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Resumen

RESUMEN

Introducciéon: En la actualidad, el consumo de alcohol supone un gran problema
socioecondmico y sanitario en todo mundo, siendo €l principal riesgo para €l desarrollo
de enfermedades cronicas del higado. El desarrollo de cirrosis hepatica por alcohol es
una enfermedad cuya Unica solucion en muchos casos es el trasplante hepatico. Los
mecanismos implicados su desarrollo incluyen una respuesta inflamatoria mediada por
las células NK, entre otras. Las células NK participan en este proceso a través de
receptores de membrana como son |os receptores KIR, que regulan la respuesta inmune
através de su unién amoléculas de HLA-C.

Objetivo: Conocer las principales indicaciones a trasplante hepético realizados en la
Region de Murcia, entre ellas la cirrosis hepética acohdlica, y sus caracteristicas
clinicas y sociodemogréficas, asi como la influencia de los genes KIR y moléculas
HLA-C en su desarrollo.

Pacientes y métodos: Es un estudio observacional, descriptivo longitudinal y
retrospectivo. La poblacion del capitulo 1 se compone de 1026 pacientes sometidos a
trasplante de higado en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, entre
1988 y 2013. De estos pacientes se seleccionaron 281 pacientes varones con Cirrosis
hepatica alcohdlica para la realizacion del capitulo 2, de los cuales 213 no asociaban
infeccion viral, y 68 si la asociaban. Se recogieron una serie de datos clinicos, analiticos
y radiologicos, y se determinaron los genes KIR de todos los pacientes trasplantados
mediante dos tipos de técnicas de reaccion en cadena de polimerasa, ademas del
genotipo KIR 'y de HLA-C de cadaindividuo.

Resultados: La muestra del capitulo 1 tuvo una edad media de 51.1+0.38 afios, de los

cuales el 73% fueron hombresy el 27% mujeres. Laindicacion a trasplante por cirrosis
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Resumen

alcohdlica fue la mayoritaria (38.4%; de los cuales € 76.6% no asociaban virus 'y €l
23.4% si), seguida cirrosis por virus (24.1%). La supervivencia de la cirrosis alcohdlica
fue lamas alta (81.2% al afio), siendo menor en |os pacientes con cirrosis acohdlica que
asociaban infeccion viral (74.2% al afio). Lamuestra del capitulo 2 tuvo una edad media
de 53.63+0.495 afios. Dentro de los pardmetros bioguimicos, se observaron valores
elevados de bilirrubina total (3.17+0.30mg/dl). LaGOT, GPT y GGT mostraron valores
3 veces superiores a la normalidad, asi como la fosfatasa alcalina, que se encontraba
muy aumentada en los pacientes con cirrosis alcohdlica con infeccidn viral respecto a
los que no asociaban virus, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(P=0,007). El INR present6 unos valores medios de 1.44+0.05, ligeramente superior a
los valores normales. La actividad de protombina (%) mostré unos niveles inferiores a
los niveles normales (58.93+0.94). El gen KIR2LD2/S2+ estaba aumentado
significativamente (P=0.013) en la poblacién sana (63.3%) respecto a total de
pacientes (53.0%), y e gen KIR2DS5+ se encontraba aumentado de manera
significativa (P=0.033) en la poblacién de pacientes (35.2%) respecto a la poblacion
sana (27%). El andlisis de epitopes HLA-C mostré que € nimero de pacientes sin €l
ligando Cl estaba significativamente incrementado en la poblacion de pacientes
respecto a la poblacién sana (P=0.007). El genotipo C2C2 estaba significativamente
més elevado en los pacientes (23.5%) que en los controles (15.3%) (P=0.015).

Conclusiones: La cirrosis alcohdlica es la principal causa de indicacion a trasplante,
siendo mas frecuente en hombres. La ausenciadel gen KIR2LD2/S2+ y la presencia del
gen KIR2DS5+ puede predisponer a desarrollo de cirrosis alcohdlica. El andlisis de
HLA-C parece indicar que € genotipo C2C2 puede predisponer a desarrollo de cirrosis

alcohdlica
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Abstract

ABSTRACT

Introduction: At present, alcohol consumption is a major socioeconomic and health
problem worldwide, being the main reason for the development of chronic liver
diseases. The development of liver cirrhosis is a disease whose unique solution in many
cases is liver transplantation. The mechanisms involved in the development of this
disease activate an inflammatory response mediated by the innate immune system
through NK cells, and other cells. The mechanisms involved in development include an
inflammatory response mediated by NK cells, among others. NK cells participate in this
process through membrane receptors such as KIR receptors, which regulate the immune
response through the bond of HLA-C molecules.

Objective: To know the main indications to liver transplantation in the Region of
Murcia, including acohalic liver cirrhosis, and main clinica and sociodemographic
characteristics, as well as the influence of KIR genes and HLA-C molecules in their
development.

Patients and methods: It is an observational, longitudinal and retrospective descriptive
study. The population of Chapters 1 was composed of 1026 patients who underwent
liver transplantation at the Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca between 1988
and 2013. From these amount, 281 male patients with alcoholic cirrhosis were selected
for Chapter 2; from those, 213 did not associate the viral infection, and 68 did associate
it. As controls subjects, 319 liver donors were used. A number of clinical, analytical and
radiological data were identified and the KIR genes from all transplanted patients were
determined by two types of polymer chain reaction techniques, in addition to the KIR

and HLA-C genomes of each individual.
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Abstract

Results: The sample of chapter 1 had a mean age of 51.1+0.38 years, from which 73%
were men and 27% women. Alcoholic cirrhosis was the most frequent (38.4%; 76.6%
no virus associated and 23.4% with virus), followed by virus cirrhosis (24.1%). Survival
of acoholic cirrhosis was the highest (81.2% a year), being lower in patients with
alcoholic cirrhosis with virus associated (74.2% a year). The sample of chapter 2 had a
mean age of 53.63+0.495 years. Biochemical parameters showed high values of total
bilirubin (3.17+0.30mg / dl). GOT, GPT and GGT showed values 3 times higher than
normal, as well as akaline phosphatase, which was significantly increased in patients
with alcoholic cirrhosis with viral infection compared to those who did not associate
virus. This difference was statistically significant (P=0.007). The INR presented mean
values of 1.44+0.05, dlightly higher than normal values. Prothrombin activity (%)
showed levels below norma (58.93+0.94). KIR2LD2/S2+ gene was significantly
increased (P=0.013) in the healthy population (63.3%) compared to the total of patients
(53.0%), and KIR2DS5+ gene was significantly increased (P=0.033) in patients
(35.2%) compared to the healthy population (27%). Anaysis of HLA-C epitopes
showed that the number of patients without C1 ligand was significantly increased in the
patient population relative to the healthy population (P=0.007). C2C2 genotype was
significantly higher in the patients (23.5%) than in the controls (15.3%) (P=0.015).

Conclusions: Alcohalic cirrhosis is the main cause of liver transplantation, being more
frequent in men. The absence of KIR2LD2/S2+ gene and the presence of KIR2DS5+
gene may predispose to the development of alcoholic cirrhosis. Analysis of HLA-C
seems to indicate that the C2C2 genotype may predispose to the development of

acoholic cirrhosis.
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Introduccion

1. BREVE REFERENCIA HISTORICA SOBRE EL ALCOHOL

El alcohol etilico es una de las sustancias mas consumidas por nuestra sociedad,
y miles de afos atrds fue utilizada como fuente de agua y calorias, puesto que durante
siglos la contaminacion bacteriana hacia que el agua no fuera potable. Las bebidas
fermentadas eran las mas habituales, consumidas por la mayoria de la poblacion de
todas las edades, con bajo contenido de alcohol puesto que las levaduras no soportaban
concentraciones de alcohol mayores del 16%, y por ello la morbilidad relacionada con
el alcohol era limitada. Posteriormente comenz6 a ser mas comun la préctica de la
destilacion de vino y otras bebidas (alrededor del 1100-1500 antes de cristo [AC]), con
el consecuente aumento de morbilidad relacionada con el alcohol (Brunschwig y col.,

1500).

El alcohol, por tanto, forma parte de nuestra cultura y actualmente es una droga
legal y social. Sus efectos en el organismo son diversos, con efectos beneficiosos o
perjudiciales dependiendo de los habitos de consumo. Existen estudios que demuestran
que cantidades moderadas de vino disminuyen el desarrollo de algunas enfermedades, y
que puede tener efectos beneficiosos como la disminucion de la frecuencia de infarto de
miocardio, accidentes cerebrovasculares, calculos vesiculares, demencia vascular o
Alzheimer (Mukamal y col., 2003a; German y col., 2000; Mukamal y col., 2005b;
Stampfer y col., 2005). Por el contrario, su consumo excesivo puede llegar a producir

dafos importantes en los distintos 6rganos del ser humano (Vasanthi y col., 2012).

2. DEFINICION DE ALCOHOLISMO

La dependencia alcohodlica o el alcoholismo se define segun los criterios de

consenso descritos en el Manual Diagnostico y Estadistico de los trastornos mentales
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(DSM-1V, del inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV) como
un patrén desadaptativo de consumo de una sustancia que conlleva a un deterioro o
malestar clinicamente significativo en un periodo continuado de 12 meses, donde

ademads se deben cumplir 3 o mads criterios:

1) Tolerancia.

2) Sindrome de abstinencia.

3) Pérdida de control.

4) Negligencia en actividades.

5) Reduccién de la vida social ocupacional o recreativa (abandono de las
fuentes de placer o diversiones).

6) Seguir bebiendo pese a las consecuencias.

7) Pasar la mayor parte del tiempo bebiendo o intentando conseguir el alcohol o

recuperandose de la intoxicacion

El alcoholismo supone un serio riesgo para la salud que a menudo conduce a un
desarrollo de enfermedades crénicas que afectan al higado, al corazén o al sistema

nervioso.

3. DIAGNOSTICO DE ALCOHOLISMO

Para el cribado de alcoholismo se utilizan cuestionarios diagnosticos, como el
cuestionario CAGE (de la siglas en inglés, Cuttingdown, Annoyed, Guilt, Eyeopen, que
en espafiol significa, problemas relacionados con la reduccidon de alcohol, molestarse
por las criticas, sentimiento de culpa y consumo de alcohol por la mafiana) es uno de los

mas utilizados (Ewing JA, 1984). Este cuestionario consiste en cuatro preguntas
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puntuables (un punto cada una), y dos respuestas positivas indican dependencia
alcohodlica con una sensibilidad de més del 70% y especificidad de mas del 90%
(Buchsbaum y col., 1992; Girela y col., 1994). A continuacién se exponen las cuatro

preguntas del cuestionario CAGE.

PREGUNTAS CUESTIONARIO CAGE

1. (Ha pensado en alguna ocasion que tenia que reducir o dejar la bebida?

2. (Le han molestado las observaciones; de su familia, allegados, conocidos,
acerca de sus habitos de bebida?

3. (Se ha sentido alguna vez a disgusto o culpable, por su manera de beber?

4. ;Alguna vez ha tenido que beber a primera hora de la mafiana, para sentirse

bien y empezar en forma el dia?

En general se considera que cuanto mayor es la puntuacion, mayor es la
dependencia. En la tabla 1 se muestra la puntuacion y clasificacion del consumo de
alcohol.

Tabla 1. Clasificacion del consumo de alcohol
segun la puntuacion obtenida de las respuestas al
cuestionario CAGE.

0-1 puntos Bebedor social

2 puntos Consumo de riesgo

3 puntos Consumo perjudicial

4 puntos Dependencia alcohoélica

4. CALCULO DE LA GRADUACION ALCOHOLICA

La graduacion alcoholica es el porcentaje de alcohol que contiene una bebida y

se expresa en grados referidos al contenido de alcohol absoluto en 100 cc.
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Volumen (expresado en cc) x graduacién x0.8
Gramos alcohol = 100

Para calcular los gramos exactos segiin esta ecuacion, un vaso de cerveza (250
ml) de unos 4.5 grados de alcohol contiene 9 gramos de alcohol, y una copa de vino
(200 ml) de 13 grados aportara 21 gramos de alcohol aproximadamente. Cuando
decimos que un vino tiene 13 grados, significa que 13 cc de cada 100 cc son de alcohol

absoluto (el 13%). En la tabla 2 se observan las siguientes equivalencias aproximadas:

Tabla 2. Equivalencia aproximadas de las consumiciones
en unidades y gramos de alcohol puro.

Tipo de bebida Unidades
(graduacién) Cantidad de bebida Gramos
{UBE)

Vino (12°) 1 vaso pequeno o copa l 10
Cava(11°) 1 copa | 10
Cerveza (5°) 1 quinto | 10
Cerveza (5°) 1 mediana (333 ml) 1.5 13
Jerez (20°) 1 copa (50 ml) 1 10
Licor (40°) 1 copa o | combinado 2 20
Licor (40°) 1 «carajillo» 1 10

Tabla extraida de Rodriguez-Martos y col., 2005

5. CLASIFICACION DEL CONSUMO DE ALCOHOL

La clasificacion del consumo de alcohol se establece en varias categorias segiin
los gramos consumidos: bajo riesgo, consumo de riesgo, consumo perjudicial, y alto
riesgo. Para medir el consumo de alcohol, la OMS estableci6 una unidad de medida, la
unidad de bebida estandar (UBE), aunque su valor es diferente entre algunos paises. En
Espana 1 UBE son 10 g de alcohol puro, y en Gran Bretafia 1 UBE son 8 g de alcohol
puro (Babor y col., 2001). Aunque no existe consenso en su clasificacion, en general se

considera bebedor de riesgo a aquel que consume més de 28 UBEs por semana en el

30



Introduccion

caso de los varones y mas de 17 UBEs a la semana en las mujeres tal y como se indica
en la tabla 3. (Comision Clinica de la Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional

Sobre Drogas. Ministerio de Sanidad y Consumo, 2007).

Tabla 3. Niveles de riesgo en el consumo de alcohol

‘ Nivel de riesgo Hombre

Bajo riesgo <17 UBE/sem <11 UBE/sem
‘ Consumo de riesgo* >28 UBE/sem (40 gr/dia) | >17 UBE/sem (24 gr/dia)

Consumo perjudicial o Presencia de Trastornos relacionados con el Alcohol

nocivo** >60 gr/dia >40 gr/dia

Alto riesgo (Dependencia DSM-IV
alcohdlica) CIE-10

Tabla extraida de Comision Clinica de la Delegacion del Gobierno para el Plan
Nacional Sobre Drogas. Ministerio de Sanidad y Consumo, 2007

El consumo de riesgo también se consideraria en las mujeres embarazadas,
menores y personas con actividades, enfermedades y tratamiento que desaconsejan su
consumo (Fuente Modificada de Aderson P. Alcohol and primary Health Care.
Copenhague: OMS Regional Publications 1996;64). En la actualidad existe una practica
habitual que también se encuentra dentro del consumo de riesgo, que consiste en la
ingesta de gran cantidad de alcohol en poco tiempo (5 6 mas bebidas alcohdlicas que
puedan suponer mas de 8 UBEs en una sola ocasiéon o en un periodo corto de tiempo
(horas), al menos una vez al mes). Esta conducta se conoce como «atracon» (binge
drinking), en nuestro pais mas conocido como botellon entre la gente joven.

En la practica se tiende a considerar que un consumo regular por encima de los
60 gr/dia de etanol en el hombre, o de los 40 gr/dia en la mujer, es probable que llegue a
provocar las consecuencias adversas caracteristicas del consumo perjudicial (Agencia

Europea de medicamentos, 2010).
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6. EPIDEMIOLOGIA
6.1. Consumo de alcohol a nivel mundial

La region con mayor consumo de alcohol del mundo es el continente Europeo,
seguido de Estados Unidos (EEUU). En Europa, el mayor consumo se localiza en Rusia
y paises limitrofes extracomunitarios, aunque la Union Europea (UE) le sigue de cerca
(Rehm y col., 2005).

La dependencia de alcohol a nivel mundial afecta alrededor del 3.6% de la
poblacion comprendida entre los 15 y 64 afos, siendo los hombres los mas
representados con 6.3% de prevalencia, y las mujeres con un 0.9% (Rehm y col., 2009),

aunque existen variaciones entre diferentes regiones.

En la figura 1 se muestra la distribucién del consumo de alcohol en la poblacion

mundial mayor de 15 afios.

Consumo per capita (litros)

[ <20

[ ] 250490

[ 500749

[ 750999

[ 10001249

[

u Datos no disponibles
[T o apicables

Figura 1. Consumo per capita de la poblacion mayor de 15 afios, en litros de
alcohol puro, 2005 (Organizaciéon Mundial de la Salud. Informe sobre la situacion
mundial, 2011).
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La mortalidad por dependencia alcohdlica es mayor que en a la poblacion no
consumidora. Los hombres presentan 1.8 veces mas riesgo de morir por alcoholismo y
las mujeres 3.8 veces mas riesgo de mortalidad (Lopez y col., 2006; Organizacion
Mundial de la Salud, 2008). El 3.8% de todas las muertes fueron atribuibles al alcohol
(hombres 6.3%; mujeres 1.1%) en todos los grupos de edad en 2004. La diferencia de
mortalidad entre sexos estd relacionada con las diferencias en el habito de consumo

(Rehm y col., 2009).

6.2. Consumo de alcohol en la Union Europea

En la Union Europea (UE) el 88.9% de hombres y el 82.1% de mujeres entre 15
y 64 afos son bebedores habituales (total 85.5%); y un 15.3% de hombres y un 3.4% de
mujeres en este grupo de edad tienen un consumo de alcohol perjudicial (9.4% en total).

En cuanto al consumo de alto riesgo, el 5.4% de hombres y el 1.5% de mujeres
presentan dependencia alcoholica (total 3.5%), siendo el sur de Europa la region con la
prevalencia més baja (zona del Mar Mediterraneo) con una tasa de dependencia
alcoholica de 1.7% en hombres, y 0.6% en mujeres (Rehm y col., 2013a).

En general el consumo de alcohol es mas frecuente en los paises noérdicos, los
paises del centro y este de la UE (Rehm y col., 2005; Rehm y col., 2012), y las
diferencias con respecto a otros paises como los del sur de Europa (Mediterraneo)
residen principalmente en los habitos o patrones de consumo, con un menor consumo
perjudicial (Rehm y col., 2012). Por el contrario, otros paises como Suecia con un
consumo de alcohol relativamente bajo tienen proporcionalmente un porcentaje mayor
de dependencia alcohdlica (Rehm y col., 2013a).

En cuanto a la mortalidad en la UE, 1 de cada 7 muertes en hombres y 1 de cada

13 muertes en mujeres son atribuibles al consumo de alcohol, siendo esta mortalidad
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debida principalmente al consumo perjudicial y a la dependencia de alcohol (Rehm y

col., 2013a).

6.3. Prevalencia del consumo de alcohol en Espaiia

La prevalencia del consumo de alcohol en Espafia esta ligeramente por encima
de la media Europea, aunque los gramos de alcohol per capita son algo inferiores. En el
afio 2005 se estimd que un 3.9% de los hombres y un 0.6% de las mujeres tenian un
consumo de riesgo (Rehm y col., 2013b), y un 1.2% de hombres y 0.2% de mujeres
mayores de 50 afios tenian dependencia alcoholica (Kessler y Col., 2008).

En cuanto a las muertes atribuibles al alcohol en Espafia, estan por debajo de la
media Europea como se muestra en la figura 2.

En 2004, el 12.3% de la mortalidad en los hombres fue consecuencia del
alcohol. En las mujeres este porcentaje fue algo inferior, con un 8.4% en 2004,
observando que el 72.2% de estas muertes atribuibles al alcohol, lo fueron por un

consumo perjudicial (76.1% hombres; 57.6% mujeres) (Rehm y col.,2013b).
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Figura 2. Porcentaje de muertes atribuibles al consumo prejudicial o nocivo
(H:>60% gr/dia; M: >40 gr/dia) segun pais y sexo (hombres a la izquierda y
mujeres a la derecha) (Figura extraida y modificada de Rehm y col., 2013Db).

En Espafia los patrones de consumo de alcohol parecen seguir el modelo
mediterraneo. Este modelo se basa en un bajo consumo en atracon, siendo mucho mas
frecuente el consumo durante las comidas, aunque en los ultimos afios este patron esta
cambiando debido a un aumento del consumo perjudicial, sobre todo entre los mas
jovenes con una ingesta elevada de alcohol (mas de 80 gramos) en un corto periodo de
tiempo, habitualmente durante los fines de semana que a menudo lleva a intoxicacion, el

llamado fenomeno del botellon (Gual A., 2006). Atn asi, en Espana el alcohol se
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consume de manera menos perjudicial que en otros paises de la UE (Rehm y col.,

2013).

Espaia se caracteriza por dedicar mucho tiempo al hébito de beber, aunque
existe mucha gente que a partir de cierta edad no consume alcohol por razones de salud.
A mediados de 1970 el vino representaba casi el 60% de todo el alcohol consumido,
pero tal y como puede observarse en las figuras 3 y 4, la tendencia en las ultimas
décadas ha cambiado, y actualmente la cerveza es la bebida que mds se consume,
seguida del vino y los licores, de manera que el consumo de alcohol per capita ha
disminuido (datos extraidos de la ultima encuesta de la OMS/Europe and the Global

Information System on Alcohol and Health, GISAH, 2012).

CONSUMO DE ALCOHOL

Datos poblacionales (en =15 afios, en litros de alcohol puro)
Las cifras cambian a

CONSUMO PER CAPITA EN ADULTOS (15+), 1961-2006 partir de 2002

20 -

5 X

Litros de alcohol puro

- 4

0 ——

| | I | | | | | | |
1961 1966 1971 1976 1981 1986 1991 1996 2001 2006

Year

Cerveza [ Vino Licores Otros Total

Figura 3. Consumo de litros de alcohol puro per capita en mayores de 15 afios
en Espafia de 1961 a 2006 (OMS, informe sobre la situacion mundial, 2011).
Se observa como desde el afio 2002 el consumo de cerveza aumenta y el de
vino disminuye, de manera que también disminuye el consumo total de gramos
per capita.
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Figura 4. Tendencias registradas sobre el consumo de alcohol en
Espana desde el afio 2000 hasta el 2010. En esta figura también se
observa que la tendencia del consumo de alcohol estd disminuyendo en
los ultimos afios debido a la disminucion de la ingesta de vino y al
aumento de cerveza (Figura modificada de Rehm y col., 2013).

7. METABOLISMO DEL ALCOHOL

El alcohol o etanol en ayunas se absorbe principalmente en el duodeno y yeyuno
debido a su rapido transito por el estobmago vacio. Cuando se consume etanol con el
estomago lleno de comida, hasta el 70% se absorbe directamente a través de las paredes
gastricas. La comida solida y las soluciones hipertonicas retrasan el vaciamiento
gastrico por lo que el alcohol permanece mas tiempo en el estdmago y se absorbe mayor
cantidad a este nivel (Cortot y col., 1986). La proporcion de etanol consumido estd muy
influenciada por factores genéticos (Kopun y col., 1977), aunque la causa no estd muy
clara. Una absorcion mas lenta del etanol permite un mayor metabolismo de primer
paso, en el cual participan las enzimas gastricas de la mucosa intestinal ademas de las
del higado. El alcohol tras ser ingerido se absorbe y pasa a la circulacion portal, de ahi
al higado y a la circulacién sistémica (Ammon y col., 1996; Dohmen y col., 1996).

Su metabolizacion se realiza casi por entero a través de procesos que implican al

metabolismo oxidativo del higado. Son varios los sistemas enzimaticos que intervienen
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en la oxidacién del etanol a acetaldehido. Entre ellos se encuentran la alcohol
deshidrogenasa (ADH), el sistema microsémico oxidante de etanol (MEOS) y la
catalasa (Mezey y col., 1971; Shigeta y col., 1984). La via mas importante que se
encarga del metabolismo del etanol es la via que en la que interviene la ADH y la
aldehido deshidrogenasa (ALDH) y que se encarga de transformar el etanol en acetato

como producto final, tal como puede observarse en la figura 5.

NADH + H* NAD* NADH + H*

7w T

CH3;—CH>—OH {.:/;| )> CH3-C=0 - /> CH3—C—OH
i i

Ethanol Acetaldehyde Acetate

Figura 5. Metabolismo del etanol a través de la
ADH y ALDH.

Entre el 2-10% del alcohol ingerido se excreta directamente por los pulmones,

por la orina y el sudor, pero la mayor parte se metaboliza en el higado (Lieber, 2005).

7.1. Via de la aldehido deshidrogenasa

La ADH tiene diferentes isoformas con diferentes constantes de Michaelis-
Menten (K por lo que la velocidad de metabolizacién puede variar entre individuos
(Burnell y col., 1989). La oxidacién del etanol mediada por ADH produce acetaldehido
e implica la reduccién de nicotinamida—adenina-dinucleétido (NAD") para formar
nicotinamida adenina dinucleoétido en estado reducido (NADH), como se indica en la
figura 6. El acetaldehido a altas concentraciones inhibe a la ADH mediante un

mecanismo de retroalimentacion negativa o feedback (Crabb y col., 1983).

7.2.Via del sistema microsomico oxidante de etanol
Existen otros complejos enzimaticos capaces de metabolizar el alcohol, como el

sistema microsomico oxidante de etanol (MEOS, del inglés microsomal ethanol
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oxidizing system) (Shigeta y col., 1984), que se localiza en el reticulo endosplasmatico
liso de los hepatocitos y pertenece la familia de los citocromos microsomales P-450 por
lo que también se le llama citocromo P-4502E1 (CYP2E1) (Lieber, 1999).

El MEOS se diferencia de la ADH en varios aspectos. El principal componente
oxidante etandlico del MEOS tiene un K;,, mucho mas alto que la ADH, razo6n por la que
solo interviene en el metabolismo de etanol cuando las concentraciones son altas,
llegando a metabolizar alrededor de un 10% de alcohol.

Su actividad aumenta con la ingesta cronica de etanol debido a que éste produce
induccion de esta enzima (Lieber 1999; Joly y col., 1977), por lo que en los bebedores
severos cronicos, este complejo enzimatico tiene un papel muy importante en lo
referente a la tolerancia al etanol. El complejo MEOS metaboliza el etanol a
acetaldehido utilizando como cofactor la nicotinamida-adenina-dinucle6tido-fosfato
reducida (NADPH), y este proceso, ademas de acetaldehido, da lugar a nicotinamida

adenina dinucledtido fosfato (NADP"), tal como se esquematiza en la figura 6.

7.3. Via de la catalasa
La catalasa es otra enzima capaz de metabolizar el etanol, y lo hace utilizando el

peroxido de hidrégeno, para obtener acetaldehido y agua, tal como indica la figura 6.

CITOSOL MITOCONDRIA EXTRACELULAR

H202 H20

AN

Catalasa
i

l ADH
, ALDH2 Cuerpos cetonicos
(E:acg%lm Afgﬂt{é}g]&hldo — Acetato Acidos grasos
T ) NAD*  NADH (CHCOOH) Aminoacidos
Y

\NAD‘ NADH

CYP2E1

CO,+H,0

Ciclo de Krebs

Estrés oxidativo Peroxidacion
lipidica

Aductos de ADN/proteinas

y
NADPH  NADP*

Figura 6. Metabolismo del etanol a través de los tres

sistemas enzimaticos principales.
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7.4. Via de la aldehido deshidrogenasa

El siguiente paso es metabolizar el acetaldehido en acetato (obtenido a través de
cualquiera de las vias anteriormente citadas). Esta reaccion es llevada a cabo gracias a la
aldehido deshidrogenasa (ALDH) dentro de la mitocondria, obteniéndose acetato y
NADH.

El acetato pasa luego a acetil-CoA, el cual puede ser metabolizado en el ciclo de
Krebs o utilizado en la sintesis de acidos grasos. El acetato no trasformado en acetil-
CoA pasa a la circulacion y luego es metabolizado a CO, en el corazén, musculo
esquelético y cerebro a través de la via del ciclo de Krebs. Aunque el acetato no produce
hepatotoxicidad directa, se cree que puede regular la respuesta inflamatoria en pacientes

con hepatitis alcoholica (Kendrick y col, 2010).

7.5. Polimorfismos de enzimas implicadas en el metabolismo del alcohol

Existen diferentes formas polimoérficas de ADH y ALDH vy estas diferencias
hacen que exista una gran variabilidad en los procesos de biotrasformacion del etanol de
un individuo a otro (Mulligan y col., 2003; Wan YJ y col., 1998). Los diferentes tipos
de isoenzimas de ADH y ALDH se diferencian por sus propiedades cinéticas. Los
polimorfismos de los genes que codifican dichas enzimas varian entre los diferentes
grupos étnicos y pueden estar relacionados con el desarrollo de tolerancia alcohdlica.
Algunos estudios sugieren que las variaciones en los tipos de ADH y ALDH pueden
influir en el tipo de consumo, en el riesgo de alcoholismo y en el desarrollo de
enfermedades relacionadas con el alcohol (Ehlers y col., 2012; 2004; Crabb y col.,
1995).

La ADH se codifica en diferentes loci genéticos. Existen cinco genes que
codifican las distintas subunidades de la ADH (a, B, v, 1, %) y la presencia de una y otra

subunidad para producir diferentes isoenzimas (ADH1, ADH2, ADH3, ADH4 y ADHS)
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que se diferencian en sus propiedades cinéticas, por lo que las tasas de eliminacion de
un individuo a otro pueden variar (Kitson 1996; Bosron y col., 1986). La ADH2 y
ADH3 son las que presentan polimorfismos diferentes. La ADH 2 tiene tres alelos para
la subunidad . El polimorfismo B1 de la ADH2 predomina sobre todo en la poblacion
de raza blanca y negra, y el polimorfismo B2 predomina en los japoneses y chinos. El
polimorfismo B3 estd presente en el 50% de la poblacion negra (Yin S-J y col., 1984;
Brunell y col., 1989) y aumenta de manera significativa la tasa de eliminacién del
alcohol (Thomasson y col.,, 1995). Respecto al polimorfismo ADH3, tiene dos
subunidades, y1 y y2. El alelo y1 predomina en Japon, China y poblacién negra (Yin S-

Jy col.,, 1984; Brunell y col., 1989).

La ALDH también presenta varios polimorfismos, siendo la ALDH1 y ALDH2
las encargadas de la oxidacion del acetaldehido. La ALDH1 se localiza en el citosol y
tiene una alta K,,, y la ALDH2 se localiza en la mitocondria, como se muestra en la
figura 7, y presenta una baja K,,. Esta ultima es la encargada de la mayor parte del

metabolismo de etanol en el higado humano (Jornvall y col., 1987; Greenfield y col.,

1977).

(Mmh . CYTOPLASM

H dehydrogenase i

N (ADH) NP
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dehydrogenase
\C/O (ALDH) Ho\ zZ

Figura 7. Metabolismo y localizacion en la célula de
la. ADH y ALDH2 (Figura extraida de
http://www.rise.duke.edu/apep/pages/page.html?020
409).

41



Introduccion

Los diferentes polimorfismos de ADH y ADLH se muestran en la tabla 4 y 5.

Tabla 4. Polimorfismos de ADH con sus subunidades y su distribucion segin los

grupos étnicos.

Clase Subunidad  Alelo Americanos Europeos Japoneses Americanos
blancos blancos negros negros

I a ADH;
I B1 ADH ; <95 85 15 85
I B2 ADH ; <5 15 85 <5
I Bs ADH ; <5 <5 <5 15
I

71 ADH ; 50 60 95 85
1 Y2 ADH 2 50 40 5 15

3

I T ADH4
11 X ADHj5

Tabla modificada de Bosron y Li, 1986.

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

. Locus Variante Subunidad K (coenzima K (sustrato \4
Enzima = Clase oo alélica ) ((g;y;) ) K ((ul&l) : (min"!)
ADH 1 ADHI aa 13 4200 27

ADH?  ADH2*I BiB1 7.4 49 92
ADH2*2 B2p2 180 940 400
ADH?2*3 Baps 710 36000 320
ADH3  ADH3*I yiy1 7.9 1000 87
ADH3*2 Y212 8.7 630 35
I 4ps 14 34000 20
Il  ADHS n 25 NS -
IV ADH7 X 260 29000 1500
ALDH I ALDHI (o) 3.9 33 35
I ALDH2?  ALDH2*] Tetramero (Es) 42 0.20 33
ALDH2*?  Tetrdmero (K4) 8100 46 0.94

Figura modificada de Bosron y Li, 1986.
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Existe una variante de la ALDH2 que se considera una variante “deficiente” o
inactiva por su escasa actividad oxidativa, de manera que los niveles de acetaldehido
aumentan, y con ello su toxicidad, por lo que se producen reacciones de enrojecimiento
0 “flushing” con el consumo de alcohol por vasodilatacion capilar, y un aumento de sus
efectos tras su ingesta. Alrededor del 50% de los Japoneses y Chinos presentan esta
variante de ALDH?2, a la cual se le llama ALDH2*2 y es dominante (Higuchi y col.,
1995; Crabb y col., 1983). Su presencia estd asociada a bajas tasas de consumo de
alcohol y seria un factor protector para el desarrollo de alcoholismo. En la tabla 6 se
muestra la localizacion cromosomica de los diferentes polimorfismo de ALDH.

Tabla 6. ALDH y localizacién cromosdémica de sus
diferentes polimorfismos. Se resalta la enzima ALDH2,

cuya variante es llamada ALDH2*2 y se relaciona con la
intolerancia a la ingesta de alcohol.

Gen Nombre Localizacion cromosomica
{LDHIAI ALDHI 0q21
4LDHIBI ALDHS 0gl3

IDHITAG 4T DHH 15076
ALDH? 4LDH? 12924
ALDH3A ALDHS 1/pll.2
dLDH3AZ ALDHIO 17pl11.2

(LDH3B] ALDH? 11q13
4LDH3B. ALDHS 11ql3
4LDH44] ALDH4 1
{LDH5AI SSDH 6p22
4LDH7AI A TQ. \1.\
4LDHSAI ALDHI2 6q241.1-25.1
JLDHOAI ALDH9 1q22-q23

Tabla modificada de Sophos y col., 2001.
ALDH: aldehido deshidrogenasa; ATQI: antiquitin 1;
SSDH: succinico semialdehido deshidrogenasa
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La frecuencia de los alelos ADH2*2, ADH3*1 y ALDH2*2 esta disminuida en

los pacientes con cirrosis alcoholica (Chao y col., 1994).

8. BENEFICIOS Y ENFERMEDADES RELACIONADAS CON EL ALCOHOL

El alcohol es una droga que provoca efectos negativos en la mayoria de los
casos, pero también puede aportar beneficios. Los efectos de su consumo son variados y
dependen de la cantidad y el patron de consumo como se ha comentado anteriormente.

Un consumo moderado de alcohol reduce de forma significativa el riesgo de
enfermedades coronarias (Miller y col., 1990; Agarwal y col., 2002; Mukamal y col.,
2006) y de una manera menos clara, el riesgo de isquemia cerebrovascular (Mehlig y
col., 2008; Orgogozo y col.,, 1997). Los beneficios atribuibles al alcohol afectan
principalmente a los grupos de edad mas avanzados (Rehm y col., 2009).

La ingesta moderada de alcohol puede estimular la produccion de sustancias
antiinflamatorias que afectan a los receptores de adenosina, protein quinasa C, y la
oxido nitrico sintetasa, entre otras sustancias cardioprotectoras (Kanno y col., 2000;
Sumeray y col., 2000; Albert y col., 2003; Kamada y col., 2004; Gaskin y col., 2007).
En méas de la mitad de los estudios realizados se ha demostrado la reduccién
significativa en el riesgo del desarrollo de deterioro cognitivo, demencia o Alzheimer en
aquellas personas con un consumo moderado, no asi en el consumo perjudicial.

Por otro lado, el consumo de alcohol en cantidades superiores (>25 g/dia) esta
relacionado con el desarrollo de ciertas patologias, tales como la hipertension y la
arteriosclerosis (Marques-Vida y col., 2001; Pletcher y col., 2005), ictus, arritmias e

infartos (Hillbom y col., 1998; Biyik y col., 2006).
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En general, las enfermedades con mas riesgo de desarrollo por ingesta de alcohol
son la cirrosis hepatica, el cancer del tracto respiratorio y digestivo superior, el ictus
hemorragico y lesiones por agresion. El cancer colorrectal, de higado, de mama, la
hipertension esencial y la pancreatitis cronica también estdn asociados aunque de
manera menos significativa. En cambio, a pesar de las creencias no se ha visto

asociacion en el desarrollo de lcera gastrica o duodenal (Corrao y col., 1999, 2004).

En la tabla 7 se muestran algunas de las patologias relacionadas con el alcohol.

Tabla 7. Patologias relacionadas con el alcohol*

Pancreatitis (aguda y crénica) Hemorragia digestiva
Cardiomiopatia Hipertension
Polineuropatia Cardiopatia isquémica

Hepatopatia cronica alcoholica Céncer orofaringeo

Miopatia Céancer de prostata
Psicosis Psoriasis
Céncer de pulmon Ictus
Epilepsia Taquiarritmia supraventricular
Céncer de eséfago

*Datos extraidos de Schwartz y col., 2012

Rehm y col.,, 2009 realizaron un estudio mediante el cual analizaron las
enfermedades atribuibles al alcohol en diferentes paises, observando que la mayoria de
las muertes causadas por alcohol fueron por cirrosis hepdatica, por enfermedad

cardiovascular, por cancer y lesiones no intencionadas, tal como se recoge en la tabla 8.
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Ademas, en esta tabla se muestran algunas de las enfermedades en las cuales el alcohol

tiene un efecto beneficioso, como la enfermedad cardiovascular (Rehm y col., 2009).

Tabla 8. Muertes atribuibles al alcohol por sexo y causa en el 2004*

alcohol.

