto al grupo

control sano (95.6%), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (P=0.033).

Por otra parte, el gen KIR2DS5 tiene una mayor presencia en los pacientes con
encefalopatia de grado | (50%) con respecto a los controles (27.0 %) de forma significativa
(P=0.006). ElI gen KIR3DS1 también aumenta pero de forma cercana a la significacion

(P=0.05) con un 58.3% de distribucion frente al control sano con el 40.4%.
3. Analisis de la frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C.

Debido a la importancia de estos epitopos Asn y Lys en la interaccion del genotipo
HLA-C como ligando de receptores KIR2D, se estudio la posible influencia de la presencia de
estos epitopos en la poblacién de pacientes con cirrosis alcoholica y controles sanos, y se
evaluo su influencia sobre la aparicién de cirrosis alcoholica (Tabla 47). Asi, se observé que
el nimero de pacientes que carecian del epitopo C1 estaba significativamente disminuido en
la poblacién de cirrosis alcohdlica comparada con la de los controles sanos (OR=0.586; 95%
Cl: 0.387-0.889, P=0.015). Resultados similares se observaron al analizar a los pacientes con
cirrosis alcohdlica sin ascitis asociada frente a los controles sanos (OR=0.548; 95% IC: 0.324-
0.927, P=0.031). Sin embargo, el analisis de la presencia o ausencia del epitopo C2 no mostrd

diferencias entre la cohorte de individuos sanos y enfermos.

Se realiz6 un analisis posterior de genotipos HLA-C sobre la misma cohorte de
individuos, en el que se demuestra una distribucion similar del genotipo C1C1 en el grupo
control sano y pacientes con cirrosis alcoh6lica. Mientras que, los genotipos C1C2 y C2C2

estuvieron diferentemente distribuidos en ambos grupos (Tabla 47).
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Tabla 47. Frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C en pacientes varones con cirrosis
alcohdlica con o sin ascitis en comparacion con controles sanos.

Pacientes varones con cirrosis alcohoélica

Controles Pacientes Ausencia  Presencia

Sanos totales ascitis ascitis

N=314 N=272 N=113 N=159
Epitopos n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
HLA-C
Cl+ 266 (84.7) 208 (76.5) 0.015°  85(75.2) 123 (77.4) 0.031° 0.056 0.772
C1- 48 (15.3) 64 (23.5) 28 (24.8) 36 (22.6)
C2+ 213 (67.8) 190 (69.9) 0.655 72 (63.7) 118(74.2) 0.485 0.168 0.081
C2- 101 (32.2) 82 (30.1) 41(36.3)  41(36.3)
Genotipos
HLA-C
cic1 101 (32.2) 82 (30.1) 0.655 41 (36.3) 41(25.8) 0.485 0.168 0.081
ci1cz2 165 (52.5) 126 (46.3) 0.137 44 (38.9) 82(51.6) 0.016" 0.846 0.048'
cac2 48 (15.3) 64 (23.5) 0.015" 28(24.8) 36(22.6) 0.031° 0.056 0.772

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o0 ausencia de genotipo HLA-C.

Las comparaciones fueron hechas por el Test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al

comparar a los pacientes con cirrosis alcohélica totales con los controles sanos; P2 y P3, valor de P

obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica sin y con ascitis asociada con los controles

sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido al comparar la poblacion de pacientes con cirrosis

alcohdlica sin ascitis asociada frente al grupo con ascitis asociada. * OR=0.586; 95% 1C:0.387-0.889,
P=0.015. ” OR=1.705; 95% IC:1.125-2.584, P=0.015. “ OR=0.548; 95% 1C:0.324-0.927, P=0.031. d
OR=0.576; 95% 1C:0.372-0.893, P=0.016. * OR=1.825; 95% IC: 1.079-3.090, P=0.031. " OR=1.670;
95% 1C:1.023-2.725, P=0.048.

De esta manera, el genotipo C1C2 heterocigoto estaba disminuido respecto la poblacion

de pacientes sin ascitis frente al grupo control sano (38.9% frente al 52.5%) presentando
diferencias estadisticamente significativas (OR=0.576; 95% IC: 0.372-0.893, P=0.016).

Ademas, se obtienen diferencias significativas al comparar a los individuos con ascitis y sin

ascitis asociada, presentandose el genotipo C1C2 heterocigoto aumentado en la poblacién de
pacientes con ascitis asociada (OR=1.670; 95% 1C:1.023-2.725, P=0.048). Sin embargo, a

pesar de mostrar una frecuencia de menor en la poblacion total de pacientes en comparacion
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con controles sanos (46.3% y 52.5%, respectivamente), esta diferencia no alcanzé

significacion estadistica.

Por otro lado, el genotipo C2C2 homocigoto aparecia significativamente aumentado en
pacientes con cirrosis alcohélica respecto a controles sanos (23.5 % frente 15.3%, P=0.015).
Obteniéndose resultados similares al comparar la poblacion de individuos sanos con la
poblacién de pacientes con cirrosis alcohodlica sin ascitis asociada (24.8% y P=0.031).
También se obtuvo una menor distribucién en pacientes con ascitis asociada (22.6%) con

respecto al grupo control de forma cercana a la significacion (P=0.056).

Posteriormente se realizd el analisis de frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C en
pacientes con cirrosis alcohdlica segun el grado de ascitis (Tabla 48) en la que se observo una

frecuencia de distribucién similar entre los grupos.

Tabla 48. Frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C en pacientes varones con cirrosis alcohdlica segun el grado

de ascitis.

Controles  pacientes Ausencia  Presencia  Ascitis Ascitis  Ascitis

sanos totales Ascitis Ascitis Tipo | Tipo Il Tipo Il

N=314 N=272 N=113 N=159 N=32 N=65 N=55
Epitopos

n (%) n (%) P1 n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) P2 P3 P4
HLA-C
Cl+ 266 (84.7) 208 (76.5) 0.015% 85(75.2) 123(77.4) 23(71.9) 50(76.9) 45(81.8) 0.622 0.295 0.653
Cl- 48 (15.3) 64 (23.5) 28(24.8) 36(22.6) 9(28.1) 15(23.1) 10(18.2)
C2+ 213(67.8) 190 (69.9) 0.655 72(63.7) 118(74.2) 23(71.9) 51(785) 40(72.7) 0.612 1.000 0.524
C2- 101 (32.2) 82 (30.1) 41(36.3) 41(36.3) 9(28.1) 14(215) 15(27.3)
Genotipos
HLA-C
Cic1 101(32.2) 82(30.1) 0,655 41(36.3) 41(25.8) 9(28.1) 14(215) 15(27.3) 0.612 1.000 1.000
cicz 165 (52.5) 126 (46.3) 0.137 44 (38.9) 82(51.6) 14(43.8) 36(55.4) 30(54.5) 0.388 0.388 1.000
c2c2 48 (15.3) 64 (235) 0.015° 28(24.8) 36(226) 9(28.1) 15(23.1) 10(18.2) 0.622 0622 0.653

N, ndmero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de genotipo HLA-C. Las comparaciones
fueron hechas por el Test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis
alcohdlica totales con los controles sanos; P2, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica con
ascitis asociada de grado | y IlI; P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcoholica con ascitis
asociada de grado | y IlI; P4, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica con ascitis asociada de
grado I1'y 1l  OR=0.586; 95% IC:0.387-0.889, P=0.015. ® OR=1.705; 95% IC:1.125-2.584, P=0.015.
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Por otra parte, en el andlisis de la presencia de encefalopatia (Tabla 49), se observaron
diferencias significativas entre los pacientes con encefalopatia que carecian del epitopo C1
con respecto a los controles (OR=0.526; 95% IC: 0.299-0.925, P=0.028), con una
disminucion en la poblacion (74.4% frente al 84.7%, respectivamente), aunque también se
encontraba disminuido de forma significativa en el grupo pacientes sin encefalopatia (77.5%)
pero sin significacion estadistica. No se observaron diferencias entre los pacientes con o sin
encefalopatia. Resultados similares se obtuvieron en el andlisis de la presencia o ausencia del

epitopo C2 entre la cohorte de individuos sanos y enfermos.

En el andlisis posterior de HLA-C sobre la misma cohorte de individuos se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el genotipo C2C2 homocigoto que aparecia
aumentado en pacientes con encefalopatia asociada (25.6%) con respecto a la poblacion
control sana (15.3%) (OR=1.902; 95% IC: 1.082-3.346, P=0.028). También se obtuvo un
aumento de la frecuencia en los pacientes sin encefalopatia asociada (22.5%), pero no alcanz6

la significacion estadistica (P=0.052).

De esta manera, tanto el genotipo C1C2 heterocigoto como el C1C1 homocigoto,
presentaron una frecuencia de distribucion ligeramente menor en los pacientes que no
presentaban encefalopatia con respecto a la poblacion control sana, pero sin alcanzar
significacion. Resultados similares se obtuvieron al comparar las poblaciones de pacientes

con y sin encefalopatia.
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Tabla 49. Frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C en pacientes varones con cirrosis
alcoholica y controles sanos segun la presencia o ausencia de encefalopatia

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Controles Pacientes Ausenciade  Presencia de

sanos totales encefalopatia encefalopatia

N=314 N=272 N=182 N=90
Epitopos n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
HLA-C
Cl+ 266 (84.7) 208 (76.5)  0.015° 141 (77.5) 67 (74.4) 0.052°  0.028°  0.649
Cl- 48 (15.3) 64 (23.5) 41 (22.5) 23 (25.6)
C2+ 213 (67.8) 190 (69.9)  0.655 125 (68.7) 65 (72.2) 0920 0519 0577
C2- 101 (32.2) 82 (30.1) 57 (31.3) 25 (27.8)
Genotipos
HLA-C
cic1 101 (32.2) 82(30.1)  0.655 57 (31.3) 25 (27.8) 0.920 0519  0.577
cic2 165 (52.5) 126 (46.3)  0.137 84 (46.2) 42 (46.7) 0192  0.341 1.000
c2c2 48 (15.3) 64 (23.5)  0.015° 41 (22.5) 23 (25.6) 0.052°  0.028"  0.649

N, ndmero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de genotipo HLA-C. Las
comparaciones fueron hechas por el Test exacto de Fisher de dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcoholica totales con los controles sanos; P2 y P3, valor de P obtenido al comparar a los
pacientes con cirrosis alcohdlica sin y con encefalopatia asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de
P obtenido al comparar la poblacion de pacientes con cirrosis alcohdlica sin encefalopatia asociada frente al grupo con
encefalopatia asociada. * OR=0.586; 95% 1C:0.387-0.889, P=0.015. ™ OR=1.705; 95% IC:1.125-2.584, P=0.015. ©
OR=0.621; 95% 1C:0.390-0.987, P=0.052. “ OR=1.611; 95% IC:1.013-2.563, P=0.052. © OR=0.526; 95% 1C:0.299-
0.925, P=0.028. " OR=1.902; 95% IC:1.082-3.346, P=0.028 .

Posteriormente, se realiz6 el analisis de la frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C
segun el grado de encefalopatia que presentan (Tabla 50). Se observa una distribucién similar
del epitopo C1 en los pacientes con distintos grados de encefalopatia, mientras que el epitopo
C2 se encontr6 con una frecuencia de distribucion disminuida en los pacientes con grado |11
(50%), con respecto a los de grado | (83.3%), siendo estadisticamente significativo
(OR=5.000; 95% IC: 1.096-22.820, P=0.043).

Con respecto al genotipo C2C2 homocigoto se observé una frecuencia de distribucion
similar entre los pacientes con distinto grado de encefalopatia. Sin embargo, el genotipo
homocigoto C1C1 presentd diferencias significativas (OR=0.200; 95% IC: 0.044-0.913,
P=0.043), cuya frecuencia de distribucion estaba aumentado en el grupo con encefalopatia de

grado Il (50%) con respecto a los pacientes con encefalopatia de grado | (16.7%).
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Tabla 50. Frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C en pacientes varones con cirrosis alcohdlica con encefalopatia asociada segtin su grado.

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Controles Pacientes Ausenciade Presencia de Enc. Enc. Enc.
Sanos totales encefalopatia encefalopatia  Tipo | Tipo Il Tipo I
N=314 N=272 N=182 N=90 N=36 N= 39 N=10
Epitopos
n (%o) n (%) P1 n (%o) n (%) n (%) n (%) n (%) P2 P3 P4
HLA-C
Cl+ 266 (84.7) 208 (76.5) 0.015% 141 (77.5) 67 (73.6) 26 (72.2) 28(71.8) 9(90.0) 1.000 0.410 0.414
C1l- 48 (15.3) 64 (23.5) 41 (22.5) 23 (25.3) 10 (27.8) 11(28.2) 1(10.0)
C2+ 213 (67.8) 190 (69.9) 0.655 125 (68.7) 65 (72.2) 30(83.3) 26(66.7) 5(50.0) 0.117 0.043° 0.465
C2- 101 (32.2) 82 (30.1) 57 (31.3) 25 (27.8) 6(16.7) 13(33.3) 5(50.0)
Genotipos
HLA-C
ClcC1 101 (32.2) 82 (30.1) 0.655 57 (31.3) 25 (27.85) 6(16.7) 13(33.3) 5(50.0) 0.117 0.043° 0.465
C1C2 165 (52.5) 126 (46.3) 0.137 84 (46.2) 42 (46.7) 20 (55.6) 15(38.5) 4(40.0) 0.168 0.484  1.000
c2C2 48 (15.3) 64 (23.5) 0.015° 41 (22.5) 23 (25.6) 10(27.8) 11(28.2) 1(10.0) 1.000 0.410 0.414

N, namero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de genotipo HLA-C. Las comparaciones fueron hechas por el Test exacto de Fisher de dos

colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica totales con los controles sanos; P2, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis

alcohdlica con encefalopatia asociada de grado | y Il; P3, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica con encefalopatia asociada de grado | y 11; P4,

valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohélica con encefalopatia asociada de grado 11'y 11l * OR=0.586; 95% 1C:0.387-0.889, P=0.015. ™ OR=1.705;
95% 1C:1.125-2.584, P=0.015.  OR=5.000; 95% IC: 1.096-22.820, P=0.043. “ OR=0.200; 95% IC: 0.044-0.913, P=0.043.
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3.1. Andlisis de las combinaciones de genes KIR y sus correspondientes ligandos HLA-C

Posteriormente, se realizé un analisis de la frecuencia de combinaciones de genes KIR
con su ligando conocido y considerando los ligandos HLA-C correspondiente (C1, C2 o Bw4)
en cada caso. Para este analisis se dividio en dos grupos de genes KIR inhibidores y genes

KIR activadores, se excluyeron los genes KIR constitutivos y los pseudogenes.