*Tabla tomada de Rehm v col., 2009

Hombres (%)*  Mujeres (%)*
Enfermedades para las cuales el alcohol tiene
un efecto negativo
Desordenes maternos y perinatales (baja 2 (0.1%) 1 (0.3%) 3
talla al nacer)
Céncer 377 (18.5%) 111 (25.0%) 487
Diabetes mellitus 0 (0.0%) 0 (0.1%) 0
Enfermedades neuropsiquiatricas 109 (5.4%) 25 (5.7%) 135
Enfermedades cardiovasculares 466 (22.8%) 80 (18.0%) 545
Cirrosis hepatica 297 (14.6%) 76 (17.1%) 373
Heridas no intencionadas 556 (27.3%) 110 (24.8%) 666
Heridas intencionadas 232 (11.4%) 40 (9.0%) 272
Efecto negativo total atribuible al alcohol 2039 (100.0%) 443 (100.0%) 2482
Enfermedades para las cuales el alcohol tiene
un efecto beneficioso
Diabetes mellitus -8 (8.3%) -4 (3.2%) -12
Enfermedades cardiovasculares -88 (91.7%) -128 (96.8%) -215
Efecto beneficioso total atribuible al alcohol -96 (100.0%) -132 (100.0%)  -227
Muertes netas totales atribuibles al alcohol 1944 311 2255
Muertes totales 31063 27674 58738
% de muertes netas totales atribuibles al alcohol 6.3% 1.1% 3.8%
CRA 2000 (por comparacion) 5.6% 0.6% 3.2%

CRA=evaluaciéon comparativa de riesgos. *Los numeros se han redondeado al millar més
cercano. Cero indica menos de 500 muertes atribuibles al alcohol en la categoria de
enfermedad. Los porcentajes son de todas las muertes, ya sean causadas o prevenidas por el

Debido a que el consumo de alcohol es més prevalente en hombres que en
mujeres, las enfermedades relacionadas con el alcohol también son més frecuentes en
hombres (Rehm y col., 2009). En cuanto a la influencia del sexo en el desarrollo de
ciertas patologias, se ha observado que las mujeres tienen mas riesgo de desarrollar
algunas enfermedades como la cirrosis, el cancer de mama, y las neoplasias de la

cavidad oral y recto (Corrao y col., 1999).

46



Introduccion

En la zona Mediterranea se ha observado que entre las patologias con mas riesgo
de desarrollo figura la cirrosis hepatica, al igual que en otras regiones, las neoplasias del

tracto respiratorio y digestivo superior o el cancer de mama (Corrao y col., 1999).

9. GENERALIDADES SOBRE LA CIRROSIS HEPATICA ALCOHOLICA

Existen numerosas causas de enfermedades hepaticas que pueden hacer
evolucionar a cirrosis. Las causas méas comunes de cirrosis son el alcohol y el virus de la
hepatitis C (VHC), aunque existen otras muchas como el virus de la hepatitis B (VHB),
el higado graso no alcohodlico (HGNA), la esteatohepatitis no alcohélica (EHNA), la
hepatitis autoinmune, la cirrosis biliar primaria, la colangitis esclerosante primaria, la

hemocromatosis, y la enfermedad de Wilson entre otras (Heidelbaugh y col., 2006).

9.1. Cirrosis y alcohol

Actualmente la toxicidad por alcohol es la tercera causa de morbilidad mas
comun en el mundo (OMS, informe sobre la situacion mundial del consumo del alcohol,
2011). La hepatopatia alcoholica es una de las causas mas comunes de cirrosis y es una
indicacion frecuente de transplante hepatico en Europa y Norteamérica (Red de
adquisicion y trasplante de o6rganos (OPTN) y Registro cientifico de receptores de
transplantes (SRTR), 2011; Registro Europeo de transplante de higado (ELTR), 1988-

2011, Neubergery col., 1998).
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Las lesiones que el consumo de alcohol puede producir a nivel hepatico son muy
variadas, desde esteatosis, esteatohepatitis, hepatitis aguda alcohdlica, cirrosis hepatica
hasta carcinoma hepatocelular. Algunas de estas lesiones pueden observarse en la figura
8. Ademas, existen otro tipo de lesiones como fibrosis perivenular, enfermedad veno-

oclusiva, colangitis microscdpica y hepatitis cronica activa.

Higado Higado graso C5rr'o<_>is
normal o esteatosis hepatica
hepatica

Figura 8. Estadios evolutivos de las diferentes lesiones en el

higado (Figura tomada de
http://consultadigestivo.com/higado-graso-esteatosis-
hepatica).

Segun el informe del Center for Disease Control and Prevention (CDC) de 2012

la patologia hepatica es la causa del 55% de las muertes relacionadas con el alcohol.

9.2. Factores relacionados con el desarrollo de cirrosis alcohdlica
La susceptibilidad a los efectos toxicos del alcohol es diferente de unos
individuos a otros, y depende de varios factores, como la cantidad y la duracion del

consumo, el patron de ingesta, la obesidad, la coexistencia con virus de la hepatitis y el
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sexo. Establecer una relacion estricta entre una cantidad determinada de alcohol y el
desarrollo de cirrosis alcoholica es muy dificil, puesto que los datos recogidos, tanto en
las historias clinicas como del propio paciente, hablan de estimaciones aproximadas y

muy generales.

9.2.1. Cantidad y duracion del consumo de alcohol

El desarrollo de cirrosis hepatica depende tanto de la cantidad como de la
duracion del consumo de alcohol (Lelbach y col., 1975), aunque la ingesta de alcohol
per se no parece ser el unico determinante de dafio hepatico.

Algunos estudios hablan de que la ingesta de alcohol durante 10-12 afios de
dosis mayores de 40-80 gramos al dia en los hombres, y de 20-40 gramos al dia en las
mujeres aumenta el riesgo de desarrollar cirrosis (Becker y col., 1996).

Bellentani y col., 1997 realizaron un estudio en la poblacion italiana, en el que se
relacionaba el consumo de alcohol, el patron de consumo y el riesgo de dafo hepatico a
los dos afos de seguimiento, y observaron que este riesgo aumentaba a partir del
consumo de mas de 30 gramos de alcohol al dia. Seglin este resultado, el 21% de la
poblacion estudiada eran individuos de riesgo, y de éstos, el 5.5% mostrd signos de

dafo hepatico y el 2.2% desarroll6 cirrosis (ratio hombre/mujer 9:1).

9.2.2. Patron de ingesta
Otros factores como el tipo de bebida y el patron de ingesta también son
importantes. Beber sin comida o beber multiples tipos de bebida diferentes
independientemente de la cantidad de alcohol, aumenta el riesgo de desarrollar
patologia hepatica (Lu y col., 2004; Bellentani y col., 1997). La influencia de la ingesta
concomitante de comida junto con la de alcohol esta relacionada con el enlentecimiento

del vaciamiento géstrico, puesto que aumenta la retencion del alcohol en el estomago,
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de manera que la ADH gastrica puede contribuir aumentando su eliminaciéon por
metabolismo de primer paso en este 6rgano (Lieber y col., 1994). Ademads, la ingesta
diaria de alcohol tiene mas riesgo de causar dafno hepético severo que el consumo en

atracon periddico (Hatton y col., 2009; Wechsler y col., 1998).

9.2.3. Obesidad
La obesidad asociada a la ingesta importante de alcohol también es otro factor
que aumenta el riesgo de desarrollar esteatosis hepatica (Bellentani y col., 2000).
Ademas, se ha observado que la obesidad por si sola es un factor de riesgo de la
esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA) y de higado graso no alcohdlico (HGNA)
(Abrams y col., 2004; Boza y col., 2005), y ambas son condiciones que pueden llegar a

causar cirrosis (Boza y col., 2005).

9.2.4. Virus de la hepatitis
La coexistencia de virus de la hepatitis C (VHC) y B (VHB), y otras
enfermedades como la hemocromatosis, enfermedad de Wilson o esteatosis hepatica
aumentan también el riesgo de desarrollar cirrosis (Gitto y col, 2009; Clouston y col.,

2007; Siu 'y col, 2009).

9.2.5. Sexo
Las mujeres consumen menos alcohol que los hombres, sin embargo, algunos
estudios han sugerido que las mujeres son mas sensibles al alcohol que los hombres y
tienen mas riesgo de desarrollar enfermedades hepaticas para un consumo equivalente
en cantidad de alcohol (Becker y col., 1996). Las razones por las que las mujeres son
mas susceptibles al alcohol quiza incluyan niveles bajos de ADH gastrica, una mayor

proporcion de grasa en el cuerpo y los efectos de los estrégenos (Frezza y col., 1990).
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9.2.6. Edad

El consumo excesivo de alcohol puede darse en personas de todas las edades, sin
embargo, el rango de edad de los que ingresan en los hospitales estd entre 45-64 afios
(Adams y col., 1993). Por otro lado, existe un alto porcentaje de personas mayores de
65 afios que cumplen criterios determinantes de abuso y dependencia del alcohol
(Adams y col., 1992).

9.2.7. Factores genéticos

Existen determinadas condiciones genéticas que parecen vinculadas al riesgo de
consumir mayores cantidades de alcohol y desarrollar alcoholismo. Ademas, existen
determinados polimorfismos de la ADH que se han asociado a un mayor consumo de
alcohol en las mujeres, como demuestra un estudio realizado en una poblacion
mediterranea espafiola sobre la variante Ile349val de la ADH 1C (Francés y col., 2007).

También se ha observado una fuerte asociacion entre la alcohol deshidrogenasa
clase 1B, beta polipéptido (ADHI1B) y la aldehido deshidrogenasa mitocondrial de la
familia 2 (ALDH2). Ambos genes son fundamentales para llevar a cabo el metabolismo
del alcohol y para disminuir el riesgo de alcoholismo debido a sus propiedades cinéticas
(Hurley y Edenberg, 2012).

Un analisis realizado sobre algunas familias incluidas en el Collaborative study
on the Genetics of Alcoholism (COGA) identificé que los cromosomas 1 y 7 estan
relacionados con la dependencia alcohdlica, ya que algunas regiones de estos
cromosomas aparecen aumentadas de manera significativa en personas con alcoholismo
(Reich y col., 1998). Otros estudios la relacionan con el receptor de acido y-amino
butirico A2 (GABRA2) (Fehr y col., 2006; Edenberg y col., 2004) y del gen del
receptor muscarinico colinérgico M2, entre otros (CHRM?2) (Luo y col., 2005; Wang y

col., 2004).
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Recientemente, se ha comprobado que existe un componente inmunoldgico en el
desarrollo de la hepatopatia alcohdlica (Zetterman y col., 1981). Diversos grupos han
investigado el papel de HLA en la susceptibilidad a desarrollar dafio hepatico por
alcohol (Bell y col., 1980; Bron y col., 1982; Monteiro y col., 1988). Asi, Bell y col.,
1980 determinaron que el HLA-B40 estaba significativamente incrementado en
pacientes con cirrosis alcohélica. Otros estudios también muestran un incremento de la
frecuencia del antigeno HLA-DR3 y B8 en pacientes con hepatitis alcohodlica, lo cual
sugiere que el dafio hepatico por ingesta de alcohol puede estar genéticamente
condicionado (Bron y col., 1982). Ademads, se ha observado que la presencia de HLA
Al, A9, A28 y Bw35 se asocia a un mayor riesgo de desarrollar cirrosis inducida por
alcohol, mientras que la presencia de HLA B5 se asocia a un menor riesgo de
desarrollar cirrosis alcohdlica, considerandolo por tanto, factor de proteccion (Monteiro
y col., 1988).

También se ha observado alteraciones en los mecanismos de transduccion de
sefiales intracelulares (produccion de AMP ciclico) en linfocitos de alcohdlicos. Estos
niveles de AMP ciclico persisten altos incluso después de la exposicion, lo que
implicaria una cierta susceptibilidad genética asociada con ciertos genes predisponentes

al alcoholismo (Nagy y col., 1988).

10. FISIOPATOLOGIA Y PROGRESION DE LA HEPATOPATIA

ALCOHOLICA CRONICA

La enfermedad hepéatica por alcohol abarca un espectro de lesiones, que van
desde la esteatosis, la esteatohepatitis, la fibrosis progresiva, la cirrosis en estadio final

y el hepatocarcinoma (Figura 9). Todas estas condiciones no son excluyentes y a
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menudo coexisten en el mismo higado en el trascurso de la enfermedad (Lefkowitch y

col., 2005; Méndez-Sanchez y col., 2005).

Henpatitis
,ﬁm
E—
Consumo de : : _

.| mp | Fibrosis | mp ) ) » Carcinoma
alcohol Esteatosis hepética Cirrosis Hepatocelular
excesivo

N—
—
| |
90-95% 20-40% 8-20% 3-10%

Figura 9. Historia natural de la enfermedad hepatica por alcohol (Figura adaptada
y modificada de Schwartz y col., 2012)

Hasta un 90% de pacientes con consumo excesivo y dafio por alcohol tienen
algin grado de esteatosis (Lefkowitch y col., 2005), que suele ser asintomatico y
reversible con la abstinencia, pero si el consumo persiste, se producird inflamacién con
infiltracion de leucocitos polimorfonucleares y células NK, con el consiguiente dafio
hepatocelular (hepatitis alcoholica). Si continua la ingesta de alcohol el dafio hepatico
evolucionar a fibrosis y finalmente cirrosis.

Por lo tanto, es fundamental el cese de la ingesta de alcohol en el manejo de la
cirrosis alcohdlica, puesto que su consumo persistente es el mayor factor de riesgo para
la progresion de la enfermedad (Chedid y col., 1991). Ademas, la abstinencia es
imprescindible para incluir a los pacientes con cirrosis hepatica alcoholica en lista de
espera de trasplante, por lo que son importantes los programas de rehabilitacion y un

buen apoyo familiar (O’Shea y col., 2010; Murray y col., 2005).
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10.1. Esteatosis hepatica

Mas del 90% de los pacientes que ingieren mas de 60 gramos al dia de alcohol
desarrollan esteatosis hepatica (Crabb y col., 1999), pero también puede desarrollarse en
individuos con una ingesta menor de alcohol (Lieber y col.,, 1965). La esteatosis
hepética es una lesion que puede ser reversible si se produce abstinencia de 4 a 6
semanas (Mendenhall y col., 1968) y no es necesariamente precursora de la hepatitis
alcoholica (MacSween y col., 1986; Hoyumpa y col., 1975; Edmondson y col., 1967).
Sin embargo, a pesar de la abstinencia existe entre un 5-15% de pacientes que progresan

a fibrosis y cirrosis (Leevy y col., 1962; Serenseny col., 1984).

Higado sano Higado graso
L4 o & - L ] <
L ] - - L J s ‘. - L )

Figura 10. Diferencias entre un higado
sano y un higado graso (esteatosis
hepatica).

(Figura extraida y modificada de
http://bocadoslight.com/2013/03/07/este
atosis-hepatica-higado-graso-terapia-
nutricional/).
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La esteatosis se produce por la movilizacion de acidos grasos periféricos que
provienen del tejido adiposo y de los quilomicrones de la mucosa intestinal cuando la
ingesta de alcohol es aguda (Figura 11). Cuando la ingesta es cronica y prolongada se

produce un aumento de la sintesis de acidos grasos y de triglicéridos en el higado.

Adipocito

Lipasa sensible

a hormonas

Triglicéridos

VLDL

®Proteina transferidora de

triglicéridos

Figura 11. El dafo hepatico por
etanol aumenta la lipogénesis e inhibe
la lipolisis, produciéndose de manera
secundaria aumento de VLDL (Figura
extraida de Bonet Serra y col., 2002).

En este caso se produce un aumento de la lipogénesis y se inhibe la lipdlisis,
produciéndose dafio en la mitocondria y en los microtibulos, y como consecuencia se
acumula lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Sozio y col., 2010; Sozio y col.,
2008; Lieber y col., 2005; Baraona y col., 1979). Estos mecanismos pueden observarse
en la figura 11 y 12. Los cambios en el potencial de reduccién-oxidacion de NADH en
el higado podrian promover la lipogénesis a través de la inhibicion de la oxidacion de

acido grasos (lipdlisis). Ademads, se produce una disminucioén de la oxidacion de los
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acidos grasos por la mitocondria, atribuida al dafio de esta organela por el etanol y el
acetaldehido, al diminuir los niveles de ATP y a la alteracion de la actividad oxidativa
mitocondrial secundaria a la deplecion de NAD" que se produce al metabolizar el etanol

(Lieber, 1984), tal como se indica en la figura 12.

C Hepatocyte (sinusoidal plasma
membrane domain)

Fas TNF-RL

Figura 12. Fisiopatologia de la enfermedad hepatica por alcohol. El etanol
produce alteracion del metabolismo de los acidos grasos, asi como formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidativo entre otras (Figura tomada
de www.elrincondelamedicinainterna.com).

10.2. Esteatohepatitis

La esteatohepatitis es una lesion hepatica en la que encontramos grasa en el
higado, un infiltrado inflamatorio principalmente constituido por leucocitos
polimorfonucleares, y dafo hepatocelular. Este estadio de la enfermedad hepatica es un
requisito para la progresion a fibrosis y cirrosis (Bataller y col., 2011). Cuando la
inflamaciéon y el dafio hepatocelular son muy severos se produce una hepatitis,

empeorando de esta forma el prondstico a corto plazo (Orrego y col., 1987).
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Los mecanismos a través de los cuales se produce la esteatohepatitis son
diversos. El acetaldehido producto del metabolismo del etanol es extremadamente
toxico y reactivo, por lo que interactia con algunas proteinas y con el ADN formando
aductos (Svegliati-Baroni y col, 1994), como puede observarse en la figura 13. De esta
manera se altera la produccion, estructura y funcion de las proteinas, produciéndose en
algunos casos inactivacion enzimatica. Ademads, el consumo de alcohol produce la
disminucioén de compuestos con propiedades antioxidantes como el glutation por lo que

se favorece el estrés oxidativo y la apoptosis (Zhou y col., 2001; Romén y col., 1999).

_~__ Peroxidacién

>< ROS‘}> —lipidica MDA ROS: especies reactivas de oxigeno
IS L 4HNE ADH: alcohol deshidrogenasa
CYP2E1 w H ALDH: aldehido deshidrogenasa
S T . SN 4 &\I()IZEI: ;:ito(;:'rciglcl)l %450 2E1
i , : malondialdehido
211-1?311210?-3 Acefgllatci}?ol)“do s Prof:‘;na *ADN e carcinoma hepatocelular
S - uf:tos 4HNE: 4-Hidroxinonenal
Caon ]| (aon]
Acetato Transformacion,
(CH:C007) alteracion de la
sefializacidn celular,
H‘ CHC?
V
Ciclo de Krebs

Figura 13. Formacion de aductos debido a la interaccion de las proteinas y el ADN
con el acetaldehido producto del metabolismo del etanol.

La formacion de radicales libres de oxigeno (ROS) por parte de la mitocondria
es nocivos para el organismo, pues promueve la peroxidacion lipidica, la inactivacion de

enzimas o los cambios en el ADN, aunque existen antioxidantes que los neutralizan.
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Como se observa en la figura 14, la ingesta de etanol altera el estado red-ox del

hepatocito, promueve una mayor produccion de radicales libres por parte del CYP2EL,

de manera que hay una sobreproduccion de ROS por lo que las reservas de

antioxidantes se consumen y como consecuencia se produce estrés oxidativo y dafio

celular (Lieber, 2005; Wu y col., 2003; Bailey y col., 1998).

Hidroperodxidos lipidicos: LOOH
Malondialdehido: MDA
4-hidroxi-2-nonenol: HNE

” [respuesta fibrética en otras células hepéticas]

Superdxido: 02
Radical hidroxilo: OH’
Perdxido de hidréogeno: H,0,

4
NADP* + H,0 Otros radicales

acetol------ —glucosa

NADPH + H*
cetonas

Xenobioticos 0, Acidos grasos

Figura 14. Metabolismo del etanol a través de CYP2EL, que
produce sobreproduccion de ROS (superoxido, radicales
libres, y peroxido de hidrégeno entre otros) los cuales
interactuan con los antioxidantes disminuyendo su presencia
en la célula, de manera que se favorece el estrés oxidativo y
el dafio celular, ademas de alterar la B-oxidacion de los
acidos grasos (Figura extraida de
http://themedicalbiochemistrypage.org/es/ethanol-
metabolism-sp.php).

Ademas, se producen alteraciones en los mecanismos de autofagia

produciéndose inclusiones hepaticas de agregados de citoqueratina (cuerpos hialinos de

Mallory) (Donohue y col., 2007), como muestra la figura 15.
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Figura 15. Imagen de los
cuerpos hialinos de Mallory
obtenida por microscopia
optica. Los cuerpos hialinos
de Mallory son indicados
mediante flechas.

El abuso de alcohol también produce cambios en la microbiota a nivel de
colon de manera que aumenta la permeabilidad intestinal a algunas endotoxinas
bacterianas, y esto produce un aumento de lipopolisacaridos (LPS), los cuales inducen
una respuesta inflamatoria por parte de las células de Kupffer con la consiguiente
infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (Wheeler y col., 2003), tal como se

muestra en la figura 16.

10.3. Fibrosis hepatica

La fibrosis es la consecuencia de ingesta mantenida de alcohol a lo largo del
tiempo, y precede a la cirrosis (Worner y col., 1985). Se caracteriza por una alteracion
en el remodelamiento de la matriz extracelular.

El desarrollo de fibrosis estd estrechamente ligado a la actividad de varias
células, entre ellas las células estrelladas, que son las principales productoras de
coldgeno tipo I, ademas de los fibroblastos (Vera y col.,, 2006). Se cree que el
acetaldehido producto del metabolismo del alcohol puede activar directamente a la

célula estrellada, pero también existen otros mecanismos implicados en su activacion,
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como el dafio mitocondrial, la alteracion de proteinas y fosfolipidos, la hipoxia, la
activacion de las células de Kupffer, la produccion de citoquinas como TNFa y TGF-8,
la produccion de endotoxinas que elevan los LPS (que a su vez activan al TLR4 y
estimulan a las células de Kupffer) o el aumento de ROS (Friedman y col., 1999a; Gao
y col., 2011; Veray col., 2006; Siegmund y col, 2005). Todos estos mecanismos pueden

observarse en la figura 16A y figura 16B.

Sinusoids Stellate cell

Hepatocyte

Space of Disse

&
MCP-1

Interleukin-8
Interleukin-10

negative

bacteria Interleukin-1

Interleukin-6 PDGF TGF-B

Figura 16. Mecanismos moleculares y celulares implicados en el desarrollo de fibrosis,
como el aumento de LPS y la activacion de la célula de Kupffer y la célula estrellada
(Figura tomada de www.elrincondelamedicinainterna.com).

16A. Absorcion de LPS a nivel intestinal. Las bacterias gran negativas del intestino producen LPS. El
consumo de alcohol produce alteracion en la permeabilidad intestinal, por lo que estos LPS pasan al torrente
circulatorio hasta llegar al higado donde interactiian con las células de Kupffer, e inducen su activacion.

16B. Esquema de la célula de Kupffer donde se muestran los diferentes mecanismos de sefializacion
intracelular. Su activacion estd mediada por varios factores, entre ellos la presencia de ROS y de LPS que
activa al TLR4. Una vez activada, la célula de Kupffer produce una serie de citoquinas como TNFa y TGFf
induciendo una respuesta inflamatoria.
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10.4. Cirrosis hepatica

La cirrosis es el estadio final de la hepatopatia alcoholica. Si la ingesta de
alcohol persiste, los mecanismos comentados previamente se pondran en marcha, y la
fibrosis progresara, produciéndose una alteracion difusa de la arquitectura hepatica por
la existencia de necrosis, fibrosis y nddulos de regeneracion (Ampurdanés y col., 2002;
Lefkowitch, 2005).

El higado cirrético es un higado pétreo y con una reduccion de la masa
funcional, lo que condiciona la clinica y las complicaciones de la cirrosis. Como
consecuencia de estas alteraciones, existe una alteracion vascular intrahepatica que
produce hipertension portal, y ademas una pérdida de sus funciones. Otra complicacion,
aunque menos frecuente, es la aparicion de carcinoma hepatocelular sobre higado
cirrotico (Mayans y col., 1990; Chiesa y col., 2000). En la figura 17 se muestra el

espectro de lesiones hepaticas por alcohol.
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Higado sano

Esteatohepatitis
alcohdlica

Descompensacion clinica Carcinoma hepatocelular

Figura 17. Espectro de enfermedad hepatica por alcohol.
Los porcentajes representan los pacientes que progresan
de un estadio a otro (Figura extraida de Altamirano y col.,
2011).

11. MANIFESTACIONES CLINICAS Y COMPLICACIONES DE LA
CIRROSIS HEPATICA

Cuando la enfermedad hepatica evoluciona a cirrosis, existe una primera etapa
en la que no suelen existir sintomas. Es la llamada fase de cirrosis compensada., donde
el organismo intenta compensar las alteraciones que se producen tanto a nivel

hemodindmico como funcional. Los pacientes en esta fase pueden estar asintomaticos o
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presentar sintomas inespecificos como astenia, pérdida de peso, anorexia y debilidad,
por lo que el diagndstico a veces es casual, por pruebas de imagen o de laboratorio, o al
descubrir durante la exploracion fisica una hepatomegalia.

El pronoéstico en esta fase es relativamente bueno, y la supervivencia a los 5 afios
puede llegar hasta el 90% (Bruguera y col., 2001; Bernal y col., 2012).

La segunda etapa se caracteriza por una fase clinica rapidamente progresiva con
aparicion de complicaciones. Hablamos en este caso de cirrosis descompensada, que se
asocia a un mal prondstico, con una tasa de supervivencia del 85% al afio y del 56% a
los cinco afios. Esta fase se da aproximadamente en el 50 % de los pacientes a los 10
afios del diagnostico de cirrosis (Ginés y col., 1987).

Como se muestra en la figura 18, el aumento de la resistencia vascular hepatica
secundaria a la distorsion de la arquitectura hepdtica, produce alteracion de la
circulacion portal, lo cual da lugar a hipertension portal (aumento del gradiente de
presion entre la vena porta y la vena suprahepatica o cava inferior), y de manera
secundaria se produce vasodilatacion esplacnica (Bernal y col., 2012). Este fendmeno
produce una circulacion hiperdindmica (Herndndez-Guerra y col., 2005; Arroyo y col.,

1993; 2002).
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Figura 18. Factores implicados en
la hipertension portal en la cirrosis
hepatica (Figura extraida de Bernal
y col., 2012).

Ademas, se desarrollan vasos colaterales (shunt portosistémico), entre ellos las
varices esofagicas (Garcia-Tsao y col., 1985; Merli y col., 2003; Zoli y col., 2000), tal
como puede observarse en la figura 19, de manera que se deriva parte del flujo
esplacnico hacia la circulacion sistémica.

Otra manifestacion de la hipertension portal es la descompensacion hidrépica o
ascitis (Figura 20), que consiste en la acumulacion de liquido en el espacio peritoneal,
edemas e incluso derrame pleural. La ascitis se produce por retencion de agua y sodio
(por aumento de la activacion del eje renina-angiotensia-aldosterona), debido a una
disminucién del volumen arterial efectivo a consecuencia de la vasodilatacion del

territorio esplacnico (Arroyo y col., 1993; 2003; Schrier y col., 1998).
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Figura 19. Varices
esofagicas. Son secundarias al
aumento de la presion portal
~ que produce formacion de
] vasos  colaterales (shunt
portosistémico).

Figura 20. Ascitis en
paciente con cirrosis hepatica.
Se observa la distension
abdominal por presencia de
liquido en espacio peritoneal,
y hernia umbilical secundaria
al aumento de presion
intraabdominal.

La hipertension portal produce vasodilatacion del territorio esplénico, con
aumento del flujo sanguineo al bazo dando lugar a esplenomegalia e hiperesplenismo.
El hiperesplenismo produce de manera secundaria, anemia, leucopenia y
trombocitopenia (Peck-Radosavljevic y col., 2001; Moschcowitz y col., 1948).

Por otro lado, la pérdida de las funciones del higado a consecuencia del dafio
producido por el etanol, puede llegar a producir ictericia, hipoalbuminemia y
disminucién de los factores de coagulacion.

Otra manifestacion clinica, consecuencia tanto del dafio parenquimatoso como
de la hipertension portal, es el aumento del amonio producido por parte de las bacterias
intestinales, que producira toxicidad cerebral, dando lugar a un cuadro neurologico
llamado encefalopatia hepatica (Vince y col., 1980; Cordoba y col., 1996; Cordoba,
2011).

Las manifestaciones mas importantes de la fase descompensada de la cirrosis

son las recogidas en la figura 21 y tabla 9.
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Figura 21. Manifestaciones clinicas mas importantes de la cirrosis
hepatica (Imagen extraida de http://www.higadograso.cl/info-
higado-graso.htm.)

Tabla 9. Esquema de las manifestaciones clinicas de la cirrosis hepatica y sus

complicaciones.

v Varices esofagicas, que pueden sangrar produciendo hemorragia digestiva alta.

v Ascitis, que puede complicarse con infeccion de liquido ascitico dando lugar a peritonitis
bacteriana espontanea (PBE) secundaria a traslocacion bacteriana (paso al torrente sanguineo
de las bacterias que hay a nivel intestinal) (Jarcuska y col., 2004).

v' Encefalopatia, favorecida por el shunt portosistémico y la insuficiencia hepatica, que suele
ser reversible con tratamiento, y en la mayoria de las ocasiones se puede determinar un
precipitante.

v" Pancitopenia, coagulopatia e hipoalbuminemia.

v' Aumento del riesgo de infecciones, entre ellas la peritonitis bacteriana espontinea (PBE)
(Lule, 2004; Garcia-Tsao y col., 2004).

v' Sindrome hepatorrenal, que consiste en un fallo renal agudo por una vasoconstriccion renal
intensa (estado prerrenal), secundario a una potente activacion de los mecanismos que se
ponen en marcha debido a la hipertension portal y vasodilatacion esplacnica (Meller y col.,
2005; Arroyo y col., 2008).

v" A la exploracion fisica podemos encontrar una serie de signos como arafias vasculares,

eritema palmar, ginecomastia, hepatomegalia y esplenomegalia, ictericia, equimosis,

contractura de Dupuytren y asterixis entre otras (Bosch y col., 2002; Yee y col., 2002).
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12. DIAGNOSTICO DE LA CIRROSIS HEPATICA ALCOHOLICA

El diagnostico de la cirrosis hepatica alcohdlica se realiza teniendo en cuenta
tanto la anamnesis y la exploracion fisica, como los parametros de laboratorio, las
pruebas de imagen y la biopsia hepatica (Heidelbaugh y col., 2006; Levitsky y col.,
2994). En muchas ocasiones puede ser dificil valorar el habito etanolico porque los
pacientes minimizan o niegan el consumo de alcohol.

La mayoria de las ocasiones no existen manifestaciones clinicas en la primera
etapa de la cirrosis, o existen sintomas inespecificos, por lo que el diagndstico en esta
fase de enfermedad compensada suele hacerse de manera casual a raiz de un analisis, de
una ecografia o a través de la exploracion fisica. En otras ocasiones, la enfermedad pasa
desapercibida hasta que comienza la segunda etapa de cirrosis descompensada, al
aparecer las complicaciones descritas previamente (ascitis, hemorragia digestiva alta,
encefalopatia, etc.), por lo que ante las manifestaciones clinicas, se realiza una serie de
pruebas analiticas y pruebas de imagen dirigidos a confirmar la sospecha de cirrosis, tal

y como se describen a continuacion.

12.1. Anamnesis y exploracion fisica

Para establecer el diagndstico de cirrosis alcohdlica es muy importante la
historia clinica, el antecedente de ingesta de alcohol y los gramos consumidos al dia. En
la etapa de cirrosis compensada la existencia de sintomas inespecificos puede ser de
ayuda, al igual que en la exploracion fisica, la presencia de estigmas de hepatopatia
cronica como las telangiectasias, arafias vasculares, eritema palmar, hepatomegalia o
higado pequetio (en fases avanzadas), esplenomegalia, circulacion colateral abdominal o

ictericia (Bosch y col., 2002; Yee y col., 2002).
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12.2. Pruebas de laboratorio

12.2.1. Parametros bioquimicos: los parametros de funcion hepatica que

reflejan el grado de insuficiencia existente son la albumina, el tiempo de protrombina, y

la bilirrubina. Las transaminasas y enzimas de colestasis suelen estar alteradas cuando

existe dano hepatocelular o afectacion de la via biliar, aunque todos estos parametros no

son especificos (Heidelbaugh y col., 2006; Rosman y col., 1992).

a)

b)

Albumina: es sintetizada en el higado, por lo que a medida que la funcién
hepatica disminuye, lo hacen también sus niveles (Rothschild y col., 1969;

1980).

Tiempo de protrombina: el higado sintetiza la mayoria de las proteinas
implicadas en la coagulacion, por lo que los parametros de coagulacioén se
ven afectados, con disminucion del tiempo y la actividad de protrombina y el
aumento del INR (International normalized ratio). En la hepatopatia cronica
el balance entre hipo e hipercoagulabilidad est4 alterado (se ven favorecidos
los episodios de hemorragia pero también la trombosis). Esta alteracion de la
coagulacion, se ve influenciada ademas por déficit de vitamina K, y otros

factores (Prelipcean y col., 2011; Téllez-Avila y col., 2007).

Bilirrubina: es un pigmento producido por la degradacion de la hemoglobina,
que ademds se conjuga en el higado para formar parte de la bilis y ser
almacenada en la vesicula biliar para después ser eliminada a través de las
heces. Sus niveles pueden ser normales en la cirrosis compensada, pero a
medida que avanza la enfermedad, pueden elevarse de manera gradual

(Krzeski y col., 1999; Skude y col., 1977).
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d) Transaminasa glutdmico-oxalacética (GOT) y transaminasa glutdmico-

piravica (GPT): también conocidas como aspartato aminotransferasa (AST)
y alanina aminotransferasa (ALT), respectivamente. Estas enzimas se elevan
cuando existe dafio hepatocelular. En la cirrosis hepatica pueden estar
levemente elevadas, aunque es frecuente que sean normales. Generalmente
son usadas como marcadores tempranos de alcoholismo (Dufour y col.,
2000; Menon y col., 2001). A pesar de poder estar elevadas en la cirrosis
hepética no son utiles para el establecer el pronostico ni son especificas (Ellis
y col., 1978). En el dafio hepatico por alcohol la relacion GOT/GPT suele ser

2:1 (Sorbi y col., 1999; Skude y col., 1977).

e) Fosfatasa alcalina (FA) y gamma glutamil transpeptidasa (GGT): expresan

dafio necroinflamatorio o colestasis, respectivamente, por lo que pueden
estar elevadas en la cirrosis hepatica. La elevacion significativa aislada de
GGT sugiere alcoholismo activo o induccion enzimdatica por farmacos
aunque tiene poca especificidad (Goldberg y col., 1980; Barouki y col.,

1083).

12.2.2. Alteraciones hematolégicas: la anemia, la trombocitopenia y la
leucopenia son caracteristica de la cirrosis hepatica. Estas alteraciones se deben
principalmente al hiperesplenismo. La anemia tiene un origen multifactorial, y se
produce debido a las pérdidas cronicas de sangre por el tubo digestivo, a la toxicidad
por alcohol que produce anemia macrocitica, con aumento del volumen corpuscular
medio (Morse y col.,, 1979) y al déficit de acido folico entre otros, ademds del

hiperesplenismo
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12.2.3. Globulinas: las gammaglobulinas pueden estar aumentadas en la
cirrosis hepatica por hipertension portal, y su elevacion se debe a que las bacterias de
procedencia intestinal no son fagocitadas por las células de Kupffer, de manera que

estimulan al sistema inmune aumentando sus niveles séricos (Triger y col., 1973).

12.3. Pruebas de imagen

12.3.1. Ecografia: en la cirrosis hepatica la estructura del higado es
heterogénea y granular por la presencia de nodulos. Los signos que pueden indicar
hipertension portal son la esplenomegalia, una vena porta dilatada (didmetro
aumentado), ascitis o circulacion colateral. El doppler permite detectar anomalias en el
flujo vascular hepatico denominado flujo hepatopetal (Di Lelio y col., 1989; Zwiebel y
col., 1995).

12.3.2. Elastografia: mide la elasticidad de un tejido utilizando una
onda de ultrasonidos y un pulso mecénico de vibracion de baja frecuencia. La
elastografia transitoria o también conocida con el nombre comercial de Fibroscan®
(Figura 22), mide la velocidad de propagaciéon de las ondas a través del higado,
mediante una sonda, tal como se muestra en la figura 23. En los ultimos afios la
elastografia ha permitido detectar el grado de fibrosis hepatica, por lo que es muy Tutil

para el diagndstico no invasivo de la cirrosis (Mendoza y col., 2006).
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Figura 22.
Fibroscan®. Es una
técnica no invasiva
que mide el grado de
fibrosis hepdtica sin
necesidad de realizar
biopsia hepatica y se
usa de la misma
forma que  una
ecografia.

Figura 23. Sonda emisora-receptora.
Emite dos tipos de onda, una pulsatil
vibratoria que penetra en el tejido
hepatico y otra onda de ultrasonidos
que capta la velocidad de propagacion
de la primera onda a través del higado
(Bartres y col., 2013).

12.3.3. Tomografia axial computarizada (TAC) / Resonancia
magnética nuclear (RMN): también pueden ser utiles para el diagndstico de cirrosis
pero no se usan de manera habitual.

12.4. Biopsia hepatica

Es una prueba invasiva y se utiliza para el diagnostico de certeza de la cirrosis
hepatica, aunque en la actualidad debido a su carécter invasivo estd indicada solo en
casos puntuales. La presencia de ascitis y alteraciones de la coagulacion contraindica en
ocasiones su realizacion percutanea por lo que en estos casos se elige la via transyugular

(Gil y col., 2003). Tiene una alta sensibilidad, pero al ser una técnica muy invasiva no
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siempre exenta de complicaciones, su uso es cada vez menor, puesto que existen otros
métodos no invasivos como la elastografia utiles para el diagnostico. Sin embargo,
puede ser util cuando existe duda diagnostica o para obtener informacion prondstica

(Levitsky y col., 2004).

12.5. Otros

Existen algunos biomarcadores que indican consumo cronico de alcohol como es
la transferrina deficiente en carbohidratos (CDT) (Perez-Carceles y col., 2014;
Bortolotti y col., 2006; Litten y col, 1995). Se trata de una proteina que se encarga de
trasportar el hierro a los tejidos, pero su uso para el diagnostico tiene limitaciones
debido a que la sobrecarga o deficiencia de hierro disminuye su exactitud. Tiende a
disminuir cuando la persona consume alcohol de manera activa, y tiene mayor
especificidad que otros marcadores (Hock y col., 2005; Meregalli y col., 1995). Es el
unico marcador aprobado por la FDA como prueba de diagnostico clinico para la
deteccion de consumo cronico de alcohol.

Existen también marcadores bioquimicos, como el fibrotest, que ayudan a

estimar el grado de fibrosis (Mukherjee y col., 2006; Imbert-Bismut y col., 2001).

13. EVALUACION PRONOSTICA DE LA HEPATOPATIA CRONICA

Existen modelos pronosticos que sirven para averiguar el grado de severidad y
supervivencia de los pacientes con cirrosis hepatica. Estas escalas son el Child-Pugh y

el MELD, y ayudan en la toma de decisiones terapéuticas y de intervencion.

13.1. Clasificacion de Child-Pugh
La clasificacion de Child-Pugh sirve para la estratificacion prondstica en

pacientes con cirrosis (Pugh y col., 1973), aunque inicialmente la clasificacion servia
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para evaluar el riesgo quirurgico en pacientes cirréticos a los que se les iba a someter a
una derivacion portosistémica, llamada inicialmente escala de Child-Turcotte (Child y
Turcotte, 1964).

Las variables tomadas en cuenta son tres pardmetros bioquimicos y dos clinicos
(Tabla 10), y a cada uno de ellos se les asigna una puntuacion segun su valor
(Pasqualetti y col., 1992), tal como se recoge en la tabla 11.

Tabla 10. Parametros utilizados en la
clasificacion de Child-Pugh

Albumina
PARAMETROS
0 Bilirrubina
BIOQUIMICOS - -
Tiempo de protrombina
PARAMETROS  |iaa
CLINICOS Encefalopatia

Tabla 11. Clasificacion Child-Pugh, donde se representa la puntuacion asignada a
cada parametro considerado*.

Parametro

Bilirrubina (mg/dl)

Albumina (g/dl)

Tiempo de protrombina

>6

* Segundos sobre el control 4-6

e INR <1,7 1,8-2,3 >2.3

Encefalopatia No Grado [-11 Grado III-IV

*Child y Turcotte., 1984; Pugh y col., 1973
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Segun el valor de cada pardmetro se asigna una puntuacion, que vade 5 a 15,y

segun la puntuacion se clasifican en tres categorias de mejor a peor prondstico:

Child-Pugh A (5-6 puntos)

Child-Pugh B (7-9 puntos)

Child-Pugh C (10-15 puntos)

El estadio A corresponde a una cirrosis compensada, y el estadio C a una cirrosis
descompensada, mientras que el estadio B significaria un compromiso funcional
significativo del higado.

Seglin la puntuacion obtenida al realizar la escala de Child-Pugh podremos

estimar la supervivencia del paciente cirrotico, de acuerdo al resumen de la tabla 12:

Tabla 12. Supervivencia al cabo de un afo y dos afios segun estadio de Child-Pugh*.

Supervivencia al Supervivencia

cabo de 1 ano cabo de 2 anos

*Infante-Rivard y col., 1987

13.2. Escala MELD

El indice Model for End Stage Liver Disease (MELD) también sirve para
predecir el pronéstico, y tiene en cuenta la bilirrubina, la creatinina y el ratio

internacional normalizado (INR), que se calcula mediante la siguiente formula:
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MELD=9.6 x log, (creatinine mg/dL) + 3.8 x log, (bilirubin mg/ dL) + 11.20 x log. (INR) + 0.64

Inicialmente se utilizd para evaluar el prondstico en pacientes cirroticos a
quienes se les realizaba un shunt portosistémico intrahepatico transyugular (TIPS),
evaluando la mortalidad postTIPS a los 3 meses (Malinchoc y col., 2000).
Posteriormente, se ha utilizado para valorar la inclusiéon en lista de espera para un

trasplante hepatico y priorizar a los pacientes en lista de espera (Wiesner y col., 2003;

Wiesner y col., 2001; Freeman y col., 2002).

Un incremento del MELD esta asociado a un aumento de la severidad de la

disfuncion hepatica y de mortalidad a los tres meses (Freeman y col., 2002).

La Red Unida para compartir 6rganos (UNOS; del inglés, United Network of
Organ Sharing) ha establecido algunas puntualizaciones para el calculo de la escala
MELD: a) los pacientes han sido dializados dos veces dentro de los ultimos 7 dias el
valor de creatinina usado en la férmula del MELD debe de ser; b) cualquier valor de

creatinina menor a 1 debe reemplazarse por 1 en la formula para prevenir que existan

puntuaciones menores a 0.

La puntuacion obtenida a través de la formula del MELD predice la mortalidad

a los 3 meses (Wiesner y col., 2003), tal como se indica en la siguiente tabla:

Tabla 13. Mortalidad por cirrosis hepatica a los tres meses

segun puntuacion MELD.
PUNTUACION MELD MORTALIDAD A LOS 3
MESES

40 o mas 71.3%

30-39 52.6%

20-29 19.6%

10-19 6.0%

<9 1.9%

75



Introduccion

14. CIRROSIS HEPATICA ALCOHOLICA E INFECCION POR EL VIRUS DE

LA HEPATITIS C

La prevalencia de infeccion por VHC en pacientes con historia de abuso de
alcohol es significativamente mas alta que en la poblacion general (Singal y col., 2012;
Takase y col; 1993). Algunos estudios han observado una prevalencia del 15% del VHC
en pacientes hospitalizados con problemas de abuso de alcohol (Tsui y col., 2006). Esta
asociacion esta relacionada con las conductas de alto riesgo que suelen estar presentes
en los pacientes alcohdlicos, tales como el abuso de drogas por via parenteral (Galperim
y col., 2006; Jiang y col., 1995).

La coexistencia de ambos produce un efecto sinérgico en la progresion de la
enfermedad hepatica cronica (Monto y col.,, 2004), principalmente debido a tres
factores:

a) Se acelera la progresion a fibrosis (Poynard y col., 1997).
b) Se incrementa el riesgo de carcinoma hepatocelular (CHC) (Hassan y
col.; 2002; Yamauchi y col., 1993).

¢) Aumenta la mortalidad (Younossiy col., 2013).

La aceleracion de la progresion a fibrosis estd influida por varios factores: la
edad a la que se produce la infeccion (existiendo mayor progresion en mayores de 40
afios), el género masculino, y un consumo de alcohol mayor de 50 gramos al dia
(Poynard y col., 1997; Ostapowicz y col., 1998).

Una de las teorias es la influencia del alcohol sobre la replicacion viral. En
algunos estudios se ha observado un aumento del la replicacion del VHC ante la
presencia de alcohol, y una disminucion de la accion del interferon a (INF-a) ante la

presencia de metabolismo activo de etanol (McCartney y col., 2008; Zhang y col.,
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2003). Otro factor es la influencia del alcohol y el VHC sobre la inmunidad celular del
huésped, puesto que el alcohol afecta a la actividad de las células dendriticas y células
Natural Killer (NK). También se ha observado como el VHC reduce la diferenciacion
de las células dendriticas, de manera que la inmunidad contra el VHC est4a disminuida
(Aloman y col., 2007; Szabo y col., 2006). Ademas, el alcohol y el VHC aumentan el
estrés oxidativo. El riesgo de desarrollar estrés oxidativo cuando existe una hepatitis
cronica por VHC esta incrementado con ingestas moderadas de alcohol al dia. Ambos
de manera sinérgica estimulan la formacion de radicales libres y afectan a las defensas
antioxidantes (Otani y co., 2005; Rigamonti y col., 2003).

Otro factor puede ser el incremento de las cuasiespecies de VHC
(heterogenicidad de las secuencias de ARN del VHC) debido a la presencia de etanol,
probablemente por la generacion de ROS que incide en el aumento de la tasa de
mutacién del genoma del VHC, aunque los mecanismos no estdn bien esclarecidos
(Seronello y col., 2007; Sherman y col., 1999).

En cuanto al tratamiento con INF-y para el VHC, también se ha descrito una
menor tasa de respuesta cuando coexisten VHC y alcohol (Ohnishi y col., 1996;

Okazaki y col., 1994).

15. TRASPLANTE HEPATICO COMO OPCION TERAPEUTICA DE LA

CIRROSIS HEPATICA ALCOHOLICA

Cuando la enfermedad hepdtica secundaria a la ingesta de alcohol evoluciona, el
unico tratamiento curativo es el trasplante hepatico. El trasplante hepatico ha tenido un
gran impacto en el manejo de los pacientes en estadio terminal, y es el tratamiento mas

efectivo tanto para el fallo hepatico agudo como el cronico. Los resultados del trasplante
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hepatico a lo largo de los afios han ido mejorando debido a la mejora de las técnicas

quirurgicas y del manejo postoperatorio a corto y largo plazo (Adam y col., 2003).

15.1. Indicaciones generales del trasplante hepatico
Las principales indicaciones del transplante hepaticos en Europa son muchas,
desde la hepatitis fulminante, la cirrosis hepatica, las enfermedades colestésicas, los

tumores primarios y secundarios del higado, hasta algunas enfermedades metabolicas.

Los datos registrados por el Registro Europeo de trasplante de higado (ELTR,
del ingles, European Liver Transplant Registry ) hasta 2013, muestran que la cirrosis
hepatica representa un 57 % de todos los trasplantes. La causa mds frecuente de
trasplante por cirrosis hepatica es la virica con una frecuencia del 39% de los trasplantes
por cirrosis. La segunda causa mas frecuente es la cirrosis alcohdlica con un 33% de
frecuencia, seguida de la cirrosis biliar primaria con un 9% de representacion (Adam y
col., 2003). El resto de indicaciones son minoritarias (1-8%) entre las que se encuentran
la cirrosis autoinmune, cirrosis por alcohol asociado a virus, cirrosis biliar secundaria,
cirrosis por causa desconocida, o cirrosis por otras causas. Estos datos estan recogidos

en la figura 24.
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Otros : 4334
Enfermedades Hepatitis 4%

metabdlicas : 599 fulminante : Canceres :

() 7794 15197
16%

Cirrosis : 58357
57% Enfermedades

colestasicas :
10377

Causa desconocida: Cirrosis biliar

4436 primaria: 5178 Otras: 1147 )
2% Virus: 22620

8% 9%
. / 39%
Cirrosis biliar
secundaria: 740 /
1%
Autoinmune: 2401
4%

Alcohdlica + Virus:
2543
4%

Alcohdlica: 19292
33%

Figura 24. Frecuencia de las principales indicaciones de trasplante hepatico en
Europa (A), y de cirrosis hepatica (B) desde 1988 hasta 2013. (Datos extraidos
del ELTR, 2013).
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En Espafia las indicaciones de trasplante hepatico se distribuyen de manera
similar a Europa, siendo la cirrosis alcohdlica y la cirrosis por VHC las més frecuentes

(Tabla 14).

Tabla 14. Principales indicaciones de trasplante hepatico en Espafia*.

DIAGNOSTICO PRINCIPAL

VIRUS C

DE LOS RECEPTORES

n % Positivo  Negativo No consta
Cirrosis Alcohdlica 5396 30 365 4764 267
Cirrosis por VHC 4408 24.5 4222 - 186
Carcinoma Hepatocelular 3205 17.8 1775 1312 18
Fallo hepdtico agudo 847 4.7 36 744 67
Cirrosis por VHB 777 4.3 45 692 40
Cirrosis Biliar Primaria 601 3.3 14 557 30
Enf. Biliares Congénitas 634 3.5 3 512 19
Cirrosis Criptogenética 12 0.1 0 12 -
Otras Enf. metabdlicas 264 1.5 3 218 43
Cirrosis Autoinmune 262 1.5 5 232 25
Colangitis Esclerosante Primaria 215 1.2 5 193 17
Otras cirrosis virales o mixtas 125 0.7 18 97 10
Otras cirrosis 113 0.6 2 84 27
Amiloidosis Familiar 182 1 1 178 3
Hemocromatosis 77 0.4 7 66 4
Enf. Wilson 72 0.4 1 69 2
Tumores Benignos 133 0.7 5 121 7
Budd Chiari 74 0.4 2 65 7
Cirrosis Biliar Secundaria 72 0.4 2 62 8
Carcinoma tracto Biliar 47 0.3 2 45 -
Hepatitis subaguda 41 0.2 6 26 9
Otros cdnceres primarios 65 0.4 0 62 3
Cdanceres secundarios 89 0.5 1 83 5
Otras Colestdsicas 33 0.2 1 30 2
Carcinoma Colangiocelular 45 0.3 10 34 1
Otros canceres 13 0.1 2 7 4
Enf. Parasitarias (hidatidosis) 10 0.1 0 9 1
Otras Enf. hepaticas 143 0.8 9 100 34
TOTAL 17966 100 6542 10395

*Memoria Registro Espafiol de Trasplante Hepatico (RETH), 2012.

15.2. Seleccion de pacientes con cirrosis hepatica para trasplante hepatico
En ocasiones es dificil decidir quién puede beneficiarse de un trasplante

hepatico, puesto que el nimero de receptores supera al de donantes. Aunque la cirrosis
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hepatica es una buena indicacion para trasplante hepatico, la opinion publica y muchos
profesionales médicos continuan cuestionando su indicacion por diferentes motivos,
entre ellos, la responsabilidad del propio paciente en el desarrollo de su enfermedad, o
la posibilidad de que el receptor vuelva a consumir alcohol tras el trasplante con el

consiguiente riesgo de perder el injerto (Neuberger, 2007).

15.2.1. Criterios de inclusion en lista espera

La clasificacion de Child-Pugh ha sido usada durante mucho tiempo para decidir
quién puede beneficiarse de un trasplante hepatico, aunque en los Ultimos afios, se esta
utilizando también la escala MELD para decidir cuando un paciente debe entrar en lista
de espera de trasplante hepatico, puesto el Child-Pugh es mas subjetivo al incluir
parametros clinicos. El MELD ha sido validado por la UNOS y es utilizado por algunos
paises para priorizar a los pacientes con enfermedad cronica hepdtica en lista de espera
(Burra y col., 2005). Actualmente, no se dispone de datos para que la clasificacion de
Child-Pugh deje de utilizarse a favor del sistema MELD, y se recomienda la utilizacion
de ambos modelos (Sociedad Espafola de Trasplante Hepatico, 2008).

Los pacientes con cirrosis hepatica deben tener una puntuacion Child-Pugh de 7
0 mas para considerar el trasplante como opcion terapéutica, lo que equivaldria a un
MELD de 10 (Murray y col., 205). La aparicion de complicaciones en la cirrosis
también se asocia a una disminucién de la supervivencia importante (Ginés y col.,
1987), y por tanto, las recomendaciones para considerar el trasplante hepatico son las

contenidas en la tabla 15.
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Tabla 15. Criterios clinicos de inclusion en lista de espera
de trasplante hepatico.

Child-Pugh > 7
MELD > 10
Ante la primera complicacion mayor de la cirrosis hepatica:
* Ascitis
* Hemorragia digestiva
* Encefalopatia hepatica
* Peritonitis bacteriana espontanea
* Sindrome hepatorrenal tipo 1
* Carcinoma Hepatocelular

Previamente a la inclusion de los pacientes en lista de espera, se debe realizar un
estudio pretrasplante que incluya una evaluacion cardiopulmonar (Lentine y col., 2012),
una serologia completa, descartar infecciones o neoplasias, pruebas de imagen para
valorar la arteria hepatica y la vena porta, y una evaluacion psicosocial (Murray y col.,
2005).

15.2.2. Contraindicaciones de trasplante hepadtico

Existen algunas contraindicaciones, aun en pacientes que cumplen los criterios
para trasplante. El consumo activo de alcohol y otras drogas contraindica el trasplante.
Es necesaria una abstinencia de alcohol de al menos 6 meses para ser considerado
candidato, aunque existe controversia (Beresford y col., 2000; Anand y col., 1997).

La evidencia de enfermedad maligna activa también seria una contraindicacion
para el trasplante, aunque no hay consenso sobre el intervalo que debe pasar entre la
remision de la neoplasia y el trasplante (Sociedad Espafiola de trasplante hepatico,
2008). La enfermedad cardiopulmonar severa implica un riesgo quirargico alto, por lo
que hay que ser cauto a la hora de indicar el trasplante. La obesidad morbida deberia ser
considerada una contraindicacion para el trasplante hepatico, y los paciente fumadores

deberian dejar de fumar (Murray y col., 2005).
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En general, no deben trasplantarse pacientes en situacion terminal, intubados,
con fallo multiorgnico u otras circunstancias que se asocien con una supervivencia
estimada postrasplante inferior al 50% a los 5 afios. También deberia evitarse cuando el
MELD es mayor de 25, por la alta mortalidad con la que se asocia. La mayoria de
centros usan como limite de edad aproximado los 65 afios, aunque en casos muy
seleccionados con poca o nula comorbilidad y muy buena salud, también se acepta el

trasplante en pacientes de 65-70 afios (Sociedad Espaiiola de trasplante hepatico, 2008).

15.3. Evolucion postransplante hepatico

Existen numerosos factores tanto del donante como del receptor que influyen en
los resultados del trasplante. La severidad de la enfermedad hepatica en el momento del
trasplante y las caracteristicas del donante estdn relacionados directamente con la
supervivencia (Burra y col., 2010).

Uno de los resultados més importantes en el transplante hepatico a lo largo de su
evolucion es la mejoria de los resultados a largo plazo, con un aumento de la
supervivencia. Esta mejoria es mas significativa para el hepatocarcinoma (CHC), con un
aumento del 17% en la supervivencia a los 5 afios desde 1990 hasta el afio 2000 (Adam
y col., 2003).

Una cuestion importante es si la calidad de vida mejora tras el trasplante en estos
pacientes. Diversos estudios han evaluado la calidad de vida tras el trasplante, y se ha
observado que aunque el trasplante no permite llevar una vida completamente normal, si
aporta beneficios a la calidad de vida, mejorandola a corto plazo (Pereira y col., 2000;
Mejias y col., 1999; Dew y col., 1997), aunque a largo plazo disminuye (Ruppert y col.,

2010).
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La supervivencia del injerto a un afo después del trasplante, a los tres, cinco y
diez afios es de 84%, 78%, 73% y 58% respectivamente, y significativamente mas alta
en los pacientes con cirrosis alcoholica que con cirrosis por virus (Adam y col., 2012;
Burra y col., 2010). La asociaciéon entre alcohol y VHC disminuye todavia mas la
supervivencia. No obstante, cuando se comparan las supervivencias entre cirrosis
hepatica, cancer hepatico y fallo hepatico agudo, se observa una mayor supervivencia de
la cirrosis con respecto a las otras dos indicaciones (Figura 25).

Burra y col. observaron en 2010 que la supervivencia de los trasplantes por
cirrosis alcohodlica asociado a VHC comparada con la de la cirrosis alcohdlica asociada
a VHB es menor en el primer caso, con un 52% vs 64% respectivamente (Burra y col.,
2010). Ademas, el riesgo de perder el injerto es mayor en los trasplantes por VHC

(Rowe y col., 2008).

Acute hepatic failure : 7536
—{Cancers : 15177
—Cirrhosis : 55597

Total Log Rank test p > 0.0001

p Log Rank :

Acute Hepatic Failure vs Cirrhosis : 0.0001
Cancers vs Cirrhosis : 0.0001
Acute Hepatic Failure vs Cancers : 0.0001 (Wilcoxon test)

Figura 25. Supervivencia postrasplante hepatico segln cirrosis, cancer y
fallo hepatico agudo, desde 1988-2012. Se observa como Ila
supervivencia a corto y largo plazo es mayor en los trasplantes realizados
por cirrosis (ELTR, 2012).

Las principales causas de muerte en los trasplantes por cirrosis alcohdlica, es la

patologia cardiovascular, la aparicion de tumores de novo, especialmente del tracto
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aerodigestio (Nure y col., 2013; Jiménez y col., 2003; Jain y col.,, 2000). Por el
contrario, la causa mas frecuente de muerte o pérdida del injerto en los pacientes

trasplantados con cirrosis alcoholica por VHC, es la recurrencia (Burra y col., 2010).

15.3.1. Recaida en el consumo de alcohol

La cirrosis hepatica es en todos los casos una buena indicacion de trasplante
hepatico, por la buena supervivencia del injerto a corto y largo plazo. Sin embargo los
buenos resultados del trasplante pueden verse afectados cuando se produce recaida en el
consumo de alcohol.

Alrededor del 10-50% de los trasplantados por cirrosis alcohdlica vuelve a beber
a los ocho afios de seguimiento, siendo en el 10-15% de los pacientes un consumo
perjudicial (Cuadrado y col., 2005; Pageaux y col., 2003; Tome y col., 2003; Mackie y
col., 2001). La pérdida del injerto por la recurrencia de la enfermedad relacionada con la
recaida en el consumo de alcohol es rara (Rowe y col., 2008; Yusoff y col., 2002), con
una tasa de disfuncion del injerto por la recaida en torno al 0-17%, y una tasa de muerte
del 0-5% (Pageaux y col., 2003; Conjeevaram y col., 1999).

La supervivencia a los 5 afios de seguimiento fue similar entre los que recayeron
y los que no recayeron (92.9% vs 92.4%, respectivamente), pero a los 10 afios, la tasa
de supervivencia disminuy0 significativamente entre los paciente que recayeron (45.1%
vs 83.5%), siendo la causa principal de muerte en estos paciente la patologia
cardiovascular y los tumores. A pesar de ello, las alteraciones histologicas hepaticas
atribuidas al alcohol son leves (Cuadrado y col., 2005), aunque otros autores describen
aumento de grasa hepatica y fibrosis pericelular en aquellos con un consumo perjudicial

(Pageaux y col., 2003; 1999).
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Tras el trasplante hepatico pueden aparecer una serie de complicaciones, entre
ellas las vasculares tales como trombosis de la arteria hepatica o vena porta, las

complicaciones biliares, la disfuncion primaria del injerto o el rechazo del injerto.

16. HIGADO E INMUNIDAD INNATA

El higado es un 6rgano complejo, compuesto mayoritariamente por hepatocitos
que realizan diversas funciones, entre ellas, funciones metabolicas y de detoxificacion
necesarias para el correcto funcionamiento del cuerpo humano, ademas de actuar como
glandula exocrina produciendo bilis, y como glandula endocrina (Guyton y Hall, 2007).
El resto de células que componen el higado son células no parenquimatosas, como las
células endoteliales, células estrelladas, células de Kupffer, y linfocitos. Este conjunto
de células confiere al higado una importante capacidad inmunolédgica, sobretodo parte
de la inmunidad innata que actia como filtro entre el tracto digestivo y el resto del
organismo.

Como puede observarse en la figura 26, el higado recibe el 80% del flujo
sanguineo a través de la vena porta, el cual suministra productos bacterianos, toxinas y
antigenos alimenticios. El restante 20% de la vascularizacion hepéatica proviene de la
arteria hepatica (Racanelli y col., 2006).

La inmunidad innata es una importante primera linea de defensa contras las
infecciones, respondiendo de manera répida a la presencia de patdogenos. Numerosos
datos sugieren que la inmunidad innata estd relacionada con la patogénesis de la

fibrosis hepatica (Pany col., 2006, Byun y col., 2010).
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Vena Porta
— Hepatica

—_ Arteria Hepatica

___Vena Central

Figura 26. Esquema ilustrativo de la circulacion intrahepatica. La vena porta aporta
el 80% del flujo sanguineo, en cambio la arteria hepatica solo contribuye con un
flujo del 20%. Tanto la vena porta como la arteria hepéatica junto con el conducto
biliar constituyen la estructura bésica del lobulillo hepatico (imagen extraida y
modificada de http://dc221.4shared.com/doc/xbx2X1YB/preview.html).

17. EFECTO DEL ALCOHOL SOBRE EL SISTEMA INMUNE

El funcionamiento dptimo del sistema inmunitario requiere un grado elevado de
interaccion regulacion entre los diferentes tipos celulares que lo integran. El efecto
nocivo del alcohol sobre el sistema inmune puede deberse tanto a una accion directa del
alcohol o de sus metabolitos sobre las células inmunitarias como una accién indirecta
modificando los mecanismo de interaccion intercelular. Ninguno de los dos mecanismo
excluye al otro y posiblemente ambos coexisten en la lesion inmunolédgica asociada al
consumo de alcohol.

La administracion aguda o crénica de etanol a animales de experimentacion
produce pérdida de linfocitos del timo, bazo y ganglios. Las células que se pierden

incluyen linfocitos B, linfocitos NK, y timocitos, y aunque no se conoce el mecanismo
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intimo de esta pérdida celular se ha sugerido que la apoptosis inducida o agravada por el
etanol juega un papel relevante (Ewald y Shao., 1993). De hecho se ha demostrado en
estudios in vitro que el etanol acelera el proceso de apoptosis en timocitos, y linfocitos
B y T del bazo. (Slukvin y col., 1995).

Por otro lado, el alcohol también provoca que los mononucleares, y linfocitos T
en particular, presenten menor respuesta proliferativa a la estimulacién con agentes
inespecificos o con el receptor de la célula T anti-CD3 (Rosselle y col., 1995; Deviere y
col., 1988; Mutchnick y col., 1988; Watson y col., 1985), una menor activacion de
linfocitos T colaboradores (CD4) y alteracion en la secrecion de citoquinas secretadas
por los linfocitos T, asi como disminucion de linfocitos T en los focos de inflamacién
(Chiappelli y col., 1995; Cook y col., 1998).

En estudios in vitro, se ha observado que la exposicion aguda al etanol puede
incrementar o disminuir la actividad de las células NK en humanos. Esta actividad
depende del momento de la determinacidn, si se realiza en el momento de la exposicion
al etanol o posteriormente (Li y col., 1997).

En voluntarios sanos a los que se les administr6é una dosis aguda de etanol no se
les detectd cambios en la actividad NK (Li y col., 1997). Por otro lado la actividad de
las células NK obtenidas de alcohdlicos crénicos puede se normal siempre que exista
hepatopatia asociada. Si no existe hepatopatia cronica etanoélica, la actividad de las
células NK tiende a estar disminuida (Cook y col., 1997) o claramente suprimida (Laso
y col., 1997).

Ademas, el alcohol altera diversas funciones de los necutrofilos como la
migracion, quimiotaxis, y adherencia (Adams y col., 1984; Watson y col., 1994; Jareo y
col., 1995). También se ha detectado que en ratas alcoholizadas aumenta la expresion de

CDI18 en los neutrofilos de sangre periférica y aumenta la liberacion de sustancias
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quimiotacticas por parte de las células de Kupffer del higado, lo que facilita la
infiltracion del tejido hepatico por lo neutréfilos en los casos de hepatitis alcoholica
aguda (Bautista y col., 1995; Cook y col., 1998).

En cuanto a los monocitos, se ha demostrado que la exposicion de monocitos
humanos en ensayos in vitro al etanol induce cambios en la produccion de TNF-a, TGF-
B, interleukina-6, interleukin-12, interleukina-le interleukina-1p, y disminuciéon en la
capacidad de presentar antigenos a los linfocitos T (Watson y col., 1994; Cook y col.,
1998; Szabo y col., 1998; Girouard y col., 1998). Los macrofagos alveolares de
alcohdlicos tienen reducida su capacidad para producir interleukinas proinflamatorias,
iones superdxido y ademads tienen deteriorada su funcion bactericida. Todo ellos sugiere
que el alcohol deprime las funciones del monocito y puede contribuir a una peor
respuesta frente a bacterias y virus, lo que produciria mayor susceptibilidad a algunas
infecciones (Watson y col., 1994; Cook y col., 1998).

Ademas, se ha demostrado que el alcohol disminuye la capacidad de los
monocitos para presentar antigenos a los linfocitos T. Este efecto es debido a una
alteracion en los primeros estadios de la presentacion de antigenos, bien por un cambio
funcional de los monocitos o bien por una alteracion en la interaccion
linfocito/monocito, de manera que se reduce la inmunidad celular retardada en
alcohdlicos cronicos. La disminucion de la capacidad de los monocitos para presentar
antigenos a los linfocitos T se produce de manera indirecta debido a la disminucion de
IL-1B e incremento de TGF-f que produce el etanol (Cook y col., 1998; Szabo y col.,
1998; Jerrells y Sibley, 1995).

El alcohol también modifica el equilibrio de la respuesta inmunitario TH1/TH2.
Si el balance de la respuesta TH1/TH2 se desvia excesivamente en una direccion, se

puede desarrollar una enfermedad inmunologica. La autoinmunidad se asocia a exceso
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de respuesta TH1, mientras que la inmunodeficiencia y las alergias a TH2 (Cook y col.,
1998).

Algunos estudios han observado que la exposicion aguda al etanol induce una
respuesta de tipo TH2 con incremento de citoquinas IL-4 e IL-10, junto con
disminucién de la respuesta tipo THI al observarse disminucion de IL-12 e IFN-y

(Girouard y col., 1998; Waltenbaugh y col., 1998; Friedman y col., 1998).

18. MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES QUE MEDIAN EL
DESARROLLO DE FIBROSIS HEPATICA INDUCIDA POR ALCOHOL

Los mecanismos responsables de la progresion de la fibrosis hepatica han sido
estudiados en las ultimas décadas, pero todavia no se comprenden completamente
(Friedman y col., 2007; Iredale y col., 2007; Bataller y col., 2005). Los mecanismos

celulares y moleculares son complejos.

18.1. Mecanismos de esteatosis hepatica inducida por alcohol

El alcohol induce el desarrollo de higado graso. Se ha visto como el alcohol es
capaz de potenciar la lipogénesis hepatica y decrecer o minimizar el descenso lipidico
mediante mecanismos aun no totalmente conocidos.

Se ha observado como la esteatosis es inducida en ratones con baja grasa,
basdndose en una dieta a base de etanol liquido (Jeong y col., 2008b). En estos ratones
se ha descrito un incremento en las células estrelladas hepaticas de unos receptores, los
cannabinoides de tipo 1 (CB1), y una sobreproduccion de 2-araquidonoilglicerol (2AG)
en las células estrelladas. Todo ello produce una cascada de activacion intracelular que
favorece el desarrollo de lipogénesis, como se muestra en la figura 27.

Por otro lado se produce una inhibicion de las enzimas encargadas de iniciar los

procesos de -oxidacion.
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Por lo tanto, una activacidon paracrina de los receptores hepaticos CB1 mediados
por 2AG producido por la célula estrellada (sobreinduccion mediada por etanol)

incrementa la lipogénesis y disminuye la B-oxidacion en el hepatocito.

Mechanisms of ALD

Priming and
sensitization

* Inflammatory

mediators * Electron leakage
« |nfiltration * Inflammatory cells
* Cytotoxic o * Impaired defenses

responses

Figura 27. La hepatopatia alcoholica es una
enfermedad crénica del higado que abarca desde
higado graso (esteatosis) hasta inflamacion
(hepatitis) y fibrosis/cirrosis. Los efectos del
alcohol que inician y hacen progresar la
enfermedad incluyen el metabolismo del alcohol
(A), induccion y sensibilizacion de la respuesta
inflamatoria (B), y estrés oxidativo (C) (Figura
extraida de Beier y McClain, 2010).

Ademas de estos factores se ha observado que los productos metabdlicos
producidos en la detoxificacion alcohdlica como el acetaldehido y el aumento de la
relacion NADH/NAD" entre otros, también alteran la B-oxidacion mitocondrial hepética

(Figura 28).
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También aumenta los suministros de lipidos al higado desde el intestino delgado

(Baraona y col., 1979). Todo esto conduce al desarrollo de esteatosis, a través de los

mecanismos expuestos en la figura 28.
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Figura 28. Accion del alcohol sobre el hepatocito en la generacion

» Alcoholic fatty liver
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de esteatosis hepatica e inflamacion (Figura extraida de Gao y col.,

2011)

El consumo de alcohol puede estimular la expresion de Esterol regulador de

unidn a la proteina 1c (SREBP-1c; del ingles, Sterol regulatory element-binding protein

Ic) e inhibir la expresion del Receptor activador de peroxisoma prolifertivo (PPAR-a;

del inglés, peroxisome proliferator-activated receptor), de manera directa o indirecta.

Esto aumenta la sintesis de dcidos grasos e inhibe su -oxidation en el higado. El etanol

también inhibe el AMPK y consecuentemente aumenta la actividad de acetil CoA

(ACC), pero disminuye la del carnitina palmitoiltransferasa (CPT-1), y esto producira
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también un aumento de la sintesis de 4cidos grasos y disminucién de su B-oxidation. El
etanol también puede aumentar muchos factores, incluyendo proteinas del
complemento, factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1), C3, Clqa, protein quinasa C
(PKC) y oxido nitrico sintetasa (iNOS), que también contribuyen al desarrollo de
esteatosis (Gao y col., 2011).

La apoptosis del hepatocito por alcohol estd mediada por multiples mecanismos.
Estos mecanismos incluyen: hepatotoxicidad mediada por alcohol, induccion del estrés
oxidativo, inhibicidon de los genes de supervivencia (c-Met), e induccion de moléculas
de sefializacion proapoptética (TNF-a y Fas ligando) (Tatsukawa y col., 2009; Feldstein

y col., 2005).

18.2. Efectos del alcohol sobre el sistema inmunitario

La asociacion de consumo excesivo de alcohol con estetatosis hepatica y con
necrosis de los hepatocitos es un fendmeno bien conocido. Recientemente se ha
observado que el alcoholismo se acompana también de otra forma de muerte celular: la
apoptosis (Neuman y col., 2002; Tilg y col., 2000). En el desarrollo de estas lesiones
estan implicadas una serie de citoquinas, en particular el TNF-a, sobretodo en los
estadios mas iniciales de la enfermedad hepatica.

La ingesta cronica de alcohol activa la respuesta inflamatoria hepatica, los
monocitos de sangre periférica y ciertas subpoblaciones citotoxicas linfoides T y NK
(Hanck y col., 2001; Tilg y col., 2000; Laso y col., 1997). Ademas, se ha observado que
las personas con un consumo de alcohol importante presentan concentraciones séricas
elevadas de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6) y de la quimioquina IL-8, asi como
un incremento de su sintesis en los monocitos de sangre periférica (Khoruts y col.,

1991; Hill y col., 1992; Hill y col., 1993; McClain y col., 1989; 1993). Como se ha
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comentado previamente, el TNF-a también es una de las citoquinas més importantes
implicadas en los mecanismos relacionados con el dafio hepatico por alcohol, puesto
que se ha observado una secrecion significativa de TNF-a por las células de Kupffer
(McClain y col., 1999), acompafiada de un aumento de ARN mensajero de TNF y
NF«B en monocitos de sangre periférica en pacientes con cirrosis hepatica (Hill y col.,
2000).

Igualmente se ha observado que el consumo de alcohol causa alteracion de la
flora intestinal y sobrecrecimiento bacteriano (Yan y col.,, 2011), aumentando la
permeabilidad a nivel de la mucosa intestinal y la traslocacion de endotoxinas
bacterianas (LPS de la pared celular de bacterias gramnegativas) desde la circulacion
sistémica a la circulacion portal (Rao y col., 2009).

Un estimulo fundamental de la secrecion de TNF-a son estos LPS que
interactuan con el receptor TLR4 (que utiliza CD14 como correceptor) presente en las
células de Kupffer, como se muestra en la figura 29 y 30. A través del receptor TLR4 se
canalizan sefiales intracelulares que inducen la activacion del factor de transcripcion
NF«B, que regula la sintesis de TNF-a, entre otras sustancias. El NF«B es un factor de
transcripcion de genes diana que codifican, ademas del propio TNF-a y otras citoquinas
proinflamatorias, ciertos inhibidores de apoptosis, como las proteinas IAP y Bcl-XL

(efector citoprotector) (Tilg y col., 2000; Hoek y col., 2002; McClain y col., 1989).
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Figura 29. El alcohol aumenta el efecto pro-fibrético de
las células NK. El consumo de alcohol aumenta la
permeabilidad intestinal a los LPS, por lo que aumentan
las endotoxinas que activan a las células de Kupffer. Las
células de Kupffer activadas producen citoquinas
proinflamatorias y mediadores inflamatorios como el
TNF-a, IL-6, TGF-f1, y ROS, que activaran
posteriormente a las células estrelladas, que produciran a
su vez las fibras de colageno de la matriz extracellular y
producirdn fibrosis hepatica (Figura extraida de Jeong y
Gao, 2008a).

La interaccion del LPS con el receptor TLR4, ademas de producir TNF-a, I[L-6 y
TGF- B1, también produce estrés oxidativo y otros mediadores proinflamatorios que
causan dafo hepatocelular (Petrasek y col., 2011; Zhao y col., 2008; McMullen y col.,
2005; Parlesak y col., 2000). Por otro lado, los LPS también puede activar a las células
estrelladas hepaticas (CEHs) al estimular la produccion de TGF-f, por lo que el alcohol
amplifica el efecto profibrético de las células de Kupffer, como se muestra en la figura
29. A su vez, las células de Kupffer produciran varios factores que también activaran a
las CEH. (Cubero y col., 2009; Guo y col., 2009).

También se ha observado como el consumo crénico de alcohol incrementa la
sensibilidad de las células de Kupffer a LPS por un aumento de la expresion de CD14.
El etanol también activa a algunos factores del complemento, C3 y CS5, y como
consecuencia activa a las células de Kupffer (y estas producen TNF- a) induciendo el
dafio hepatico (Pritchard y col., 2007), como puede observarse en la figura 30. Todos

estos mecanismos descritos determinaran finalmente el desarrollo de necrosis y
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apoptosis de los hepatocitos.

En resumen, el etanol activa la inmunidad innata y produce infiltracion de
neutr6filos y macréfagos a través de la induccion de citoquinas proinflamatorias (Figura
30). El consumo regular de alcohol también activa a las células de Kupffer, a las células
estrelladas y a los hepatocitos. Su consumo también aumenta la produccion de IL-8 por
los hepatocitos. Ademas, se produce infiltracion de linfocitos CD4+ y CD8+ en el
higado. El etanol también produce formacion de ROS que favorecerd la formacion de

aductos pueden actuar como antigenos.
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Figura 30. Mecanismos inflamatorios de la hepatopatia alcoholica que
activan la inmunidad innata y adaptativa. (Figura tomada de Gao y col.,
2011).

En cuanto a la inmunidad adaptativa, en individuos alcohdlicos crénicos la
ingesta activa de etanol también estd relacionada con la secrecion de citoquinas
secretadas con linfocitos T, predominantemente con un patrén de secrecion de tipo Thl
(Laso y col., 1999). Las citoquinas de patrén Thl intervendrian, junto con la IL-12, en
la activacion y la proliferacion de determinadas poblaciones linfoides T. La ingesta

activa de etanol se asocia con una expansion de linfocitos T, en particular CD8+
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(citotoxicos), que expresan en su membrana moléculas de activacion (Laso 1996a;
1996b; 1997).