3.1.1. Andlisis de los genotipos KIR y sus ligandos HLA-C en pacientes con cirrosis
alcoholica y ascitis.

Como se observa en la Figura 51, cuando se evalu6 KIR2DL1+/S1- en presencia y
ausencia de su epitopo C2 se observo que la distribucion de estas combinaciones eran
similares en la poblacion sana y enferma. Por el contrario, cuando se analizd6 KIR2DL2 y
KIR2DL3 asociado al ligando C1+ se observé una menor frecuencia de estas combinaciones
en el grupo de pacientes (83.5% vs 76.2% y 85.1% vs 75.9%, respectivamente), aunque esta
disminucion solo fue significativa para la combinacion de KIR2DL3 con C1+ (OR =0.550;
95% IC: 0.353-0.858, P=0.010). Resultados similares fueron obtenidos en el grupo de

pacientes con cirrosis alcoholica sin ascitis asociada, pero no resultaron significativos.

Igualmente se analiz6 también la frecuencia del gen KIR3DL1+ en presencia y ausencia
de su ligando, el epitopo BW4+, pero en este caso las frecuencias fueron similares entre la

poblacién sana y la enferma (P=0.846).

En cuanto a los KIR activadores, se analizo la frecuencia de KIR2DS1+ en presencia y
ausencia del epitopo C2, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo control y la poblacion enferma. El analisis de la combinacién del gen KIR2DS4 con los
dos ligandos conocidos (C1+y C2+) demostrd que los pacientes portadores del ligando C1+y
KIR2DS4 disminuian respecto al grupo control (84.8% vs 76.3) y esta diferencia resulto

significativa (OR=0.575 95% IC: 0.376-0.880, P=0.013). Algo similar ocurria al comparar el
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grupo de cirrosis alcohdlica sin ascitis con el grupo control (75.2% frente a 84.8%) pero no
fueron estadisticamente significativos. Ademas, la combinacion de KIR2DS5 con el ligando
C1+, también ha sido menos frecuente en el grupo total de pacientes con cirrosis respecto al
control (72.9% frente 84.3%), sin alcanzar significacion estadistica. Por el contrario, la
combinacién del ligando C2+ con KIR2DS5 aparecia aumentada en el grupo de pacientes
(74% frente al 67.5%), pero la diferencia observada aqui tampoco fue estadisticamente

significativa.

Los resultados obtenidos en el grupo de pacientes con cirrosis alcohdlica con ascitis

asociada segun su grado no resultaron significativos.
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Tabla 51. Analisis de los genotipos KIR y sus ligandos HLA-C en controles sanos y pacientes cirroticos sin/con ascitis asociada.

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Controles Pacientes Ausencia  Presencia Ascitis Ascitis Ascitis
sanos totales Ascitis Ascitis Tipo | Tipo 11 Tipo 1
N=319 N=281 N=119 N=213 N=32 N=66 N=56
HLA-I
KIR genes ]
Ligando n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 n (%) n (%) n (%) P3 P4 P5
iKIRs
KIR2DL1+/S1- C2+ 221 (67.6) 188 (70.1)  0.530 71(63.4) 117 (75.0) 0.043 23(76.7) 51(78.5) 40(72.7) 0.105 0.144 1.000
Cc2- 1(25.0) 2 (50.0) 0 (0) 2 (66.7) 2(100.0) 0(0) 0 (0)
KIR2DL2+ Cl+ 167 (83.5) 109 (76.2)  0.099 46 (76.7) 63 (75.9) 1.000 9(64.3) 27(77.1) 22 (78.6) 0.710 0.402 0.516
Cl- 15 (12.9) 30 (23.3) 14 (26.4) 16 (21.1) 4(222) 8(25.8) 4 (14.8)
KIR2DL3+ Cl+ 235 (85.1) 183 (75.9)  0.010° 75(75.0) 108 (76.6) 0.879 18(69.2) 46 (76.7) 41(80.4) 1.000 0.317 0.497
Cl- 7 (17.5) 6 (19.4) 3(23.1) 3(16.7) 1(16.7) 2(33.3) 0(0)
KIR3DL1+ Bw4+ 231 (76.0) 201 (75.0)  0.846 87 (74.4) 114 (75.5) 0.887 21(75.0) 47 (73.4) 40(76.9) 0.647 0.610 1.000
Bw4- 7 (46.7) 7 (53.8) 0 (0) 7 (63.6) 2(50.0)0 3(100.0) 2 (50.0)
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aKIRs

KIR2DS1+ C2+ 78 (67.2) 81 (70.4) 0.670 32 (61.5) 49 (77.8) 0.067 10(66.7) 21(84.0) 17 (81.0) 1.000 0.734 0.598
C2- 64 (32.0) 48 (30.6) 21 (34.4) 27 (28.1) 4 (23.5) 10 (24.4) 11 (32.4)
C2+ 206 (68.0) 178 (69.3) 0.784 70 (64.2) 108 (730) 0.136 19(67.9) 49(77.8) 37(72.5) 1.000 1.000 0.437
C2- 5 (38.5) 3(20.0) 2 (50.0) 1(9.1) 0 (0) 0 (0) 1(25.0)

KIR2DS4+
Cl+ 257 (84.8) 196 (76.3) 0.013° 82(75.2) 114 (77.0) 0.768 20(71.4) 47 (74.6) 42 (82.4) 0.309 1.000 0.478
Cl- 2 (15.4) 3(20.0) 1(25.0) 2 (18.2) 1(25.0) 0 (0) 1(25.0)
Cl+ 70 (84.3) 70 (72.9) 0.072 31(70.5) 39 (75.0) 0.651 8(80.0) 17 (70.8) 12 (70.6) 0,517 0.467 1.000
Cl- 35 (15.0) 38 (21.6) 15(21.7) 23(21.5) 7 (31.8) 9 (21.4) 5(13.2)

KIR2DS5+
C2+ 56 (67.5) 71 (74.0) 0.410 30(68.2) 41 (78.8) 0.253 8(80.0) 19 (79.2) 14 (82.4) 0.509 1.000 0.403
C2- 75 (32.2) 57 (32.4) 27 (39.1) 30(28.0) 7 (31.8) 9 (21.4) 12 (31.6)

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de ligando para un gen KIR. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos
colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcoholica totales con los controles sanos; P2, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis
alcohdlica sin y con ascitis asociada; P3, valor de P obtenido al comparar los pacientes con cirrosis alcoholica con ascitis asociada de grado | y II; P4, valor de P obtenido al
comparar los pacientes con cirrosis alcoholica con ascitis asociada de grado | y IlI; P5, valor de P obtenido al comparar los pacientes con cirrosis alcohélica con ascitis asociada
de grado 11 y I11.* OR =0.550; 95% IC: 0.353-0.858, P=0.010; ™ OR=0.575 95% IC: 0.376-0.880, P=0.013.
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3.1.2. Analisis de los genotipos KIR y sus ligandos HLA-C en pacientes con cirrosis
alcohdlica y encefalopatia.
De la misma manera, se analizo la poblacion de pacientes que presentaban encefalopatia

(Tabla 52).

Los resultados al evaluar los genes KIR inhibidores fueron similares entre los pacientes

con encefalopatia asociada y también segln su grado.

Los analisis mostraron resultados significativos al analizar la frecuencia de KIR2DS1+
en presencia y ausencia del epitopo C2+. Se encontré aumentado en los pacientes (70.4%) con
respecto a los controles (67.2%), siendo no significativa (P=0.670), al igual entre la presencia
y ausencia de encefalopatia. Pero si resultd diferente estadisticamente significativo entre el
grupo con encefalopatia de grado I (85.7%) y el 1l (78.6%), siendo menor en éste Gltimo

(OR=5.455; 95% IC: 1.226-24.261, P=0.043).

En el anélisis de la combinacion del gen KIR2DS4+ con los dos ligandos conocidos
(C1+y C2+) no se obtuvo diferencias segun la presencia o ausencia de encefalopatia ni segun
el grado. Por altimo, la combinacion de KIR2DS5+ con el ligando C2+, aparecia aumentada
en el grupo de pacientes (74% frente al 67.5%), aunque la diferencia observada no fue
estadisticamente significativa, si lo fue entre los pacientes con encefalopatia asociada de
grado | y Il, mostrandose menos frecuente en el grupo con encefalopatia asociada de grado |1
respecto al de grado | (63.6% frente 88.9%), alcanzando significacion estadistica (OR=5.143;

95% ClI: 1.176-22.483, P=0.038).
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Tabla 52. Andlisis de los genotipos KIR y sus ligandos HLA-C en controles sanos y pacientes cirroticos sin/con encefalopatia asociada.

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Controles Pacientes Ausencia  Presencia Enc. Enc. Enc.
sanos totales Encefal. Encefal. Tipo | Tipo Il Tipo 11
N=319 N=281 N=190 N=91 N=36 N=40 N=10
HLA-I
KIR genes )
Ligando n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 n (%) n (%) n (%) P3 P4 P5
iKIRs
KIR2DL1+/S1- C2+ 221 (67.6) 188 (70.1) 0.530 123 (69.1) 65(72.2) 0.672 6(83.3) 26 (66.7) 5 (50.0) 0.325 1.000 0.465
C2- 1(25.0) 2 (50.0) 2 (50.0) 0 (0) 6(16.7) 13 (33.3) 5 (50.0)
KIR2DL2+ Cil+ 167 (83.5) 109 (76.2) 0.099 78 (78.0) 31(72.1) 0521 13(68.4) 10(66.7) 5(100.0) 0.465 1.000 0.616
Cil- 15 (12.9) 30 (23.3) 19 (23.2) 11 (23.4) 4 (23.5) 6 (25.0) 1(20.0)
KIR2DL3+ Cil+ 235 (85.1) 183 (75.9) 0.010% 118 (75.6) 65 (76.5) 1.000 25(73.5) 28(73.5) 9 (90.0) 1.000 1.000 1.000
Cl- 7 (17.5) 6 (19.4) 3(11.5) 3 (60.0) 1(50.0) 1 (100.0) 0 (0)
KIR3DL1+ Bw4+ 231 (76.0) 201 (75.0) 0.846 132 (72.1) 69 (81.2) 0.130 26(83.9) 33(84.6) 6 (60.0) 0.177 1.000 1.000
Bw4— 7 (46.7) 7 (53.8) 2 (28.6) 5(83.3) 4 (80.0) 1 (100.0) 0 (0)
aKIRs
KIR2DS1+ C2+ 78 (67.2) 81 (70.4) 0.670 50 (68.5) 31(73.8) 0.672 18(85.7) 11(78.6) 1(20.0) 0.043° 0.324 1.000
C2- 64 (32.0) 48 (30.6) 34 (31.2) 14 (29.2) 3(20.0) 10 (40.0) 1(20.0)
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C2+

KIR2DS4+

Cl+

Cl-

Cl+

Cl-

KIR2DS5+

C2+

C2-

206 (68.0)

5 (38.5)

257 (84.8)

2 (15.4)

70 (84.3)

35 (15.0)

56 (67.5)

75 (32.2)

178 (69.3)

3(20.0)

196 (76.3)

3(20.0)

70 (72.9)

38 (21.6)

71 (74.0)

57 (32.4)

0.784

0.013°

0.072

0.410

119 (68.8)

3(33.3)

133 (76.9)

1(11.1)

44 (72.1)

24 (19.8)

46 (75.4)

42 (34.7)

59 (70.2)

0(0)

63 (75.0)

2 (33.3)

26 (74.3)

14 (25.5)

25 (71.4)

15 (27.3)

0.886

0.756

1.000

0.810

25 (80.6)

5 (100.0)

23 (74.2)

2 (40.0)

14 (77.8)

6(33.3)

16 (88.9)

4(22.2)

25 (65.8)

1 (100.0)

27 (71.1)

0 (0)

6 (54.5)

6 (21.4)

7 (63.6)

9 (32.1)

5 (50.0)

0(0)

9 (90.0)

0 (0)

4 (100.0)

1(16.7)

1 (25.0)

2 (33.3)

0.200

0.226

0.288

0.038¢

1.000

1.000

1.000

0.155

1.000

1.000

0.338

1.000

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de ligando para un gen KIR. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de

dos colas. P1, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica totales con los controles sanos; P2, valor de P obtenido al comparar a los pacientes con

cirrosis alcohdlica sin y con encefalopatia asociada; P3, valor de P obtenido al comparar los pacientes con cirrosis alcohdlica con encefalopatia asociada de grado | y II; P4,

valor de P obtenido al comparar los pacientes con cirrosis alcohdlica con encefalopatia asociada de grado | y Il1; P5, valor de P obtenido al comparar los pacientes con cirrosis
alcohélica con encefalopatia asociada de grado Il y 111.% OR=0.550; 95% IC: 0.353-0.858, P=0.010; "OR=0.575 95% IC: 0.376-0.880, P=0.013; © OR=5.455; 95% IC: 1.226-
24.261, P=0.043; % OR=5.143; 95% Cl: 1.176-22.483, P=0.038.
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4. Analisis de las principales causas de muerte del paciente alcohdlico segun genes KIR.