El etanol activa a la poblacion linfoide T, de manera directa o bien de manera
indirecta. La forma directa es promoviendo la expresion en la membrana celular de
moléculas del sistema HLA (Parent y col., 1987; Singer y col., 1989). Indirectamente
activa a los linfocitos T gracias a la accion inmunogena de la endotoxina (LPS) y de los
neoantigenos como los aductos de acetaldehido (Niemeld y col., 1991), que se expresan,
junto con moléculas HLA de clase I, en la membrana de los hepatocitos (Chedid y col.,
1999). Los clones autorreactivos de linfocitos T citotdxicos activados podrian dirigirse
contra tales neoantigenos, y provocar la consiguiente muerte hepatocelular por
apoptosis y citotoxicidad autoinmune.

La inflamacion hepdatica estd vinculada a la muerte celular y a la accion de
citoquinas secretadas como consecuencia de la endotoxinemia y del estrés oxidativo. La
fagocitosis de los hepatocitos necrdticos por las células de Kupffer se sigue de una
activacion del NFkB, y la consiguiente sintesis de citoquinas proinflamatorias,
quimioquinas y otros mediadores quimicos de la inflamacion, como los eicosanoides.

El TNF-a es un factor determinante de disfuncion endotelial, que se manifiesta,
entre otros datos, por un aumento de la permeabilidad vascular y la expresion de
moléculas de adhesion en las células del endotelio de los sinusoides hepaticos. En
conjunto, las quimioquinas ejercen una accidn quimiotactica y activadora de los
olinucleares neutrofilos, y favorecen el reclutamiento hacia el higado de leucocitos
circulantes.

Independientemente de la causa del dafio hepéatico (etanol, virus hepatotropos,
sobrecarga de hierro o cobre), finalmente la lesion histologica comun sera la fibrosis, o

acumulacion de proteinas de la matriz intercelular, como el coldgeno de tipo I y III, los
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proteoglicanos (condroitin sulfato) y las glucoproteinas. Las células con mayor

trascendencia fibrogénica son las estrelladas.

18.3. Células estrelladas hepaticas

Las células estrelladas hepaticas (CEHs) son células mesenquimales,
perisinusoidales ubicadas a lo largo de los sinusoides en el espacio perisinusoidal de
Disse, aunque también pueden observarse entre las células parenquimatosas (Ramadori
1991; Eastman y col., 1981). Este tipo celular es denominado células de Ito, lipocitos o
células perisinusoidales hepaticas.

En su estado quiescente las CEH constituyen un 5-8% del niimero total de
células hepaticas (Senoo y col., 2004; Geerts y col., 2001). En personas sanas, estas
células estan quiescentes, y se encargan del almacenamiento del retinol (vitamina A)
(Blomhoff'y col., 1991).

Estas células también juegan un papel importante en el desarrollo de la fibrosis
hepatica, y se las considera actualmente el principal tipo celular fibrogénico del higado
(Bataller y col., 2005; Friedman, 2008). Cuando aparece un agente que produce una
lesion hepdtica prolongada, se empieza a secretar una serie de diversas citoquinas y
mediadores procedentes de otros tipos celulares hepaticos que estimulan la
transformacion fenotipica o «activacion» de las células estrelladas. Estas células
estrelladas activadas migran y proliferan a los focos inflamatorios, desempefiando un
papel clave en la patogenia de la fibrosis hepatica. Por una parte, secretan sustancias
quimiotacticas que reclutan mas células inflamatorias, y por otra, sintetizan colageno
que se acumula en el tejido hepatico. Por tanto, el proceso de «activacion» de las CEH
se considera un hecho clave en la patogenia de la fibrosis hepatica. Las sustancias que
regulan la transformacion fenotipica y la proliferacion de las CEH en los focos de

reparacion tisular derivan en su mayoria de los hepatocitos dafiados, de las células de
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Kupffer activadas y del propio infiltrado inflamatorio (Figura 31). Si el agente causal de
la lesion hepatica es eliminado, se produce una resolucion parcial de la fibrosis,
mediante la degradacion del coldgeno por medio de las colagenasas y la desaparicion de
las células estrelladas hepaticas activadas mediante su apoptosis, pero si el agente lesivo

persiste la lesion hepatica progresara por el mantenimiento de la accion de las células

estrelladas (Bataller y col., 2002).
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Figura 31. Esquema de las acciones bioldgicas que inciden en la
activacion de las células estrelladas hepéaticas, y mecanismos de accion
de los diversos tratamientos antifibrogénicos (Figura extraida de Bataller
y col., 2002).

18.3.1. Funcion de la célula estrellada hepdtica en higado sano
En condiciones normales, las CEH cumplen varias funciones en el higado como,
por ejemplo, el almacenamiento de la vitamina A, controlar la comunicacién
intercelular por medio de la liberacion de varios mediadores intercelulares y remodelar
gran parte de la poca matriz extracelular (MEC) presente en un higado normal (Pinzani

y col, 2001). Las CEH tienen como propoésito basico controlar la homeostasis tisular y
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mantener una especie de equilibrio fisioldgico entre la sintesis y la degradacion de los
componentes de la MEC.

Las CEH juegan también un papel importante en la respuesta inmune a través de
la secrecién de citoquinas y quimioquinas, y de la interaccién con otras células del
sistema inmunitario. También contribuyen a la angiogénesis y la regulacion del estrés

oxidativo (Bonachi y col., 2003).

18.3.2. Activacion de la célula estrellada hepadtica

Cuando se produce dafo hepatico se ponen en marcha una serie de mecanismos
de activacion de la CEH, sufriendo un proceso complejo por el que pasan de un estado
quiescente a un fenotipo activo con capacidad proliferativa, fibrogénica, contractil y con
escaso contenido en vitamina A, iguales a los miofibroblastos, y con capacidad de
sobreproduccién y acumulacion de colageno en el higado (Friedman, 1999b, 2007).

Se han identificado multiples citoquinas y factores de crecimiento que
intervienen en la activacion de las CEH favoreciendo la fibrogénesis hepatica, como el
factor de transformacion B (TGF-B) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), que son los factores mas importantes implicados en la transformacion,
proliferacion y migracion de las CEH (Friedman y col., 2007), como se observa en la
figura 32. Ademas, éstas células también pueden ser activadas por células del sistema
inmunitario, hepatitis virales, toxinas como el acetaldehido (producto del metabolismo
del alcohol), la esteatohepatitis alcoholica, y trastornos autoinmunes (Pinzani y col.,

2010; Marra y col., 2009; Friedman, 2008; Bataller y col., 2005; Friedman, 1999b).
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Figura 32. Mecanismos de fibrogénesis en la enfermedad hepatica
alcoholica. GSH: glutation; IL: interleucina; NFkB: factor nuclear
kappa B; PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas; RLO:

radicales libres de oxigeno; TGF: factor transformante de crecimiento;

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa (Figura extraida de Laso y col.,
2005).

El proceso de activacion de la célula estrellada presenta dos fases, tal como se
indica en la figura 33. Primero se produce la fase de iniciacion, también llamada
“estado preinflamatorio” y posteriormente la fase de mantenimiento, que puede estar
seguida de una fase de resolucion si el dafio cesa.

En la fase de iniciacion se producen los cambios iniciales en la expresion de
genes y en su fenotipo que hacen que las células respondan a otras citoquinas. Esta
estimulacion es paracrina e incluye la exposicion a peroxidos lipidicos, productos
derivados del dafio hepatico, y sefiales provenientes de las células de Kupffer y las
células endoteliales. De esta forma se produce una activacion temprana de las CEH, asi
como cambios alrededor de la matriz extracelular. Una vez activada la CEH, el

mantenimiento consiste en la persistencia del estimulo que produce activacion del
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fenotipo y genera fibrosis. La activacion sostenida implica al menos siete cambios en el
comportamiento celular: proliferaciéon, quimiotaxis, fibrogénesis, contractilidad,
degradacion de la matriz, pérdida de retinoides, y la liberaciéon de quimioquinas y
citoquinas. El efecto neto de estos cambios produce un incremento de la acumulacion de
matriz extracelular. Durante esta fase hay una liberacion de estimulos proinflamatorios,
profibrogénicos y promitogénicos que actuan de manera autocrina y paracrina. La fase
de resolucion incluye los mecanismos que causan la apoptosis de la CEH, ya sea

senescente o quiescente (Krizhanovsky y col., 2008).
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Figura 33. Activacion de la célula estrellada a través de los
mecanismos clasicos (cuadro superior) y a través de nuevos
mecanismos (cuadro inferior).

El acetaldehido producto del metabolismo del etanol en los hepatocitos actiia

sobre las CEH de manera paracrina. Lo hace a través de una serie de vias de

senalizacion y factores de transcripcion. Se une a componentes celulares formando
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aductos como el malondialdehido, 4-hydroxinonenal y malondialdehido-acetaldehido,

que ayudan a mantener a la CEH activada (Mello y col., 2008).

18.4. Células de Kupffer

Las células de Kupffer son células del sistema inmunitario pertenecientes al
grupo de los macrofagos que se localizan en el higado. Estas células producen
citoquinas, factores de crecimiento y mediadores bioldgicamente activos. Ademads, se
encargan de la eliminacion de sustancias extrafias y la regulacion de la respuesta
inflamatoria e inmunitaria. Las células de Kupffer desempefan también un papel
fisiopatologico destacado en el dafio hepatico por endotoxina o alcohol y en la
patogénesis de la inflamacion y fibrosis hepatica.

En condiciones fisioldgicas, eliminan de la circulacién sanguinea todo tipo de
particulas extrafias, innecesarias o alteradas mediante el proceso de fagocitosis (Gao y
col., 2008; Lovdal y col., 2000). Participan en el metabolismo de las lipoproteinas e
intervienen en el proceso de captacion y de detoxificacion de las endotoxinas que llegan
del flujo venoso portal desde el intestino (Fox y col., 1990; Shiratori y col., 1993).

Al igual que otros fagocitos mononucleares, actian como células presentadoras
de antigenos activando la respuesta inmunitaria derivada de los linfocitos T (Rogoff 'y
col., 1981), que también pueden desencadenar una respuesta citotoxica semejante a la
realizada por las células NK para eliminar células tumorales circulantes (Schuurman y
col., 1995).

Ademéds, la activacion de las células de Kupffer da lugar a la secrecion de
potentes radicales libres derivados del oxigeno, intermediarios del nitrégeno, numerosas

citoquinas y eicosanoides (Decker y col., 1990).
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El mecanismo por el cual las células de Kupffer participan en la lesion
alcohodlica no estd totalmente establecido, pero se ha observado un incremento del
numero de células de Kupffer en el higado de pacientes con hepatitis alcoholica
(Karakucuk y col., 1989). También se ha sugerido que puede estar relacionado con la
incapacidad de estos macrofagos de eliminar las endotoxinas (Adachi y col., 1995).

Los ROS que producen las células de Kupffer también pueden dafiar al
hepatocito (Knecht y col., 1995). Por otro lado, la liberaciéon de prostaglandina E2
(PGE,) por la célula de Kupffer en respuesta al alcohol induce la sintesis de triglicéridos
por los hepatocitos, cuya acumulacion contribuiria a la aparicion de esteatosis (Enomoto
y col., 2000).

Ante la presencia de alcohol, las células de Kupffer pueden secretar IL-8, la cual
es un potente agente quimiotactico inductor de la infiltracion de neutrofilos (Maher y
col., 1995). Otros factores que pueden liberar las células de Kupffer activadas por el

etanol son IL-1, IL-6, TGF-B1 y TNF-a (Thornton y col., 1991: Shiratori y col., 1993).

18.5. Células Natural Killer en el higado

Las células NK forman parte del sistema inmunitario, y juegan un papel muy
importante en la defensa contra infecciones virales y células tumorales. El mecanismo a
través del cual la célula NK mata a otra célula se basa en el balance neto entre las
senales emitidas por receptores inhibidores y activadores que se expresan en su
membrana (Lanier, 2005; Colucci y col. 2003; McQueen y Parham 2002). La actividad
proliferativa de estas células es muy baja, y en el higado, la poblacién de células NK
son continuamente repuestas desde una fuente extrahepatica, que suele ser la médula
6sea. Bajo condiciones fisiolégicas normales, tienen un rapido recambio,

permaneciendo entre 1-2 semanas en el higado (Vanderkerken y col., 1993).
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18.5.1. Efecto antifibrético de las células NK

Se ha descrito que las células NK tienen una actividad antifibrotica a través de la
destruccion de las CEH activadas (Gur y col. 2012; Muhanna y col. 2011). En
condiciones normales las CEH se encuentran quiescentes, pero al producirse dafio
hepatico se activan y se comportan como los miofibroblastos, produciendo colageno e
iniciando el proceso fibrético. Esta activacion da lugar a la aparicion de un conjunto de
células estrelladas en diferentes fases de activacion y diferenciacion, con diferentes
fenotipos de transicion, expresion de genes y funciones en base a la cantidad de retinol
presente en su citoplasma y el dafio en su ADN (Friedman, 2008).

Se ha descrito un tipo de CEH denominada ‘“tempranamente activada” que
aparece a los siete dias tras iniciarse el dafio hepatico, que presenta alta acumulacion de
retinol en su citoplasma y cuya metabolizacion a acido retinoico induce la expresion de
acido retinoico tempranamente inducible-1 (RAE-1, del inglés, retinoic acid early
inducible-1), ligando de NKG2D en la células NK en ratones, que induce la activacion
de la célula NK que producird la destruccion de la CEH tempranamente activada.

A los veintiun dias aproximadamente la CEH ha agotado sus reservas de retinol
y no expresa RAE-1. La ausencia de este ligando la hace resistente a la apoptosis
mediada por la célula NK. Se dice en este momento que estd completamente activada.
Posteriormente, cuando aparecen dafios en el ADN se induce la expresion de antigeno
HLA clase I no clésico relacionado con cadena del gen A (MICA, del inglés, MHC
class I chain-related gene A) en la CEH, el cual es el ligando mas potente del receptor
NKG2D. En este momento la CEH comienza su estado de “activada senescente”. MICA
se une al ligando NKG2D en humanos induciendo la activacion de la célula NK que

producird la destruccion de la CEH (Figura 34).
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Por tanto, las células NK destruyen a las CEHs activadas tempranamente y a las
senescentes, pero no destruye a las quiescentes ni a las completamente activadas
(Radaeva y col., 2007; Krizhanovsky y col., 2008). La induccion de la apoptosis de las

CEH a través de las células NK disminuye por tanto la produccion de colageno y de

fibrosis.
Cultivo de CEH (0 dias) 7 dias 21 dias
~ CEH CEH activada CEH activada CEH activada
Quiescente tempranamente completamente senescente
&
Quiescente Retinol—4cido retinoico Pérdida de retinol ADN d‘i'\fli“—‘if
No activacién | Induccién de
de célula NK la ausencia de la act :

expresion de RAE1

diad ligand
mediada por ligando produce TGF-B

Destruccién No destrucciéon
mediad: mediada
por célula NK

No destrucciéon
mediada N
por célula NK por célula NK

Figura 34. CEH en sus diferentes estados de transicion. Las células
activadas tempranamente y las senescentes son las susceptibles de
apoptosis mediada por la célula NK (Figura extraida de Gao y col., 2009).

La regulacion de la fibrosis esta mediada a través de un proceso de equilibrio
entre los mecanismos pro-fibroticos y anti-fibréticos. Las células pro-fibroticas como
los macrofagos M1, los neutréfilos, los linfocitos Th17, linfocitos T CD8+, y células
NK, pueden secretar citoquinas pro-inflamatorias y otros mediadores, que activan a la
CEH y produce coladgeno. Por otro lado, las células anti-fibroticas incluyen macrofagos
M2, células de la médula 6sea CD11b+Grl+, linfocitos Th17, células NK, y células
NKT, las cuales inhiben la activacién de las CEH mediante la produccion de IL-10,

IFN-y, TRAIL, o IL-22.
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Algunas células también pueden jugar un papel dual en la patogénesis de la
fibrosis hepatica a través de una via diferente a la de regulacion de la activacion de las
CEH, como los macroéfagos, las células dendriticas, NKT, y células Th17 (Hyon-Seung

y col., 2013), como se muestra en la figura 35.

Dendritic cells
M1 macrophage M2 macrophage

Neutrophil , \ \ @ CD11b*Gr1*

Pro-fibrotic Anti-fibrotic
Figura 35. Interaccion entre CEH y otras células
de sistema inmune que intervienen en la
regulacion de la fibrosis (Hyon-Seung y col.,
2013).

18.5.2. Efectos del alcohol sobre el numero y actividad de las células
NK
El consumo crénico del alcohol suprime la funcién de las células NK debido a la
inhibiciéon de su expresion de TRAIL, NKG2D e IFN-y (Jeong y col. 2008a). Esto
inhibicion contribuye a la progresion de la fibrosis hepatica.
Ademas, el alcohol reduce el porcentaje y numero de células NK (Perney y col.,
2003) a través de la inhibicion de la liberacion de las células NK desde la médula o6sea,
y esto se asocia a una disminucion de las células NK esplénicas (Zhang y Meadows

2008). También aumenta la apoptosis de las células NK en el bazo y médula dsea. Este
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efecto parece estar relacionado con la disminucion de IL-15 que produce (Pruett y col.,

2003), por un mecanismo que se resume en la figura 36.
Consumo crénico
de Alcohol

IL-15{

/h prqi’i']c lion

| | T \‘,

Células NK
esplénicas

Médula 6sea ”

Figura 36. Efectos del consumo cronico de alcohol sobre la
célula NK en la médula 6seas y en el bazo (Figura extraida de
Zhang y Meadows 2011).

Por otro lado, el alcohol induce la produccion de altos niveles de TGF-$ por
parte de las CEHs completamente activadas y por los miofibroblasos, siendo uno de los
mas potentes inhibidores de la activacion de la célula NK. De esta manera evita la

apoptosis de la CEH (Jeong y col., 2011).

18.6. Mecanismos de lisis de célula estrellada hepatica por células NK

Las células NK se activan a través de ligandos TLR (TLR3, TLR4), que
interaccionan con los receptores NKG2D, NKp46, TRAIL (Figura 37 y 38). Estos
receptores estan implicados en el control de la fibrosis hepatica a través de la
destruccion de las CEHs. Las CEH activadas tempranamente y senescentes expresan

altos niveles de ligandos de células NK que se unen a los receptores activadores NK
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(citados previamente), induciendo la activacion de la célula NK que producird la
apoptosis a través de mediadores citotoxicos selectivos. La célula NK activada también
producird IFN-y, destruyendo a la CEH directamente y aumentado la citotoxicidad
(Glassner y col., 2012; Gur y col., 2012; Gao y col., 2103).

La célula NK solo destruye a la CEH activada tempranamente o a la senescente
(no a la quiescente ni a la completamente activada). El motivo por el que la CEH
quiescente o completamente activada no es destruida por la célula NK es porque la CEH
no expresa en su membrana elevados niveles de ligandos activadores de las células NK,
y por tanto la célula NK no puede reconocer a ese tipo de CEH por lo que se produce un

aumento de la resistencia a la apoptosis (Radaeva y col., 2007; 2006; Glassner y col.,

2012).
Células NK
activadoras Células NK Células diana: CEH 'S
IFN-y
Ligandos TLR s
(TLR3, TLR4) \\\ IFN YR Fibrosis ‘

/ hepatica

ﬁ’\ /
N Apoptosm. (’]e CEH
\ —~ Interrupcion del

ciclo celular

Citoquinas ) 4
(IFN-a, INF-y) +

b4
Las células NK _#“NkG2D

activan  a  las"() Nepi——

CEHs a través )

; NKp46 /

ligandos  (RAEI TRAIL CEHs activadas tempranamente
ele ou ratones) G i CEHs activadas senescentes
(MICA etc en ranm.ma
jhumanos) ) Perforina

Figura 37. Mecanismos del efecto antifibrotico de la célula NK (Figura extraida
de Gao y col., 2103).

Los receptores KIR también tienen un papel importante en el efecto
antifibrético. Los receptores KIR inhibidores (iKIR) presentes en la célula NK se unen a
sus ligandos, moléculas de HLA clase I (MHC-1) presentes en la CEH, inhibiendo su

destruccion (Figura 38). Cuando se produce daiio hepatico disminuye la expresion de
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los receptores KIR inhibidores, y por tanto, disminuye el efecto inhibidor sobre la
destruccion de las CEHs. La union de iKIR con MHC-1 pone en marcha una serie de
mecanismos que favorecerdn la apoptosis de la células estrellada. Otra senal que
induciria la apoptosis es STATI1, como se muestra en la figura 38 (Muhanna y col.

2011; Jeong y col., 2008¢).

Activated

stellate cells|
IR PN 2
NKG2D
v

Apoptosis
Cell cycle arrest

eo 7O

TRAIL
Granzyme,

Figura 38. Mecanismos de citotoxicidad mediada
por la célula NK contra la CEH (Figura extraida de
Jeong y col., 2008c).

MHC-1: complejo mayor de histocompatibilidad; RAE1: acido
retinoico tempranamente inducible-1, RA: acido retinoico.

Las células NK también pueden ser activadas por varios ligandos TLR, pero
también a través de la produccion de citoquinas como el IFN-y. El IFN-y no sélo
induce directamente la muerte de la CEH, si no que aumenta todavia madas la
citotoxicidad contra la CEH deteniendo el ciclo celular (Jeong y col., 2006; Rockey y
col., 1992).

El alcohol inhibe el efecto anti-fibrético de las células NK a través de multiples
mecanismos que incluyen la disminucion del nimero de células NK y de la
citotoxicidad de las células NK contra las CEH; el aumento de la produccion de TGF-$1
por parte de la CEH, seguido de la inhibicioén de su apoptosis mediada por las células

NK. Ademas, el alcohol induce la expression del supresor de la sefializacion de

110



Introduccion

citoquina 1 (SOCSI1; del inglés, suppressor of cytokine signaling 1) sobre CEH, seguido
de la inhibicién de la produccion de IFN-y por parte de la CEH. El etanol también
estimula a los hepatocitos a producir moléculas de estrés oxidativo lo cual inhibe la
produccion del IFN-y por parte de la CEH (Jeong y col., 2008a).

Se ha identificado la sefial de transduccion y activacion de la transcripcion 1
(STAT1) como un importante regulador negativo de la fibrosis hepatica. La activacion
de STATI atentia la fibrosis hepatica a través de la inhibicion de la proliferacion de la
célula estrellada, la atenuacion de la sefializacion de TGF-B, y la estimulacion de las

células NK que, a su vez, inhiben a la célula estrellada.

19. GENES KIR

Los receptores de células NK pertenecientes a la superfamilia de
inmunoglobulinas (KIR, del inglés, Killer cell immunoglobulin-like receptors) son un
grupo receptores de membrana que se expresan en la superficie de las células NK y en
subpoblaciones de linfocitos T y y 6 (Falk y col., 1995; Mingari y col., 1997). Los
receptores KIR fueron identificados serologicamente por primera vez por Moretta y
col., 1993.

Los genes KIR, son una familia de genes polimorficos altamente homologos
ubicados en el cromosoma 19q13.4 dentro del denominado complejo del receptor
leucocitario (LRC, del inglés, Leukocyte Receptor Complex) tal como se muestra en la
figura 39. Se han identificados 16 genes KIR (Dupont y col. 1997; Wende y col. 1999).
El LRC también codifica 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.
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Figura 39. LCR (cromosoma 19ql13.4)
junto con un haplotipo KIR. ElI LCR
codifica ademds de los genes KIR,
proteinas adaptadoras DAP, antigeno
CD66, asi como receptores SIGLEC,
FcyRT, LILR, LAIR, FcaR y NCRI.

Los estudios realizados en los ultimos afios han puesto de manifiesto una amplia
diversidad KIR, que deriva tanto de su polimorfismo genético como alélico (Uhrberg y
col., 1997; Selvakumar y col., 1997). Como consecuencia de ello, s6lo hay una pequena
probabilidad de que dos individuos seleccionados aleatoriamente tengan el mismo
genotipo KIR (Shilling y col., 2002a).

El descubrimiento de esta familia de receptores KIR ha sumado una funcion
adicional a las moléculas de clase I del antigeno leucocitario humano (HLA-I). Las

moléculas de HLA-I, a través de su interacciéon con los receptores KIR modulan la
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actividad de las células NK y de un grupo de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Vilches y

Parham, 2002).

19.1. Nomenclatura y estructura de los receptores KIR

La Organizaciéon sobre el Genoma Humano (HUGO) ha establecido una
nomenclatura para estandarizar la estructura y funcién de los genes KIR, en base a un
codigo de letras y numeros, segun el nimero de dominios Ig extracelulares y las
caracteristicas de su cola intracitoplasmatica, tal como se muestra en la figura 40 y 41,

ya que clasicamente los genes KIR han tenido numerosas nomenclaturas (Tabla 16).

Tabla 16. Nomenclatura de los genes KIR.
Genesymbol ProtenSymbol Despton o meses

KIR2DL1 KR20DL1 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 1 47.11,CD158a,
cl-42, nkat1, p58.1

KIR2DL2 KR2DL2 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 2 CD158b1, cl-43, nkaté
KIR2DL3 KR20DL3 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 3 CD158b2, c-6, nkat2, nkat2a, nkat2b, p58
KIR2DL4 KR2DL4 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 4 15.212, 103AS, CD158d
KIR2DL5A KR2DLSA killer cellimmunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, SA CD158f, KIR2DLS.1
KIR2DL5B KR2DL5B killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 5B KR2DL5.2, KIR2DL5.3, KIR2DLS 4
KIR2DS1 KR2DS1 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 1 CD158h, EB6Act], EB6AtII
KIR2DS2 KR2DS2 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 2 183Actl, CD158j,
cl-49, nkats
KIR2DS3 KR2DS3 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 3 nkat7
KIR2DS4 KR2DS4 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 4 CD158i, cl-39, KKA3, nkat8
KIR2DS5 KR2DS5 killer cellimmunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 5 CD158g, nkat9
KIR2DP1 KR2DPL killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, pseudogene 1 KR2DL6, KIR15, KIRY, KIRZ
KIR3DL1 KR3DL1 killer cellimmunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 1 AMB11, CD158e1, c--2, c--11, KIR, nkat3, NKB1, NKB1B
KIR3DL2 KR3DL2 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 2 D158k, cl-5, nkat4, nkat4a, nkat4b
KIR3DL3 KR3DL3 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 3 D158z, KIR3DL7, KIR44, KRCL
KIR3DS1 KR3DS1 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, short cytoplasmic tail, 1 (CD158e2, nkat10
KIR3DP1 KR3DPL killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, pseudogene, 1 CD158¢, KIR2DS6, KIR3DS2P, KIR48, KIRX

Long y col., 1996; Marsh y col., 2003; Vilches y col., 2002; Gémez-Lozano y col.,
2002.
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Figura 40. Dominios estructurales de las molécuclas KIR. La
letra K es un residuo de lisina (Lys) transmembrana y la letra

R es un residuo de Arginina (Arg).

Los dominios de Ig extracelulares se denominan desde la posicion mas distal de
la membrama como DO, D1 y D2. Si los receptores KIR presentan soélo dos de los tres
dominios se nombran como 2D (KIR2D), y si presentan los tres dominios se nombran
como 3D (KIR3D).

Los receptores KIR2D pueden tener los dominios D1-D2 (tipo I) o los dominios
DO0-D2 (tipo II), siendo el tipo I de receptores KIR2D el mas frecuente, mientras que al
tipo II solo corresponden el KIR2DL4 y el KIR2DLS (Vilches y col., 2000a; 2000b).

Dependiendo de los dominios intracelulares se distinguen otros dos tipos: KIR
inhibidores (iKIR) que poseen un tallo citoplasmatico largo (L, del inglés Long tail) y la
presencia de uno o dos motivos ITIM (del inglés Immunoreceptor Tyrosine-Based

Inhibition Motifs), que son los responsables de su funcion inhibidora, y KIR activadores

(aKIR) caracterizados por un tallo citoplasmatico corto (S, del ingles Short tail), que
carecen de ITIMs, pero poseen un residuo de lisina (Lys) cargado en la region

transmembrana que permite la asociacion del receptor KIR con la molécula accesoria
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DAP12, que produce una sefial activadora a través de motivos ITAM (del inglés,
Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif) (Trowsdale y col. 2001; Moretta A.,

1997).
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aDL2 2DL2 2084
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\ . J/ \ .
Inhibidores Activadores

Figura 41. Dominios estructurales intracelulares y
extracelulares de los receptores KIR clasificados
segun su actividad activadora (derecha) o inhibidora
(izquierda). Se observan los diferentes dominios intra
y extracelulares de cada uno de los genes KIR, asi
como los cambios en los aminodcido transmembrana.
R: arginina; K: lisina (Figura extraida de Bashirova y
col., 2006)

Existe un receptor (KIR2DL4) que a pesar de poseer un brazo citoplasméatico
largo con un motivo ITIM, presenta en su region transmenbrana el aminoacido arginina
(Arg) cargado, por lo que tiene funcion activadora e inhibidora (Rajagopalan y cols.,
2001).

Ademas también se han identificado dos pseudogenes KIR, a los que
actualmente se les ha asignado la letra P (KIR2DP1 y KIR3DP1), cuyos transcritos de
ARN-m y proteina no han sido identificada todavia, y no codifican ninguna molécula
KIR funcional (Uhrberg y col. 1997).

Se han identificado ocho genes que codifican para iKIR (KIR3DLI1-3,

KIR2DL1-4 y KIR2DLYS), y seis genes para aKIR (KIR3DS1 y KIR2DS1-5).
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Sélo hay un gen que codifica el receptor KIR2DL4 con funcion tanto inhibidora
como activadora (Faure y col., 2002; Rajagopalan y col. 1999).

Los genes KIR se caracterizan por su alto polimorfismo génico y alta diversidad
alélica. Continuamente se estdn identificando nuevas formas alélicas que pueden o no
codificar diferentes transcritos y formas proteicas (IPD-Database). La figura 42 muestra

el numero de alelos y proteinas encontradas para cada gen KIR.

KIR Alleles: 678

Gene 20L1 2012 2013 20L4 2DL5 2051 2052 2DS3
Alleles 44 29 44 51 43 15 22 15
Proteins 24 12 23 27 18 7 8 6
Nulls 2 0 1 0 0 0 0 1
Gene 2054 2DS5 3DL1 3051 3DL2 30L3 20P1 3DPL

Alleles 18 92 16 86 108 28 27

30

Proteins 13 12 62 13 62 56 0 0
Nulls 0 0 1 1 1 0 0 0

Number of Component Entries: 941
Number of Source Cells: 1,002

Figura 42. Datos actuales sobre el nimero de alelos y proteinas encontradas para cada gen
KIR (www.allelefrequencies.net).

19.2. Tipos de Haplotipos KIR
El contenido genético de un individuo permite inferir 2 tipos de haplotipos KIR,

el denominado haplotipo A y haplotipo B, mostrados en la figura 43 (Parham y col.,

2003; Wilson y col., 2000a; Wende y col., 2000; Wende y col., 1999).
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Figura 43. Disposicion de los genes KIR a lo largo del cromosoma, mostrando los 2 tipos
principales de haplotipos A y B. Se muestra la estructura de los dos haplotipos KIR segun
el orden de sus genes. Los genes de color rojo son los genes constitutivos y se encuentran
en la parte central y en los extremos (3DL3, 3DL2, 2DL4 y 3DP1). Los de color rosa son
los pseudogenes (2DP1 y 3DP1), y los verdes son el resto de genes no constitutivos
(Figura tomada de Parham y col., 2003).

El haplotipo A contiene siete genes y dos pseudogenes, y se caracteriza por
codificar genes de receptores principalmente inhibidores (KIR3DL3, KIR2DL3,
KIR2DPI1, KIR2DL1, KIR3DPI, KIR2DL4, KIR3DL1 y KIR3DL2), y so6lo un gen
activador (KIR2DS4). En cambio, el haplotipo B presenta mayor variabilidad genética y
contiene varios genes que codifican receptores activadores (Figura 44).

La poblaciéon humana presenta ambos grupos (haplotipo A y B) pero sus
frecuencias pueden variar considerablemente de wunos individuos a otros

(www.allelefrequencies.net; Parham y col., 2005a; Yawata y col., 2002; Norman y col.,

2001).

Las frecuencias de los haplotipos KIR varia en la poblacion entre los diferentes
grupos étnicos (Norman y col., 2001; Crum y col., 2000; Witt y col., 1999). Estas
diferencias de haplotipos KIR entre poblaciones pueden ser determinantes en la
susceptibilidad o prevenciéon de un grupo a la hora de desarrollar una determinada

enfermedad.
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19.3. Genotipos KIR generales

Segun el tipo de haplotipos heredados en un individuo, se pueden establecer tres
genotipos diferentes (AA, BB, AB). Los individuos que sean portadores solamente del
haplotipo A son considerados homocigotos para el haplotipo A y se denomina genotipo
AA. Aquellos individuos que no poseen ni KIR2DL1, 2DL3, 3DL1 o 2DS4, llevan dos
copias del haplotipo B y se denomina genotipo BB. El resto de individuos son
considerados heterocigotos AB, por lo que a este genotipo se le denomina genotipo AB.
Estos individuos poseen los nueve genes presentes en el haplotipo A, y alguno de los
genes especificos del haplotipo B (KIR 2DL2, 2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5 y
3DS1).

Los haplotipos més frecuentes en la poblacion caucéasica se muestran en la

siguiente figura.

Haplotipo KIR Frecuencia. de gen (%)
" 1
A+B |A B
A B1 B2 | B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 | haplo- | haplo- |haplo-
m types |types |[types
2DL4 100 100 | 100
2DL5 27.4 0 €0.1
L1 88.8 100 7.7
;gs 1 L L L s s s s L £ L 45 pe 283
3pL2 100 100 00
20L1 26.9 100 2.1
2pL2 5 . 5 . = . ps . 36.6 0 o2.1
20L3 < < o v & 63. 100 7.9
o
3]
] 2Ds1 10,0 0 47.9
2Ds2 36.6 s} o2
2083 55 0 30,0
2Ds4 88.8 100 71.7
2Dss a7 0 219
3DL3 100 100 100
Haplotype
frequency | 58.1 1.8 8.1 3.4 24 20 30 4.1 24 1.0
(%)

Figura 44. Haplotipos KIR mads representados en poblaciones
caucasoides. Los genes conservados se muestran en marron. Los
genes que pueden estar presentes en ambos haplotipos A y B se
muestran en naranja, y los genes que son especificos del grupo B
se muestran en azul. (Figura tomada de Parham y col., 2005).
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19.4. Genotipos KIR especificos
La presencia o ausencia de cada gen en un individuo determina un perfil
genotipico KIR concreto. Existen mas de 100 perfiles KIR identificados entre diferentes

individuos, algunos de los haplotipos pueden observarse en la figura 45.
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Figura 45. Los distintos haplotipos KIR segun el contenido de genes KIR (Figura
extraida de Jiang y col., 2012).
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Los genes KIR3DL3, 3DP1, 2DL4, y KIR3DL2 estan presentes en todos los
haplotipos por ser genes constitutivos. Como se observa en la figura 45, hay genes que
ocupan el mismo loci en el cromosoma, de tal manera que cuando uno esta presente el
otro gen estd ausente, es decir, son formas alélicas. Esto ocurre con los genes
KIR2DL2/L3, KIR2DS3/S5 y KIR3DL1/3DS1.

Cabe destacar ciertos equilibrios de ligamiento entre diferentes genes KIR, de tal
manera que cuando un gen esta presente o ausente el otro también, y viceversa. Esto
ocurre con los pares de genes KIR2DL1/P1, KIR2DL2/S2, KIR3DL1/2DS4 y

KIR2DL4/3DP1.

19.5. Expresion de KIR y ligandos KIR

Las moléculas KIR se caracterizan por su expresion estocastica debido a que en
un clon de células NK de un individuo puede variar de manera considerable los
receptores KIR que expresa en su superficie.

Cada célula debe tener al menos un receptor inhibidor, de manera que cuando
no hay una inhibicién apropiada ante la uniéon KIR-ligando, habra otro tipo de receptor
inhibidor que lo compensara (Valiante y col., 1997; Raulet y col., 2001; Shilling y col.,
2002b). Los genes KIR de un individuo se expresan de manera que se genera un gran
niamero de diferentes subconjuntos de patrones de expresion de receptores KIR
(Uhrberg y col., 2001; Husain y col., 2002). Asi se ha visto que, en individuos
heterocigotos, los clones de células NK pueden no expresar ningin gen, o expresar uno
o ambos genes KIR3DL1 y 3DL2, mientras que, normalmente si expresa ambos alelos
de 2DL4 (Chan y col., 2003). Esta diversidad supone que al menos un clon de células
NK puede responder a la regulacion inhibitoria de cualquier isotipo de HLA-I (Pietra y

col., 2000; Carr y col., 2002; Vilches y col., 2002).
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Los ligandos de los receptores KIR son moléculas HLA de clase I (Long y col.,

2000; Sawickiy col., 2001), aunque no todos sus ligandos se conocen (Valiante y col.,

1997; Biassoni y col., 2003). Todas las moléculas HLA-C son ligandos de receptores

KIR, ademas de algunos HLA-B y HLA-A.

En la figura 46, 47 y 48 se muestran los receptores KIR y sus ligandos HLA

conocidos.

22

3003

1(_)

(3]
2011 -o—o—t\&_ HAC
- 5 _:L%—MJH
N\
30L1 -0-0—8 3) %_ G
M OeLL e oo_&%* HLA-ANA11

DB use

2083
2052 )
3051 ‘%
2081 TARGET CELL

Figura 46. Receptores KIR
presentes en la células NK y
sus ligandos moléculas HLA
correspondientes.