Se analizaron las frecuencias de los genes KIR en pacientes con CA segun las tres
principales causas de muerte (sepsis, fallo de injerto hepatico y fallo multiorganico) en

pacientes con ascitis (Figura 77) y encefalopatia (Figura 78).

En pacientes que han sufrido fallo multiorganico se observaron distintas frecuencias de
los genes aKIR segln la presencia 0 ausencia de ascitis (Figura 77). Excepto para el gen
KIR3DS1 cuya frecuencia fue muy similar en ambos grupos de pacientes, para el resto se
obtuvieron mayor representacion en los pacientes con CA 'y ascitis. El gen KIR2DS2 es el que
presenta mayor diferencia, con mas frecuencia en los pacientes con ascitis (100%) con
respecto a los que no desarrollan ascitis (71%). En cuanto a los genes iKIR, también hubo una
mayor representacion en los pacientes con CA y ascitis con respecto a los que no presentaban
ascitis. Por el contrario, el gen KIR2DL1 presentaba una distribucion similar en ambos grupos

(Figura 77A), repitiéndose este patron en todos los tipos de muerte (Figura 77A, By C).

Cuando se analizaron los pacientes fallecidos por sepsis, se observé una disminucion
de la frecuencia de los genes KIR3DS1, 2DS5, 2DS3 y 2DS1 en los pacientes que
desarrollaron ascitis. Sin embargo, la frecuencia del gen KIR2DS4 resultd en una mayor
frecuencia en los pacientes con ascitis (100%) con respecto a los pacientes sin ascitis (62%).
Fue el caso contrario para el gen KIR2DS2, del cual se obtuvo una menor frecuencia entre los
pacientes con ascitis (36%) con respecto a los pacientes sin ascitis (50%). Al observar los
genes iKIR, se obtiene una mayor frecuencia de los genes KIR3DL1 y KIR2DL3 (100%
ambos) en los pacientes con ascitis en comparacion con los pacientes sin ascitis (61% y 88%,
respectivamente). EI gen KIR2DL5 se mostré ausente en los pacientes con ascitis. Por el
contrario, el gen KIR2DL2 esta disminuido en los pacientes con CA vy ascitis (34%) en

comparacion con los pacientes sin ascitis (50%) (Figura 77B).

Por ultimo, los pacientes que sufrieron fallo de injerto hepético presentaron una menor
representacion de los genes aKIR en los pacientes con CA y con ascitis, en concreto los genes
KIR3DS1, 2DS5, 2DS4 y 2DS1. Ademas, los genes KIR2DS5 y KIR2DS1 presentaron una
mayor diferencia con respecto a los pacientes sin ascitis (23%-67%; 30%-65%,
respectivamente). La distribucién del gen KIR2DS3 fue casi similar en ambos grupos. Sin
embargo, el gen KIR2DS2 estaba aumentado en los pacientes con ascitis (61%) con respecto a

los pacientes sin ascitis (31%). Con respecto a los genes iKIR, se obtiene una mayor
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frecuencia de los genes KIR2DL2, 2DL3 y DL5 en los pacientes con ascitis, presentando una
mayor diferencia el gen KIR2DL2 con respecto a los pacientes sin ascitis (31% frente al 61%,
respectivamente). Por el contrario, el gen KIR3DL1 esta disminuido en los pacientes con

ascitis (89%) en comparacion con los pacientes sin ascitis (100%) (Figura 77C).

Ascitis +/-
aKIRs Multiorgan failure Sepsis Graft failure
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Figura 77. Andlisis de la frecuencia de genes KIR en pacientes con ascitis y su relacion con las
principales causas de muerte. (A) Frecuencia de genes KIR en decesos por fallo multiorganico
Anadlisis de pacientes con CA y su relacion con la fallo multiorganico segun la presencia o
ausencia de ascitis; (B) Analisis de pacientes con CA fallecidos por sepsis segun la presencia o
ausencia de ascitis; (C) Analisis de pacientes con CA muertos por fallo del injerto hepético

segun la presencia o ausencia de ascitis.
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También se analiz6 la frecuencia de los genes KIR en pacientes con o sin

encefalopatia segun distintos tipos de defuncion (Figura 78).

Se han observado distinta distribucion de los genes aKIR en pacientes con o sin
encefalopatia que han sufrido fallo multiorganico, sepsis o fallo del injerto hepatico. El gen
KIR2DS1, se mostro disminuido en los pacientes con encefalopatia (58%), que habian sufrido
fallo multiorganico, en comparacion con los pacientes sin encefalopatia (100%). Sin embargo,
se mostré aumentado en los pacientes con encefalopatia que habian sufrido sepsis o rechazo
del injerto, con respecto a la ausencia de encefalopatia. Esta situacion es similar en la
distribucion de los genes KIR2DS2 y 3DSL1.

Por otra parte, el gen KIR2DS5 se encuentra disminuido en los pacientes con CA con
encefalopatia independientemente de la causa de la muerte, aunque hay una mayor diferencia
en la frecuencia en los pacientes que sufrieron fallo multiorganico (20%) con respecto a los
pacientes con CA sin encefalopatia (50%). En cuanto a los genes KIR2DS4 y 2DS3,
resultaron aumentados en los pacientes con CA con encefalopatia, en los tres tipos de
defuncion, aunque la diferencia de distribucién con respecto a los pacientes con CA sin
encefalopatia era mayor en el perfil del gen KIR2DS4, aunque sin significacion estadistica
(Figura 78A, By C).

Con respecto a la frecuencia de los genes iKIR, se ha observado una frecuencia similar
del gen KIR2DL1 en los pacientes en todos los tipos de muerte. Por otro lado, el gen
KIR3DL1 se encuentra en una frecuencia superior en los pacientes con AC y encefalopatia
independientemente de la causa de la muerte, aunque es superior la frecuencia en los
pacientes que sufrieron fallo multiorganico (100%) con respecto a los otros tipos de muerte
(78%).

Los genes KIR2DL2, 2DL3 y 2DLJ5, tienen mayor frecuencia en los pacientes con
encefalopatia que murieron por sepsis o rechazo de injerto. Sin embargo, su frecuencia es
menor en los pacientes con encefalopatia que murieron por fallo multiorganico (Figura 78A,
B y C). Ademas, aquellos pacientes KIR2DL5+ con encefalopatia (50%) estaban mas
presentados en fallecimientos por fallo del injerto hepatico que los pacientes que no tenian
encefalopatia (45%), siendo estadisticamente significativa (P=0.045) (Figura 78C)
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Figura 78. Andlisis de la frecuencia de genes KIR en pacientes con cirrosis alcoholica y su relacién

con las principales causas de muerte segun la presencia o ausencia de encefalopatia (A) Analisis de

pacientes con CA y su relacion con la fallo multiorganico segun la presencia o ausencia de

encefalopatia; (B) Analisis de pacientes con CA y su relacion con sepsis segun la presencia o

ausencia de encefalopatia; (C) Andlisis de pacientes con CA y su relacion con el fallo del injerto

hepético segun la presencia o ausencia de encefalopatia.

*Diferencia significativa en pacientes fallecidos por fallo del injerto hepatico que presentan el gen
KIR2DL5" con o sin encefalopatia (P=0.045).
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5. Estudio de las supervivencias de los pacientes segun la presencia o ausencia de genes
KIR

En la Figura 79 y 80 se comparan la supervivencia de los pacientes segun la presencia
de los genes KIR y la causa de muerte del paciente. Las causas de muerte analizaras se

clasificaron segun fuese por fallo multiorganico, sepsis, fallo del injerto hepatico u otros.

5.1. Supervivencia segun causas de muerte y genes KIR inhibidores

Se comparo la diferente supervivencia de los pacientes con cirrosis alcohélica segun la
presencia o ausencia del gen KIR2DL1 (Figura 79A), aunque resulto insuficiente el nimero
de casos para la comparacion estadistica. La presencia o ausencia de los genes KIR2DL2,
KIR2DL3 y KIR2DL5 no parecer influir significativamente en supervivencia segun las

diferentes causas de muerte (Figura 79B, Cy D).

Por otro lado, los pacientes KIR3DL1 murieron pronto por rechazo del injerto
hepatico (Figura 79E), en comparacion con los pacientes que presentaban el gen KIR3DL1
de forma significativa (P=0.012), pudiendo influir significativamente en la supervivencia del

paciente fallecido por fallo del injerto hepatico.
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Figura 79. Curva de supervivencia de los pacientes de Kaplan-Meier segun la causa de muerte en

pacientes y la presencia o ausencia de los genes KIR inhibidores. (A) Curva de supervivencia

segun la presencia o ausencia del gen KIR2DL1; (B) Curva de supervivencia segun la presencia o

ausencia del gen KIR2DL2; (C) Curva de supervivencia segun la presencia o ausencia del gen

KIR2DL3; (D) Curva de supervivencia segun la presencia o ausencia del gen KIR2DLS5; (E)

Curva de supervivencia segun la presencia o ausencia del gen KIR3DL1.

Nota: Otros incluyen edema pulmonar, neoplasia de faringe, pancreatitis, neumonia, rechazo

cronico, disfuncion primaria y recaida del VHC. VHC, virus de la hepatitis C; VHB, virus de la

hepatitis B.
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5.2. Supervivencia segun causas de muerte y genes KIR activadores

Al comparar la diferente supervivencia de los pacientes con cirrosis alcoholica segun
la presencia o ausencia del gen KIR2DS1 (Figura 80A), se observo diferencias
estadisticamente  significativas (P=0.011). Los pacientes KIR2DS1" presentan una

supervivencia muy baja por fallo del injerto hepatico.

También se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al comparar los
pacientes que presentaban o no el gen KIR2DS3 (Figura 80C). Los pacientes que sufrieron
otros tipos de muerte (edema pulmonar, neoplasia de faringe, pancreatitis, neumonia, rechazo
crénico, disfuncion primaria y recaida del VHC) mostraron una mayor supervivencia en
aquellos con ausencia del gen KIR, cuya expresion influye significativamente en la

supervivencia del paciente con cirrosis alcohdlica (P=0.024).

También en pacientes con fallo multiorgénico, se obtuvieron resultados significativos
al comparar segun la presencia o no del gen KIR2DS4. Result6 en una supervivencia superior
en aquellos pacientes con rechazo del injerto hepatico, cuya presencia del gen parece influir

significativamente comparando con los pacientes KIR2DS4™ que fallecen pronto (p = 0.012).

La presencia 0 ausencia de los genes KIR2DS2, KIR2DS5 y KIR3DS1 no parecer
influir significativamente en la supervivencia del paciente segin las diferentes causas de

muerte analizadas (Figura 80B, E y F, respectivamente).
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Figura 80. Curva de supervivencia de los pacientes de Kaplan-Meier segun la principal

causa de muerte en pacientes con cirrosis alcoh6lica comparando la presencia o ausencia de

genes KIR activadores. (A) Curva de supervivencia segun la presencia o ausencia del gen

KIR2DS1; (B) Curva de supervivencia segun la presencia o ausencia del gen KIR2DS2;

228



Resultados

(C) Curva de supervivencia segun la presencia o ausencia del gen KIR2DS3; (D) Curva de
supervivencia de los pacientes segun la presencia o ausencia del gen KIR2DS4; (E) Curva
de supervivencia de los pacientes segun la presencia o ausencia del gen KIR2DS5. (F)
Curva de supervivencia de los pacientes segun la presencia o ausencia del gen KIR3DS1.
Nota: Otros incluyen edema pulmonar, neoplasia de faringe, pancreatitis, neumonia,
rechazo crénico, disfuncion primaria y recaida del VHC. VHC, virus de la hepatitis C;
VHB, virus de la hepatitis B.
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5. DISCUSION

Se ha caracterizado a una gran poblacién de pacientes con cirrosis alcohdlica,
analizando sus caracteristicas  sociodemograficas, bioquimicas, principales
complicaciones clinicas, genotipo KIR, HLA-C, combinaciones de KIR/HLA en
pacientes que desarrollan ascitis y/o encefalopatia y tasas de supervivencia, con el
objetivo de observar si esta familia de genes establece alguna relacion con la
susceptibilidad de desarrollar cirrosis alcohdlica y, por otra parte conocer la frecuencia
en nuestra poblacién de estudios, principales caracteristicas sociodemogréficas,
complicaciones y supervivencia de los pacientes con cirrosis alcohdlica que desarrollan

ascitis, asi como, encefalopatia.

Con respecto al perfil genético entre individuos sanos y pacientes varones con
cirrosis alcohdlica con diferentes complicaciones pretrasplante tales como la ascitis y

encefalopatia. Ademas, se analizé el grado de complicacion de ambos.