Las moléculas codificadas por genes HLA-C son ligandos para los receptores

KIR2D (Boyton y col., 2007). 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 (Biassoni y col., 1995), de manera que HLA-C tiene dos alotipos (Cw grupo 1 y

Cw grupo 2).
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Figura 47. Estructura de los
Receptores KIR y sus ligandos
HLA-I. La nomenclatura de KIR
hace referencia al numero de

dominios extracelulares (2D o 3D)

y a la longitud del tallo
citoplasmatico (L de largo, S de
corto —del inglés, short-). Los
dominios extracelulares se

representan con un bucle o curva de
color azul, y los ITIM del tallo
citoplasmatico de color amarillo.
Los residuos cargados
positivamente en la  region
transmembrana se representan como
un rombo rojo (Figura tomada de
Parham y col., 2003)

HLA-C1 es ligando de KIR2DL2/S2 y KIR2DL3, mientras que HLA-C2 lo es

de KIR2DL1/S1, (Colonna y col., 1992; Winter y col., 1997).
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KIR3DLI interactua con el alotipo HLA-B a través del epitopo Bw4 (Cella y
col.,, 1994), y KIR3DL2 interactia solo con algunos alotipos de HLA-A (HLA-A3 y
HLA-A11) (Pende y col., 1996; Dohring y col., 1996).

KIR2DLA4 probablemente interactia con HLA-G (Rajagopalan y col., 1999). Los
ligandos para KIR2DLS, 2DS3, 2DS5, y 3DL3 no estan definidos. Los receptores KIR y

sus ligandos se muestra en la figura 46, 47 y 48.

2DL1 and 2DS1 2DL2/3 and 2DS2 3DL1/S1 3DL2 2DL4 2DsS4

HLA-C grp 2 HLA-C grp 1 HLA-B Bw4 HLA-A HLA-G
C*02 C*01 B*08 A*03 C*04
C*04 C*03 B*13 A*11
C*05 Cc*07 B*27
C*06 C*08 B*44
B*51
B*52
B*53
B*57
B*58

Figura 48. Ligandos especificos de receptores KIR.

El grupo C1 se caracteriza por presentar el aminoacido Asparagina (Asn) en la
posicion 80 e incluye a los alelos HLA-C*01, *03, *07, *08, *12, *14, *16:01.
Por otro lado, el grupo C2 presenta Lisina (Lys) en la posicion 80 , y engloba a

los alelos HLA-C*02, *04, *05, *06, *15, *16:02, *17, *18 (Figura 49).
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Species MHC-C1-KIR: MHC-C2-KIR:
older and weaker younger and stronger
KIR2DL2 KIR2DL1
D1§b %2 b D2
Met44 i 7
LyS44 : \\ : /l
L Asngo e
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Figura 49. Interacciones de la molécula de HLA-C y los genes KIR. (Figura tomada
de Parham y col 2005).

Aunque los receptores activadores presentan dominios extracelulares
estructuralmente idénticos a los receptores inhibidores, KIR2DS1 se une de manera mas
débil a los alelos C2 que KIR2DL1 y, la unién de los receptores KIR2DS2 con el HLA-
C de tipo I no ha podido ser detectada (Parham, 2005b).

La especificidad de la interaccion KIR/HLA-C viene definida no sélo por el
dimorfismo del HLA-C en posicion 80 (Asn vs. Lys), sino también por el dimorfismo
correspondiente del receptor KIR en la posicion 44 del dominio D1, como se muestra en
la figura 49 (Boyington y cols., 2001).

Estudios sobre la afinidad de la interaccion KIR-HLA muestran que la unién de
las moléculas HLA-C del grupo C2 con su receptor especifico (KIR2DL1) es mas fuerte
y especifica que la de las moléculas del grupo C1 con KIR2DL2 o KIR2DL3, como se

muestra en Figura 50.
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A Functional KIR2DL- Increasing
HLA-C pairs activation

2DL1-C2 (homozygous)

2DL1-C2 and
2DL2-CA1

2DL1-C2 and
2DL3-C1

2DL2-C1 (homozygous)

2DL2-C1 and
2DL3-CH1

Increasing 2DL3-C1 (homozygous)

inhibition A

Figura 50. Jerarquia de la inhibicion mediada por
KIR2DL vy sus ligandos. KIR2DL1, KIR2DL2 y
KIR2DL3 se unen a su correspondiente HLA-C (C1
o C2) con diferente fuerza  produciendo una
graduacion en el incremento de la activacion o
inhibicion NK (Figura tomada de Parhan y col.,
2005).

19.6. Localizacion de los genes KIR centromérico y telomérico

Los genes constitutivos estan presentes en la region centromérica (KIR3DL3) y
telomérica (KIR3DL2) del haplotipo, asi como en la parte central (KIR3DP1 y
KIR2DLA4) del locus (Pyo y col., 2010). Estos genes constitutivos definen dos regiones
con genes que contienen una variacion (gene-content variation), una en la parte
centromérica del locus, y la otra en la parte telomérica. En ambas partes del locus se
encuentran dos tipos alternativos de genes que contienen motivos que son
cualitativamente diferentes, llamados Cen-A4, Cen-B, Tel-A and Tel-B. La combinacion
de las formas Cen-A y Tel-A pertenecen al haplotipo A, un haplotipo relativamente corto
en el que predominan los receptores inhibidores y que son reconocidos por moléculas
HLA de clase 1. Las otras tres combinaciones Cen-B with Tel-B, Cen-B con Tel-A, y
Cen-A con Tel-B, pertenecen al haplotipo B. Los motivos Cen-B y Tel-B son KIR

activadores y han reducido o perdido capacidad para reconocer a HLA-I. Los genes que
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contienen una variacion de los haplotipos KIR han evolucionado a través de la
recombinacion asimétrica, la cual estd facilitada por las regiones intergenéticas cortas
con alta similitud de frecuencia. Complementando este mecanismo estd la
recombinacion homologa en el centro del locus, que confirma los diferentes motivos
Ceny Tel (Wilson y col., 2000b; Pyo y col., 2010).

KIR2DL2/3 se localiza en la region centromérica: K/R2DL3 es un gen
caracteristica de Cen-A, mientras que K/R2DL? es caracteristico de Cen-B. KIR2DS? se
encuentra adyacente al gen K/R2DL2, tanto en Cen-A como en Cen-B. Ademas,
KIR2DL2 y KIR2DS?2 se encuentran en casi total desequilibrio de ligamiento uno con
otro y KIR2DS2 nunca se encuentra adyacente a KIR2DL3. Desde un punto de vista
funcional es importante apreciar la combinacion de KIR2DS2 y KIR2DL?2 que es el alelo
de KIR2DL3, una caracteristica que complica la interpretacion de muchas enfermedades

que se asocian Yy se correlacionan con Cen-A/Cen-B .

Centromeric Region Telomeric Region
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Figura 51. Disposicion gendémica y diversidad genética en el locus KIR humano. Los
haplotipos KIR mds comunes se representan esquematicamente. Los rectdngulos grises
representan la presencia de un gen concreto. KIR2DS2, KIR2DL2, y KIR2DL3 se
identifican especificamente para resaltar la relacion alélica de KIR2DL2 y KIR2DL3, y
para demostrar el vinculo entre KIR2DS2 y KIR2DL2. Arginina (R) y cisteina (C) son
los residuos codificados en la posicion 245 y se identifican para los alotipos KIR2DL1.
"Hap" es la designacion general para haplotipo; "Cen." y "Tel" se utilizan para designar
a los segmentos centromérico y telomérico, respectivamente. El sombreado rojo indica
un segmento del haplotipo A, el sombreado azul denota un segmento del haplotipo B
(Figura tomada de Moesta y Parham 2012).
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19.7. Influencia de los genes KIR en las infecciones virales

Las células NK estan implicadas en la defensa contra las infecciones virales. Por
este motivo, se han realizado diversos estudios que correlacionan los receptores KIR
presentes en las células NK solos o en combinacioén con las moléculas HLA de clase I,
con la susceptibilidad, resistencia y cronicidad de infecciones virales (Khakoo y
Carrington, 2006).

Una mayor curaciéon del VHC se ha podido observar en individuos que eran
homocigotos para KIR2DL3 y HLA-C1. Este estudio concluy6 que la débil interaccion
inhibitorio de KIR2DL3 con Cl1, aunque no una fuerte interaccidon inhibitoria de
KIR2DL2 y KIR2DL1 con C1 y Cl1, respectivamente, permite una mayor activacion de
sefiales durante la infeccion viral (Khakoo y col., 2004).

Ademas se ha descrito un comportamiento similar en la activacion versus
inhibiciéon de la recurrencia de CMV tras un trasplante de células hematopoyéticas,
observandose que a mayor numero de KIR activadores menor recurrencia (Chen y col.,
2006; Zaia y col., 2009). La recurrencia de CMV también se ha visto reducida en el
trasplante de rindn, ante la presencia de multiples receptores activadores (Stern y col.,
2008) y/o en ausencia de ligandos KIR inhibidores (Hadaya y col., 2008). Mas
especificamente, la ausencia de la interaccion de KIR2DL1 con C2, y KIR2DL2/L3 con
Cl1, fue el componente principal de esta asociacion (Hadaya y col., 2008).

Otros estudios también han observado una asociacion entre algunos genes KIR y
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), como en el caso de KIR3DL1/S1 y
HLA-B, cuya presencia retrasa la progresion a SIDA (Martin y col., 2002; Alter y col.,

2007).
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2. Justificacion del estudio

El consumo de bebidas alcohdlicas es actualmente uno de los principales factores
relacionados con el estado de salud de los individuos, otros factores condicionantes son
el estilo de vida, consumo de tabaco y de otras drogas, la actividad fisica y los factores
relacionados con la alimentacion y la nutricion, constituyendo uno de los principales
determinantes de la salud, desde una perspectiva epidemiologica del fenomeno salud-
enfermedad.

Espafia es uno de los paises donde el consumo de bebidas alcoholicas y los
problemas relacionados con el mismo adquieren una gran importancia, no sélo por el
alto nivel de produccion de algunos tipos de bebidas alcohodlicas, sino también por la
elevada prevalencia de su consumo, el amplio arraigo social que este habito tiene en
nuestras comunidades y la percepcion generalizada de que el alcohol, o al menos ciertos
tipos de bebidas alcohdlicas, forman parte del patron alimentario y dietético de nuestra
sociedad (Rehm y col., 2012; Rehm y col., 2013; Gual A., 2006).

El alcohol es la causa mas comun de cirrosis en el mundo occidental, esta
enfermedad cronica del higado es una indicacion bien establecida de trasplante hepatico.
La Region de Murcia a través de las actuaciones del Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca es pionera en la realizacion de trasplantes hepaticos (RETH, 2012). Su
realizacion supone un gran gasto sanitario y humano, por lo tanto puede resultar de
interés determinar las principales causas que conducen a su realizacion. Por ello en este
trabajo nos vamos a centrar en estudiar el impacto del consumo de alcohol en el
desarrollo de esta hepatopatia alcohdlica.

Por otra parte, el consumo cronico de alcohol produce alteraciones de indole diversa
tanto en el higado como en el sistema inmune, y esto propicia en Ultimo término

multiples consecuencias patologicas en el paciente que concluye con la pérdida del
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higado. Recientemente, se han observado los efectos del alcohol tanto en la respuesta
inmune especifica humoral y celular (Williams R y col., 2006; O'Shea RS y col., 2010;
Jeong Wy col., 2008).

Existen diversos estudios que 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. Se piensa que la participacion de las
células NK en este proceso se realiza a través de receptores de membrana y de
moléculas segregadas al espacio extracelular, lo que permite a la célula NK en su
conjunto participar en el control y desarrollo de la fibrogénesis (Gao B y col., 2007).

Por otra parte, estudios indican que la presencia de alcohol en el paciente con
lesion hepatica previa produce una alteracion en la expresion de moléculas HLA-C
presentes en las células estrelladas hepaticas (CEH) encargadas de la produccion de las
fibras colagenas (Gao By col., 2007; Tsukada S y col., 2006).

En la actualidad no existe ninglin estudio que analice en pacientes que desarrollan
cirrosis alcohdlica terminal, la variabilidad de la familia de genes que codifican los
receptores KIR (presentes en células NK) ni tampoco de las moléculas HLA-C en
presentes en los hepatocitos y en las células estrelladas a pesar de ser puntos claves en el
desarrollo de esta enfermedad (Bataller R y col., 2005).

Por todo ello en esta tesis nos hemos planteados los siguientes objetivos:
1- Realizar un estudio descriptivo de las principales indicaciones a trasplante hepatico
realizados en la Region de Murcia en un periodo de tiempo comprendido entre 1988 y
2013, centrando nuestro estudio en los pacientes sometidos a trasplante como
consecuencia de una cirrosis alcohdlica.
2- Determinar las principales caracteristicas clinicas y sociodemogréficas de los

pacientes trasplantados por cirrosis alcohdlica.
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3- Conocer la frecuencia de trasplantes realizados como consecuencia de una cirrosis
alcohdlica respecto al resto de indicaciones a trasplante.

4- Analizar las principales complicaciones pretrasplante y postransplante del paciente
trasplantado por cirrosis alcohdlica, asi como, la supervivencia tanto a corto como largo
plazo.

5- Estudiar la frecuencia de los genes KIR y HLA-C en pacientes con diferentes edades
que desarrollan procesos cirrdticos en presencia o ausencia de infeccion viral asociada y
todo ello comparando con una poblacion control sana.

6- Analizar si existe alguna relacion entre los receptores KIR y sus ligandos (moléculas
de HLA-C) que condicionen el desarrollo de cirrosis alcohdlica en pacientes con
diferentes edades y que desarrollan cirrosis alcoholica en presencia y ausencia de

infeccion viral asociada.

En caso de confirmarse la implicacion de los genes KIR y HLA-C como dianas
moleculares de susceptibilidad o de proteccion a través de su expresion como receptores
KIR y sus ligandos HLA-C, implicandose en los procesos de control y desarrollo de la
cirrosis alcohdlica, se podrian por una parte desarrollar tratamientos farmacoldgicos
personalizados dirigidos a la modulacion de estas moléculas en estos pacientes y por
otra parte se podrian establecer protocolos de informacion, asesoramiento, prevencion
del paciente alcoholico para evitarle en el futuro el desarrollo de una cirrosis hepatica

que podria complicarse con la pérdida del higado.
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1. Pacientes y métodos

Para la realizacion del primer capitulo de esta tesis se ha revisado
retrospectivamente una serie de 1026 pacientes sometidos a trasplante de higado en el
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA), entre 1988 y 2013.

Del total de pacientes revisados se seleccionaron posteriormente 303 en los que
la indicacion de trasplante hepatico fue la cirrosis alcoholica.

Para el desarrollo del segundo capitulo de la tesis se selecciond una cohorte de
pacientes con cirrosis alcoholica (n=303) de los cuales 281 correspondia a hombres y
22 a mujeres. Debido al bajo tamafio muestral de mujeres, el analisis se dirigio a
estudiar los 281 hombres solamente.

La serie final a estudio quedo6 integrada por un total de 281 pacientes varones
con cirrosis hepatica alcohdlica. De estos pacientes, 213 (75.8%) cursaron sin
infeccion viral asociada y 68 (24.2%) presentaron infecciones virales concomitantes.

Para el estudio caso-control, se utilizdo también un grupo control, constituido
por una serie de 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.

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

Cuando se analiza la media de edad en el total de pacientes con cirrosis
alcoholica se observa una frecuencia similar de pacientes en ambos grupos con y sin
infeccion viral, siendo de 53.63+ 0.495.

Posteriormente los pacientes se agruparon en dos grupos de edades (<54 afios y

>54 afios) siendo 54 afos la mediana de edad del total de pacientes con cirrosis
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alcohdlica fue de 54 afios. Este valor de mediana de edad se utiliz6 para clasificar en
dos grupos a los pacientes, de tal manera que se establecié un grupo de pacientes
jovenes cuando tenian menos o igual a 54 afios y otro grupo de pacientes anosos
cuando su edad era mayor de 54 afios.

El esquema de la seleccion de paciente se muestra en la figura 52.

En todos los pacientes se obtuvo el consentimiento informado (Anexo 1), y se
le entregd al paciente un documento informativo (Anexo II), y el comité ético

institucional aprobo el protocolo del estudio.
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Figura 52. Esquema representativo de los pacientes con cirrosis alcoholica
analizados en este estudio. * Este grupo de pacientes con cirrosis alcoholica
fueron estudiados demograficamente en el capitulo 1. ° Este grupo de
pacientes varones con cirrosis alcoholica se analizaron en el capitulo II para
estudiar los genes KIR de dicha poblacion.

2. Diagnéstico de cirrosis alcohdlica

En este estudio retrospectivo, el diagnostico de cirrosis alcoholica ha sido

determinado segun los datos recogidos en las historias clinicas de los pacientes en base
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a parametros clinicos, analiticos y radiologicos (Heidelbaugh y col., 2006). No
obstante, debido a que la informacion dada por el propio paciente respecto al consumo
de alcohol se infraestima o es frecuentemente imprecisa, en todos los casos el
consumo de alcohol se confirm¢ a través de familiares o amigos.

Por otro lado, es obligatorio el conocimiento de los habitos de consumo de
alcohol y la fecha de la tltima ingesta para evaluar la duracién de la abstinencia,
particularmente, para garantizar la abstinencia minima de seis meses, la cual una
condicion para incluir a los pacientes en lista de espera de transplante hepatico
(Beresford y col., 2000; Anand y col., 1997). En nuestro hospital, dicha abstinencia se
confirma por la afirmacion del propio paciente y de sus familiares. Ademads, se
realizan controles de alcoholemia periddicos si su médico lo cree oportuno, y se
determina la alcoholemia en las horas previas al trasplante hepatico.

Algunos de los pacientes de este estudio fueron diagnosticados de manera causal
tras la realizacion de un TAC o una ecografia, o a partir de una analitica que mostraba
datos sugestivos de hepatopatia, puesto que en fases iniciales de cirrosis hepatica no
existen manifestaciones clinicas o éstas son inespecificas debido a que la enfermedad
estd compensada. En otros casos la enfermedad no se diagnostico 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.).

3. Determinacion de los parametros clinicos y analiticos
El indice de masa corporal (IMC) de los pacientes fue determinado a partir de
los valores de peso y talla usados para el calculo del IMC en los pacientes con cirrosis

en los dias previos al trasplante hepatico. Ademas, se clasificaron en dos grupos, segiin
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el peso: pacientes con peso normal, en el que se incluian individuos con un IMC de
18.5 a 25, y pacientes con sobrepeso, que incluia a individuos con un IMC mayor de
25, de acuerdo a la clasificacion de la OMS.

Los parametros clinicos estudiados en esta tesis fueron los siguientes: ascitis,
encefalopatia, indice de Child-Pugh y MELD (explicados en el apartado de
introduccion). Todos estos datos se tomaron unas horas o unos dias previos al
trasplante.

La presencia de ascitis fue recogida seglin los datos de la historia clinica, y fue
clasificada en los tres grados establecidos de menor a mayor grado (I, II, III) de
acuerdo con la clasificacion del Club Internacional de Ascitis (Arroyo y col., 1996) y
segun los datos de la exploracion fisica o pruebas complementarias como la ecografia
abdominal (Goldberg y col., 1979).

La encefalopatia también fue recogida de la historia clinica, y clasificada en sus
grados correspondientes (I, II, III y IV) definidos en la escala de West Haven para la
gradacion semicuantitativa de la encefalopatia hepatica (Ferenci y col., 2002), segln la
anamnesis y exploracion fisica.

Tanto la escala de Child-Pugh como la del MELD fueron calculadas con los
datos recogidos previos al trasplante. Para la obtencion de la escala Child-Pugh se
utilizo la albumina, la bilirrubina, el INR, el grado de ascitis y el grado de
encefalopatia (Child y Turcotte., 1984; Pugh y col., 1973). Para la obtencion de la
puntuacion MELD se utilizé la creatinina, la bilirrubina y el INR (Wiesner y col.,
2003; Wiesner y col., 2001; Freeman y col., 2002).

En cuanto a los parametros analiticos o bioquimicos, se recogieron los siguientes
datos: creatinina, albumina, bilirrubina, GOT, GPT, FA, GGT, INR y actividad de

protrombina. Todos estos parametros también fueron determinados en el momento
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previo al trasplante o durante las cuatro semanas previas al mismo. Los valores de
normalidad para cada uno de ellos fueron los establecidos para cada prueba analitica,

tal como se resume en la tabla 17.

Tabla 17. Parametros analiticos recogidos previamente al trasplante

Parametros analiticos Valores normales
Creatinina (mg/dl) 0.7-1.2
Albumina (g/dl) 35-52
Bilirrubina total (mg/dl) 0.05-1.2

GOT (UN) 5-40

GPT (UN) 5-41

FA (UN) 40— 130

GGT (UN) 10-71

INR 0.9-1.2

Actividad de protrombina (%) 70 — 100

GOT: Transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT: Transaminasa glutdmico-oxalacética;
FA: Fosfatasa alcalina; GGT: Gamma glutamil transpeptidasa; INR: International

normalized ratio

4. Diagnostico de infecciones virales

La infeccion por virus de la hepatitis B (VHB) fue determinada midiendo el
antigeno superficial (Ag HBs) con un método radioinmunolédgico (Soria Biomedica,
Perugia, Italia). Para detectar la presencia de infeccion de VHC se determiné la el
anticuerpo anti-VHC utilizando un inmunoensayo cualitativo (AxSYM HCV v 3.0,
Abbott, Wiesbaden-Delkenheim, Alemania), y los casos positivos fueron
seguidamente confirmados por inmunotransferencia (RIBA) o RT-PCR (REAL, C.E.

Durviz, Valencia, Espana).
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Para detectar la infeccion por citomegalovirus (CMV), se analizo la presencia de
anticuerpos anti-CMV por inmunoensayo (Liason® CMV-IgG, DiaSorin, Saluggia,
Italia), y se consider6 que habia infeccion por CMV cuando los niveles de anticuerpos
IgG eran > 0.6 IU/ml. En todo caso se realiz6 una nueva confirmaciéon mediante la
técnica de PCR en tiempo real (LightCycler® CMV-Quant-kit, Roche, Indianaplis,

IN).

5. Obtencion y recogida de muestras

El ADN genomico se obtuvo de muestras de sangre periférica en el paciente
trasplantado, y de sangre periférica, bazo o nodulos linfaticos en los correspondientes
donantes.

La sangre extraida fue recogida en tubo estéril anticoagulado con 4acido

etilendiaminotetraacético (EDTA), tal y como se muestra en la figura 53.

Figura 53. Tubo con anticoagulante EDTA, donde

se deposita muestra de sangre obtenida de pacientes.

Para la extraccion de células a partir de muestras de nddulos linfaticos o bazo
se utilizo el siguiente protocolo.

Material:

- Pinzas

- Placa de Petri
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- Bisturi

- Suero fisiologico

- Pipetas Pasteur de plastico

- Pipetas de 10ml

- Tubos 50 ml estériles

- Tubos de 15ml estériles

- Criotubos (20)

- Medio de cultivo cardio-condicionado (MCC)

- Dimetilsulfoxido (DMSO)

Procedimiento de obtencion y separacion de células para el proceso de

extraccion se siguid el siguiente proceso:

1-

Colocar el bazo en una placa de Petri afiadiéndole suero fisiologico para evitar
que se seque.

Cortar trozos a modo de filetes de 2-3 cm de grosor utilizando el bisturi.

Pasar uno a uno los trozos a otra placa de Petri, afadiendo suero y presionando
el trozo con el bisturi para provocar la salida de las células.

Pasar la mezcla de células, con la ayuda de una pipeta Pasteur de pléstico, a un
tubo de 50ml, y completar volumen con suero fisioldgico hasta unos 40 ml
aproximadamente.

Tomar otro tubo de 50 ml y le afiadimos 15 ml de Ficoll.

Afadir el suero con las células resbalando por la pared muy lentamente y
procurar que no se mezcle y rompa la interfase.

Centrifugar a 1800 rpm, 25 minutos, a temperatura ambiente.
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8- Trasferir el de la interfase, conteniendo las células, a los tubos de 15 ml
estériles. Completar volumen con suero fisioldgico. Usar en este proceso una
pipeta Pasteur estéril.

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

10- Eliminar el sobrenadante por sustraccion al vacio, disgregar el boton 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 aiadimos MCC hasta un total de 3

lavados.

13- Resuspender en 10 ml de MCC, de ahi cogemos 100 pl para contar las células.

Poner el boton celular en 1 ml de MCC 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 ( 20 ml) en los 20 tubos de congelacion

rotulados (1 ml por tubo). Guardar los 20 tubos en una gradilla de corcho en un

congelador a -80°C.

17- Al dia siguiente trasferir a IV2 liquido.

Tanto la manipulacion de sangre como de bazo o ganglios linfaticos se realiza
bajo condiciones de esterilidad, en una campana de flujo laminar usando material
autoclavado, con guantes y equipamiento de proteccion adecuado, debido a que

muchas de las muestras pueden ser portadoras del virus de la hepatitis, y debido
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también a que la congelacion debe hacerse estéril por si posteriormente se hicieran

analisis funcionales.

6. Extraccion de ADN
El ADN fue extraido utilizando el protocolo de extraccion automatico propuesto
por QIAamp ADN blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), segun lo
recomendado por el fabricante, a partir de 2 ml de sangre periférica. El material
utilizado para la extraccion automatica de ADN fue debidamente esterilizado y
autoclavado con la finalidad de evitar cualquier tipo de contaminacién y eliminar la
presencia de ADNasas y proteasas.
Materiales utilizados:
1. Tubos Falcon™ de 15 ml de fondo conico (BD, San Jose, California, EE.UU.)
2. Para la extraccion de ADN: QIAamp DNA Blood Mini (Qiagen, Hilden,
Alemania), que contiene: Proteasa Qiagen, tampon AL (de lisis), tampon AW1
(de lavado), tampon AW?2 (de lavado).

La extraccion se realizd usando el equipo automatico QIAGEN (Hilden,
Alemania), que se muestra en la figura 54, mediante el cual se obtiene ADN altamente
purificado a una concentracion estdndar de 90-150 pg/ml. Este método utiliza una
tecnologia avanzada basada en la purificacién por columnas integradas en un sistema
totalmente automatizado, permitiendo una optimizacién en la concentracion del ADN

extraido.
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:
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Figura 54. Imagen del sistema “QIAcube” (QIAGEN,

Hilden, Alemania ) utilizado para la extraccion automatica
del ADN.

El proceso de extraccion que se siguid, se detalla a continuacion y se esquematiza

en la figura 55:

1.

Se depositan 2 ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA, sin que el
nimero de leucocitos exceda de 2x107, en un tubo Falcon™ de 15ml.

Se afiaden 200uL de proteasa Qiagen y 2,4mL de tampon AL, la mezcla se
agita y se incuba en un bafio a 70°C durante al menos 10 minutos para provocar
la lisis celular y extraer con mayor eficacia el ADN nuclear.

Tras la incubacion se afiaden 2mL de etanol al 96%.

Se agita hasta conseguir una mezcla homogénea.

La mitad del volumen se traspasa a una columna colocada en un tubo de 15ml.
Se centrifuga a 3000rpm durante 3 minutos.

Se descarta el filtrado y se repite el proceso con el resto de la mezcla.

Se afladen 2 ml de tampon AW1 a la columna.

Se centrifuga a 5000 rpm durante 1-15 minutos.
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10. Se afiaden 2 ml de tampoén AW?2 a la columna.

11. Se centrifuga a 5000 rpm durante 15 minutos.

12. La columna se traspasa a un tubo de 15 ml nuevo.

13. Se afiaden 300uL de buffer AE.

14. Se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos

15. Se centrifuga a 5000 rpm durante 2 minutos para obtener el ADN eluido a una

concentracion entre 90-150 pg/mL.

Una vez extraido el ADN del paciente en un tubo de congelacion es etiquetado
mediante un cddigo numérico de identificacion.

A pesar de la estandarizacion del método, posteriormente el ADN es
cuantificado mediante un espectofotometro, para determinar exactamente la

concentracion. Finalmente la concentracion se anota en el tubo para su uso posterior.
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QIAamp procedimiento
de giro

QIAamp procedimiento
de vacio

Muestra Muestra

l }

A 4
Lavado
(Tampon AW2)

Eluir

5 B
% (TanL,SZﬁ‘ffwn Eg

-1-.

T

ADN genémico viral o puro

Figura 55. M¢étodo de extraccion
automatica de ADN a través del
protocolo propuesto por QIAamp
ADN blood Mini Kit
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7. Analisis de los genes KIR

El andlisis de genes KIR en pacientes con cirrosis alcohdlica y controles sanos
de este estudio se realizd6 mediante dos tipos de técnicas de reaccion en cadena de
polimerasa (PCR): reaccion en cadena de la polimerasa de secuencias especificas de
oligonucledtidos (PCR-SSO, del inglés polymerase chain reaction- Sequence-Specific
Oligonucleotide) y reaccion en cadena de la polimerasa con cebadores de frecuencia
especifica (PCR-SSP, del inglés Polymerase Chain Reaction-Single Specific Primers).

La técnica de biologia molecular PCR-SSO, se llevo a cabo mediante tecnologia
Luminex® (Tepnel Lifecodes, Stamford, CT, USA), con el equipo que se muestra en la

figura 56.

'

e

Figura 56. Luminex® technology. Analiza los
resultados mediante el programa QuickType software
(version 3.5).

De manera complementaria se utilizd otra técnica de biologia molecular que
utiliza en este caso, cebadores especificos de secuencias denominada comunmente
PCR-SSP, siguiendo el protocolo descrito por Vilches y col., 2007. Este protocolo a
diferencia del anterior no estd automatizado. En la tabla 18 se recoge la secuencia de

los cebadores utilizados para el genotipado de los genes KIR segun este protocolo.
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Tabla 18. Secuencia de

cebadores utilizados para el genotipado de cada uno de los genes

KIR
Controles internos
FDRA360-C 5’—gaggtaactgtgctcacgaacage—3’
RDRAS95-C 5’—ggtccataccccagtgcettgagaag—3’
RDRA633-C 5’—cacgttctctgtagtctetggg—3’
Genes KIR
Cebadores
Sentido Antisentido
KIR2DL1-F 5'gttggtcagatgtcatgtttgaa-3” KIR2DLI-R 5’- cctgecaggtcettgeg-3”
KIR2DL2-F 5’- aaaccttctctctcageeca -3° KIR2DL2-R 5’-gcectgcagagaacctaca-3”
KIR2DL 3-F3 5’- agaccctcaggaggtga-3’ KIR2DL3-R 5’- caggagacaactttggatca-3’
Rt1375
KIR3DLI-F1 5’- ccatyggtcccatgatgcet -3° KIR3DLI-R 5’- ccacgatgtccagggga-3’
KIR3DLI-F2 5’- tccatcggtcccatgatgtt-3”
KIR3DL2-F 5’- catgaacgtaggctccg-3’ KIR3DL2-R 5’- gaccacacgcagggcag-3’
KIR2DS1-F(6)1 5’- tctccatcagtcgeatgag 3° KIR2DS1-R 5'- ggtcactgggagctgac-3”
KIR2DS1-F(6)2 5’- tctccatcagtcgeatgaa -3°
KIR2DS2-F 5’- tgcacagagaggggaagta-3’ KIR2DS2-R 5’- ccctgeaaggtettgea-3”
KIR2DS3-F 5’- cttgtcetgeageteet-3” KIR2DS3-R 5’- gcatctgtaggttectect-3”
KIR2DS4 -F 5'- ggttcaggcaggagagaat-3° KIR2DS4-R 5’- ctggaatgttccgtkgatg-3”
KIR2DSS5-F 5’- agagaggggacgtttaacc-3’ KIR2DSS5-R 5’- ctgatagggggagtgagt-3’
KIR3DS1 -F1 5’- catcggttccatgatgeg -3° KIR3DS1 -R 5’- ccacgatgtccagggga -3’
KIR3DS1 -F2 5’- catcagttccatgatgcg-3”
KIR2DPI-F 5’- cgacactttgcacctcac-3’ KIR2DPI-R 5’- gggagctgacaactgatg-3’
KIR3DL3-F 5’- aatgttggtcagatgtcag-3” KIR3DL3-R 5’- gcygacaactcatagggta-3’
KIR3DXI1-F 5'- tttetgtgggecegtgeaa-3’ KIR3DXI-R 5’- gtcactgggggcttatag-3’
KIR2DL4-F 5’- tcaggacaagcccttctge-3” KIR2DL4-R 5’- ggacagggaccccatctttc-3”
KIR2DLS5-F 5’- atctatccagggaggggag-3’ KIR2DL5-R 5’- catagggtgagtcatggag-3”
KIR3DPI-F1 5'- gtgtggtaggagccttag -3° KIR3DPI-R 5’-gaaaacggtgtttcggaatac-3’
KIR3DPI-F2 5’- gtacgtcaccctcccatgatgta -3°

Estas secuencias se han obtenido del protocolo descrito por Vilches y col., 2007. A la
izquierda estan representados los cebadores sentido (F, del inglés, Foward) y en la columna
de la derecha los antisentido (R, del inglés, Reverse).
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Ambos métodos son capaces de identificar con la misma precision la presencia
de los genes KIR KIR2DL1-5 inhibidores, KIR3DLI1-3 y KIR2DS1-S5 activadores,
asi como a los genes KIR3DS1 y KIR2DLA4, y los pseudogenes KIR2DP1 y KIR3DP1.
No obstante el método de PCR-SSO permite conocer determinadas formas alélicas de
KIR2DS4.

Los genes KIR2DLS5A y KIR2DLS5B no pudieron ser discriminados con estos
sistemas de tipaje.

7.1. Analisis de los genes KIR por PCR-SSO en tecnologia Luminex®

El procedimiento de tipificacion mediante tecnologia Luminex (7epnel, Life
codes) se basa en la hibridacién con sondas de oligonucledtidos especificos de
secuencia del ADN monocatenario.

Cada una de las distintas sondas puede ser homologa de una secuencia del ADN
amplificado exclusiva de un alelo o grupo de alelos. Dicho de otro modo, estas sondas
se han creado para que cada una de ellas hibride preferentemente con una region
complementaria que puede estar presente o no en el ADN amplificado. Ademas, el
ADN amplificado hibrida también con una o mas sondas de consenso homoélogas a
secuencias presentes en todos los alelos de un locus.

La tipificacion con este método puede verse afectada por el tipo de material
bioldgico, método de purificacion y la cantidad e integridad del ADN genémico. Por
consiguiente, la sefial obtenida con la(s) sonda(s) consenso puede servir de indicador
del éxito de la amplificacion e hibridacion. Puede utilizarse, asi mismo, para
normalizar la sefial de las sondas alelo especificas y efectuar los ajustes necesarios
segun las variaciones de la cantidad de producto amplificado en la reaccién de

hibridacion.
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El anélisis 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.

7.1.1. Fundamento de la técnica

Mediante esta técnica las sondas se unen a microesferas Luminex ideadas para
utilizarse con el equipo. Se pueden mezclar hasta 100 poblaciones diferentes de
microesferas Luminex y se les puede analizar porque cada una de ellas se distingue
por su color de fluorescencia caracteristico. A cada microesfera de color puede unirse
una sonda diferente. Por consiguiente, en una mezcla compuesta por varias sondas es
posible distinguir unas de otras por su uniéon 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. De esta manera, al igual que
ocurre con otros métodos SSO, la sefial relativa obtenida con las sondas SSO en el
ensayo (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:
* Equipo de genotipaje de KIR que incluye: primers (K1 y K2), tampon de
dilucién, los beads (microesferas) y estreptavidina.
* Micropipetas y puntas estériles.
* Etanol al 70%
* Agua libre de nucleasas
* Solucién emulsionante

e Tubos de PCR
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* Termociclador
* Taq proteasa (Hot Start) de Promega
* Placas de 96 pocillos de lectura

* Tubos eppendorfs de 1,5 ml estériles

7.1.2. Protocolo de PCR-SSO

Los pasos llevados a cabo en el laboratorio fueron:
A) AMPLIFICACION DEL ADN

En funcién de la cantidad de muestras y del locus a analizar, se calculo la
cantidad de cada uno de los reactivos que habia que usar. Se producen dos reacciones
para la amplificacion, segin las mezclas de cebadores, se producen dos tipos de

reacciones (Tabla 19).

Tabla 19. Amplificacion del ADN mediante la utilizacién 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

S)JPRES 2DL2 | 3DL2 | 2DL4 | 2DS4*003 | 2DL3 | 2DL5

La mezcla de cebadores (master mix) se prepara segun se resume en la tabla 20.

Tabla 20. Concentraciones de los reactivos para realizar una master mix

N° muestras | Master mix (primers) Muestra (ADN) TAQ H,O sin nucleasas

Lul (50ng/ul) 0,1ul 5,9ul
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Todo debe realizarse por duplicado (para corregir errores de pipeteo), y la
concentracion de ADN de las muestras, se debe ajustar a un valor entre 30 y 50 ng/ul

mediante diluciones.

Después se procede a:

1. Mezclar bien mediante agitador (tipo vortex) tanto las muestras como las
Master mix.

2. Preparar las mezclas (MIX) segun la tabla.

3. Adadir 1ul de ADN a cada pocillo (por duplicado, dividir la placa o poner
otra fila de tubos).

4. Anadir 9 pul de MIX a cada tubo (que ya contiene la muestra).

5. Meter los tubos/placa en el termociclador (bien rotulados) y cerrarlos bien.

6. Programar y realizar de amplificacion en modo PCR, segun las condiciones

que se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Programa de amplificacion por PCR

B) HIBRIDACION
1. Pre-calentar las esferas 5-10 min a 55- 60°C.

2. Pasar las esferas por el ultrasonidos durante 1 minuto.
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3. Agitar las esferas.

4. Anadir a cada pocillo de la placa de lectura 2.5 pul de ADN amplificado y 7.5 pl
de esferas. Los 2,5ul de ADN estaran previamente afiadidos en los pocillos.

5. Agitar las esferas después de ser anadidas a cada fila de ocho pocillos.

6. Sellar bien la placa con una pegatina antes de meterla al termociclador.

Recordar que las muestras van por duplicado (K1 y K2) asi que habra que hacer

el doble de mezcla.

C) LECTURA DE RESULTADOS
Los resultados analizaron usando 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 solucion de dilucidon y la estreptavidina para
(n+1) muestras.

8. Anadir 100 pl de solucion de dilucion 0,4pl estreptavidina a cada pocillo.

9. Sacar inmediatamente 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 III (Modelo de informe de Luminex®).
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7.2. Analisis de los genes KIR mediante PCR-SSP

Ademas del protocolo descrito anteriormente, se utiliz6 de manera
complementaria el protocolo descrito por Vilches y col., 2007 utilizando PCR con
cebadores especificos de secuencia (PCR-SSP).