Las caracteristicas sociodemograficas de la cohorte total de pacientes con cirrosis
alcohdlica (n=281), siendo nuestro tamafio muestral de pacientes similar a Legaz y col.
(2019a) pero algo superior al estudio de Bolarin y col. (2021), muestran que la edad
media de la cohorte total fue de 53.63+ 0.495 (afios = EEM), al igual que en los estudios

de Legaz y col. (2021) y Bolarin y col. (2021).

De los pacientes con CA, 162 individuos (57.7%) presentaron ascitis siendo esta
frecuencia similar a otros estudios (Navarro, 2017) aunque mucho mayor respecto a
Zhao y col. (2019) (n=22). Nuestros datos de la media de edad de la poblacion de
pacientes segun el desarrollo de ascitis mostraron diferencias significativas (P<0.001)
(53.91 + 0.644 (afios £ EEM) en pacientes con ascitis y 53.24 + 0.775 (afios £ EEM) en

pacientes sin ascitis). Sin embargo, Zhao y col. (2019) afirmaban que el desarrollo de
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ascitis no diferia segun la edad en pacientes con cirrosis alcohdlica (50.82 + 9.09 (afios
+ EEM) en pacientes con ascitis y 50.86 + 12.03 (afios + EEM) en pacientes sin ascitis),

cuya cirrosis estuvo causada predominantemente por el VHB y, en menor medida, por

alcohol.

De los pacientes que desarrollaron ascitis, 32 (20.7%) presentaron tipo |, 67
(43.2%) tipo 11 y 56 (36.1%) tipo Il1, observando diferencias significativas en el anlisis
de varianza, segin el grado de desarrollo de la ascitis (OR=0.349; 95% IC: 0.212-

0.574, P<0.001).

En cuanto al desarrollo de encefalopatia, 91 pacientes (32.3%) la presentaban,
porcentaje algo inferior con respecto a Noguera (2017) y similar a Legaz y col., (2021),
cuyos datos de la media de edad entre los grupos de pacientes con encefalopatia fueron
de 55.37 + 0.838 (afios = EEM) o sin encefalopatia de 52.79 + 0.604 (afios = EEM).
Del total de éstos, el 32.3% (n=91) presentaba encefalopatia y un 67.6% (n=190) no la
desarrollaron, siendo estas comparaciones diferentes significativamente (OR=4.359;

95% IC: 3.062-6.207, P<0.001).

Por otra parte, Bolarin y col. (2021) obtuvo diferencias estadisticamente
significativas (P<0.0001) entre las edades medias de los pacientes con encefalopatia que
tenian una edad media superior de (56.7 * 2.0; afios + SD), sequida de la pacientes con
ascitis (54.2 + 1.3; afios + SD), y finalmente con infeccion viral asociada (51.3 = 1.9;
afios £ SD). También obtuvo resultados similares al comparar pacientes varones con CA
y el grupo de pacientes sin virus asociado. Por el contrario, en pacientes con CA con
infecciones virales (n= 33), la edad media a la que también presentaron ascitis (50.4 £
2.0; media £ DE) fue superior a la edad media a la que presentaron encefalopatia (47.2

+ 2.8; media + DE), esta diferencia alcanzé significacion estadistica (P=0.012). La edad
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media de los pacientes con ascitis y encefalopatia y sin virus fue superior a la de los

pacientes sin infeccion viral (P=0.024 y P=0.002, respectivamente).

Entre los pacientes que desarrollaban encefalopatia, 36 (41.9%) presentaron tipo I,
40 (46.5%) tipo Il y 10 (11.6%) tipo Ill. Las comparaciones realizadas del grupo con
encefalopatia de grado Il con el resto de grupos mostraron diferencias significativas

(OR=0.157; 95% IC: 0.072-.0.342, P<0.001).

En el analisis de las caracteristicas bioquimicas de los pacientes con cirrosis
alcohodlica se encontraron diferencias pero sin significacion estadistica, en las que la
albimina se encontraba disminuida. Por otra parte, la bilirrubina total, GOT, GPT y
GGT resulté aumentada con respecto a la normalidad en los pacientes con CA. De
forma similar ocurre en los grupos de pacientes con ascitis o encefalopatia. Sin
embargo, Benedé-Ubieto y col. (2021) si demostraron la correlacion entre la lesion
hepatica y, en su caso, con la infeccion por el virus del SARS-CoV-2, con 799 pacientes
ingresados por COVID-19 que contenian indicadores clinicos relacionados con la lesion
hepatica. Sus datos mostraron niveles séricos de GPT, GOT, GGT, FA, LDH y la
relacion GOT/ GPT estaban elevados por encima del limite superior normal, resultando
una correlacion positiva significativa entre los niveles de LDH vy la relacion GOT/ GPT
con el resultado de la enfermedad, demostrando que la infeccion por el virus conduce a

cambios leves pero significativos en los marcadores séricos de lesion hepética.

También en pacientes con CA pretrasplante con y sin infeccion viral asociada se
encontraron diferencias en el caso de la bilirrubina total, GOT y GPT. GOT y GPT se
encontraron elevadas de forma significativa en pacientes sin infeccion viral asociada

(Legaz y col., 2019).

Por otra parte, al observar a los pacientes con ascitis 0 sin ascitis asociada se

observé una disminucidn significativa de la albimina en los pacientes con CA y ascitis,
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con un valor menor del establecido para el limite inferior de la normalidad mostrando
diferencias entre ambos grupos (P=0.0009). También ocurre con los niveles de la
fosfatasa alcalina, cuyos valores se encuentran elevados con respecto a los valores
normales en pacientes con CA vy ascitis (176.41 + 110.41 U/I) y sin ascitis (172.80 +

124.45 U/N), con diferencias significativas entre ambos grupos (P=0.0153).

A pesar de estas diferencias entre ambos grupos no se encontraron diferencias
segun el grado de ascitis alcanzado, salvo en el caso de INR. Sus valores fueron
ligeramente elevados son respecto al valor medio, siendo de 1.38 + 0.20 en los pacientes
con ascitis de grado I, 1.42 + 0.22 en los pacientes con ascitis de grado Il y 1.55+0.46
en los pacientes con ascitis de grado Ill. El analisis de varianza de estos pacientes
resultd significativa (P=0.038) aunque no podemos discriminar cual de los grupos
influye. Los datos podrian indicar una diferencia entre los grupos de ascitis 11 y 11, ya
que con respecto al grado |, éste se encuentra disminuido con valores similares a los

pacientes sin ascitis.

Sin embargo, Zhao y col. (2019), que evaluaba la relacion entre el gradiente de
presion portal y albdmina en la formacion de ascitis en pacientes cirrdticos post-TIPS,
afirma que en sus grupos de pacientes no difirieron seguin puntuaciones MELD, aunque
si hubo diferencias significativas en las puntuaciones de Child-Pugh, pre-gradiente de
presion portal y post-gradiente de presion portal entre los dos grupos en las estadisticas
clinicas (P<0.05). También realiz6 una comparacion de dos grupos, los factores de
laboratorio de linfocitos, hemoglobina, plaguetas, albumina y pre-TIPS, mostrando
también una diferencia significativa (P<0.05), asi como la diferencia expresada en

bilirrubina total.

Aunque Legaz y col. (2021), afirmaron que la puntuacion de Child-Pugh ni la de

ALBI pueden considerarse las mejores para predecir la supervivencia del paciente a
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corto o largo plazo, Segun nuestros valores de Child-Pugh en los pacientes con ascitis
mostraron una distribucién similar en comparacion con los pacientes sin ascitis, e
incluso segun el grado de la enfermedad alcanzado. Sin embargo, segln la puntuacion
MELD mostraron una menor supervivencia los pacientes con ascitis, coincidiendo con
la puntuacion ALBI obtenida, quizas asociada a la disminucion significativa de la

albumina (P=0.0009) con respecto a los pacientes sin ascitis.

Por otro lado, entre los pacientes con y sin encefalopatia no mostraron diferencias
significativas, cuyos valores eran similares a los valores de normalidad. Aunque si se
obtuvieron diferencias entre los distintos grados de encefalopatia, observandose un
crecimiento de la creatinina a medida que la gravedad de la enfermedad aumenta, con
valores elevados en los pacientes con encefalopatia de tipo Il (1.77 £ 1.57 mg/dl),
siendo significativo (P=0.015). Nuestra puntuacion MELD muestra una menor
supervivencia de los pacientes con encefalopatia (68.1%) con respecto a los pacientes
sin encefalopatia (53.2%), en consonancia con la puntuacién de ALBI obtenida (65.9%
en pacientes con encefalopatia en comparacion con los pacientes sin encefalopatia
asociada (53.2%)), considerando ademas un aumento de los valores de creatinina
conforme la gravedad de la enfermedad aumenta, con valores elevados en pacientes con
encefalopatia de tipo 111 (P=0.015), aunque la puntuacién de MELD y ALBI fueron mas

elevados en los pacientes con encefalopatia de tipo I.

Como se ha comentado en este estudio, no se consideraron a las mujeres con
cirrosis alcohdlica de la cohorte de pacientes inicial. Por ello, nuestra cohorte se limita a
un grupo de varones espafoles con cirrosis alcohodlica en estadios terminales de su
enfermedad que han sido objeto de un trasplante hepatico. Asi, se ha podido realizar una
comparacion genética de una poblacion masculina espafiola con cirrosis alcohdlica

(n=281) con un conjunto de hombres caucasoides sanos (n=319).
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Es caracteristica de la fibrosis hepatica la aparicion de tejido cicatricial, debido a
la inflamacidn del higado y muerte de células hepaticas. La fibrosis hepatica tiene lugar
cuando el tejido cicatricial excesivo se acumula mas rapido de lo que se puede
descomponer. Actualmente se conoce que, cuando se elimina la agresion fundamental
que ha producido la cirrosis, se puede llegar a resolver la fibrosis (Garcia y col., 2012;

Garcia-Tsao, Friedman, Iredale y Pinzani, 2010).

Sin embargo, el consumo continuo de alcohol en exceso conduce a una
inflamacion del higado caracterizada por la infiltracion de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y dafio hepatocelular, que definen la hepatitis alcohdlica.
Finalmente, los pacientes desarrollan depdsito de fibrosis hepatica (20-40%) y cirrosis
(8-20%), lo que confiere un alto riesgo de complicaciones (como ascitis, hemorragia

por varices, encefalopatia hepatica, insuficiencia renal e infecciones bacterianas).

Se han observado que los pacientes alcoholicos a menudo sufren de desnutricion
causada por dafios a las proteinas, que inducen infecciones bacterianas. Por lo tanto, se
recomienda brindar apoyo nutricional durante el estadio leve, proporcionando dietas
altas en proteinas y bajas en grasas y equilibrando los niveles de vitamina B, C, Ky
acido fdlico (Suk, Kim, y Baik, 2014). Este suplemento de nutrientes mejora las
condiciones de los pacientes como se observéd en estudios anteriores a través de un
diagnostico a corto plazo, como el analisis de la funcion hepatica y el andlisis
histoldgico. Los pacientes con intoxicacién aguda por alcohol o encefalopatia hepatica
alta deben proteger el tracto respiratorio y los pacientes con alcohol hepético grave
suelen necesitar un programa de rehabilitacion de derivacion. Segun estudios clinicos, la
ingesta diaria de proteinas de los pacientes con enfermedad hepética alcohdlica debe ser

de 1,5 g / kg de peso corporal. Ademas, es necesario suministrar vitamina B a menudo a

238



Discusion

pacientes con enfermedad hepética alcohdlica y desnutricion, debido al riesgo potencial

de encefalopatia de Wernicke (Kong y col., 2019).

En cuanto a terapias dirigidas a sefiales antioxidantes se sefialan la activacion de
genes antioxidantes como Nrf-2 (Zhao, Guo, Xie, y Zeng, 2018), NF-xB, superdxido
dismutasa, (Assiri y col., 2017; Kessova y Cederbaum, 2007), catalasa, glutation,
peroxidasa-1, metalotioneina y peroxiredoxina-1 (Bae y col., 2011; Chattopadhyay y
col., 2016), es el tratamiento dirigido para la hepatopatia alcohdlica causado por el
estrés oxidativo. Ademas, los farmacos inhiben CYP2EL, reducen las especies reactivas
de oxigeno, promueven PPARa y activan SIRT1, AMPK, (Ji y Kaplowitz, 2003) HO-1,
(Bakhautdin y col., 2014) y otras vias que se pueden usar para el tratamiento de la

enfermedad hepatica alcohdlica.

Chistyakov y col. (2015) proponen PPARa y PPARy estan regulados en los
astrocitos en los niveles de expresion de ARNm y proteinas, degradacion de ARNm y
actividad de union al ADN durante las respuestas mediadas por TLR. La regulacion de
PPARa y PPARY a nivel postranscripcional, y una regulacion similar de PPARP / §
sugieren un papel importante de la triada PPAR en las respuestas celulares mediadas por

TLR.

Otros estudios previos han concluido que el consumo de diferentes cantidades de
alcohol en diversas poblaciones o los diferentes niveles de expresion de las enzimas
ALDH y CYP2EL1 entre individuos pueden dar lugar a esta variacion en la progresion de
la enfermedad. Estudios recientes de casos y controles en los Estados Unidos han
demostrado que el polimorfismo de un solo nucledtido rs738409 en el gen de la proteina
3 que contiene el dominio de fosfolipasa similar a la patatina (PNPLA3) esta

estrechamente relacionado con la incidencia de higado alcohdlico (Kollay col., 2018).

239



Discusion

Ademas, se informo que los polimorfismos rs738409 de un solo nucleétido estan
fuertemente asociados con enfermedad hepética alcohdlica en los hombres chinos
(Zhang y col., 2018) y en pacientes con enfermedad hepética avanzada causando un mal
prondstico para el trasplante de higado (Friedrich y col., 2014). Por lo tanto, 1148M
puede actuar como un indicador genético para evaluar si un paciente es elegible para un

trasplante de higado (Kongy col., 2019).

En la poblacion espafiola, son varios los trabajos donde se estudia la asociacion
entre KIR y diversas enfermedades autoinmunes e infecciosas (Rizzo y col., 2021; Diaz-
Pefia y col., 2016; Garcia-Leon y col., 2011; Guma y col., 2004; Legaz y col., 2013;
Moraru y col., 2012; Vidal-Castifieira y col., 2014). También se ha sugerido su papel en
el desarrollo del carcinoma hepatocelular en pacientes cirréticos por el VHC (Umemura
y col., 2021; Joshita y col., 2021), la susceptibilidad a una infeccion crénica por VHC
(Ursu y col., 2020) o VHB (Varbanova y col., 2020), o, en contraposicion, una

proteccion frente a la transmision perinatal del virus del VIH (Omosun y col., 2018).

En la Tabla 53 se recoge un resumen de las ultimas asociaciones de los receptores

KIR y sus ligandos HLA clase | con distintas enfermedades.
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Tabla 53. Posible relacion de KIR/HLA y enfermedades.

Enfermedad KIR/HLA Frecuencia Efecto Referencia
Autoinmune
Sindrome de linfocito . o )
d d HLA-Iy/o HLA-II Reduccién Mayor suceptibilidad DeSandro, Nagarajan y Boss, 1999; Raghavan, 1999
esnudo
il Feltkamp, Khan y Lopez de Castro, 1996; Jiao y col.,
Espondilitis KIR3DS1 y KIR2DS1 Incremento Mayor suceptibilidad 2008
anquilosante ” ’
HLA-B27 Incremento Induce fendmenos de autoinmunidad Taurog, 2010
KIR2DS1
Incremento Mayor susceptibilidad
Artritis reumatoide KIR2DS1/HLAC1C1 Salgado, 2019; Sun'y col., 2019
KIR2DL2/HLA-C1 Incremento Factor de proteccion
Lupus Eritematoso . .
L HLA-C1 Incremento Mayor susceptibilidad Gambino y col., 2018
Sistémico (LES)
KIR2DS2/HLA-C1 Incremento Mayor patogenia
Tiroiditis de
KIR2DL2/3- HLA-C1 Incremento Liy col., 2016
Hashimoto .
Protector frente a la patogénesis
KIR2DS2 Reduccion
Esclerosis multiple
KIR3DL1-HLA-Bw4, Incremento Efecto protector Hollenbach y col., 2016

(EM)

Infeccion por:
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KIR2DL2 Incremento Mayor suceptibilidad Rizzoy col., 2012
HLA-C Incremento Escape inmunolégico viral Kielczewska y col., 2009
Control de la infeccion placentaria por ) .
) ) KIR2DS1 Incremento Crespo, Strominger y Tilburgs, 2016
Citomegalovirus (CMV) CmMV
KIR2DS2, KIR2DL3y HLA- Proteccion contra la reactivacion del CMV )
Incremento Duiny col., 2014
C1 en trasplante de organo
KIR2DL2, KIR2DS1 Incremento LES Hou y col., 2010
Mayor riesgo de enfermedades .
) ) KIR2DS5 y KIR2DS4 Incremento ) ) ) Hoteit y col., 2014
Virus del epstein barr linfoproliferativas.
(VEB) EM, mayor susceptibilidad a infecciones .
KIR2DL2 Incremento » Rizzo y col., 2012
herpéticas.
Virus del Herpes KIR2DL2/HLA-C1 Incremento Diabetes Tipo 2 Caselliy col., 2014
Humano-8 KIR2DL2 y KIR2DS2 Incremento Lesion vascular cutanea Borghi y col., 2016
KIR2DL2/HLA-C1 Incremento Alzheimer, Inhibicién de las NK Eimer y col., 2018; Rizzo y col., 2019
Virus del Herpes EM, Empeoramiento de la enfermedad, Rizzo y col., 2012; Ben y col., 2014; Machado-
KIR2DL2/HLA-C1 Incremento o o .
Humano-6 inhibicion de NK, reactivacion herpética Sulbaran y col., 2019 ;
KIR2DL2 Incremento . o .
. Infertilidad Djulejic y col., 2015; Rizzo y col., 2019
KIR2DL5 Reduccion
. . KIR2DL2/HLA-C1 , .
Virus del papiloma Céncer de cuello uterino, factor de alto .
Incremento Rizzo y col., 2014

h VPH
umano (VPH) KIR2DL3/HLA-C1

riesgo de VPH y transformacion neoplasica
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HLA-C2 Incremento
KIR2DL1 Incremento ]
. Cancer de cuello uterino
KIR2DL2/HLA-C2 Reduccion
Enterovirus KIR3DL1 Reduccién Diabetes de Tipo 1 Qiny col., 2011
) ] KIR2DL2/KIRZDL3 Mayor susceptibilidad y riesgo de
Chlamydia trachomatis Incremento o o Roberts y col., 2014
HLA-C2 cicatrices conjuntivales
HLA-C Incremento Escape inmunolégico viral Parolini y col., 2017; Serena y col., 2017
. Mayor funcién de las células NK,
KIR3DS1 Reduccion L . .
transmision perinatal reducida
Virus de KIR2DL2, KIR2DS2, Omosun y col., 2018
inmunodeficiencia KIR2DS3, KIR2DS4, Incremento Mayor susceptibilidad
humana (V|H) KIR3DS1
KIR3DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DLS5, Incremento Transmisién perinatal reducida Sorgho y col., 2019
KIR2DS5, HLA-C
. . KIR3DL1 Reduccion . . S
Virus Hepatitis C Mayor riesgo de infeccién crénica por el . o
VHC VHC Fabrice y col., 2020; Oliviero y col., 2009
( ) KIR2DS3 Incrementeo
Tumores:
Tumor de vjiga, ] B Afecta negativamente a la supervivencia ) ) i
] CD226/iKIR Reduccién ) Guillamon y col., 2018; Guillamén y col., 2019
melanoma y ovario del paciente

LES, Lupus Eritematoso Sistémico; EM, Esclerosis multiple; CMV, Citomegalovirus; VEB, Virus del epstein barr VEB; VPH, Virus del papiloma humano; VIH, Virus de
inmunodeficiencia humana y VHC, Virus de la hepatitis C. (Adaptacién de Rizzo y col., 2021).
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Se realizd un estudio genético entre el grupo de controles sanos y pacientes
varones con cirrosis alcohdlica, con y sin ascitis o encefalopatia. En ambos grupos, se
analiz6 y la variedad de genes KIR y genes HLA-C, ademas de las distintas
combinaciones segln la compatibilidad ligando-receptor. Todo ello con la intencién de
localizar si existe alguna relacion con el riesgo de desarrollar ascitis o encefalopatia, o
por el contrario, posibilitara un factor de proteccion. De esta manera, se contribuye a
profundizar en el conocimiento de la diversidad del complejo KIR asi como de algunos
aspectos funcionales, facilitando una correcta y mas completa interpretacion de los

estudios genéticos de asociacion.

Nuestros datos recogen que los pacientes con cirrosis alcohdlica presentan una
frecuencia de distribucion disminuida del gen iKIR 2DL2. Su representacion es
significativamente mas baja en el grupo de pacientes (53%) que en la cohorte de
individuos sanos (63.3%) (P=0.013). En cuanto a los aKIR (2DS2 y 2DS5) parecen
influir en el desarrollo de la cirrosis alcohdlica en el grupo de pacientes. La disminucion
de KIR2DS?2 es significativamente mas baja en pacientes con cirrosis alcohélica que en
controles (52% y 63%, respectivamente; OR=0.635; 95% IC: 0.458-0.880, P=0.006).
Por otro lado, el aumento del gen KIR2DS5 es significativo entre los pacientes con
cirrosis alcohdlica en comparacion con el grupo control sano (P=0.033). En nuestra
cohorte de pacientes sin ascitis, la presencia de KIR2SD5 fue significativamente mayor
con respecto al grupo control sano (P=0.014). Por ello, el aumento de este gen parece no

influir en el desarrollo de ascitis, aunque si en el de la cirrosis hepatica.

Legaz y col. (2019) sugieren un efecto contrario de KIR2DL2, y también de
KIR2DS5 en pacientes con cirrosis alcohdlica mayores de 54 afios, en los que la
presencia de KIR2DL2 parece ser protectora contra la cirrosis, mientras que la presencia

de KIR2DS5 parece favorecer el proceso fibrético, concretamente en pacientes sin
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infeccion virica asociada. Aunque en otras afectaciones como la hepatoxicidad
idiosincrasia no parecen afectar las combinaciones de receptor KIR-ligando HLA (XL

Congreso Anual de la Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado, 2015).

Por su parte, KIR2DL2 y KIR3DL1 sugieren una predisposicion al desarrollo de
ascitis. La frecuencia de KIR2DL2 esta significativa disminuida en pacientes con
cirrosis alcoholica y ascitis frente al grupo de control sano (OR=0.632; 95% IC: 0.431-
0.927, P=0.024). Esto sugiere que la disminucion de gen KIR2DL2, ademas de influir
en el desarrollo de la cirrosis alcohdlica en el paciente, podria predispone al desarrollo
de la ascitis, ya que por una parte, es signifativa la comparacion entre los pacientes con
respecto al grupo control sano (P=0.013) y por otra parte, la comparacién de los
pacientes sin ascitis con respecto a los controles sanos presentan una menor distribucion
de este gen pero sin obtener resultados significativos. Sin embargo, si se obtienen
resultados significativos al comparar la menor distribucion del gen KIR2DL2 en la

poblacién de pacientes cirréticos con ascitis frente al grupo control sano (P=0.024).

Por otro lado, los datos parecen indicar que la disminucion del gen KIR3DL1 no
influye en la CA, ya que la frecuencia de distribucion entre el grupo control sano y los
pacientes con cirrosis es similar. Ademas, aunque su proporcion disminuye entre los
pacientes con y sin ascitis en comparacion con el grupo control sano de forma no
significativa, si se observan diferencias al comparar la distribucién menor del gen
KIR3DL1 en pacientes con ascitis (93.2%) con respecto a los pacientes sin ascitis

(98.3%) (P=0.048).

También podrian ser factor de predisposicién al desarrollo de ascitis el gen
KIR2SD2. Se observo como la frecuencia de distribucion del gen KIR2DS2 y KIR2DS5
fue similar entre el grupo de pacientes con ascitis y sin ascitis, sin diferencias entre
ambos grupos. Sin embargo entre los pacientes sin ascitis asociada presentaron una
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frecuencia de distribucion mas baja significativamente respecto a los controles sanos del
gen KIR2DS2 (P=0.048); y una frecuencia de distribucion mas alta en pacientes sin

ascitis asociada respecto a los controles sanos en el caso del gen KIR2DS5 (P=0.014).

Ademas, para el gen KIR2DS2 la frecuencia de distribucion entre los pacientes
con ascitis asociada presenta diferencias significativas si la comparamos con la

poblacién control sana, siendo en esta Ultima mayor (P=0.024).

En el andlisis de la frecuencia de distribucion de los genes KIR en pacientes con
ascitis segin su grado se han obtenido valores similares. Sin embargo, al comparar a
éstas poblaciones con la poblacion de controles sanos, el gen KIR2DL2 se presento
disminuido de forma significativa en pacientes con ascitis de tipo I (P=0.036). De la
misma forma ocurre con el gen KIR2DS2 (P=0.037). En los pacientes con ascitis de
tipo 11y tipo 111 también se observa que su presencia es menor en ambos genes, pero sin

significacion estadistica.

Los datos obtenidos al analizar el gen KIR2SD?2 se ajustan a los esperados segin
los obtenidos para el gen inhibidor KIR2DL2, ya que ambos genes se encuentran
altamente asociados en nuestra poblacion. Asi, cuando KIR2DS2 esté ausente, hay un
100% probabilidad de que KIR2DL2 también esté ausente y un 82,39% de posibilidad
de que KIR2DS4 esté presente. Similarmente para un valor predictivo de ausencia,
cuando KIR2DS4 no esta presente, hay un 39,33% probabilidad de que KIR2DL?2 esté
presente y una probabilidad del 94,38% de que KIR2DS1 esta presente (Gourraud y

col., 2010).

Sin embargo, el gen KIR2DS5, a pesar de haber mostrado diferencias
significativas entre los pacientes cirréticos y controles, y entre pacientes sin ascitis en
comparacion con los controles, no muestran diferencias entre los pacientes con ascitis

con respecto a los pacientes sin ascitis. En otro estudios, muestran una frecuencia de
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KIR2DS5 aumentada de forma significativa en pacientes cirréticos sin infeccion viral
asociada frente al grupo control sano (P=0.002), con una tendencia similar con
KIR3DS1+ (P=0.002). Por otra parte, resultaron en una diminucién de la frecuencia de
KIR2DS5 en pacientes con infeccion viral (20.6%) respecto sin virus (39.9%; P=0.004),
sugiriendo un papel en el desarrollo de una infeccion virica, pero finalmente, en una
analisis conjunto de los tres genes KIR centroméricos (KIR2DS1, KIR2DS5,
KIR3DS1), observaron que parecen estar mas frecuentemente representados en la
poblacion de pacientes con cirrosis alcohdlica pudiendo participar en los mecanismos
bioldgicos del proceso cirrético (Legaz y col., 2019; Legaz y col., 2018). La presencia
de los receptores KIR3DS1, junto con KIR2DS1 se ha relacionado con un riesgo
incrementado para padecer ciertas enfermedades autoinmunes como la espondilitis
anquilosante (Jiao y col., 2008), o en presencia del gen KIR2DL5 como factores

predisponentes en la esclerosis multiple (Garcia-Ledn y col., 2011).