Esta técnica consiste en la amplificacion de ADN con cebadores especificos de
secuencia, por lo que para cada locus de KIR se usa un conjunto de cebadores cuyas
secuencias son capaces de discriminar las diferentes variantes genéticas, de tal forma
que solo se produce la reaccion de amplificacion cuando el ADN contiene el gen que
corresponde al grupo de cebadores de la reaccion. El fundamento de esta técnica se
resume en la figura 57 y 58.

Extraccion de ADN

™ o NN

\ \ L
. é : )

- - - -
Amplificacion de ADN usando cebadores especificos de secuencia (SSP)

.
Apareados No apareados
h .
Amplificacién No amplificacién
-~ N -
Deteccién
Producto
especifico ’
Control
positivo ’ '
Control
positivo
o -
Interpretacion

utilizando UniMatch™

Figura 57. Esquema del tipaje de KIR mediante PCR-SSP
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Figura 58. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

Por otro lado, en la figura 59 se muestra de manera esquemadtica las
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localizaciones de los cebadores utilizados para la identificar y amplificar cada uno de
los genes KIR en el genoma. Como puede observase en el esquema, la mayoria de
cebadores han sido disenados sobre secuencias génicas que codifican los dominios
extracelulares D1 y D2. En el caso de KIR2DL4, sus cebadores amplifican secuencias

DO y del gen KIR2DL3 también para su region citoplasmica.
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El esquema mostrado en la figura 59 no estd en escala ya que las zonas
intronicas han sido reducidas. En este nuevo método, la amplificacioén intronica se
evita, excepto para el pseudogen KIR3DP1. En todos los casos se reduce de manera

considerable la longitud del amplicon a menos de 200 pares de bases.

\
.2876.}_19 kbp 2007 method

(H DO Di 02 HH HH eyt ]

o Y r_._.ﬂ - e
013 kb'l 2DL4 2DL1 ,0'16, kbp

2Ds1
2Ds2
20S5| | anag [
2DP1
3DL1
3DL3

3DS1)0.10-0.19 kbp
K \ ) htehd P, -
Figura 59. Esquema representativo de los distintos dominios
estructurales de los genes KIR con la localizacion de los

diferentes cebadores utilizados para la amplificacion de cada
uno de los genes KIR analizados (Vilches y col., 2007).

Para cada individuo se realizan 16 reacciones independientes de PCR-SSP,
amplificando cada gen en un pocillo, usando placas de 96 pocillos. Las placas se
organizan para poder genotipar los distintos pacientes, segiin se representa en la figura
60.

En cada reaccion de amplificacion se utilizan entre dos y cuatro cebadores
especificos dependiendo del tipo de gen KIR que se quiera amplificar. Cada
combinacion de cebadores (sentido y antisentido) son especificos para cada gen KIR.

En todas las reacciones se emplea un control interno positivo consistente en la

adiccion de un par de cebadores especificos.
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Figura 60. Esquema representativo de una placa de 96 pocillos utilizada para
el genotipaje de los 16 genes KIR en un total de de 6 pacientes. En cada uno
de los pocillos (representado por circulos) se amplifica cada uno de los
siguientes genes KIR: 1, KIR2DLI; 2, KIR2DL2; 3, KIR2DL3; 4, KIR3DLI,
5, KIR3DL2; 6, KIR2DSI1; 7, KIR2DS2; 8, KIR2DS3; 9, KIR2DS4, 10,
KIR2DSS; 11, KIR3DSI; 12, KIR2DPI; y ; 14,
KIR2DL4,; 15, KIR2DLS5; 16, KIR3DPI.

Esta técnica permite genotipar 16 genes KIR, de los cuales 8 son genes
inhibidores (KIR2DLI, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR3DLI, KIR3DL2,
KIR3DL3/3DX1, KIR2DL4, KIR2DLS), 6 son genes activadores (KIR2DSI,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS5, KIR3DS1) y dos son considerados
pseudogenes (KIR2DP1, KIR3DP1) por no haberse identificado ni sus transcritos de
ARN ni proteinas.

Para cada reaccion se prepara un volumen final de 25ul que contiene 100ng de
ADN gendmico extraido tal y como se comentd anteriormente.

El ADN se amplifica en 10ul de tampén PCR (67 mM Tris-HCI, pH8.8, 16 mM

(NH4)2S04, 2mM MgCl,, 0.01%Tween-20, 100uM dNTPs) conteniendo 0.3 U de Taq
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polimerasa (Eco Taq; Ecogen SRL, Barcelona , Spain). Posteriormente se realiz6 la

PCR-SSP, bajo las siguientes condiciones resumidas en la tabla 22.

Tabla 22. Programa de amplificacion utilizado para el genotipaje KIR

Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C 2 min 1
94°C 10 seg

10
65°C 40 seg
94°C 20 seg
61°C 20 seg 20
72°C 30 min

Los termocicladores utilizados fueron ABI9700 y ABI9902 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Finalmente, del producto amplificado, se tomaron 10 ul
a los que se anadi6 el tampoén de carga a una proporcion 1:3. El amplificado se
observé mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromudo de etidio.

Los controles internos utilizados para cada una de las reacciones se indican en
la tabla 23.

Una vez realizada la electroforesis, el gel de agarosa se visualiza en un
transiluminador ultravioleta, obteniéndose la imagen mostrada en la figura 61. En esta

figura se muestra el genotipo KIR de un individuo con genotipo AB1.
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Tabla 23. Cebadores sentido y antisentido utilizados como
controles internos segun el gen KIR amplificado

Reacciones para los

Amplitud del producto — 283 bp

genes KIR del 1-15

FDRA360 5’—gaggtaactgtgctcacgaacage—3’

RDRAS595 5’—ggtccataccccagtgcttgagaag—3’

R ion 16 1
caccion 16 para fos amplitud del producto — 608 bp

genes KIR del
FDRA360 5’—gaggtaactgtgctcacgaacage—3’
RDRAG633 5’—cacgttctctgtagtctctggg—3’

FDRA: sentido; RDRA: antisentido;

Reacciones 1, KIR2DLI1; 2, KIR2DL2; 3, KIR2DL3; 4,
KIR3DL1; 5, KIR3DL2; 6, KIR2DS1; 7, KIR2DS2; 8,
KIR2DS3; 9, KIR2DS4; 10, KIR2DS5; 11, KIR3DS1; 12,
KIR2DP1; 13, KIR3DL3 y KIR3DX1; 14, KIR2DLA4; 15,
KIR2DLS; 16, KIR3DP1

<

N N N w w N N n
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Control de amplificaciéon de ADN
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Bandas KIR especificas

-

L]
- —
--h- — —
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Figura 61. Fotografia de un del gel de agarosa
al 3% mostrando el genotipo KIR tipo AB1 de
un individuo. En el lado izquierdo se muestra el
marcador de peso molecular utilizado (®X174).
Las bandas superiores corresponden a los a los
controles internos de cada uno de los genes
KIR analizados, y la existencia de una banda
inferior muestra la positividad de la reaccion.
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El andlisis de las distintas bandas se realizd comprobando que el tamafo de las
bandas que se observan en el gel de agarosa corresponden al tamafio especificado para
cada gen en la figura 62, evitando de este modo interpretar como positivas bandas que

no corresponden a su tamafio concreto.

OX174 GENOTIPADO DE GENES KIR

1353
105¢ N—
872 =

603  — 3DP1

398
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Figura 62. Esquema representativo de la relacion de tamafio de los diferentes productos de
reaccion de la PCR-SSP obtenidos para cada uno de los genes KIR analizados.

En la parte izquierda de la figura 62, se representa el diagrama de bandas del
marcador de peso molecular $X74. En la parte derecha de la figura se representan las
posiciones y los tamafios de cada uno de los genes KIR amplificados.

Las bandas azules indican la posicion y el tamafio de los controles internos de

cada una de las reacciones. Las bandas negras representan los amplificados
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correspondientes a cada uno de los genes KIR. En la parte inferior se indica el peso

molecular en pares de bases (pb) estimado para cada amplificado.

8. Analisis de los genotipos KIR

El repertorio genes KIRs que porta un individuo concreto 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 consideraciéon 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 andlisis se describen a
continuacion.

8.1. 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
(http://www.allelefrequencies.net) de tal manera que cada genotipo fue nombrado
segun el nimero de genotipo (ID) definido por esta web.

Para su clasificacion ID se tuvieron en cuenta los dos pseudogenes (KIR2PD1 y
KIR3DP1).

8.2. Analisis de genotipos KIR generales

El contenido genético KIR fue usado para inferir el tipo de haplotipo KIR A y B,
y para asi asignar los 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, 2DPl, 3DP1, 2DL4, 3DL1, 2DS4, 3DL2 fueron
considerados homocigotos para dicho haplotipo y por lo tanto clasificadas como

genotipo AA (Middleton y col., 2003). Por otra parte, los individuos que carecian de
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los genes KIR2DLI1, 2DL3, 3DL1, y 2DS4, fueron considerados 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, 2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DSS5 y 3DS1). En determinados analisis de
esta tesis los genotipos AB y BB fueron considerados dentro de un mismo haplogrupo
y referenciados como genotipo BX (McQueen y col., 2007).

En algunos de los analisis realizados en este estudio, los genes KIR se han
ordenado y clasificado segun su posicién centromérica y telomérica (Hou L y col.,
2012; Pyo y col., 2010), tal y como se describe anteriormente en la introduccion de

esta tesis.

9. Genotipado de ligandos HLA-C de clase I

Los alelos que son ligandos HLAC de clase I se tiparon por técnica de PCR-SSO
y por PCR-SSE reversa.

9.1. Genotipado de HLA-C por PCR-SSO

El genotipado de alelos de HLA-C clase I (A, B, C) fue llevado a cabo por la
técnica de luminex de reaccion en cadena de la polimerasa, usando oligonucleo6tidos
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,
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C*05, C*06, C*15, C*16:02, C*17 y C*18 que presentan el aminoacido lisina en la
posicion 80 de la hélice-al.

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).

9.2. Analisis de genotipaje de HLA-C por PCR-SSO reversa
Este método determina el genotipo de HLA-C a través de tres procesos:
1) Amplificacion de una region del ADN especifica del locus mediante PCR, en
este caso HLA-C.
2) Hibridacién del segmento amplificado con sondas de oligonucleédtidos de
secuencia especifica inmovilizadas en una membrana de nylon (soporte s6lido).
3) Deteccion del producto amplificado unido a la sonda mediante método

colorimétrico. El proceso se resume en la figura 63.
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Figura 63. Esquema del tipaje de HLA-C mediante PCR-SSO reversa. Esta
prueba consiste en la obtencion de una pequeiia 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 oligonucleodtidos especificos de diferentes alelos HLA para detectar
las especificidades alélicas presentes en el ADN estudiado (Figura extraida de
Inmunobiologia del trasplante. Estudios inmunologicos del donante y receptor
del trasplante. Juan Carlos Ruiz San Millan, Manuel Arias Rodriguez, Marcos

Lopez Hoyos, José M. Pastor Martinez. 2012).

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 citémetro de flujo, la cual serd interpretada por el programa de

tipado (Erlich y col 2001). Este proceso se muestra en la figura 64.

167



Pacientes y métodos

u Ampiifi car E Denaturar / Neutralizar
—iEET—
& YOOOK
——- e GROOn P ven ‘
’ S S AN\
X'XYX AAAAL

nlubnda nmaw

o-. A o«-.x\ o-.-.ﬂ.\ o-VA\ °+r« O\f.\\

+
AN " asta 3..\
taas
' ST o;.« \ o:-‘r 3‘3
OV.-.\ o.w 0\-/.\ ..t : Ov.v.

Figura 64. Proceso del genotipado de HLA-C por PCR-SSO

reversa. Figura estraida de http://www.rafer.es/rsso.html

El dispositivo utilizado para realizar el andlisis de alelos de HLA-C mediante la
técnica de PCR-SSO reversa, ha sido el kit HLA-C Dynal RELI-SSO (Invitrogen,
Carlsbad, California, EE.UU.), utilizando los siguientes materiales:

* Mezcla principal para HLA-C: es una solucién de Tris- HCL que contiene
glicerol al 30%, KCL 100mM, dATP, dCTP y dGTP a 400uM, dUTP 800uM,
cebadores biotinilados (0,5 uM), AmpliTaq® (Taq DNA polimerasa) 100u/ml
y azida sodica al 0,05% como conservante.

* Tiras reactivas que contienen sondas de oligonucle6tidos con las secuencias
especificas de los alelos HLA-C fijadas en una membrana de nylon.

* Solucion de 6,0 mM MgCI2 con ProClin® 300 al 1% como conservante.

* Solucién de desnaturalizacion con EDTA al 3%, hidréxido de sodio al 1,6% y

azul de timol.
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Solucién de fosfato sddico con NaCl, EDTA y ProClin®150 al 1,0% como

conservante (concentrado SSPE).

Solucion de dodecil sulfato sodico al 20% con ProClin®150 al 1,0% como

conservante (concentrado SDS).

Conjugado estreptavidina-peroxidasa de rabano (HRP) en una solucion ACES

con NaCl y ProClin® 150 al 1,0% como conservante.

Solucion de citrato con un 0,01% de H,O, y 0,1% de ProClin® 150 al 1,0%

como conservante (sustrato A).

Solucion de 3,3°, 5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) al 0,1% en dimetilformamida

(DMF) al 40% (sustrato B).

Solucidn de citrato de sodio.

La técnica para la realizacion del tipado de HLA-C por PCR-SSO reversa
consiste en los siguientes pasos:
9.2.1. Reaccion de amplificacion
Se prepar6 una mezcla de los componentes para la PCR en cantidad suficiente
para el numero total de muestras a analizar, multiplicando el volumen de cada
componente de la mezcla por el nimero de muestras a analizar més un exceso de dos.
A cada tubo de PCR se le afiadio la mezcla de reactivos mas el ADN a estudio, en las

cantidades resefladas en la tabla 24.

Tabla 24. Volumen de los reactivos utilizados en la amplificacion por PCR.

Ol oee S BN e 8 Solucion 6,0 mM MgCl, | Mezcla principal | ADN
Volumen 15 ul 30 uL 15 ul
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El ADN utilizado fue el extraido segtn se indica en el apartado 6, obteniendo
una concentracion entre 90-150 ug/ml.

Las muestras una vez preparadas se introdujeron en un termociclador 9600
Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts, EE.UU.) o Gene Amp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) donde se llevdé a cabo el
proceso de amplificacion con las condiciones descritas en la tabla 25.

El proceso de amplificacion fue llevado a cabo de la siguiente manera: la mezcla
de reactivos para PCR que contiene la muestra de ADN se calienta a 95°C, lo que
separa el ADN de 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.

La Taq (polimerasa recombinante termoestable) extiende, en presencia de un
exceso de deoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), los cebadores alineados a las
secuencias complementarias hasta producir una secuencia de ADN biotinilado
denominada amplicon.

Este proceso se repite durante 35 ciclos en cada uno de los cuales se duplica la

cantidad de ADN con la secuencia buscada (Tabla 25).
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Tabla 25. Condiciones de amplificacion de los alelos del locus HLA-C

Temperatura
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

9.2.2. Reaccion de hibridacion

El segundo paso es conseguir la desnaturalizaciéon quimica de los amplicones
para obtener ADN de cadena simple. Para ello se afiadieron 60uL de la solucion de
desnaturalizacion y se incubd durante, al menos, 10 minutos.

En una bandeja de 48 pocillos, se colocaron las tiras de tipificacion de HLA-C
con 60uL del amplicon desnaturalizado de cada muestra. La bandeja se colocod en un
equipo DynalAutoRELI™ lo que permitié automatizar el proceso, que consistio en los
pasos que se describen a continuacion:

* Adicion del tampdn de hibridacion e incubacion durante 30 minutos a 50°C con
agitacion constante.

* Tras la incubacion se aspira el tampon de hibridacion.

* Lavado de las muestras con tamp6n de lavado dos veces

* Adiciéon de la solucion de conjugado de trabajo (tampon de lavado y
estreptavidina) e incubacion durante 15 minutos.

* Aspiracion de la solucion de conjugado de trabajo.

* Lavado de las muestras con tamp6n de lavado dos veces

* Adicion del tampdn de citrato e incubacion durante 5 minutos.
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* Aspiracion del tampon de citrato.

* Lavado con agua desionizada dos veces.

9.2.3. Reaccion de deteccion
Tras concluir el proceso de hibridacion se revelaron las tiras con estreptavidina-
peroxidasa y se observaron las bandas azules con distinta intensidad de color segun la
hibridacion producida entre las sondas de oligonucledtidos de secuencia especifica y el
ADN a estudio.
La lectura de las tiras se realizd6 mediante un escaner y la interpretacion de los
resultados con el software Dynal RELI"™ SSO.

El proceso descrito se esquematiza en la siguiente figura.

W/m ~ Extraccion del ADN

= Adicion de cebadores marcados con biotina

——ITTT

W

i

BERLRLLLE
e L L

Amplificacion de ADN

, SA-HRP

Hibridacion DNA-sonda
Adicion de la SA-HRPy
reaccion colorimétrica

Membrana de nylon

ENNIT 1T 11—

Figura 65. Esquema del tipaje de HLA-C mediante PCR-SSO reversa
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9.3. Genotipado de HLA-B

Para la realizacion del genotipaje de HLA-B se utiliz6 la técnica de PCR-SSP.
Para llevar a cabo la amplificacion se tuvieron en cuenta las siguientes cantidades de
D-mix, Taqg ADN Polimerasa y ADN: 60ulL de ADN de la muestra, 540uL de D-mix y
3uL de Taq DNA polimerasa.

Tras agitar la mezcla, se dispensaron 10uL en cada pocillo de la placa Micro
ssp™ y se llevo a un termociclador 9600 Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts,
EE.UU.) o Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City,
California, EE.UU.), donde se llevo a cabo el proceso de PCR. Las condiciones de

amplificacion se resumen en la tabla 26.

Tabla 26. Condiciones de amplificacion de los alelos de los loci HLA-B

Temperatura 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

La visualizacion del producto amplificado se realizd mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2,5% para lo que se utilizaron 30ml de Tampon Tris-borato-EDTA

(TBE) 1X, 0,75g de agarosa y bromuro de etidio.
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10. Analisis estadistico

Los datos demograficos de los pacientes y los resultados del andlisis de los
genes KIR fueron recogidos en una base de datos (Microsoft Access 11.0; Microsoft
corporation, Seattle, WA). El andlisis estadistico fue realizado usando el SPSS 19.0
software (SPSS Inc., Chicago IL, USA). Para detectar diferencias en las frecuencias de
los genes KIR, HLA y genotipos correspondientes, se utilizé 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 andlisis se realizé utilizando poblaciones con una
muestra muy pequeia o con una evidente falta de normalidad se utiliz6 la prueba de
Mann-Whitney. Un andlisis multivariable de regresion logistica se aplicé también para
confirmar asociaciones positivas, y se considerd estadisticamente significativo un
nivel de P < 0.05. La Odds Ratio (OR) y su intervalo de confianza (CI al 95%) fueron
calculados para estimar el riesgo relativo. Para determinar la supervivencia se aplicd

el test de Kaplan-Meier.
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Capitulo 1-Resultados

CAPITULO 1. EPIDEMIOLOGIA DE LA CIRROSIS HEPATICA EN LA

POBLACION DE PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE HEPATICO

El Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca presenta un largo recorrido en el
area del trasplante hepatico desde hace mas de dos décadas, y de los pacientes
sometidos a trasplante hepatico en este centro. En este capitulo se analizaron las
principales indicaciones a trasplante hepatico, y mas concretamente a la poblacion de

pacientes con cirrosis alcohdlica.

1. Estudio de las principales indicaciones a trasplante hepatico segun el sexo del
paciente

El objetivo de este capitulo ha sido conocer la demografia del total de pacientes
sometidos a trasplante hepatico. Para conocer la incidencia de la cirrosis hepatica en el
grupo de pacientes que fueron sometidos a trasplante hepatico, se ha procedido a
analizar esta indicacion en el total de la serie de pacientes trasplantados entre 1988 hasta
2013. Igualmente se han analizado los mecanismos moleculares asociados a la cirrosis
alcohdlica, con la intencion de que en el futuro se puedan realizar campafias para
promover la moderacion en el consumo de alcohol o intensificar las medidas ya
existentes.

La Unidad de Trasplante Hepatico de este hospital ha llevado a cabo desde 1988
hasta 2013 un total de 1026 trasplantes. Estos 1026 pacientes se han revisado
retrospectivamente, y se ha podido verificar que el 73% correspondia a hombres
(n=749) y el 27% a mujeres (n=277).

Tal como se resume en la tabla 27, de todas las indicaciones para trasplante
hepatico, la indicacion mas frecuente fue la cirrosis alcohdlica (n=398; 38.4%), seguida
de la cirrosis mediada por virus (n=247; 24.1%), hepatocarcinoma (n=104; 10.1%),
hepatitis autoinmune (n =61; 5.9%) y hepatitis fulminante (n=39; 3,8%). El resto de
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pacientes trasplantados lo fueron por otras indicaciones minoritarias y diversas (n=177;

17.3%).

Tabla 27. Principales indicaciones a trasplante hepatico desde 1988 hasta 2013.

Total Hombres Mujeres

Principales
N=1026 N=749 (73) N=277 (27) P OR 95% IC

indicaciones

n (%) n (%) n (%)
Cirrosis alcohdlica® 398 (38.4) 368 (50.3) 30 (11.5) <0.001 7.952 (5.303-11.924)
Cirrosis por virus” 247 (24.1) 156 (20.8) 91 (32.9) <0.001 0.538 (0.396-0.731)
Hepatocarcinomas® 104 (10.1) 79 (10.5) 25(9.0) 0.560 1.189 (0.741-1.906)
Cirrosis 61 (5.9) 11 (1.5) 50 (18.1) <0.001 0.068 (0.035-0.132)
Autoinmune
Hepatitis 39 (3.8) 14 (1.9) 25(9.0) <0.001 0.192 (0.098-0.375)
Fulminante
Otros 177 (17.3) 121 (16.2) 56 (20.2) 0.137  0.760 (0.535-1.081)

N, ntimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia de una patologia concreta. ™ Se incluyé la
cirrosis alcohdlica total (con y sin virus). ®Se han considerado las infecciones virales con indicacién a trasplante,
VHC, VHB, VHC+VHB, VHC+CMV y VHB+CMYV, sin ninguna otra enfermedad asociada. “ Hepatocarcinomas
aislados sin asociar ninguna otra patologia o indicacion a trasplante. Las comparaciones fueron hechas por el test
exacto de Fisher de dos colas. P, expresa el valor de P obtenido al comparar la serie pacientes de sexo masculino y

femenino para cada patologia concreta. OR, Odds Ratio. IC, intervalo de confianza del 95%.

El grupo de otras patologias menos frecuentes mostrado en la tabla 26 (N=177)
incluyo la cirrosis criptogenética, la amiloidosis, la cirrosis biliar primaria, la colangitis
esclerosante primaria, la enfermedad de Wilson, los tumores de Klatskin, el sindrome de
Budd-Chiari, la poliquistosis hepato-renal, la enfermedad de Caroli, el sindrome de

Hellp y el retrasplante hepatico.

178



Capitulo 1-Resultados

En resumen, tal como se puede observar en la figura 66, el orden de indicaciones
a trasplante hepatico de mayor a menor frecuencia varia segun el sexo. Asi, en el grupo
de hombres la cirrosis alcohodlica resulta ser con diferencia la indicacion de trasplante
hepético de mayor incidencia en nuestro hospital (50.3%), seguida de la cirrosis por
virus (20.8%) y el hepatocarcinoma (10.5%),. Por el contrario, en el grupo de mujeres la
indicacion mas frecuente para trasplante fue la infeccion virica (32.9%) seguida de la

patologia autoinmune hepatica (18.1%), pasando a un tercer lugar la cirrosis alcohdlica

(11.5%).
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Figura 66. Frecuencias de indicaciones a trasplante hepatico segiin sexo.

La mayor frecuencia de hombres es general en la mayoria de las indicaciones a
trasplante. En la cirrosis alcoholica los hombres representaron un 50.3% frente al 11.5%
de mujeres, diferencia que resultd altamente significativa (P<0.001; OR=7.9, 95%
1C=5.303-11.924), por lo que el riesgo de desarrollar cirrosis alcohdlica es casi ocho

veces mas frecuente en los hombres que en las mujeres.
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Por el contrario, la cirrosis por infeccion virica representa un 20.8% en los
hombres, y en las mujeres fue un 32.9% de todas las indicaciones a trasplante en ese
grupo. Esta diferencia también es significativa (OR=0.5, 95% IC=0.396-0.731,
P<0.001). Asi pues, la probabilidad de presentar cirrosis por virus es menor en el caso
de los hombres. Esto también se observa en el caso de la hepatitis autoinmune, ya que
del total de 61 pacientes trasplantados con esa indicacion, 50 fueron mujeres (18.1%) y
11 hombres (1.5%) diferencia que también fue estadisticamente significativa
(OR=0.068, 95% 1C=0.035-0.132, P<0.001).

En la hepatitis fulminante se observdé una mayor frecuencia de mujeres (25
mujeres frente a 14 hombres; 9% vs 1.9%, respectivamente), diferencia que también
resultd significativa (OR=0.192, 95% IC =0.098-0.375, P<0.001). Parece pues, que el
sexo masculino estd mas protegido frente a la hepatitis autoinmune y la fulminante.

Las diferencias de frecuencia de las distintas indicaciones a trasplante hepatico
entre sexos fueron significativas para la mayoria de las patologias, excepto en el caso
del hepatocarcinoma y de otras patologias (P=0.560 y P=0.137, respectivamente),
aunque es posible que el resultado venga mediatizado porque estas causas son mucho

mas bajas.

En cuanto al grupo de cirrosis por virus sin otra patologia asociada (N=247), se
analiz6 los diferentes tipos de virus implicados o relacionados con el desarrollo de esta
enfermedad. El virus més frecuente fue el VHC, que representd un 78.5% de este grupo,
seguido por VHB que afectdé al 16.5% de pacientes del grupo de cirrosis viral. La
asociacion de VHC y VHB se observé en un 3.2% de los casos, mientras que la de VHC
y CMYV se estuvo en dos casos (1.6%). Ademas, un 2% de pacientes con virus (N=5) no
pudieron clasificarse en ninguno de los otros grupos establecidos. Estos resultado se

muestran en la tabla 28.
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Tabla 28. Frecuencia de infecciones virales no asociadas a

ninguna otra enfermedad de base en los pacientes con trasplante

hepatico de HCUVA

Total Hombres Mujeres

N=247 N=156 N=91

n (%) n (%) n (%)
VHC 190 (76.9) 115(73.7)  75(82.4)
VHB 40 (16.3) 27(17.3) 13 (14.3)
VHC + VHB 8(3.2) 8(5.1) 0(0)
VHC + CMV 4 (1.6) 2 (1.3) 2(2.2)
VHB + CMV 0(0) 0(0) 0(0)
Otros* 5(2) 4(2.6) 1(1.1)

N, nimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia de una
patologia concreta. CMV; citomegalovirus, VHB; Virus de la hepatitis B
virus, VHC; Virus de la hepatitis C. Se han considerado las infecciones con
indicacion a trasplante por VHC, VHB y VHC+VHB sin ninguna otra
enfermedad asociada, teniendo en cuenta la presencia del CMV. *Incluye

virus que causan patologia hepatica pero no se han podido determinar.

Al clasificar a estos pacientes afectados por virus segiin sexo, se observd como
existe un mayor porcentaje de hombres (63.2%; N=156) que de mujeres (36.8%; N=91).
En este grupo el VHC represent6 un 73.7% de las infecciones virales en hombres. Por el
contrario, en las mujeres el VHC representd un mayor porcentaje (82.4%). Al analizar el
VHB en hombres y mujeres se observo una distribucion bastante similar en ambos
grupos (17.3% vs 14.3%, respectivamente). La asociaciéon de VHC con VHB soélo se
observd en los hombres con un 8% de frecuencia (5.1%; N=8). Sin embargo, la
presencia de VHC asociado a CMV se distribuyd de manera similar en hombres y

mujeres (1.3% y 2.2%, respectivamente). No se observd ninguna asociacion de VHB y
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CMV. De los cinco pacientes sin clasificar, 4 de ellos son hombres (2.6%) y uno mujer

(1.1%).

2. Influencia de la edad en la indicacion del trasplante hepatico

La edad media de los 1026 pacientes trasplantados fue analizada en el momento
de la realizacion del trasplante, segiin se recoge en la tabla 29, y correspondié a
51.10+£0.38 (edad mediaxEEM). Cabe remarcar que la edad no present6d diferencias
significativas ambos sexos (P=0.059).

Posteriormente se analizé la edad media en pacientes segliin la indicacion para
trasplante, y este analisis reveld que los pacientes afectados por cirrosis alcohdlica,
cirrosis por virus y cirrosis autoinmune, presentaban una edad media similar a la del
total de pacientes trasplantados, y que no existian diferencias significativas de edad
entre ambos sexos. Por el contrario, la edad media de pacientes con hepatitis fulminante
fue considerablemente menor que la del resto de pacientes (36.77+2.72 afios), y sin
diferencias entre hombres y mujeres. En el caso de los CHC la edad media es algo

mayor que la del resto de los grupos (54.61+1.22 afios).
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Tabla 29. Edades medias del total de pacientes con indicacion de trasplante

hepatico realizados en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

desde 1988 hasta 2013.

Total Hombres Mujeres
N=1026 N=749 N=277
Edad media + EEM P
Total de pacientes
51.10+0.38 51.60+0.40  49.75+0.89  0.059
trasplantados
Cirrosis alcohélicaa 5302:t043 5306:1:045 5247:1:133 0675
. . . b
Cirrosis por virus 52.36+0.70 51.70+0.73  53.49+1.43  0.266
Hepatocarcinomas® 54.61+1.22 54.80+1.38  54.0042.63  0.781
Cirrosis Autoinmune 53 111165 52.45+3.82  53.26+1.85 0.853
Hepatitis Fulminantes 36 7712 72 37.29+4.75 36.484+3.37 0.889
Otros 45.43+1.11 46.46+1.31 43.21+2.08 0.176

N, numero total de individuos; EEM, error estandar de la media. Las comparaciones fueron hechas
por el test T-Student. *P, valor obtenido al comparar a hombres y mujeres segun la presencia de
una enfermedad determinada. “Se incluyé la cirrosis alcohdlica total (con y sin virus). ®Infeccion
por VHC/VHB asociados 0 no a CMV. “Hepatocarcinomas no asociados a otras enfermedades o

indicaciones para trasplante hepatico.

3. Frecuencia de las distintas indicaciones a trasplante hepatico a lo largo del
periodo 1988-2013

El numero de pacientes trasplantados hepaticos desde 1988 hasta 2013 ha ido
variando a lo largo del tiempo, con un aumento progresivo hasta 2013 (ultimo afio

incluido en este estudio), aunque con algunas oscilaciones. En la figura 67 puede
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observarse como ha ido aumentando el numero de pacientes trasplantados a partir de
1992 (N=34), alcanzando un numero elevado de trasplantes en el afio 2003, 2004 y
2006 (N=48 en los tres anos). Se puede observar como en el afio 2011 se registra el
maximo pico de trasplantes con 62 pacientes trasplantados. En los dos afios siguientes,

el nimero registrados de trasplantes vuelve a descender hasta 42 pacientes en 2013.
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Figura 67. En la grafica se muestra el nimero de pacientes totales
por afio trasplantados desde 1988 hasta 2013 en HCUVA.

3.1. Evolucion de la frecuencia de la cirrosis hepatica alcohdlica

Tal como se deduce de la figura 68 y la tabla 30 se puede observar que la
frecuencia de cirrosis alcohdlica, la indicacion més frecuente de trasplante hepatico, ha
ido aumentando con el tiempo, alcanzando valores mas altos en los ultimos afios (figura
68), de tal manera que ha pasado del minimo registrado en 2001, con una frecuencia del
19.6%, a mostrar un aumento progresivo de frecuencia hasta el afio 2009, donde
observamos la mayor frecuencia de cirrosis alcohdlica en nuestro hospital (57.4%), de
modo que, comparando entre el afio 2001 y 2009, las diferencias fueron significativas
(OR=0.185, 95% IC: 0.075-0.460, P<0.001) (tabla 30). Sin embargo, a partir el 2009
(tabla 29), la tendencia se ha invertido cayendo su frecuencia en 2013 al 33.3%,

(OR=2.696, 95% IC: 1.166-6.233, P=0.024).
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3.2. Evolucion de la frecuencia cirrosis hepatica viral y de otras indicaciones
menos frecuentes

La segunda causa mas frecuente de indicacion a trasplante hepatico fue la cirrosis
producida por virus. La incidencia de esta indicacidon, en contraste con la cirrosis
alcoholica, se ha mantenido més estable, aunque con variaciones a lo largo de los afos
(figura 68C). Se observa un pico maximo en el afio 2000, que representa una frecuencia
de 45.5%, superior a la cirrosis alcoholica en ese mismo afio (36.4%). En los afos
siguientes, la cirrosis por virus vuelve a quedar por debajo de la alcohdlica. Ademas, se
observa como en los tltimos afios existe una tendencia a la disminucién de la cirrosis
alcoholica y un incremento de la cirrosis por virus (figura 68C).

El hepatocarcinoma fue la tercera causa de indicacion a trasplante hepéatico, con
una frecuencia oscilante, entre el 26.7% en 1996, hasta el 2.3% en el afio 2000 (figura
68D). Las cifras registradas en el ultimo afo (2013) son del 9.5% (tabla 30).

Tanto la cirrosis autoinmune como la hepatitis fulminante fueron indicaciones
minoritarias como se refleja en la figura 68E y figura 68F, y excepto en los cuatro
primeros afos de mayor registro (1988-1991), donde llegaron a tener una frecuencia de
hasta el 33.3% (ano 1989), en los siguientes afos ninguna de ellas supera el 10.3% de
todas las indicaciones a trasplante. En el caso de la cirrosis autoinmune, la maxima
frecuencia se observo en el ano 2002 con un 10.3%, y en la hepatitis fulminante, en el
afio 1989 con una frecuencia del 33.3%, que posteriormente decay6 a cifras mas bajas

(0-8.1%) (tabla 30).
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Figura 68. Frecuencia de cada una de las indicaciones a trasplante hepatico segun afio, desde
1988 hasta 2013 en HCUVA. (A) Todas las indicaciones; (B) Cirrosis alcohdlica; (C) Cirrosis

por virus; (D) Hepatocarcinomas; (E) Cirrosis autoinmune; (F) Hepatitis fulminante; (G)
Otras.
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Tabla 30. Frecuencia de cada una de las patologias a las que se les realizo trasplante hepatico

desde 1988 hasta 2013 en HCUVA.

Cirrosis Cirrosis Cirrosis Hepatitis
Hepatocarcinoma Otras
alcohélica por virus autoinmune fulminante

N=398 N=247 N=104 N=61 N=39 N=177
1988 1 (50) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 1 (50)
N=
1989 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3)
N=
1990 4(21.1) 3(15.8) 3(15.8) 1(5.3) 5(26.3) 3 (15.8)
N=19
1991 10 (37) 8(29.6) 0(0) 2(7.4) 4 (14.8) 3(1L1)
N=27
1992 12 (35.3) 7 (20.6) 2(5.9) 1(2.9) 3(8.8) 9(26.5)
N=34
1993 11 (31.4) 6 (17.1) 1(2.9) 1(2.9) 2(5.7) 14 (40)
N=35
1994 17 (45.9) 5(13.5) 1(2.7) 3(8.1) 0(0) 11(29.7)
N=37
1995 15 (34.1) 9 (20.5) 4.1 4.1 0(0) 12 (27.3)
N=44
1996 14 (31.1) 12 (26.7) 12 (26.7) 2(44) 0(0) 5(11.1)
N=45
1997 11 (31.4) 6 (17.1) 1(2.9) 3 (8.6) 2(5.7) 12 (34.3)
N=35
1998 17 (38.6) 12 (27.3) 6 (13.6) 4.1 1(2.3) 4.1
N=44
1999 16 (43.2) 7(18.9) 5(13.5) 2(5.4) 3(8.1) 4(10.8)
N=37
2000 16 (36.4) 20 (45.5) 1(2.3) 0 (0) 1(2.3) 6 (13.6)
N=44
2001"? 9 (19.6) 17 (37) 4(8.7) 4(8.7) 12.2) 11(23.9)
N=46
2002 13 (33.3) 8 (20.5) 5(12.8) 4(10.3) 3(7.7) 6 (15.4)
N=39
2003 18 (37.5) 12 (25) 8 (16.7) 4(8.3) 0(0) 6 (12.5)
N=48
2004 18 (37.5) 14 (29.2) 4(8.3) 3(6.3) 2(4.2) 7 (14.6)
N=48
2005 13 (37.1) 9@25.7) 4(11.4) 2(5.7) 0(0) 7 (20)
N=35
2006 19 (39.6) 10 (20.8) 5(10.4) 3(6.3) 3(6.3) 8 (16.7)
N=48
2007 22 (44) 8 (16) 7(14) 5(10) 1(2) 7(14)
N=50
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2008 27 (50) 6(11.1) 11 (20.4) 3(5.6) 0 (0) 7(13)
N=54

2009 31(57.4) 15 (27.8) 2(3.7) 1(1.9) 2(3.7) 3(5.6)

N=54

2010 24 (53.3) 13 (28.9) 3(6.7) 0 (0) 1(2.2) 4(8.9)

N=45

2011 31 (50) 12 (19.4) 5(8.1) 1(1.6) 3(4.8) 10 (16.1)
N=62

2012 15 (30.6) 16 (32.7) 6(12.2) 5(10.2) 0 (0) 7(14.3)
N=49

2013°  14(33.3) 12 (28.6) 4(9.5) 2(4.8) 1 (2.4) 9(21.4)
N=42

N, niimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia de una patologia concreta. * Valor de P obtenido
al comparar a pacientes con cirrosis alcohdlica en 2001 y 2009; P<0.001; OR=0.185, 95% IC: 0.075-0.460. % Valor de
P obtenido al comparar la frecuencia de los pacientes con cirrosis alcohdlica trasplantados en 2001 y 2010; P=0.002;
OR=0.219, 95% IC: 0.086-0.558. * Valor de P obtenido al comparar la frecuencia de los pacientes con cirrosis
alcohdlica trasplantados en 2013 y 2009; P=0.024; OR=2.696, 95% IC: 1.166-6.233.

3.3. Edad media de los pacientes con cirrosis hepatica a los que se les realizo
trasplante hepatico (1988 a 2013)

En el caso de la cirrosis alcohdlica, la edad media ha fluctuado a lo largo de los
afios, pero con una tendencia a aumentar progresivamente en el periodo estudiado, de
manera que ha pasado de los 38 afios en el afio 1988, a los 57.1 en 2013 (tabla 31),
siendo los afios 2005, 2010 y 2011 los afios donde la edad fue también alta, en torno a

los 56 afios.
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Tabla 31. Edad media de los pacientes con cirrosis
alcoholica a los que se les realizé trasplante hepatico

desde 1988 hasta 2013 en HCUVA.

Cirrosis alcoholica

N=398
Edad Media + EEM

1988 38+5.03
1989 0
1990 43.3+2.06
1991 42+8.44
1992 47+7.98
1993 49.2+6.93
1994 49+9.06
1995 47.8+7.11
1996 52+6.25
1997 55.2+7.7
1998 52.3£11.02
1999 51.3£8.53
2000 53.7£8.12
2001 52.8+8.03
2002 50.2+£8.96
2003 52.8+£7.89
2004 54.4+7.78
2005 56.8+£9.04
2006 52.4+7.98
2007 53.8+£9.02
2008 55.5£7.54
2009 55.8+£7.46
2010 56.6£7.45
2011 56.4+8.30
2012 53.5+£7.45
2013 57.1£5.92

N, nimero total de individuos. EEM, error estandar de la

media
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4. Serie de pacientes con cirrosis hepatica alcohdlica con indicacion a trasplante
hepatico

La mayoria de los trasplantes hepaticos por cirrosis alcoholica realizados en el
HCUVA corresponden a hombres (92,5%) mientras que el restante 7.5% se realizaron
en mujeres. La edad media de los individuos sometidos a trasplante fue de 53.02+0.43
afios. Los hombres presentaron una edad media de 53.06+0.45, y las mujeres una edad

media muy similar (52.47+1.33), como se muestra en la tabla 32.

Tabla 32. Edad media y frecuencia segiin sexo de pacientes donde la cirrosis

hepatica alcohdlica con indicacidn para trasplante hepatico

Total Hombres Mujeres

N=398 N=368 N=30
Aios =+ EEM 53.02+0.43 53.06+0.45  52.47+1.33

n (%) n (%) n (%)
Con infeccion viral* 93 (23.4) 84 (22.8) 9 (30.0)
Sin infeccion viral 305 (76.6) 284 (77.2) 21 (70.0)

N, nimero total de individuos. n, nimero de individuos considerados en cada parametro. *Se
incluyen pacientes con infeccion viral por VHC, VHB, CMV, VHC+CMV y VHB+CMV.
CMV; VHC; Virus de la hepatitis C, VHB; Virus de la hepatitis B virus citomegalovirus,

EEM; Error estandar de la media.

Posteriormente se analizé la incidencia de infecciones en el total de pacientes con
cirrosis alcoholica, observando que la mayoria de pacientes con cirrosis alcohdlica
cursaban sin infeccion viral asociada (76.6%), mientras que el resto presentaba algun
tipo de infeccion viral asociada (23.4%). Estas tendencias se mantenian igualmente al
comparar ambos sexos, de modo que, el 77.2% de hombres no presentaron infeccion
viral asociada a cirrosis alcohdlica, y en las mujeres se observo ausencia de infeccion
viral en un 70% de los casos. En el grupo de cirrosis alcohodlica con infeccion viral

asociada un 22.8% fueron hombres y un 30% mujeres.
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Al analizar el tipo de infeccion viral presente en el total de pacientes con cirrosis
alcoholica, se observo que el virus de la hepatitis C era el més representado en esta
poblacion (64.5%). Su presencia fue similar tanto en hombres como en mujeres (tabla
32y figura 69).

El segundo tipo de infeccion viral més frecuente fue el virus de la hepatitis B,
con un porcentaje del 21.5%. Esta infeccion, al contrario que la del VHC, fue mas
frecuente en hombre que en mujeres (11.1% vs 2.6%). Ademas, se observo que el CMV
representaba un 6.5% de las infecciones virales, y que era mucho mas frecuente en
mujeres que en hombres (22.2% vs 4.8%).

Cabe destacar que la presencia de doble infeccion viral por VHC y VHB en esta
poblacion fue muy baja, ya que se detectaron s6lo cuatro de dichos pacientes (4.3%).
Igualmente, infecciones asociadas a CMV, se detectaron s6lo en dos para por VHC y
CMV (2.2%), y un caso de VHB mas CMV (1.1%). En el grupo de mujeres no se

observé ningtn caso de doble infeccion.

191



Capitulo 1-Resultados

Tabla 32. Frecuencia de infecciones virales en pacientes donde la cirrosis

alcohdlica con indicacion para trasplante hepatico

Total Hombres Mujeres

N=93 N=84 N=9

n (%) n (%) n (%)
VHC*"™¢ 60 (64.5) 54 (64.3) 6 (66.7)
VHB*"™¢ 20 (21.5) 19 (22.6) 1(11.1)
CMV 6 (6.5) 4 (4.8) 2(22.2)
VHC + VHB 4(4.3) 4 (4.8) 0 (0.0)
VHC + CMV 2(2.2) 2(2.4) 0 (0.0)
VHB + CMV 1(1.1) 1(1.2) 0 (0.0)

N, ntimero total de individuos. n, nimero de individuos considerados en cada parametro.
CMYV; Citomegalovirus, VHB; Virus de la hepatitis B virus, VHC; Virus de la hepatitis
C. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. * Valor de
P obtenido al comparar VHC con VHB en el total de pacientes con cirrosis alcoholica;
OR=6.636; 95% IC: 3.458-12.738, P<0.001. > Valor de P obtenido al comparar pacientes
varones con VHC respecto pacientes varones con VHB; OR=6.158; 95% IC: 3.124-
12.138, P<0.001.” Valor de P obtenido al comparar mujeres con VHC y mujeres con

VHB; P=0.050.
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Figura 69. Frecuencia de infecciones virales por VHC y VHB
en los pacientes trasplantados por cirrosis alcohdlica en
HCUVA. * OR=6.636; 95% IC: 3.458-12.738, P<0.001; ™
OR=6.158; 95% IC: 3.124-12.138, P<0.001.
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5. Pacientes con infecciones virales

En este apartado se analiz6 a los pacientes con infecciones viricas totales, tanto
asociadas o no a otras enfermedades. De los 1026 pacientes analizados, 396
correspondian a dicho grupo.

La causa virica mas frecuente de trasplante hepatico fue la infeccion por el VHC
(n=271; 68.4%), seguido por la de VHB, aunque con mucha menos representacion
(n=82; 20.7%). También se observaron infecciones virales por CMV (2.5%) del total de
pacientes. En algunos casos, se detectaron también coinfecciones por VHC y VHB, en
un total de 27 pacientes (6.8%), mientras que solamente cuatro pacientes presentaban
infeccion por VHC mas CMV. Finalmente también se han registrado dos casos de
coinfeccion por VHB junto con CMV. (0.5%).

Tal como se recoge en la tabla 33, en todos los casos se observd un mayor
porcentaje de hombres que de mujeres, excepto en las infecciones por VHC, donde un

71.9% de las mujeres presentaban VHC, y un 6.6% asociaban VHC y VHB.

Tabla 33. Frecuencia de infecciones virales en el total de pacientes trasplantados de

higado

Total Hombres Mujeres

N=396 N=275 N=121

n (%) n (%) n (%) P
VHC 271 (68.4) 184 (66.9) 87 (71.9) 0.349
VHB 82 (20.7) 62 (22.5) 20 (16.5) 0.182
CMV 10 (2.5) 6(2.2) 4(3.3) 0.502
VHC + VHB 27 (6.8) 19 (6.9) 8 (6.6) 1.000
VHC + CMV 4 (1.0) 3(1.1) 1(0.8) 1.000
VHB + CMV 2(0.5) 1(0.4) 1(0.8) 0.518

N, niimero total de individuos. n, numero de individuos considerados en cada pardmetro. CMV;
citomegalovirus, VHB; Virus de la hepatitis B virus, VHC; Virus de la hepatitis C. Las
comparaciones fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. P, valor de P obtenido al

comparar a los pacientes hombres con mujeres.
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5.1. Frecuencia de infecciones viricas asociadas a otras patologias con
indicacion a trasplante hepatico

En la tabla 43 se recogen las infecciones viricas asociadas al resto de patologias
que fueron causa de trasplante hepatico en nuestro hospital. En el caso de la hepatitis
autoinmune solo un paciente portaba virus VHB asociado.

En la hepatitis fulminante, 23 pacientes fueron por infeccion viral, de los cuales el
34.9% presentaba infeccion por VHB, y en el 47.8% se detectd coinfeccion por VHC y
VHB. Por el contrario, el VHC sélo se detectd en un 4.3% de los casos. Dos casos de
hepatitis fulminante fueron causadas por CMV (8.7%), y s6lo en un caso el CMV se
asocio a VHB (4.3%).

De los 104 casos de hepatocarcinomas, 37 asociaban infeccion viral. El VHC fue
el virus que mas frecuente en este grupo (54.1%), seguido por VHB (35.1%) y por VHC
asociado a VHB en 4 casos (10.8%).

El grupo de virus sin otra patologia asociada, tal como se comenta en el apartado
1 (tabla 28), estd representado mayoritariamente por el VHC con un 76.9% de
frecuencia, seguido del VHB con un 16.3%. La asociaciéon de VHC con VHB pudo
detectarse en un 3.2% de los casos. La infeccion por VHC mas CMV se observa
solamente en dos casos (1.6%). Ademas, existen 5 pacientes (2%) con virus que no se
han podido clasificar por no poder determinarse qué tipo de virus presentaban (no

vienen incluidos en la tabla 34).
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Tabla 34. Frecuencia de infecciones virales asociadas a las principales

indicaciones a trasplante hepatico considerados en el HCUVA

Hepatitis Hepatitis
autoinmune fulminante Hepatocarcinomas Virus
N=1 N=23 N=37 N=247*
n (%) n (%) n (%) n (%)
VHC 0(0) 1(4) 20 (54.1) 190 (78.5)
VHB 1 (100) 8(34.9) 13 (35.1) 40 (16.5)
VHC + VHB 0(0) 11 (47.8) 4 (10.8) 8(3.2)
VHC + CMV 0(0) 0(0) 0(0) 4(1.6)
VHB + CMV 0(0) 1(4.3) 0(0)32 0(0)
CMV 0(0) 2(8.7) 0(0) 0(0)

N, nimero total de individuos. n, nimero de individuos considerados en cada parametro. CMV;
citomegalovirus, VHB; Virus de la hepatitis B virus, VHC; Virus de la hepatitis C. *En este
grupo hay incluidos 5 pacientes (2%) con virus sin clasificacion (ver tabla 28).

No se ha incluido el grupo de cirrosis alcohdlica por estar analizado en el apartado 4 (Tabla 41).

5.2. Estudio de la frecuencia de infecciones viricas en toda la serie de estudio

Por otro lado, la frecuencia de trasplantes hepaticos por infecciones virales desde
1988 hasta 2013, aparece disminuida en los ultimos afios (figura 70), donde se observa
que el VHC (linea roja) es el virus mas frecuente en los pacientes sometidos a trasplante
hepatico, frecuencia que oscila entre el 20% y el 39%, manteniédose mas o menos
estable en los ultimos afios.

La mayor frecuencia de individuos infectados con VHC corresponde a 44.4% en
el ano 1991. En los afios siguientes frecuencia descendié hasta un 10.8% en el afio
1994, pero de nuevo aument6 en el afio 2000 (38.6%). Posteriormente la frecuencia de
infeccion oscil6 entre el 29.2% y el 16.7%, con un pico en 2009 del 33.3%. En la

actualidad la frecuencia de infeccion viral se mantiene reducida (26.2%; afio 2013).
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El VHB, la segunda causa mas frecuente de trasplante hepatico, present6 un pico
maximo en 2002 (20.5%), aunque en general oscila entre el 2.7%-12.5%.

La infeccion por CMV tuvo una frecuencia baja, y parte de un 5.3% en 1990, para
descender posteriormente por debajo del 3.7%.

En relacion a la asociacion de VHC y VHB la mayor incidencia corresponde a la
etapa inicial, con un 21.1% en 1990, que desciende a lo largo de los afios. A partir de
2009 no hay mas casos, excepto un 2% en 2012.

Las infecciones donde se asocia VHB o VHC con CMV, han sido muy escasas, y

solo en algln afio se ha registrado una frecuencia de hasta el 2.9%.
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Figura 70. Frecuencia de infecciones virales segin afio desde 1988 hasta 2013. *Se

ha omitido los dos primeros afos por no haber ningun caso de trasplante por
infeccion viral en 1988-1989.

6. Analisis de supervivencia en la serie total de pacientes
La supervivencia en el total de pacientes con trasplante hepatico se analizé en un
periodo de diez anos desde el momento del trasplante. Asi se pudo observa una

supervivencia global del 74.4% al afio, del 67.5% a los 3 afios, del 64.1% a los 5 afios y
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del 61.7%. a los 10 afos. En este andlisis se compard la supervivencia de cada una de

las indicaciones a trasplante con respecto al resto de indicaciones (figura 71).

6.1. Supervivencia de pacientes trasplantados por cirrosis alcohélica
En la figura 71A se muestra la supervivencia a los diez afios de los pacientes
sometidos a trasplante hepatico por cirrosis alcohdlica con respecto al resto de pacientes
con otro tipo de indicaciones.

En este grupo la supervivencia fue del 81.2% al afio, 74.6% a los 3 afios, 71.9% a
los 5 afios, y 69.6% a los 10 afos (linea roja vs linea azul). La supervivencia de la
cirrosis alcohodlica fue superior al resto de pacientes en su conjunto. Estas diferencias
fueron significativas en todo el periodo de tiempo considerado, es decir, al afio, 3, 5 y10
afios (P<0.001), en todos los casos. Por el contrario, al comparar la supervivencia de
cada una de las patologias con la de los pacientes trasplantados por cirrosis alcoholica,
se observa que los resultados solo son significativos a los tres anos (Hepatocarcinoma
vs cirrosis alcoholica: P=0.012; Virus vs cirrosis alcoholica: P=<0.001; Cirrosis
autoinmune vs cirrosis alcoholica: P=0.046; Hepatitis fulminante vs cirrosis alcoholica:

P=0.036; Otras vs cirrosis alcoholica: P=<0.001).

6.1.1. Supervivencia de los pacientes con cirrosis alcohdlica infectados
por virus
En un segundo andlisis se evalud la supervivencia del paciente cirrético segiin
presencia o ausencia de infecciones virales concomitantes. Se compar6 la supervivencia
de la cirrosis alcohdlica entre pacientes afectados solo por cirrosis alcohdlica sin
infeccion viral (n=305), con la de aquellos pacientes que presentaban infeccion viral
asociada (n=93), como se muestra en la figura 71B.
De este analisis se pudo deducir que la supervivencia durante los 10 afios

posteriores al trasplante fue siempre menor en el grupo de cirrosis alcoholica asociada a
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virus. La comparacion entre el grupo de cirrosis con infeccion viral y el de pacientes
con cirrosis alcohdlica sin virus, mostrd diferencias durante todo el periodo analizado
(1, 3, 5 y 10 afios), aunque los mayores diferencias se observaron a corto plazo,a 1y 3
afios. De hecho, la supervivencia a 1 afio en los pacientes sin infeccion, fue del 83.3%, y
considerablemente menor en los que eran portadores de infeccion por virus (74.2%). Sin
embargo, tras la comparacion entre ambos grupos, las diferencias no alcanzaron
significacion estadistica, y solo se acercaron a la significacion estadistica cuando se
compararon ambos grupos a 1 afio, decreciendo claramente a medida que pasaba el
tiempo (P=0.052 al ano; P=0.084 a los 5 afos; P=0.124 a los 10 afios).

La supervivencia en el grupo sin virus se mantuvo a niveles mas altos durante
todo el periodo revisado, de manera que a los 10 afnos sobreviven un 71.1% de los

pacientes no infectados, y un 64.5% de los infectados.
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Figura 71. Supervivencia de los pacientes con trasplante hepatico segiin patologia.

6.2. Supervivencia de pacientes trasplantados por otras patologias
En este andlisis de supervivencia se ha considerado la hepatitis autoinmune, la
hepatitis fulminante y el hepatocarcinoma, pues el resto de patologias estan muy poco

representadas. Los resultados se muestran en la figura 72.
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Los enfermos con hepatitis autoinmune mostraron unas tasas de supervivencia
elevada (90.2% al afio, 86.9% a los 3 afos, 85.2% a los 5 afos, y 80.3% a los 10 afios),
mayores que las del conjunto de indicaciones. Las diferencias en la supervivencia con
respecto al resto de indicaciones fueron estadisticamente significativas (P<0.001) en
todos los afios analizados.

Ademas, al comparar la hepatitis autoinmune con cada una de las otras
patologias, se observé que las diferencias en la supervivencia seguian siendo
significativas al ano en todos los casos, excepto para la cirrosis alcoholica.

Por el contrario, el andlisis de supervivencia de pacientes con hepatitis
fulminante no diferia del conjunto otras patologias (69.2% al afo, y 64.1% alos 5,3 y
10 afios), no siendo los resultados significativos en ningun periodo de tiempo
establecido. Sin embargo, la comparacion de la hepatitis fulminante con cada una de las
otras patologias, reveld algunos resultados significativos (figura 72). Asi, se observaron
diferencias en la supervivencia al comparar con cirrosis alcoholica (P=0.018 al afio y
P=0.036 a los 3 afios) y con hepatitis autoinmune (P=0.005 al afio, P=0.003 a los 3
afios, P=0.006 a los 5 afios, y P=0.027 alos 10 afos).

Con respecto al hepatocarcinoma, se observéd una supervivencia algo menor que
la del resto de patologias analizadas (75% al afio, 61.5% a los 3 afos, 52.9% a los 5
afios, 50% a los 10 afos), y en ningun caso con diferencias significativas. En cambio,
cuando se compar6 con cada una de las otras patologias, si se encontraron diferencias
significativas con respecto a la hepatitis alcohdlica (P=0.012 a los 3 afos; P=0.031 a
los 5 afios; P<0.001 a los 10 afos ) y la hepatitis autoinmune (P=0.026 al afio; P=0.001
a los 3 afios; P<0.001 alos 5y 10 afos).

En el grupo de los virus (n=247), la supervivencia total fue del 68.4% al afio, del

60.3% a los 3 afios, del 57.5% a los 5 afios, y del 55.1% a los 10 afios (P<0.001), menor
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que el resto de patologias. Las diferencias fueron significativas cuando se compar6 la
supervivencia del grupo de virus con la cirrosis alcohoélica, asi como con la hepatitis

autoinmune para todo el periodo de tiempo estudiado.

1,0
Cirrosis alcohdlica
% Cirrosis autoinmune
.g 0,87 Hepatocarcinoma
8 Cirrosis por virus
— ) .
Q Hepatitis fulminante
o 0,67
.8 Otras
Q
=
]
>
. p—
Z 04
(0]
(/53 Supervivencia de pacientes con cirrosis alcohélica
Long-rank (P-valor) 1 afio 3 afios 5 afios 10 afios
0,21
Hepatocarcinoma n.s 0.012 0.001 <0.001
Cirrosis viral <0.001 n.s <0.001 <0.001
Cirrosis Autoinmune n.s 0.046 n.s n.s
_| Hepatitis fulminante 0.018 0.036 n.s n.s
%97 Otros <0001  <0.001 <0.001  <0.001
T T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Anos después del trasplante

Figura 72. Supervivencia de los pacientes con trasplante hepatico segiin cada una
de las indicaciones a trasplante hepatico.

6.3. Supervivencia de pacientes trasplantados por infecciones virales

A continuacién se realiz6 un andlisis de la supervivencia del paciente
trasplantado en funcion del tipo de virus presente (n=396), resumido en la figura 73. En
este andlisis se compararon cada una de las distintas infecciones virales con las otras
infecciones viricas, y también con pacientes que no presentaban ninguna infeccion viral
(figura 73, linea azul).

Los pacientes trasplantados por VHC presentan una supervivencia
significativamente menor que las otras infecciones virales a los 10 afos (54.2%;

P=0.001). Por el contrario, se observa que la supervivencia de los pacientes infectados
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por VHB con respecto al resto de indicaciones a los 10 afios, es mayor (65.9%) aunque
las diferencias no resultan significativas.

Ademas, el estudio de los pacientes con infeccion por VHC y VHB concomitante,
revela que la supervivencia a los 10 afios es aun menor que la del resto de indicaciones

(33.3%; P<0.001), y que la de s6lo VHC (P=0.008) y VHB (P=0.002).

1,07
VHC
VHB
CmMvV
0,87
% VHC+VHB
g VHB+CMV
8 - VHC+CMV
g ’ Resto de
8 indicaciones
=
‘qa) 041 n=271
Z
L :
=y n=27
. 0,21
" | VHC--VHC+VHB Log Rank P=0,008 a los 10 afios
VHC--No virus Log Rank P=0.001 a los 10 afios
No virus--VHC+VHB Log Rank P<(0.001 a los 10 afios
0,01 VHB--VHC+VHB Log Rank P=0.002 a los 10 afios

! ! ! ! I |
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Afos después del trasplante

Figura 73. Supervivencia de los pacientes con trasplante hepatico segun tipo de
virus.
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CAPITULO 2. ESTUDIO DE PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA
ALCOHOLICA SOMETIDOS A TRASPLANTE HEPATICO Y DE GENES

KIR/HLA

Este capitulo ha centrado en el estudio de pacientes varones sometidos a trasplante
hepatico, cuya indicacion fue la cirrosis hepdatica alcoholica. En ellos se estudio su
relacion con los genes KIR/HLA y se compararon con individuos sanos con la finalidad
de conocer la influencia en el desarrollo de cirrosis hepatica alcohdlica, y detectar
aquellos pacientes susceptibles de medidas preventivas.

Una poblacion total de 319 individuos varones sanos fue escogida como grupo
control en este estudio.

La media de edad de este grupo de individuos fue de 51.71 + 1.00 afios, pero se
utilizo la mediana de edad para establecer dos grupos distintos de edad: un grupo <54
afios y otro grupo >54 afios. El 52% (n=166) de los individuos sanos tenia una edad <54

afios, mientras que los mayores de 54 afios, representaban s6lo un 48% (n=153).

1. Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes varones con cirrosis
alcohdlica

Como se comenta en el Capitulo 1, de 1026 trasplantes hepaticos, el 38.4%
(N=398) tuvieron como indicacion a trasplante cirrosis alcohélica.

De los 398 pacientes con cirrosis alcoholica, solamente 22 pacientes
correspondian a mujeres con una edad media de 52.47+1.33 (media + EEM), mientras
que la mayoria fueron hombres con una edad media de 53.06+0.45 afios (media +
EEM).

Debido al escaso nimero de mujeres, éstas fueron excluidas del estudio,

centrandonos en este capitulo II exclusivamente a la cohorte de hombres (n=281).
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Una vez delimitado el sexo de los pacientes a estudiar, se igualaron en edad con

los controles sanos varones, de tal manera que la poblacién de pacientes varones con

cirrosis alcoholica definitiva qued6 reducida a 281 individuos, de tal manera que el

grupo de pacientes-control era concordante en sexo y edad. Todos estos datos se

resumen en la tabla 35.

Tabla 35. Datos demograficos de los pacientes con cirrosis

alcoholica.
Pacientes con cirrosis
alcohdlica
Pacientes Pacientes
varones mujeres
Parametros n (%) n (%)
Edad media Afios + EEM 53.63 £ 0.495 52.98 £ 0.46

N° de individuos n (%)

281 (92.7) 22 (7.3)

N, numero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo.

EEM,; error estandar de la media

A efectos de analisis, los pacientes con cirrosis alcoholica se clasificaron en dos

grupos, de acuerdo a la presencia o ausencia de infecciéon viral (n=68 y n=213,

respectivamente).

1.1. Caracteristicas demograficas y analiticas de los pacientes con cirrosis

alcohdlica

En la tabla 36, se ofrece un resumen de las caracteristicas demograficas y clinicas

de los pacientes incluidos en esta serie segun la presencia o ausencia de infeccion viral.
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Tabla 36. Datos demograficos y clinicos de los pacientes con cirrosis alcoholica

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Pacientes
totales Sin virus Con virus*
N=281 N=213 N=68
Variables demograficas n (%) n (%) n (%)
Edad media Anos £+ EEM 53.63 £ 0.495 55.14 £ 0.54 48.9 £ 0.94
Mediana de edad <54 afios 143 (50.9) 91 (42.7) 52 (76.5)"
>54 afios 138 (49.1) 122 (57.3) 16 (23.5)
Variables clinicas P/A
IMC Valor medio + EEM 27.58 £0.50 27.72 £0.56 2742 +1.15
Peso normal® 27 (34.6) 17 (29.3) 10 (50.0)
Sobrepeso® 51 (65.4) 41(70.7) 10 (50.0)
Ascitis 162 (78.3) 119 (79.3) 43
+
(75.4)
- 45 (21.7) 31(20.7) 14 (24.6)
Grado de Ascitis 1 32 (20.6) 26 (22.4) 6 (15.4)
11 67 (43.2) 44 (37.9) 23 (59.0)2
11 56 (36.1) 46 (39.7) 10 (25.6)
Encefalopatia + 91 (43.5) 72 (47.1) 19 (33.9)
- 118 (56.5) 81 (52.9) 37 (66.1)
Grado de 1 36 (41.9) 27 (39.1) 9(52.9)
encefalopatia** 11 40 (46.5) 33 (47.8) 7(41.2)
11 10 (11.6) 9 (13) 1(5.9)

N, ntimero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo. P/A, presencia (+) o ausencia (-). * Peso
normal; incluye individuos con un IMC de 18.5 a 25; ® Sobrepeso; incluye individuos con un IMC mayor de 25.
Indice de masa corporal; EEM: Error estandar de la media; INR; ratio internacional normalizado. El valor de P fue
obtenido al comparar el grupo de pacientes sin infeccion viral y el de infeccion viral en individuos cirréticos. Las
comparaciones fueron realizadas mediante el test exacto de Fisher de dos colas. " Las comparaciones fueron
realizadas comparando mediana de edad de pacientes <54 afios sin virus con <54 afios con virus; OR=0.230; 95% IC:
0.123-0.428 , P<0.0001; > Las comparaciones fueron realizadas comparando el grupo con ascitis grado II con el resto
de grupos (ascitis grado I y IIT); OR=0.425; 95% IC: 0.203-891, P=0.026.

*Los pacientes con virus incluyen CMV, VHB y VHC, como se muestra en la tabla 39.

**No se ha incluido el grado IV en la tabla por no haber encontrado ningtin paciente con ese estadio.
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a) Edad media e infeccion viral

Del total de pacientes varones trasplantados por cirrosis alcoholica analizados, el
75.8% no presentd infeccion viral (n=213), mientras que un 24.2% estaban afectados
por infecciones virales (n=68).

La media de edad del total de pacientes varones que desarrollan cirrosis alcohélica
fue de 53.63+0.495 anos (media = EEM), y no se encontraron diferencias significativas
en la media de edad de pacientes y controles, ni entre paciente infectados o no
infectados con virus.

Los pacientes totales se clasificaron en funcion de la mediana de edad en dos
grupos, <54 afios y >54 afios observando que en la cohorte total de pacientes (N=281)
los pacientes estaban igualmente distribuidos en ambos grupos (50.9% vs 49.1%).

En el grupo de pacientes sin infecciones virales, el porcentaje de pacientes <54
afios fue ligeramente inferior (42.7%; n=91) respecto al grupo de edad >54 afos
(57.3%; n=122) no existiendo diferencias significativas entre ambos grupos.

Por el contrario, cuando se analizd la frecuencia de pacientes con cirrosis
alcoholica infectados por virus en ambos grupos de edades, el grupo <54 anos estaba
mas representado (76.5%), existiendo un aumento estadisticamente significativo
respecto al grupo de pacientes cirrdticos sin infeccion viral asociada (OR=0.230; 95%

CI: 0.123-0.428, P<0.0001).

b) Indice de masa corporal

En este estudio también se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) en funcion
de la talla y del peso los dias previos al trasplante hepatico, lo que permiti6 clasificar a
los pacientes en tres grupos segun el valor de IMC (Tabla 36).

El IMC solo se pudo obtener en 78 pacientes de los 281 pacientes cirrdticos, y su

un valor medio fue 27.58+0.50 afios (media = EEM) en el total de estos pacientes. Se
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obtuvieron valores similares en los pacientes con infeccion viral (27.72 £ 0.56 afios) y
sin infeccion viral (27.42 + 1.15 anos). Por tanto, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de pacientes.

A continuacion, se clasificaron a los pacientes en tres grupos en funcion del valor
de IMC (N=78), de manera que los pacientes con un IMC inferior a 18.5 se
consideraron pacientes con bajo peso, los que tenian un IMC entre 18.5 y 25 se
consideraron pacientes con peso normal, y los que tenian un IMC superior a 25 se
clasificaron como pacientes con sobrepeso.

Ningun paciente presenté un IMC inferior a 18.5, ya que la mayoria (65.4%)
presentaban sobrepeso, y un 34.6% tenia un peso normal.

Por otro lado, un 29.3% de los pacientes sin infecciones virales mostraba un peso
normal, mientras que los que tenian sobrepeso representaban un 70.7%, Sin embargo, el
peso de los pacientes cirrdticos con infecciones virales estaban repartidos de manera
equitativa entre los diferentes grupos. Quizés esto se deba al limitado numero de

pacientes en este grupo (n=20).

c) Presencia de ascitis

La presencia o ausencia de ascitis se pudo examinar en un total de 207 pacientes,
siendo mas frecuente en los pacientes con cirrosis alcohoélica (78.3%), mientras que un
21.7% de pacientes cirroticos no la presentaron. Resultados similares fueron observados

en pacientes con y sin infeccion viral.

Cuando se estudi6 el grado de ascitis en el total de pacientes se observdé como un
43.2% (n=67) presentaban una ascitis grado II, un 36.1% de los pacientes tenian un
grado III y solamente un 20% tenian una ascitis de grado I. Como se observa en la tabla
36, esta distribucion es igual en el grupo de pacientes con cirrosis alcohdlica asociada a
virus que en los pacientes sin virus, aunque la ascitis grado Il fue més frecuente en el
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grupo de cirréticos con infecciones virales que en los pacientes sin infeccion viral (59%
vs 37.9%). En este caso las diferencias fueron estadisticamente significativas

(OR=0.425; 95% IC: 0.203-891, P=0.026).

d) 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 209 pacientes. Del total de éstos, el
43.5% (n=91) presentaba encefalopatia y un 56.5% (n=118) no la desarrollaron (Tabla
36). Frecuencias similares se obtuvieron tanto en el total de pacientes sin infeccion
viral, donde el 47.1% presentaron encefalopatia hepatica, frente a un 52.9% que no la
desarrollaron. Por el contrario, el desarrollo de encefalopatia en pacientes cirroticos con
infeccion viral fue menor, con un 33.9%, sin ser estas diferencias estadisticamente
significativa (P=0.115).

Posteriormente se evaluo el grado de encefalopatia y se observé que el 41.9 % de
los pacientes analizados presentaban encefalopatia grado I, un 46.5% (n=40)
presentaban una encefalopatia de grado II y el restante 11.6% (n=10) tenian un grado
1.

Cuando se analiz6 el grado de encefalopatia en los pacientes sin infeccion viral se
observa que el 39.1% (n=27) presentaban encefalopatia grado I, mientras que un 47.8%
(n=33) presentd grado I, y un 13% (n=9) correspondia a un grado III. Por el contrario,
en la poblacion de pacientes con infeccion viral la mayoria presentaban encefalopatia
grado 1 (52.9%; n=9), el resto grado II y III (41.2%, n=7; y 5.9%, n=I,
respectivamente). En ningun caso se observaron diferencias estadisticamente

significativas (tabla 36).
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1.2. Factores bioquimicos en pacientes con cirrosis alcohélica

Se han estudiado un total de nueve parametros bioquimicos en pacientes con
cirrosis alcohdlica (tabla 37).

La creatinina (mg/dl) se determin6 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 1.08+0.10 mg/dl. Valores similares fueron obtenidos en los pacientes con infeccion
viral (n=170) y sin infeccion viral asociada (n=58).

La albumina (g/dl) también fue considerada en un total de 174 pacientes,
observandose que presentaba valores cercanos o menores que los establecidos para el
limite inferior de la normalidad (3.46+0.10 g/dl). En los pacientes con infeccion viral
asociada (n=125) o sin infeccion viral (n=49), se observaron valores bastante similares.

El bilirrubina total (mg/dl) se determin6 en 180 pacientes, y su valor medio fue
de 3.17 = 0.30 mg/dl. En pacientes sin infeccion viral asociada fue de 3.29 = 0.41
mg/dl; n=128, y en los pacientes con infeccion viral algo inferiores, con valores de 2.80
+ 0.37 mg/dl; n=52, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos.

La GOT (transaminasa glutdmico-oxalacética) se analizé en un total de 172
pacientes, observandose valores medios de 95.72 = 13.34 U/l, algo superiores al limite
superior de la normalidad. Al analizar su valor medio en pacientes con presencia o
ausencia de virus asociado, se observo que las cifras de GOT eran mas elevadas en el
grupo de infeccion viral (108.40 = 14.29 U/l; n=50), mientras que en los no infectados
fue de (92.95 = 19.54 U/I; n=122).

También se determind la GPT (transaminasa glutdmico-oxalacética) en un total

de 174 pacientes, con valores medios de 71.92 + 11.06 U/I, bastante similar a la de los
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pacientes sin virus (70.94 = 16.30 U/l; n=124), mientras que en los pacientes con virus
asociado las cifras fueron mas altas, con valores medios de 82.80 + 10.93 U/l (n=50).

Otro parametro bioquimico analizado fue la FA (fosfatasa alcalina), en 163
pacientes, y su valor medio fue de 173.60 = 8.52 U/l. Al analizar a los pacientes segiin
la presencia de virus, se observaron valores medios de 157.74 = 9.29 U/l (n=116) en el
grupo de pacientes sin virus, y 218.60 = 19.86 U/l (n=47) en el de pacientes con virus.
En este caso, la comparacion ambos grupos mostrd diferencias significativas (P=0.007).

El andlisis de la GGT (gamma glutamil transpeptidasa) se realizd6 en 121
pacientes, y reflejo unos valores medios de 99.92 + 6.78 U/I. Estos valores fueron algo
mas elevados en los pacientes con virus (122.61 = 15.87 U/l; n=44), que en los
pacientes sin virus asociado (95.73 = 7.90 U/l; n=177), pero sin alcanzar diferencias
significativas.

El INR (International normalized ratio) también se analiz6 en un total de 215
pacientes, con un valor medio ligeramente elevado de 1.44 = 0.02, respecto a los valores
normales (0.9-1.2).

En funcioén del valor de INR, se establecio tres grupos de acuerdo a los rangos de
INR considerados para el calculo del indice Child-Pugh. Cabe destacar que el 90.7% de
los pacientes presentd valores inferiores a 1.8, un 7.4% presentd valores comprendidos
entre 1.8-2.3, y un 1.9% presentd valores superiores a 2.3. Esta misma distribucion fue
observada en los pacientes sin y con infeccion viral.

Por ultimo, se determind la actividad de protrombina (%), ésta se analiz6 en 241
pacientes, obteniéndose valores medios de 58.93 + 0.94 (media + EEM), bastante mas
bajos que los valores normales (valores normales 70-100%). Resultados similares
fueron obtenidos en los pacientes sin infeccion viral asociada (58.52 = 2.00 %; N=165)

y con infeccion viral asociada (58.91 = 2.10 %; N=58).
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Tabla 37. Parametros bioquimicos de pacientes varones con cirrosis alcohdlica previos

al trasplante hepatico

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Pacientes
Sin virus Con virus*
totales
N=213 N=68
N=281
Valores n n n
Parametros
normales Media + EEM Media + EEM  Media + EEM
Creatinina (mg/dl) 0.7-12 228 170 58
1.08 = 0.05 1.13 £ 0.06 1.00 = 0.0.8
Albiimina (g/dl) 3.5-52 174 125 49
3.46 £ 0.05 3.51 £0.06 3.31 £0.09
Bilirrubina total (mg/dl) 0.05-1.2 130 128 52
3.17+0.30 3.29+041 2.80 = 0.37
GOT (UN) 5-40 172 122 50
95.72 £ 13.34 92.95 £ 19.54 108.40 = 14.29
GPT (U/) 5-41 174 124 50
71.92 + 11.06 70.94 + 16.30 82.80 = 10.93
FA (U/l)** 40 - 130 163 116 47
173.60 = 8.52 157.74 = 9.29 218.60 = 19.86
GGT (U 10-71 121 177 44
99.92 +6.78 95.73 +7.90 122.61 = 15.87
INR 0.9-1.2 215 165 50
1.44 = 0.02 1.45 +0.03 1.42 = 0.05
<1.8 n (%) 195 (90.7) 149 (90.3) 46 (92.0)
1.8-2.3 n (%) 16 (7.4) 13 (7.9) 3(6.0)
>23  n (%) 4(1.9) 3(1.8) 1(2.0)
Actividad de 70 - 100 241 165 58
protrombina (%) 58.93 +0.94 58.52 +2.00 5891 +2.10

N, ntmero total de individuos; n, nimero de individuos en cada subgrupo. GOT: transaminasa

glutamico oxalacética; GPT: transaminasa glutamico piruvica; FA: fosfatasa alcalina; GGT: gamma

glutamil transferasa; INR: ratio internacional normalizado. Las comparaciones fueron hechas mediante

el test de T-Student.

*Los pacientes con virus incluyen CMV, VHB y VHC, como se muestra en la tabla 39.

**Comparacion de pacientes infectados por virus y no infectados, P=0.007.
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1.3 indices pronésticos clinicos de la cirrosis hepatica alcohélica en pacientes
no infectados e infectados por virus
Para establecer el pronostico de los pacientes con cirrosis alcoholica se utilizaron

dos indices: Child-Pugh y MELD (del inglés, Model for End Stage Liver Disease).