En referencia a los factores de riesgo al desarrollo de la encefalopatia, nuestros
resultados sefialan a los genes KIR2DL2, KIR2DS2 y KIR2DS5. Se ha obtenido una
menor presencia significativamente del gen KIR2DL2 entre el grupo pacientes con y sin
encefalopatia, estando disminuido entre los pacientes con encefalopatia asociada.
(47.3% frente al 55.8%; P=0.008). De forma similar ocurre con el gen KIR2DS2
(P=0.005). Mientras que, para el KIR2SD5 se obtuvo una frecuencia de distribucion
mas alta en pacientes con encefalopatia asociada (38.5%) respecto a los pacientes sin
encefalopatia asociada (33.7%), siendo esta diferencia estadisticamente significativa

(P=0.038).

Por otra parte, en el andlisis de la frecuencia de distribucién de los genes KIR en

pacientes con encefalopatia segiin su grado se han obtenido valores similares. Sin

247



Discusion

embargo, si se obtiene diferencias al comparar los pacientes con encefalopatia segin su

grado con respecto al grupo control sano.

El gen KIR2DL1 se encuentra disminuido en la poblacién de pacientes con
encefalopatia de tipo | (P=0.03) y aumentado ligeramente en los pacientes con
encefalopatia de tipo Il (P=0.006). También disminuye su distribucion en los pacientes
con encefalopatia de tipo 111 (50%), aunque no resulta significativa, quizas por el bajo
namero de poblacion (n=10). La frecuencia del gen KIR2DL2 disminuye gradualmente
a medida que se agrava la enfermedad (52.8%, 37.5% y 50%, respectivamente) frente a
la poblacién control sana (63.3%). Estas diferencias han resultado significativas en el
caso de los pacientes con encefalopatia de grado Il (P=0.003). Por su parte, KIR3DL1
se encontré menos representado en los pacientes con encefalopatia asociada de grado |

(86.1%) con respecto al grupo control sano (95.3%; (P=0.041)

En cuanto a los aKIR, KIR2DS1, mostr6 un aumento significativo de su
frecuencia en pacientes con encefalopatia de grado | (P=0.019), al igual que KIR2DS5
(P=0.006). EI gen KIR3DS1 también aumenta pero de forma cercana a la significacion
(P=0.05) con un 58.3% de distribucién frente al control sano con el 40.4%, seguramente
por el bajo numero de tamafio muestral. Sin embargo, KIR2DS4 y KIR2DS2,
disminuyen en su distribucion con diferencias estadisticamente significativas en los
pacientes de grado | (P=0.003) y de grado Il (P=0.003), respectivamente. KIR2DS2
mostrd una disminucion gradual segln el grado de encefalopatia, aunque sélo resulta en

significacion estadistica en los pacientes con encefalopatia de grado II.

Nuestros datos difieren con Legaz y col. (2019), en la que sefialan a los genes
KIR2DL1 + y KIR3DL2 + como un factor de susceptibilidad al desarrollo de las ascitis
en pacientes con cirrosis alcohdlica, mientras que en este estudio datos similares entre
ambos grupo con respecto al KIR2DL1. Ademas, sefialan que los genes inhibidores
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KIR2DL2, KIR2DL3 y KIR3DL1 no parecen tener un papel activo. Sin embargo, en
otros estudios si se ha hallado una relacion con el aumento de la frecuencia del gen
KIR2DL2 y su predisposicion al desarrollo de enfermedades autoinmunitarias
(Hollenbach y col., 2009; Pardo J., 2015; Ramirez-De los Santos y col., 2012) o

enfermedades infecciosas (Hou y col., 2010; Rizzo y col., 2012).

Los resultados obtenidos también contradicen a otro estudio que, a pesar de
observar una tasa de CA mas alta en los pacientes con cirrosis y ascitis asociada de
grado Il y con pacientes con encefalopatia de grado Il, no fueron estadisticamente
significativos. Afirman la ascitis y la encefalopatia no parecen influir en la AC (Legaz y

col., 2018)

Debido a la importancia de estos epitopos Asn y Lys en la interaccion del
genotipo HLA-C como ligando de receptores KIR, se estudio la posible influencia de la
presencia de estos epitopos en la poblacién de pacientes y controles sanos, y se evaluo

su influencia sobre la aparicion de cirrosis alcohdlica, ascitis y/o encefalopatia.

Asi, se observo que el numero de pacientes que carecian del epitopo C1 estaba
significativamente disminuido en la poblacion de cirrosis alcohélica comparada con la
de los controles sanos (P=0.015). Resultados similares se observaron al analizar a los
pacientes con cirrosis alcohdlica sin ascitis asociada con los controles sanos (P=0.031).
Los pacientes con encefalopatia que carecian del epitopo C1+ o presentaba un aumento

del C1- con respecto a los controles (P=0.028).

Todo ello sugiere que el epitopo C1+ no influye en el desarrollo de las ascitis ni la
encefalopatia pero si en el proceso cirrético. Sin embargo, otros estudios han asociado
el grupo de ligandos HLA-C1 con un mayor riesgo de sufrir Lupus Eritematoso
sistémico (Gambino y col., 2018), enfermedades inflamatorias (Roberts y col., 2014), o

infeccion por VIH (Parolini y col., 2017; Serena y col., 2017).
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Por otra parte, el genotipo C1C2 heterocigoto presentd diferencias
estadisticamente significativas con menor frecuencia en los pacientes sin ascitis con
respecto a la poblacion control sana (P=0.016). También se obtienen diferencias
significativas al comparar a los individuos con ascitis y sin ascitis asociada,
presentandose el genotipo C1C2 heterocigoto aumentado en la poblacion de pacientes

con ascitis asociada. (P=0.048).

Debido a estos datos, nuestros resultados podrian sefialar al genotipo C1C2 como

un factor de riesgo para el paciente desarrolle ascitis.

Por otro lado, el genotipo C2C2 homocigoto aparecia significativamente
aumentado en pacientes con cirrosis alcohdlica respecto a controles sanos (P=0.015). Se
obtienen resultados similares al comparar la poblacion de individuos sanos con la
poblacion de pacientes con cirrosis alcoholica sin ascitis asociada (24.8% y P=0.031).
También aparecia una mayor distribucion en los pacientes con encefalopatia con
respecto a la poblacion control sana (P=0.028). También se obtuvo una menor
distribucion en pacientes con ascitis asociada (22.6%) con respecto al grupo control de

forma cercana a la significacion (P=0.056).

El genotipo C2C2 podria funcionar como un factor de proteccion para el paciente

no presente ascitis.

No se obtuvieron diferencias en cuanto al grado de ascitis, pero si en referencia al

grado de encefalopatia alcanzado por el paciente.

Asi, el epitopo C2 se encontrd en menor proporcién en los pacientes con grado 11
con respecto a los de grado (50% y 83.3%, respectivamente; P=0.043). El genotipo
homocigoto C1C1 presentd diferencias significativas con una mayor representaciéon en

el grupo con encefalopatia de grado Il (50%) con respecto a los pacientes con
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encefalopatia de grado | (16.7%) (P=0.043). El epitopo C1 podria estar implicado en la
complicacion de la encefalopatia, mientras que el genotipo C2C2 podria representar un

factor de proteccion.

Thiruchelvam-Kyle y col. (2017) indican la existencia de un ligando novedoso,
actualmente no caracterizado, para el receptor activador de células NK KIR2DS2. La
identificacion molecular de este ligando puede conducir a un mejor emparejamiento de
KIR-HLA en la terapia de trasplante de células madre hematopoyéticas para la leucemia
y nuevas terapias mas especificas contra el cancer basadas en células NK. La
tipificacion HLA-C de células diana mostraron que el reconocimiento de KIR2DS2 era
independiente del grupo HLA C1 o C2, mientras que las células diana que solo fueron

reconocidas por KIR2DL3 expresaron alelos del grupo C1.

Esto coincide con nuestros datos, en cuanto nos referimos a la poblacion de
pacientes con cirrosis alcohdlica que presenta una reduccion del epitopo C1, presenta a
su vez una menor distribucion del gen KIR2DL3. En concreto, al evaluar el gen
KIR2DL2 y KIR2DL3 asociado al ligando C1+ se observé una menor frecuencia de
estas combinaciones en el grupo de pacientes, aunque esta disminucion solo fue

significativa para la combinacion de KIR2DL3 con C1+ (P=0.010).

En otro estudio, se sefiala la combinacion de ambos (KIR2DL3/HLA-C1 vy
KIR2DL2/HLA-C1) como un factor de riesgo para la infecciéon del VPH vy el desarrollo
de céncer de cuello de utero (Rizzo y col., 2014). También se ha sefialado que la
combinacion KIR2DL3/ C1 actua como un marcador protector para el melanoma (P =
0.017) en particular el melanoma de extension superficial y la metéastasis del ganglio
linfatico. Por el contrario, el genotipo KIR2DL3 (-) / C1C2 parece estar correlacionado
con melanoma nodular y ulceracion. Ademas, el genotipo KIR2DL1(+)/S1(-)/C2C2 se
asocia con susceptibilidad al melanoma y metéstasis del ganglio linfatico (Campillo y
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col., 2013). Diaz-Pefia y col. (2016) apreciaron un aumento muy significativo de
KIR2DL3/HLA-C1 en homocigosis en pacientes con enfermedad de Crohn (P<0,0005),
confirmando la relevancia de los genes KIR2DL2 / KIR2DL3 y su interaccion con

HLA-C y la enfermedad.

Otro estudio sugiere que la heterocigosidad KIR2DL2/KIR2DL3 en individuos
portadores de HLA-C2 aumenta mas el riesgo de ciertas enfermedades que cursan con
inflamacién, como la infeccién por Chlamydia trachomatis (Roberts y col., 2014) o es
sefialada como factor de riesgo a la psoriasis asociada al ligando HLA-C1 frente a

KIR2DL2 en homocigosis (Pardo, 2015).

KIR2DS2 junto con su ligando HLA-C1 se ha correlacionado con el patogenia
de la tiroiditis de Hashimoto. Por el contrario, el predominio de la interaccion
inhibitoria entre los receptores KIR2DL2/3 y los ligandos HLA-C1, en ausencia de
KIR2DS2, sugiere un posible papel protector en la patogénesis de esta enfermedad (Li y

col., 2016).

Ademaés de ello, también se ha demostrado que los pacientes con CA portadores
del ligando C1+ y KIR2DS4+, disminuye de forma significativa respecto al grupo
control sano (P=0.013). En cambio, con respecto a KIR2DS4+, Umemura y col. (2021)
presentd asociaciones significativas con el ligando HLA-C2, mostrando ademés una

progresion significativa hacia la cirrosis hepatica.

Ursu y col. (2020) sugieren que la expresion de KIR2DL3, KIR2DL5 y
KIR2DS4 y la asociacion con alelos HLA pueden aumentar la susceptibilidad del
paciente al desarrollo de infeccion cronica por VHC. Ademas, revelaron diferentes
alelos de HLA asociados con una mayor susceptibilidad a la infeccion por VHC. HLA
A * 23: 01 fue la méas frecuente (P=0,030), aunque HLA B * 44: 02 y C * 04: 02

también se elevaron significativamente en pacientes VHC positivos (P=0.008 y

252



Discusion

P=0.007, respectivamente). En cambio, Coscojuela (2019) sugiere que la combinacion
de genes KIR2DL3 + HLA-C1 poco inhibidora resuelve méas facilmente la infeccion

con el virus de la hepatitis C.

En referencia a ciertos alelos HLA de clase | (HLA A1l y HLA A19) se los ha
relacionado con efectos perjudiciales sobre el resultado postrasplante hepéatico una
mayor frecuencia de rechazo celular aguda en pacientes con desajuste de HLA-DRB1
entre donante y receptor (Boix y col., 2020). Cierto estudios también los han asociado a
procesos cancerosos como el melanoma, en el caso de HLA-A9 (Cavelier y col., 1980;
Rovini y col., 1988). También en melanoma (HLA-B13, HLA-B61 y HLA-B51 (Muto
y col., 1996; Kageshita y col., 1996). Por otra parte, el aumento del alelo HLA-B27 en
pacientes con espondilitis anquilosante induciria fendmenos de autoinmunidad (Taurog,
2010) y el alelo HLA-C6 se encuentra asociado con la psoriasis, otras enfermedades
severas de la piel y, de formas mas leve, con artritis psoriasica (Garcia, 2016). También
se ha observado una relacion importante entre los genes KIR y sus ligandos HLA con la
tasa de incidencia de ES en la poblacion irani (Mahmoudi y col., 2017). En
contraposicion Diaz-Pefia y col. (2020), en su estudio sobre la implicacion de las células
NK en el cancer colorrectal, afirman que puede no actuar a través de combinaciones de
alelos en los genes KIR y HLA, sefialando la necesidad de estudios mucho mas amplios

en poblaciones homogeéneas.

Igualmente se analiz6 también la frecuencia del gen KIR3DL1+ en presencia y
ausencia de su ligando, el epitopo Bw4+, pero en este caso las frecuencias fueron
similares entre la poblacion sana y la enferma (P=0.846). Sin embargo en la poblacién
japonesa se sefiala a KIR3DL1 + HLA-Bw4, ademés de HLA-Bw4, como un nuevo par
KIR-HLA como factor de riesgo de carcinoma hepatocelular en la cirrosis por VHC

(Umemura y col., 2021). Otra fuente, describe que la asociacién KIR3DL1 + HLA-Bw4
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tiene un efecto protector en los pacientes con esclerosis multiple (Hollenbach y col.,
2016), al igual que Garcia-Leon y col. (2011) que confirma que el transporte de HLA-

Bw4 es un factor protector en la esclerosis multiple.

Los andlisis mostraron resultados significativos al analizar la frecuencia de
KIR2DS1+ en presencia y ausencia del epitopo C2+. Se encontr6 en el grupo con
encefalopatia de grado | aumentado (85.7%) con respecto al grupo de grado Il (78.6%;
P=0.043). Datos similares resultaron en el estudio de Gomez-Luque y col. (2021), con
una asociacion de KIR2DS1-HLAC?2 en un grupo de nifios oncoldgicos (P=0.016).
Sefialan que el genotipo KIR2DS1-C2 podria predisponer a la susceptibilidad a
procesos malignos en la poblacion infantil, a pesar de que se resultados no proporcionan
evidencia de una asociacion entre enfermedades oncolégicas pediatricas con genotipos y

grupos de genes KIRs.

Por ultimo, de forma similar la combinacion de KIR2DS5+ con el ligando C2+,
aparecia aumentada en el grupo de pacientes con encefalopatia asociada de grado 1 y 11,
mostrandose menos frecuente en el grupo con encefalopatia asociada de grado Il
respecto al de grado | (63.6% frente 88.9%), alcanzando significacién estadistica

(P=0.038).

Por otra parte, se ha sefialado que la interaccion inhibitoria méas fuerte de
KIR2DL1 + HLA-C2 afecta al desarrollo placentario causando problemas reproductivos
como preeclampsia, aborto espontaneo recurrente y restriccion de crecimiento fetal

(Coscojuela, 2019).

En cuanto a las principales causas de muerte en el paciente en nuestro estudio,
fueron por fallo multiorgénico, sepsis y fallo del injerto hepéatico. Sin embargo, Bolarin
y col. (2021), consideraron que gran parte de las muertes de pacientes con CA

sometidos a trasplante se debieron a muerte no subita, sepsis y fallo del injerto hepético.
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Nuestros datos, indican una mayor frecuencia de los genes KIR en pacientes con
ascitis que fallecen por fallo multiorganico (con una mayor diferencia del gen
KIR2DS2), a excepcion de los genes KIR3DS1 y KIR2DL1 que mostraron una
frecuencia similar. Sin embargo, en los pacientes con ascitis fallecidos por sepsis se
obtuvo una frecuencia disminuida de los genes KIR2DS1-3, 2DS5, 3DS1 y KIR2DL2
en comparacion con los pacientes sin ascitis; KIR2DL5 se mostré ausente en los
pacientes con ascitis. Por el contrario, KIR2DS4, KIR3DL1 y KIR2DL3 resultaron
aumentado en los pacientes con ascitis (100%) con respecto a los pacientes sin ascitis
(62%, 61% y 88%, respectivamente). Por ultimo, los pacientes que sufrieron fallo de
injerto hepético presentaron una menor distribucion de los genes KIR3DS1, 2DS5,
2DS4, 2DS1 y KIR3DL1 con respecto a los pacientes sin ascitis. En cambio, el gen
KIR2DS2 estaba aumentado en los pacientes con ascitis (61%) con respecto a los
pacientes sin ascitis (31%), y en cuanto a los genes iKIR, los genes KIR2DL2, 2DL3 y

DL5 presentaron una mayor frecuencia en los pacientes con ascitis.

Por otra parte, al analizar la frecuencia de los genes KIR en pacientes con o sin
encefalopatia segun distintos tipos de defuncidn, el gen KIR2DS1 se mostr6 disminuido
en los pacientes con encefalopatia (58%), que habian sufrido fallo multiorgénico, en
comparacion con los pacientes sin encefalopatia (100%), aunque se mostré aumentado
en los pacientes con encefalopatia que habian sufrido sepsis o rechazo del injerto, con
respecto a la ausencia de encefalopatia. Esta situacion es similar en la distribucion de
los genes KIR2DS2 y 2DS1. También se encontré disminuido el gen KIR2DS5 en los
pacientes con encefalopatia independientemente de la causa de la muerte, aunque hay
una mayor diferencia en la frecuencia en los pacientes que sufrieron fallo multiorganico
(20%) con respecto a los pacientes sin encefalopatia (50%). En cambio, los genes

KIR2DS4 y 2DS3, resultaron aumentados en los tres tipos de defuncion, aunque sin
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significacion estadistica. De forma similar ocurre con el gen KIR3DL1, aunque es
superior la frecuencia en los pacientes que sufrieron fallo multiorganico (100%) con

respecto a los otros tipos de muerte (78%).

El fallo multiorganico fue sefialada por Bolarin y col ( 2021), como la principal
causa de muerte stbita con mayor mortalidad durante el primer afio postrasplante, tanto
en periodo hospitalario como en el exterior, situando a la sepsis y el fallo del injerto

hepatico en segundo y tercer lugar, respectivamente.

Nuestros datos mostraron que los genes KIR2DL2, 2DL3 y 2DL5 tienen mayor
frecuencia en los pacientes con encefalopatia que murieron por sepsis 0 rechazo de
injerto. Sin embargo, su frecuencia es menor en los pacientes con encefalopatia que
murieron por fallo multiorganico. Ademas, aquellos pacientes KIR2DL5+ con
encefalopatia (50%) estaban mas presentados en fallecimientos por fallo del injerto
hepatico que los pacientes que no tenian encefalopatia (45%), siendo estadisticamente

significativa (p=0.045).

Legaz y col. (2021) sefialaron que el rechazo cronico solo lo desarroll6 el 9.1% de
los pacientes con CA, independientemente de la presencia de ascitis (6.2%) o
encefalopatia (5.5%), o que la ascitis (78.3%) y encefalopatia (43.5%) eran las
principales complicaciones pretrasplante en los pacientes con CA, mientras que el
rechazo agudo del injerto es la complicacion postrasplante hepatica mas frecuente

(26,6%), con baja frecuencia de pérdida del injerto (1,1%) (Legaz y col., 2016).

Ademas, se han comparado las supervivencias de los pacientes segun la presencia

de genes KIR y la causa de muerte del paciente.

Nuestros datos muestran que el gen KIR3DL1 puede influir significativamente en

la supervivencia del paciente fallecido por fallo del injerto hepético, ya que aquellos
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pacientes KIR3DL1™ murieron pronto en comparacion con los pacientes KIR3DL1" de
forma significativa (P=0.012). También se obtuvo diferencias estadisticamente
significativas (P=0.011) segun la presencia o ausencia del gen KIR2DS1. Los pacientes

KIR2DS1" presentan una supervivencia muy baja por fallo del injerto hepatico.

La presencia o ausencia de los genes KIR2DL2, KIR2DL3 y KIR2DL5 no
parecen influir significativamente en supervivencia de nuestros pacientes segun las
diferentes causas de muerte. Sin embargo, Guillamén y col. (2021) valorando la
inmunoterapia de Bacillus Calmette-Guérin en pacientes con cancer de vejiga, considera
a los pacientes que presentan KIR2DL1/L2/L3 un grupo de bajo riesgo inmunolégico
con una tasa de supervivencia del 83.3% y los pacientes KIR2DL5 + de riesgo alto con

una tasa de supervivencia del 6.2% (P<0.001).

Los pacientes que sufrieron otros tipos de muerte (edema pulmonar, neoplasia de
faringe, pancreatitis, neumonia, rechazo cronico, disfuncion primaria y recaida del
VHC) mostraron una mayor supervivencia en aquellos con ausencia del gen KIR2DS3,
cuya expresion influye significativamente en la supervivencia del paciente con cirrosis
alcoholica (P=0.024). Por otra parte, los pacientes que carecian del gen KIR2DS4
mostraron una supervivencia superior en aquellos pacientes con rechazo del injerto

hepatico, comparando con los pacientes KIR2DS4™ que fallecen pronto (P=0.012).

Otro estudio afirman que la presencia de complicaciones de ascitis y encefalopatia

no parecio influir en la supervivencia postrasplante (Legaz y col., 2021).

Por otra parte, Kir y col. (2021) afirman que la edad ni el sexo, fueron predictores
de la mortalidad del paciente incluso con enfermedad cormobida, aparte de la propia
malignidad de la enfermedad. No habiendo ventaja de superveniencia entre pacientes
segun la edad, sefialan que éste no deberia ser un factor determinante en la seleccién de

pacientes para la UCI o en las decisiones de tratamiento que se aplicaran a los pacientes.
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Se han identificado unas pocas dianas terapéuticas mediante estudios de
transformacion de muestras de higado humano. Sin embargo, la traduccion de la
investigacion basica y los resultados de la investigacion traslacional a nuevas terapias ha
sido modesta. Los esfuerzos futuros deberian centrarse en identificar los principales
factores que contribuyen a la enfermedad en pacientes con hepatitis alcohodlica
moderada y grave para desarrollar nuevas terapias. Para la fase terminal, el Unico
tratamiento eficaz es el trasplante de higado (Lucey, 2014). Sin embargo, también tiene
varios problemas, incluida la falta de una fuente de donacion, el rechazo inmunoldgico

y los altos costos quirargicos (Kong y col., 2019).

Sin embargo, el uso de la terapia celular esta ganando atencién y las células madre
mesenquimales (MSC) parecen ser tipos de células prometedoras para el tratamiento de
la fibrosis hepatica. Las MSC tienen una variedad de capacidades de diferenciacion que
les permiten migrar directamente a los tejidos dafiados y diferenciarse en células
similares a los hepatocitos. Ademas, las MSC liberan varios factores de crecimiento y
citocinas para aumentar la regeneracion de los hepatocitos, resolver la fibrosis hepéatica

y regular la inflamacion y la respuesta inmune (Kong y col., 2019).

Finalmente, destacar que nuestro estudio presenta una serie de limitaciones, entre
las que se encuentra el desconocimiento sobre el tipo de alcohol consumido, intensidad,
cantidad o, incluso la edad de inicio de consumo. Sin embargo, nuestros pacientes han
declarado un consumo previo de alcohol en exceso por lo que la etiologia de su

insuficiencia hepatica fue relacionada con el alcohol en todos los pacientes.

El tamafio muestral utilizado en este estudio de asociacion genética es apropiado
tanto para el grupo de pacientes con cirrosis alcoh6lica como para el grupo control sano.
Aunque habria sido deseable una cohorte mayor de pacientes con cirrosis alcohélica con
ascitis o encefalopatia, ha sido posible realizar todos los tratamientos estadisticos en
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este estudio, no existiendo limitacién en los resultados como consecuencia del nimero
de pacientes analizados. Sin embargo, si ha sido dificil de analizar a la poblacién de
pacientes segun la gravedad de la ascitis y/o encefalopatia desarrollado debido al

pequerfio tamafio muestral.

Por otra parte, los resultados de este estudio solo podrian aplicarse a otras
poblaciones cuya poblacion sana tenga un repertorio de genes KIR/HLA similar, debido
a las grandes diferencias en los repertorios de genes KIR/HLA existentes entre las

diferentes poblaciones del mundo.

En consideracién a los resultados obtenidos, en el futuro deberian realizarse mas
investigaciones atendiendo a la edad de la primera ingesta de alcohol, el consumo de
alcohol en gramos por semana, recidiva alcoholica postransplante con el objetivo de
entender la etiologia de la cirrosis alcohdlica y mejorar la supervivencia del paciente,
por una parte, y, por otra disefiar nuevas tacticas de prevencion y control del consumo
abusivo de alcohol para tratar de detectar, manejar y reducir la frecuencia de cirrosis

alcohdlica en nuestra poblacion.
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6. CONCLUSIONES

1.

Con respecto a los parametros clinicos y caracteristicas sociodemogréaficas los
pacientes varones con cirrosis alcohdlica han presentado unos niveles de albumina
disminuidos y fosfatasa alcalina aumentada en comparacion con los pacientes sin
ascitis asociada. Ademas, a medida que aumenta la gravedad de la ascitis y
encefalopatia se produce un aumento del valor INR y creatinina, respectivamente.
Con respecto a sus caracteristicas sociodemogréaficas el grupo de pacientes con
encefalopatia mostr6 una edad media mayor 55.37 = 0.838 (afios + EEM) con
respecto a los pacientes sin encefalopatia 52.79 + 0.604 (afios £ EEM), de forma
significativa (P<0.001). Las comparaciones realizadas del grupo con encefalopatia
y ascitis de grado Il con el resto de grupos mostraron diferencias.

Con respecto a los genes KIR:

a. Se sugiere a los genes KIR2DS2, KIR2DS5 y KIR2DL2 como factores de
susceptibilidad de la cirrosis alcoholica.

b. La disminucién de los genes KIR2DL2 y KIR3DL1 podria ser factores de
predisposicion al desarrollo de ascitis.

c. La disminucion de KIR2DS2 y KIR2DL2, y el aumento del gen KIR2SD5
podrian ser un factor de riesgo para el desarrollo de encefalopatia entre los
pacientes con cirrosis alcoholica.

d. La disminucion de KIR2DL3 podria ser un factor de proteccion frente al
desarrollo de encefalopatia.

e. Los genes KIR2DS2 y KIR2DL2 podrian estar implicados en el desarrollo de
ascitis de grado | en pacientes cirrdticos.

f. El gen KIR2DL1 parece influir en el desarrollo de encefalopatia de grado 11y,
junto con el gen KIR3DL1, KIR2DS1, KIR2DS4 y KIR2DS5 en la encefalopatia
de grado 1.

g. El gen KIR2DL2 y KIR2DS2 parece influir en el desarrollo de encefalopatia de
grado Il en los pacientes con cirrosis alcohdlica.
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En relacién a la asociacion de los receptores KIR y sus ligandos (moléculas de
HLA-C):

a.

El epitopo C1+ parece no influir en el desarrollo de la ascitis. Sin embargo, la
carencia del epitopo C1+ o aumento del C1- podria estar implicado en el

desarrollo de la encefalopatia.

. El epitopo C2 se encontré con una frecuencia de distribucién disminuida en los

pacientes con grado I11 de encefalopatia.
El genotipo homocigoto C1C1 presentd diferencias significativas, cuya
frecuencia de distribucion estaba aumentado en el grupo con encefalopatia de

grado 111 con respecto a los pacientes con encefalopatia de grado |I.

. El genotipo C2C2 homocigoto podria considerarse un factor de susceptibilidad

al desarrollo de encefalopatia en pacientes con cirrosis alcohdlica y actuar como
un factor de proteccion para el paciente no presente ascitis.

El genotipo C1C2 podria ser un factor de riesgo para que el paciente desarrolle
ascitis.

La disminucién de la combinacion de los genes KIR2DL3 con el ligando C1+
podria influir en el desarrollo de cirrosis alcohdlica, en cambio la combinacion
de KIR2DS4 con el ligando C1+ podria considerarse un factor de proteccion
frente a la cirrosis alcoholica.

La combinacién del gen KIR2DS1+ o KIR2DS5+ con el ligando C2+ podria
estar implicado en el desarrollo de encefalopatia de grado Il, que estaba

disminuido con respecto al grado I.

Se encontraron diferencias en la distribucién de los genes KIR entre los pacientes

con cirrosis alcohdlica fallecidos segun las principales causas de muerte. Sin

embargo, solo se alcanzé significacion estadistica en aquellos pacientes KIR2DL5+

con encefalopatia, los cuales estaban mas presentados en fallecimientos por fallo

del injerto hepatico que los pacientes que no tenian encefalopatia.

Los genes KIR3DL1 y KIR2DS1 podrian influir significativamente en la

supervivencia del paciente fallecido por fallo del injerto hepatico, ya que los

pacientes KIR3DL1 murieron pronto en comparacién con los pacientes que
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presentaban el gen KIR3DL1 y los pacientes KIR2DS1® presentan una
supervivencia muy baja por fallo del injerto hepéatico. Por otro lado, los pacientes
con cirrosis alcohdlica KIR2DS3™ mostraron una mayor supervivencia frente a otros
tipos de muerte. Por Gltimo, los pacientes que poseen el gen KIR2DS4 mostraron

una supervivencia superior en aquellos pacientes con rechazo del injerto hepatico.

En algunos casos, el reducido numero de pacientes segun el grado de encefalopatia y
ascitis ha limitado el resultado fiable de significacion estadistica para poder establecer
asociaciones entre la susceptibilidad o proteccion frente a la enfermedad y los genes
KIR estudiados. Es por tanto recomendable realizar estos estudios en series mas

amplias.
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7. ANEXOS

Anexo |- Consentimiento informado

Consentimiento Informado

AUTORIZACION DE INCLUSION EN ESTUDIO

(Indicar grupo de estudio y procedencia)

Grupo estudio  Hospital Servicio
Control [ H.Clinico U. Virgen de la Arrixaca [] Dermatologia[]

Paciente [] H.U. Reina Sofia [J  Urologia ]
H. U. Morales Meseguer [0 Oncologia [
H. U. Santa Lucia L]
Paciente, D. /Dia.
con DNI , 0 en su defecto el representante legal o familiar,

con DNI

Manifiesto que he sido informado/informada por el equipo facultativo que me atiende
sobre las implicaciones de mi participacion en el proyecto “Estudio de genes KIR en
pacientes con habito etandlico que desarrollan cirrosis hepatica alcoholica” y que:

1. He leido o me ha sido leida esta hoja de consentimiento informado.

2. La informacion se me ha facilitado de forma comprensible

3. He recibido suficiente informaciéon del estudio.

4. He podido hacer preguntas sobre el estudio.

5. He hablado con (Nombre del investigador):

En consecuencia comprendo que:

1. Mi participacion es voluntaria.
2. Puedo retirarme del estudio:
o Cuando quiera
o Sin tener que dar explicaciones
o Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Que mi participacion en este estudio consistira en:
1. Donar una muestra de unos 20ml de sangre periférica.
2. Autorizar su utilizacion para realizar estudios celulares y moleculares
relacionados con mi patologia.
3. Autorizar la conservacion de material genético (DNA) y suero.
4. Si soy seleccionado, me serd solicitada una segunda donacion de 20ml de
sangre para completar los estudios celulares.
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Beneficios: se nos ofrecerd un prondstico mas preciso y en caso de necesitar
quimioterapia, una monitorizacién mas cercana, y que potencialmente podria ayudar a
mejorar la eficacia del tratamiento. Ademas, contribuird a un mejor conocimiento de la
enfermedad y de los mecanismos inmunolégicos que regulan la aparicion y formacién
de metéstasis de mi enfermedad.

Igualmente he sido informado de los/las:

- Consecuencias del procedimiento: sin consecuencias.

- Riesgos probables: Hematoma en la zona de extraccion, poco frecuente.
- Riesgos personalizados: no aplicable.

- Contraindicaciones: no se conocen.

- Alternativas al procedimiento: no hay.

Por su parte, los investigadores se comprometen a:

1- Asegurar la intimidad y confidencialidad de los datos de caracter personal de los
sujetos incluidos en el estudio, de conformidad a la Ley Organica 15/1999, de 13
de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal; el Real Decreto
1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de
desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica
reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en
materia de informacion y documentacion clinica y documentos contenidos en
el archivo.

2.- Que la participacion es este estudio sea estrictamente voluntaria. La informacion
que se recoja serad confidencial y no se usara para ningun otro propdésito fuera de
los de esta investigacion. Sus respuestas al cuestionario y a la entrevista seran
codificadas usando un namero de identificacion y por lo tanto, seran anénimas.

3- Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas a cualquiera de
los investigadores responsables y en cualquier momento durante su participacion
en él.

4- Puede retirarse del proyecto en cualquier momento sin que eso lo perjudique en
ninguna forma. Si alguna de las preguntas durante la entrevista le parecen
incémodas, tiene usted el derecho de hacérselo saber al investigador o de no
responderlas.

Por la presente el paciente o el representante legal o familiar CONSIENTE
voluntariamente y firma.

En a, de de 202__

Firma del médico informante
Nombre del Médico: :
Numero de colegiado: Firma del paciente, representante legal
o familiar
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Paciente, D. /Dfa.

con DNI , 0 en su defecto el representante legal o familiar,
con DNI

Por la presente el paciente o el representante legal o familiar decide REVOCAR el
consentimiento informado para participar en el proyecto “Estudio de genes KIR en
pacientes con habito etandlico que desarrollan cirrosis hepatica alcoholica”.

En a, de de 202__

Firma del paciente, representante legal o familiar
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Anexo I1- Documento informativo

Documento informativo para el paciente

Se solicita su participacion para un proyecto que consiste en un analisis genético
de genes KIR, los cuales estan implicados en la respuesta inmunitaria. Este estudio esta
dirigido a pacientes de la Region de Murcia que van a ser sometidos a un trasplante
hepético, y a los pacientes donantes de drganos a los que se les va a realizar una
extraccion de higado como parte de su proceso de donacion de 6rganos (en cuyo caso da
el consentimiento el representante legal o familiar), con la intencién de analizar la
influencia de estos genes en el desarrollo de cirrosis hepatica.

Como parte de este proyecto, apoyado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica, se le realizara una extraccion de sangre, y los resultados genéticos obtenidos
seran utilizados con fines de investigacion, con objeto de aumentar los conocimientos
sobre la cirrosis hepatica, lo cual permitird desarrollar nuevas estrategias y terapias
preventivas.

Las muestras que usted dona al firmar el consentimiento informado que se le
entrega junto con este documento informativo, serdn congeladas y conservadas para su
uso.

Su decision acerca de participar o no en el proyecto no afectara en absoluto a la
atencion médica que le proporcionan sus médicos.

Antes de tomar su decision haga tantas preguntas como desee hasta asegurarse de
que lo ha entendido y desea participar.

Procedimientos del proyecto

El procedimiento para la obtencion de las muestras no implica ninguna otra
intervencion aparte de la extraccion de sangre para realizar el analisis genetico.

Una vez otorgado su consentimiento y obtenida la muestra, habra concluido su
particion en el proyecto, y no se le exigird que dedique ningan tiempo extra al mismo.

Riesgos y beneficios

La participacion en el proyecto no le supone ningin riesgo, Unicamente las
molestias fisicas de un simple pinchazo de una vena del brazo. A veces, muy raramente,
le puede ocasionar un pequefio hematoma o una leve inflamacién que remitira en pocos
dias.

Como beneficios, contribuird a ampliar conocimientos acerca de los genes KIR y
como puede influir en el desarrollo de determinadas enfermedad hepaticas. Si lo desea,
podra solicitar informacidn acerca de los resultados genéticos individuales y/o generales
confirmados que se obtengan a partir del analisis de las muestras donadas.
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Compensacion

Usted no recibira ninguna compensacion econdémica o de cualquier otro tipo por
su participaciéon. Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Si usted
decide no participar, se le garantiza que en ningln caso cambiaran los cuidados médicos
que pudiera necesitar ni su relacién con el equipo médico que le atiende.

Confidencialidad

Toda la informacion que se obtenga al analizar las muestras que nos cede, sera
considerada confidencial y tratada en consecuencia. Para garantizar el anonimato de su
identidad, las muestras iran identificadas desde el momento mismo de la extraccion con
un coédigo, no con su nombre.

En cualquier caso, todo el proceso de confidencialidad se basara en la LEY
ORGANICA 15/1999, de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos de Carécter
Personal (BOE num. 298 de 14 de Diciembre de 1999).

Participacion voluntaria

Su participacién en el proyecto de investigacion mencionado es totalmente
voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara que desea participar.
Tiene derecho a la revocacién del consentimiento y sus efectos, incluida la posibilidad
de la destruccion de la muestra y de que tales efectos no se extenderan a los datos
resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo, sin tener que explicar
los motivos de su revocacion. Su no participacion o retirada posterior del
consentimiento no tendra perjuicio de su tratamiento médico. Ademas tiene derecho a
decidir el destino de sus muestras y datos personales en caso de decidir retirarse del
estudio.
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Anexo I11-Protocolo de estudio

Modelo de analisis por Luminex

Report Date: 11/12/12
Session I1D: 271112 kir bea-1
Lot Number: 05132X-KIR
Specimen ID: T960

Set Name: KIR 05132X
QT Version: 2.6.1

List of Loci/Alleles
AG1 Loci/Alleles: 2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS4*all full length, 2DS4*deletion Ex.5, 2DS4*full length Ex.5, 2DP1, 3DP1
AG2 Loci/Alleles: None

Reaction Pattern for: KIR-008

HOSPITAL VIRGEN DE LA ARRIXACA. SERVICIO DE INMUNOLOGIA

Patient Name:

Results for: KIR-008

Assay Date: 28/11/12
Expire Date: 30/06/14
Sample Location: O1

Reviewed by: ___

Comments: No Comments for this specimen.

Patient DOB: _
Accession#:
Donor Center #:
Donor #:

Reported by: __

Technologist Review

Director Review

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
1 1 1 1 2 2 3 4 4 5 7 9 2 3 3 3 4 7
1 2 4 5 6 8 1 3 5 1 5 0 4 3 4 5 9 1
- - - + - + - + + - + - + + + + - -
Sample Probe Hits:

Probe Logic MFI Value Low + High - Result Qverride

100 KIR-008 1554 1 0 0 Pos No

111 KIR-008 44.5 0.0185 0.11 0.09 Neg No

112 KIR-008 283 0.1718 0.315 0.26 Neg No

114 KIR-008 70 0.0371 0.22 0.18 Neg No

115 KIR-008 868.5 0.5527 0.127 0.104 Pos No

126 KIR-008 39.5 0.0159 0.12 0.1 Neg No

128 KIR-008 768 0.4795 0.11 0.09 Pos No

131 KIR-008 384 0.2375 0.349 0.286 Neg No

143 KIR-008 1504 0.9668 0.344 0.281 Pos No

145 KIR-008 13215 | 0.8487 0.22 0.18 Pos No

151 KIR-008 202 0.121 0.333 0.273 Neg No

175 KIR-008 2815.5 1.824 0.33 0.27 Pos No

190 KIR-008 0 -0.013 0.11 0.09 Neg No

200 KIR-008 1407.5 1 0 0 Pos No

224 KIR-008 938 0.6602 0.228 0.187 Pos No

233 KIR-008 1206 0.8568 0.398 0.326 Pos No

234 KIR-008 982 0.6961 0.22 0.18 Pos No

235 KIR-008 460.5 0.319 0.1 0.08 Pos No

249 KIR-008 62.5 0.0312 0.33 0.27 Neg No

271 KIR-008 886 0.0215 0.165 0.135 Neg No

Supervisor Review
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