La clasificacion de Child-Pugh también fue considerada en este estudio sobre un
total de 144 pacientes (Tabla 38). La mayoria de los pacientes analizados, se
clasificaron como Child-Pugh “B” con un 52.1% de representaciéon (n=75), mientras
que un 30.5% (n=44) presentaban un Child-Pugh “C”, y el restante 17.4% de los
pacientes se clasificaron como Child-Pugh “A” (n=25). Esta distribucion fue similar en
ambos grupos (cirrosis con infeccion viral y cirrosis sin infeccion viral), no existiendo

diferencias significativas.

Los valores de MELD, fueron calculados en un total de 163 pacientes (Tabla 38).
La mayoria, tenian valores de MELD comprendidos entre 10-19 con un 70% de
frecuencia (n=116), un 15.9 % tenian un MELD superior a 19 (n=26), y tan solo un
12.8% presentaron valores inferiores a 9 (n=21). Asi como ocurria con el Child-Pugh, el
MELD también se distribuydé de manera equitativa cuando los pacientes con cirrosis
alcohdlica se subdividian en cirrosis alcohodlica sin virus y con virus. La media de

puntuacion MELD fue de 14.23 +0.37.

Por ultimo, cabe destacar que el grado de fibrosis hepatica global de grado F4
(segun la escala METAVIR), puesto que todos los pacientes incluidos en lista de espera

de trasplante hepatico presentaban un cirrosis alcohdlica establecida.
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Tabla 38. Indices pronosticos de la cirrosis hepatica en pacientes varones
con cirrosis alcoholica en presencia o ausencia de infecciones virales

Pacientes varones con cirrosis alcohélica

Pacientes Con
totales Sin virus virus*
N=144 N=104 N=40
Indice pronéstico  Clasificacion n (%) n (%) n (%)
Child-l’ughé’1 A 25(17.4) 17 (16.3) 8(20.0)
B 75 (52.1) 54 (51.9) 21 (52.5)
C 44 (30.5) 33 (31.8) 11(27.5)
Pacientes Con
totales Sin virus virus*
N=163 N=121 N=42
Indice pronéstico  Clasificacion n (%) n (%) n (%)
MELD" <9 21(12.9) 13 (10.7) 8 (19.0)
10-19 116 (71.2) 90 (74.4) 26 (61.9)
20-29 24 (14.7) 16 (13.2) 8 (19.1)
30-39 2(1.2) 2(1.7) 0

N, namero total de individuos; n, niimero 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.

* Los pacientes con virus incluyen CMV, VHB y VHC, como se muestra en la tabla 39.
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1.4. Infecciones virales en la poblacion de pacientes con cirrosis alcohdlica

Para valorar la influencia de las infecciones virales en nuestra cohorte de
pacientes con cirrosis alcoholica, se analiz6 el tipo de infeccion asociada en el total de
68 pacientes.

En la tabla 39 se muestra la frecuencia de la presencia de cada uno de los virus
considerados en este estudio. Cabe destacar que de todas las infecciones virales
asociadas a cirrosis alcohdlica, la infeccién por VHC es la mas representativa, con una
frecuencia de 61.8%, que sumado a un porcentaje de coinfeccion por el VHB de 5.9% y
de CMV de 2.9%, suponen un 70.6% de pacientes infectados por este virus.

El segundo tipo de infeccién mads representada en esta poblacion, corresponde al
VHB con un 20.6% de frecuencia. Ademas, el VHB se presenta en un porcentaje muy
pequeiio asociado a CMV (2.9%, n=2). Finalmente tan solo un 5.9% de los pacientes

infectados fueron infectados por CMV.

Tabla 39. Incidencia de las infecciones virales
asociadas a pacientes varones con cirrosis alcohdlica

Infecciones virales N=68
n (%)
VHC 42 (61.8)
VHB 14 (20.6)
CMV 4(5.9)
VHC + VHB 4(5.9)
VHC + CMV 2(2.9)
VHB + CMV 2(2.9)

N, numero total de individuos; n, nimero de individuos con
presencia de cada tipo de virus. CMV: Citomegalovirus. VHB:

Virus de la hepatitis B. VHC: Virus de la hepatitis C.
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2. Genes KIR y cirrosis hepatica alcohodlica

En este estudio se analizo la frecuencia de la presencia o ausencia de cada uno de
los genes KIR en un total de 319 controles sanos (N=319)y en el total de pacientes con
cirrosis alcohodlica (N=281), clasificando estos ultimos segun la presencia o ausencia de
infecciones virales.

En el analisis de frecuencias de genes KIR se han excluido los genes constitutivos
y los pseudogenes. Los primeros porque estan presentes en todos los individuos y los
segundos porque no codifican proteina y por tanto no contribuyen al repertorio de
receptores NK. Para su interpretacion y estudio, los genes KIR fueron clasificados

segun su funcion en inhibidores (iKIR) o activadores (aKIR).

2.1. Frecuencia de genes KIR inhibidores en pacientes con cirrosis alcoholica
y controles

Tal y como se muestra en la tabla 40, en el andlisis univariable no se detectaron
diferencias significativas 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% vs 53.0%; OR=1.530;95% IC: 1.103-2.120,

P=0.013).
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Tabla 40. Frecuencia de genes KIR en pacientes con cirrosis alcohdlica y en controles varones

sanos
Pacientes con cirrosis alcohélica varones
Controles Pacientes
sanos totales Sin virus Con virus
N=319 N=281 N=213 N=68

KIR genes* P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4

iKIRs

2DL1 (S1-) 197 (61.8) 160 (56.9)  0.244 115 (54.0) 45 (66.2) 0.088 0.581 0.092
- 122 (38.2) 121 (43.1) 98 (46.0) 23 (33.8)

D12 + 202 (63.3) 149 (53.0)  0.013* 112 (52.6) 37 (54.4) 0.015*  0.173 0.889
- 117 (36.7) 132 (47) 101 (47.4) 31 (45.6)

2DL3 + 279 (87.5) 249 (88.6)  0.707 190 (89.2) 59 (86.8) 0.586 0.842 0.661
- 40 (12.5) 32(11.4) 23(10.8) 9(13.2)

3DL1 + 304 (95.3) 268 (95.4) 1.000 201 (94.4) 67 (98.5) 0.689 0.325 0.200
- 15(4.7) 13 (4.6) 12 (5.6) 1(1.5)

2DLS + 170 (53.3) 158 (56.2)  0.511 121 (56.8) 37 (54.4) 0.477 0.894 0.780
- 149 (46.7) 123 (43.8) 92 (43.2) 31(45.6)

aKIRs

2DS1 (L1+) 119 (37.3) 119 (42.3)  0.211 96 (45.1) 23 (33.8) 0.087 0.678 0.121
- 200 (62.7) 162 (57.7) 117 (54.9) 45 (66.2)

2DS2 (L2+) 201 (63.0) 146 (52.0)  0.006" 109 (51.2) 37 (54.4) 0.007°  0.217 0.677
- 118 (37.0) 135 (48) 104 (48.8) 31 (45.6)

2DS3 + 107 (33.5) 93 (33.1) 0.931 65(30.5) 28(41.2) 0.508 0.263 0.107
- 212 (66.5) 188 (66.9) 148 (69.5) 40 (58.8)

2DS4 + 305 (95.6) 266 (94.7)  0.704 199 (93.4) 67 (98.5) 0.323 0.486 0.128
- 14 (4.4) 15(5.3) 14 (6.6) 1(1.5)

2DS5 + 86 (27.0) 99 (35.2) 0.033¢ 85(39.9) 14 (20.6) 0.002" 0360 0.0048
- 233 (73.0) 182 (64.8) 128 (60.1) 54 (79.4)

3DS1 + 129 (40.4) 132 (47.0)  0.117 105 (49.3) 27 (39.7) 0.050 1.000 0.209
- 190 (59.6) 149 (53.0) 108 (50.7) 41 (60.3)

P, presencia; A, ausencia; N, niimero total de individuos; n, niimero 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 infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor
de P obtenido al comparar cirrosis alcohdlica sin infeccion viral con cirrosis alcohélica asociada a virus. * OR= 1.530;
95% 1C:1.103-2.120 , P=0.013. > OR=1.575; 95% IC: 1.137-2.183, P=0.006. ° OR=0.679; 95% IC: 0.479-0.961,
P=0.033.% OR=1.557; 95% IC: 1.095-2.215, P=0.015. © OR=1.625; 95% IC: 1.143-2.311, P=0.007. * OR=0.556; 95%
1C:0.384-0.804, P=0.002. % OR=2.561; 95% 1C:1.339-4.900 , P=0.004.

" Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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En vista de estos resultados se aplico un segundo andlisis para evaluar la
influencia de la homocigosis y heterocigosis del gen KIR2DL2 y si habia diferencias
entre pacientes e individuos sanos. Los resultados de este analisis se recogen en la tabla
41.

Este analisis implicé la estratificacion de individuos en homocigotos y
heterocigotos para KIR2DL2. Los individuos homocigotos para KIR2DL2
(KIR2DL2+/KIR2DL3-) estaban distribuidos de manera similar en controles y
pacientes (12.3% y 11.4%, respectivamente). Igualmente, los datos obtenidos en el
grupo de cirrosis alcohdlica no asociada a infeccion viral (10.8%) y en el que asociaba
infeccion viral (13.2%), no mostraron diferencias entre si (P=0.661).

Cuando se consideraron individuos heterocigotos KIR2DL2+/KIR2DL3+, en el
grupo control representaron un 51.3%, mientras que en los pacientes estaban
disminuidos hasta un 41.6%. La comparaciéon de ambos grupos en este caso si revelo
diferencias estadisticamente significativas (OR=1.474; 95% IC: 1.067-2.037, P=0.022),
diferencias que también aparecieron al comparar el grupo de pacientes sin infeccion
viral y los controles sanos (41.8% vs 51.3%; OR=1.465; 95% IC: 1.032-2.079,

P=0.034).
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Tabla 41. Frecuencia de los genes KIR2DL2/L.3 en pacientes con cirrosis alcoholica y en controles

Pacientes varones con cirrosis alcoholica

Controles Pacientes
sanos totales Sin virus Con virus
N=319 N=281 N=213 N=68
KIR genes P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
KIR2DL2 + 39 (12.3) 32(11.4) 0.801 23 (10.8) 9(13.2) 0.680 0.840 0.661
homocigoto
- 279 (87.7) 249 (88.6) 190 (89.2) 59 (86.8)
KIR2DL2+/L3+ + 163 (51.3) 117 (41.6) 0.022" 89 (41.8) 28 (41.2) 0.034¢ 0.143 1.000
heterocitogo
- 155 (48.7) 164 (58.4) 124 (58.2) 40 (58.8)
KIR 2DL3 + 116 (36.5) 132 (47.0) 0.010* 101 (47.4) 31 (45.6) 0.015¢ 0.171 0.889
homocigoto
- 202 (63.5) 149 (53.0) 112 (52.6) 37 (54.4)

P, presencia; A, ausencia; N, niimero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de un gen KIR.
Las comparaciones fueron hechas usando 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 alcohélica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido al
comparar cirrosis alcohélica sin infeccion viral con cirrosis alcohdlica asociada a virus. * OR=0.648; 95% IC: 0.467-0.899,
P=0.010. > OR=1.474: 95% IC: 1.067-2.037, P=0.022. “ OR=0.637; 95% IC: 0.447-0.906, P=0.015. “ OR=1.465; 95% IC:
1.032-2.079, P=0.034.

* . . 7 . .
Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.

En contraste, como muestra la figura 74, la frecuencia de pacientes homocigotos
para KIR2DL3 (KIR2DL2-/KIR2DL3+) fue mayor en el total de pacientes con cirrosis
alcohodlica que en los controles sanos (36.5% vs 47.0%), una diferencia que resulto
estadisticamente  significativa (OR=0.648; 95% IC: 0.467-0.899, P=0.010).
Nuevamente, al considerar la cirrosis asociada o no a infeccion viral, solo se obtuvieron
diferencias significativas al comparar los pacientes pertenecientes al grupo sin infeccion

y el grupo control (OR=0.637; 95% CI: 0.447-0.906, P=0.015).
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Figura 74. Frecuencias de genes KIR inhibidores centroméricos
KIR2DL2/L3 en individuos sanos y en pacientes con cirrosis alcohdlica
con y sin infeccién viral asociada. Los individuos homocigotos para
KIR2DL2 se distribuyeron de manera similar en ambos grupos de
pacientes. Por el contrario, los heterocigotos para KIR2DL2 eran menos
frecuentes en el grupo de pacientes, siendo estos datos significativos al
comparar controles con pacientes con cirrosis alcohdlica no viral
(P=0.034). KIR2DL3 en homocigosis se encontraba altamente
representado en el grupo de pacientes respecto a los controles, siendo esta
diferencia significativa al comparar el grupo de cirrosis alcoholica no
viral y los controles sanos (P=0.015). Controles sanos: barra blanca.
Pacientes con cirrosis alcoholica no vira: barra gris. Pacientes con
cirrosis alcoholica con virus: barra negra. * OR=1.465; 95% IC: 1.032-
2.079, P=0.034.> OR=1.557; 95% IC: 1.095-2.215, P=0.015.

2.2. Frecuencias de genes KIR activadores en pacientes con cirrosis
alcoholica y controles

En la tabla 40 se analizaron un total de seis genes KIR activadores. Se observo
como la frecuencia de distribucion del gen KIR2DS1 fue similar entre el grupo de
pacientes y controles sanos (37.3% y 42.3%, respectivamente). Aunque este gen
apareci6 aumentado en el grupo de pacientes sin infeccion viral (45.1%), dicho aumento

no alcanz¢ diferencias estadisticamente significativas.
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Cuando se analizo6 el gen KIR2DS2 (tabla 40), los resultados fueron similares a
los obtenidos para el gen inhibidor KIR2DL2, algo l6gico, ya que KIR2DS2 se
encuentra altamente asociado a KIR2DL2 en nuestra poblacion (figura 36) (Gourraud y
col., 2010). Por esta razon, se analizé también la frecuencia conjunta de ambos genes
observando que el conjunto de esos genes en el total de pacientes con cirrosis alcoholica
estaba significativamente reducida con respecto a los controles (OR: 1.575; 95%
IC:1.137-2.183, P=0.006). Observaciones similares se obtuvieron al comparar las
frecuencias entre pacientes con cirrosis alcohdlica no viral (51.2%) y en la poblacion
control (63%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas (OR: 1.625; 95%
IC: 1.143-2.311, P=0.007) (tabla 40). La frecuencia de ambos genes en la poblacion de
pacientes con infeccion viral también era mas reducida que en el grupo control (54.4%),
pero en este caso no alcanzo la significacion estadistica.

Las frecuencias de los genes activadores KIR2DS3 y KIR2DS4 también se
analizaron en la poblacién sana y enferma, donde su distribucién fue similar, y por
tanto, sin diferencias significativas.

En contraste, los genes KIR2DS5 y KIR3DS1 aparecieron sobrerrepresentados
en pacientes respecto a controles, pero estas diferencias solamente fueron significativas
para el gen KIR2DSS5 (OR=0.679; 95% IC: 0.479-0.961, P=0.033).

A la vista de estos resultados se procedid a realizar un segundo analisis (figura
75), en el que los pacientes se estratificaron de acuerdo a la presencia o ausencia de
infecciones virales asociadas, y se compard la frecuencia de KIR2DS5 en los dos
grupos resultantes con la observada en el grupo control. Se observo un aumento en la
frecuencia de KIR2DSS5 en los pacientes con cirrosis alcohdlica no viral (39.9%)
respecto a la poblacion control (27%), diferencia estadisticamente significativa

(OR=0.556; 95% IC: 0.384-0.804, P=0.002) (tabla 40; figura 75). Sin embargo se
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observo una disminucion de la frecuencia de KIR2DSS en pacientes con infeccion viral
(20.6%) respecto a los pacientes sin virus (39.9%), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (OR=2.561; 95% I1C:1.339-4.900 , P=0.004).

Cuando se analiz6 la frecuencia del gen centromérico KIR2DS3 (tabla 40) no se
observaron diferencias significativas entre pacientes y controles, mientras que los genes
aKIR teloméricos (KIR2DS1, KIR2S5 y KIR3DSI1) estaban aumentados en los
pacientes. Asi pues, mientras el incremento de KIR2DS1 en pacientes no alcanzd
diferencias significativas, el de KIR2DSS era estadisticamente significativo en pacientes
respecto a controles (OR=0.556; 95% IC: 0.384-0.804, P=0.002). No obstante, su
frecuencia disminuia en pacientes con infeccion viral respecto a controles, pero en este
caso la diferencia no alcanz¢ significacion estadistica (P=0.360).

Por otra parte, cuando se analiz6 la frecuencia del gen activador KIR3DS1 (tabla
40; figura 75), también se observd una frecuencia alta en los pacientes que no
presentaban infeccion viral con respecto a los controles sanos, estando esta diferencia al
borde de la significacion estadistica (P=0.050). Por ello, al seleccionar pacientes sin
infecciones virales portadoras tanto de KIR2DS5 y KIR3DS1 (figura 75), se observaron
diferencias con respecto a los controles o con respecto a las cirrosis virales (OR=1.434;
95% 1C: 1.057-1.946, P=0.001; OR=0.595; 95% IC: 0.432-0.819, P=0.002,
respectivamente), sugiriendo que estos dos genes pueden actuar de manera sinérgica.

Finalmente, se analizd6 de manera conjunta la influencia de los tres genes KIR
centroméricos (KIR2DSI1, KIR2DS5, KIR3DS1), observandose que todos ellos

presentan un comportamiento similar a como lo hace de manera individual KIR2DSS.
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] *P=0.002
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Figura 75. Frecuencia de los genes KIR inhibidores teloméricos en controles
sanos y en pacientes con cirrosis alcohélica con y sin infeccion viral asociada.
Las barras blancas designan a la poblacion control sana, las barras grises
designan a los pacientes con cirrosis alcohdlica sin infeccion viral, y las barras
negras representan a los pacientes con cirrosis alcoholica con infeccion viral.
KIR: Killer-cell immunoglobulin—like receptors. El valor de P fue determinado
mediante el test exacto de Fisher de dos colas. * OR=0.556; 95% 1C:0.384-
0.804, P=0.002. ™ OR=2.561; 95% IC: 1.339-4.900, P=0.004. © OR=1.431;
95% IC: 1.057-1.946, P=0.001. “ OR=0.595; 95% IC: 0.432-0.819, P=0.002.
& OR=0.350; 95% IC: 0.181-0.674, P=0.002. * OR=0.974; 95% IC: 0.505-
0.987, P<0.001.

2.3. Relacion entre la frecuencia de genes KIR en pacientes con cirrosis
alcohdlica y controles segun grupos de edad

Una vez analizada la frecuencia de genes KIR en el total de controles y pacientes
con y sin infeccion viral, se realizé un analisis teniendo en cuenta la edad.

Los diferentes grupos de edad se establecieron en funcion del valor de la se
mediana de edad (54 afios), de tal manera que los pacientes quedaron incluidos en dos

grupos, mayores de 54 afios y menores de 54 afios.
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2.3.1. Pacientes del grupo de edad mayores de 54 afios.

La aplicacion del andlisis univariable mostré que no existian diferencias
significativas en la frecuencia de genes iKIR de pacientes y controles con edad superior
a 54 anos de manera similar a la observada en la poblacion general. Sin embargo, el gen
KIR2DL2, result6 estar significativamente mas reducido en el grupo total de pacientes
con cirrosis alcohdlica que en el de individuos sanos (52.2% vs 66.7%, respectivamente,
OR=1.833; 95% IC:1.141-2.945, P=0012) (tabla 42). Cambios similares se observaron
al comparar la frecuencia de KIR2DL2 en pacientes sin virus y el grupo control (50% vs
66.7%, respectivamente), pero sin que las diferencias resultaran significativas
(OR=2.000; 95% IC: 1.227-3.261, P=0.007).

La frecuencia del gen KIR2DL1 presentd un aumento en el grupo del total
pacientes respecto al de los controles controles (55.8% y 34.6%, respectivamente), pero
esta diferencia no fue significativa. Algo similar sucede al considerar la presencia de
infecciones virales para la frecuencia de KIR2DLI1, de modo que en el grupo de
pacientes con infeccion viral su frecuencia fue mayor (68.8%) que en el grupo sin
infeccion (54.1%), pero sin diferencias significativas.

En cuanto a las frecuencias del resto de genes inhibidores KIR2DL3, KIR3DL1 y
KIR2DLS5 se observé una distribucion similar en pacientes y controles, no observandose
diferencias significativas.

El andlisis de genes aKIR incluyd KIR2DS1 solo o asociado a KIR2DL1, puesto
que KIR2DS1 se encuentra altamente asociado a KIR2DL1. El resultado de este analisis
mostrd una mayor frecuencia de KIR2DS1/L1 en pacientes que en controles (43.5% vs
34%, respectivamente) que no alcanzd significacion estadistica. La consideracion de

infecciones virales también demostr6 que la diferencia de frecuencia de este gen era
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mayor en pacientes infectados que en controles. En ninguna de estas comparaciones, la
diferencia con relacion a controles, no llegd a ser estadisticamente significativa.

Como ya se ha referido, el gen KIR2DS2 se estudid junto con KIR2DL2 debido a
la fuerte asociacion entre ambos genes. Este gen presentd menor frecuencia en pacientes
que en controles (66.7% vs 50%) diferencia que si resultd significativa (OR=2.000;
95% IC: 1.245-3.212, P=0.004).

KIR2DS3 aprecid menos representado en pacientes que en controles (34% vs
27.5%), pero sin diferencias significativas. Resultados similares se obtuvieron la
analizar el grupo de pacientes sin virus (25.4%), no asi en el grupo de pacientes con
virus, en los que se observo una mayor frecuencia de este gen (43.8%) que en controles,
pero esta diferencia tampoco fue significativa.

Por el contrario, la frecuencia de KIR2DS4 no presentd diferencias con el grupo
control.

KIR2DSS y KIR3DS1 tenian una mayor representacion en pacientes que en el
grupo control, con diferencias significativas solo en KIR2DS5 (26.8% vs 39.9%)
(OR=0.552; 95% IC: 0.337-0.905, P=0.024). El andlisis de los pacientes segun
presencia o ausencia de virus también reveldé una mayor frecuencia de este gen en los
pacientes sin virus (42.6%), diferencia que alcanzo significacion estadistica (OR=0.493;

95% IC: 0.297-0.818, P=0.007)
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Tabla 42. Frecuencia de genes KIR en pacientes con cirrosis alcohdlica y controles sanos varones
mayores de 54 afios.

Pacientes con cirrosis alcoholica varones

Controles Pacientes
sanos totales Sin virus Con virus
N=153 N=138 N=122 N=16

KIR genes* P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4

iKIRs

2DL1 (S1-) + 100 (34.6) 77 (55.8) 0.118 66 (54.1) 11 (68.8) 0.064 1.000 0.298
- 53 (65.4) 61 (44.2) 56 (45.9) 5@31.3)

D12 + 102 (66.7) 72 (52.2) 0.012* 61 (50) 11 (68.8) 0.007*  1.000 0.190
- 51(33.3) 66 (47.8) 61 (50) 5@31.3)

2DL3 + 134 (87.6) 124 (89.9)  0.583 111 (91) 13 (81.3) 0.438  0.442 0.208
- 19 (12.4) 14 (10.1) 11 (9) 3 (18.8)

3DL1 + 144 (94.1) 131(94.9)  0.802 115(94.3) 16 (100) 1.000 1.000 1.000
- 9(5.9) 7(5.1) 7(5.7) 0(0)

2DLS + 84 (54.9) 74 (53.6) 0.906 66 (54.1) 8 (50) 0.904  0.795 0.795
- 69 (45.1) 64 (46.4) 56 (45.9) 8 (50)

aKIRs

2DS1 (L1+) + 52 (34) 60 (43.5) 0.117 55(45.1) 5@31.3) 0.063 1.000 0.422
- 101 (66) 78 (56.5) 67 (54.9) 11 (68.8)

2DS2 (L2+) + 102 (66.7) 69 (50) 0.004" 58 (47.5) 11 (68.8) 0.002° 1.000 0.182
- 51(33.3) 69 (50) 64 (52.5) 5@31.3)

2DS3 + 52 (34) 38 (27.5) 0.255 31(25.4) 7 (43.8) 0.146  0.425 0.141
- 101 (66) 100 (72.5) 91 (74.6) 9 (56.3)

2DS4 + 144 (94.1) 131 (94.9) 1.000 115(94.3) 16 (100) 1.000 1.000 1.000
- 8(5.2) 7(5.1) 7(5.7) 0(0)

2DS5 + 41 (26.8) 55(39.9) 0.024° 52 (42.6) 3 (18.8) 0.007"  0.765 0.102
- 112 (73.2) 83 (60.1) 70 (57.4) 13 (81.3)

3DS1 + 59 (38.6) 65 (47.1) 0.155 60 (49.2) 5@31.3) 0.087  0.787 0.196
- 94 (61.4) 73 (52.9) 62 (50.8) 11 (68.8)

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 alcoholica totales con los controles sanos; P2 y P3; valor de P obtenido al comparar a los pacientes
con cirrosis alcohodlica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido
al comparar cirrosis alcohélica sin infeccion viral con cirrosis alcohélica asociada a virus. * OR=1.833; 95% IC:1.141-
2.945, P=0.012. ™ OR=2.000; 95% IC:1.245-3.212, P=0.004. “ OR=0.552; 95% 1C:0.337-0.905, P=0.024. * OR=2.000;
95% 1C:1.227-3.261, P=0.007. = OR=2.207; 95% IC:1.353-3.599, P=0.002. " OR=0.493; 95% 1C:0.297-0.818,
P=0.007.

" Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.

225



Capitulo 2-Resultados

2.3.1.1. Homocigosidad o heterocigosidad de KIR2DL2 y KIR2DL3 en
pacientes con cirrosis alcohdlica y controles sanos de edad superior a 54 afios
En vista de los resultados obtenidos en el apartado anterior referentes a KIR2DL2,
se aplicd un analisis para evaluar si habia diferencias en la frecuencia de KIR2DL2 o
KIR2DL3 en homocigosis o heterocigosis, en pacientes e individuos sanos varones con
edad mayor de 54 afios. Tal y como se muestra en la tabla 43, los pacientes se
estratificaron como homocigotos y heterocigotos para KIR2DL2 y se compar6 la
frecuencia en cada una de las poblaciones consideradas.

Tabla 43. Frecuencia de genes KIR2DL2 y KIR2DL3 en homocigosis y heterocigosis en pacientes
con cirrosis alcoholica y controles sanos varones mayores de 54 afios.

Pacientes con cirrosis alcohdélica

Controles Pacientes
sanos totales Sin virus Con virus
N=153 N=138 N=122 N=16

KIR genes P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
KIR2DL.2 + 19 (12.4) 14 (10.1) 0.583 11 (9.0) 3 (18.8) 0.438 0.442 0.208
homocigoto

- 134 (87.6) 124 (89.9) 111 (91.0) 13 (81.2)
KIR2DL2+/L3+ + 83 (54.2) 58 (42.0) 0.046" 50 (41.0) 8 (50) 0.030° 0.796 0.593
heterocigoto

- 70 (45.8) 80 (58.0) 72 (59.0) 8 (50)
KIR2DL3 + 51(33.3) 66 (47.8) 0.012°¢ 61 (50) 5(31.3) 0.007Y  1.000 0.190
homocigoto

- 102 (66.6) 72 (52.2) 61 (50) 11 (68.7)

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 alcoholica totales con los controles sanos; P2 y P3; valor de P obtenido al comparar a los pacientes con
cirrosis alcoholica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido al
comparar cirrosis alcohélica sin infeccion viral con cirrosis alcohdlica asociada a virus. * OR=1.635; 95% IC: 1.028-2.601,
P=0.046. * OR=1.707; 95% IC: 1.055-2.762, P=0.030. © OR=0.545; 95% IC: 0.340-0.876, P=0.012. * OR=0.500; 95% IC:
0.307-0.815, P=0.007.
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Los individuos homocigotos para KIR2DL2 (KIR2DL2+/KIR2DL3-) estaban
distribuidos de manera similar en el grupo de controles y en el de pacientes. Sin
embargo, su frecuencia en el grupo de pacientes con cirrosis asociada a virus, duplicaba
la de los pacientes sin virus, pero el nimero de pacientes con virus fue muy reducido y
ello quizas influy6 en que la diferencia no alcanzara significacion estadistica.

En cambio, los individuos KIR2DL2 heterocigotos (KIR2DL2+/KIR2DL3+)
eran significativamente menos frecuentes en el grupo total de pacientes que en controles
(42.0% vs 54.2%, respectivamente). Ademas, cuando se comparaba el grupo de
pacientes sin virus con controles sanos (OR=1.707; 95% IC: 1.055-2.762, P=0.030).

En contraste, la frecuencia de pacientes homocigotos para KIR2DL3 era mayor
en el grupo total de pacientes con cirrosis alcoholica que en controles, un aumento que
solo fue estadisticamente significativo cuando los pacientes pertenecientes al grupo sin
infeccion viral asociada fueron comparados con los controles sanos (OR=0.500; 95%

IC: 0.307-0.815, P=0.007).

2.3.2. Pacientes del grupo de edad menores o iguales a 54 aiios.

A diferencia de lo que ocurria en los pacientes de edad superior a 54 afos, el
analisis univariable (tabla 44) no mostr6 diferencias significativas en la frecuencia de
genes iKIR y aKIR entre pacientes varones con cirrosis alcohdlica con 54 afios o menos
(n=143) y en controles sanos (n=166). En la parte superior de la tabla 44 se recogen las
frecuencias de los genes iKIR en las diferentes poblaciones estudiadas. En ningtin caso
las frecuencias de los genes KIR mostraron diferencias significativas. No obstante,
KIR2DL2 era menos frecuente en los tres grupos de pacientes, especialmente en los
infectados por virus, pero las diferencias fueron insignificantes para alcanzar

significacion estadistica.
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Tabla 44. Frecuencia de genes KIR en pacientes con cirrosis alcoholica y en controles sanos
varones iguales o menores de 54 afios.

Pacientes con cirrosis alcohdlica varones

Controles Pacientes
sanos totales Sin virus Con virus
N=166 N=143 N=91 N=52

KIR genes* P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4

iKIRs

2DL1 (S1-) 97 (58.4) 83 (58) 1.000 49 (53.8) 34 (65.4) 0.512 0419 0.218
- 69 (41.6) 60 (42) 42 (46.2) 18 (34.6)

2DL2 + 100 (60.2) 77 (53.8) 0.299 51 (56.0) 26 (50.0) 0.596  0.202 0.492
- 66 (39.8) 66 (46.2) 40 (44) 26 (50.0)

2DL3 + 145 (87.3) 125 (87.4) 1.000 79 (86.8) 46 (88.5) 1.000 1.000 1.000
- 21 (12.7) 18 (12.6) 12 (13.2) 6 (11.5)

3DL1 + 160 (96.4) 137 (95.8) 1.000 86 (94.5) 51(98.1) 0.527 1.000 0.417
- 6 (3.6) 6(4.2) 5(.5) 1(1.9)

2DLS + 86 (51.8) 84 (58.7) 0.252 55(60.4) 29 (55.8) 0.193  0.637 0.601
- 80 (48.2) 59 (41.3) 36 (39.6) 23 (44.2)

aKIRs

2DS1 (L1+) 67 (40.4) 59 (41.3) 0.908 41 (45.1) 18 (34.6) 0.510  0.517 0.290
- 99 (59.6) 84 (58.7) 50 (54.9) 34 (65.4)

2DS2 (L2+) 99 (59.6) 77 (53.8) 0.357 51 (56.0) 26 (50.0) 0.598  0.261 0.492
- 67 (40.4) 66 (46.2) 40 (44.0) 26 (50.0)

2DS3 + 55(33.1) 55 (38.5) 0.343 34 (37.4) 21 (40.4) 0.497 0405 0.725
- 111 (66.9) 88 (61.5) 57 (62.6) 31(59.6)

2DS4 + 160 (96.4) 135(94.4)  0.425 84 (92.3) 51(98.1) 0.232 1.000 0.258
- 6 (3.6) 8(5.6) 7(1.7) 1(1.9)

2DS5 + 45 (27.1) 44 (30.8) 0.529 33 (36.3) 11(21.2) 0.156  0.469 0.063
- 121 (72.9) 99 (69.2) 58 (63.7) 41 (78.8)

3DS1 + 70 (42.2) 67 (46.9) 0.423 45 (49.5) 22 (42.3) 0.295 1.000 0.487

- 96 (57.8) 76 (53.1) 46 (50.5)  30(57.7)

P, presencia; A, ausencia; N, niimero 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 alcohodlica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor
de P obtenido al comparar cirrosis alcoholica sin infeccion viral con cirrosis alcohoélica asociada a virus.

* . . 7 . .
Genes constitutivos y pseudogenes no estan incluidos.
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Cuando se analiza el gen KIR2DL1 no se observan diferencias significativas entre
la cohorte de pacientes y el grupo control. Sin embargo, se puede observar una
disminucién de la frecuencia de KIR2DL2+ en el total de pacientes con cirrosis
alcoholica en comparacion con el grupo control (60.2% vs 53.8%), pero no siendo en
este grupo de pacientes estadisticamente significativa. Igualmente se observan
porcentajes reducidos de presencia del gen KIR2DL2+ tanto en pacientes con cirrosis
alcoholica viral o no viral (56.0% y 50.0%, respectivamente).

También se analiz6 la frecuencia de los genes inhibidores KIR2DL3 y KIR3DL1,
pero no se observaron diferencias entre la poblacion control y la enferma, asi como
tampoco se observaron diferencias entre la poblacion con cirrosis alcohdlica viral y no
viral para estos genes.

El analisis de frecuencia de KIR2DLS, mostré similitud de frecuencias entre el
total de controles sanos y la poblacién enferma. A diferencia de KIR2DL2, la frecuencia
de KIR2DLS5 aparecia aumentada en la poblacion de pacientes con cirrosis alcoholica
sin infeccion viral respecto a la poblacion control, pero en este caso la diferencia
tampoco llegd a ser estadisticamente significativa (51.8% vs 60.0%, P=0.193).

Por otro lado, la frecuencia de genes activadores (aKIRs) en esta cohorte de
pacientes presento distribuciones similares en todos los grupos de estudio (Tabla 44).

No obstante, cabe destacar una disminucion de la frecuencia de KIR2DS2+ en la
poblacion total de pacientes alcohdlicos con edad menor a 54 afios con respecto al grupo
control (53.8% vs 59.6%, respectivamente) pero esta diferencia no fue significativas.

Por el contrario, KIR2DS3 aumentaba ligeramente en el grupo de pacientes
respecto a los controles (33.1% vs 38.5%). Sin embargo, ninguna de estas diferencias

resulto ser estadisticamente significativa.
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Por otra parte, se observa un aumento en la frecuencia de KIR2DS5+ en el total de
pacientes respecto a los controles sanos (27.1% vs 30.8%, respectivamente) no siendo
este aumento estadisticamente significativo, como tampoco lo es, el aumento observado
en la cohorte de pacientes con cirrosis alcohodlica sin infeccidon viral respecto a los

controles sanos.

2.4. Analisis de regresion logistica multivariable

Para confirmar los resultados del anélisis univariable sobre la poblacion total de
pacientes con cirrosis alcoholica se realizé un anélisis de regresion logistica binaria, en
el que la variable dependiente fue la cirrosis alcohdlica.

En este andlisis multivariable (tabla 45) se incluyeron las variables y los genes
asociados a la cirrosis alcohdlica del andlisis univariante. Asi se pudo confirmar que
KIR2DL2 y KIR2DSS, se comportaban como variables dependientes asociados en
cirrosis alcoholica, pero su influencia era de efecto contrario. Por una parte, KIR2DL2
se comportaba como un factor protector frente al desarrollo de la enfermedad, mientras
que KIR2DS5 lo hace como factor de susceptibilidad (P=0.006 y P=0.021,
respectivamente). Por otra parte, se confirmé que KIR2DL3 no se asociaba con el
desarrollo de cirrosis alcohdlica, al igual que para la variable edad, que aunque no fue
estadisticamente significativa, mostr6é una tendencia estadistica al desarrollo de cirrosis
alcohdlica.

Tabla 45. Analisis de regression logistica multivariable

Grupo de pacientes OR (95% CI) P

Edad 1.010 (0.998-1.022) 0.098
KIR2DL2 0.612 (0.432-0.666) 0.006
KIR2DS5 1.519 (1.066-2.164) 0.021
KIR2DL3 0.648 (0.560-1.437) 0.539

OR: Odd Ratio. 95% IC: Intervalo de confianza al 95%. Las comparaciones
fueron hechas por el test exacto de Fisher de dos colas. P, valor de P obtenido

al comparar a los pacientes con cirrosis alcohoélica totales versus controles.
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3. Estudio de asociacion de genes KIR en individuos sanos y en el total de pacientes
con cirrosis alcohdlica

Para estudiar las relaciones existentes entre las diferentes parejas de genes KIR se
realizo un estudio para valorar la asociacion génica entre los genes KIR de un individuo,
tanto en controles sanos (N=319), como en la poblacion total de pacientes varones con
cirrosis alcohdlica (N=281).

En la figura 76 se muestran las frecuencias conjuntas entre genes dos KIR
diferentes en el grupo de controles sanos (figura 76A) y el total de pacientes con cirrosis
alcoholica (figura 76B), mostrando en colores mas intensos las asociaciones genéticas
mas fuertes y en colores menos intensos las asociaciones mas débiles entre dos genes
KIR.

En la figura 76C, se comparan las diferentes frecuencias de asociacion entre
ambas poblaciones (figura 76A y 76B), con la finalidad de encontrar diferencias en los
patrones de asociacion entre genes KIR, mostrandose las significaciones (P<0.05)
obtenidas al comparar ambos grupos.

La figura 76A muestra la asociacion entre pares genes KIR en el grupo de
controles sanos. Si analizamos la figura de izquierda a derecha (parte centromérica a
telomércia), cabe destacar, como era de esperar, que el gen activador KIR2DS2 se
encuentra fuertemente asociado a KIR2DL2 (97%) en la poblacion control, y que
KIR2DL3 se encuentra asociado a KIR2DL2/S2 solamente en un 51% de la poblacion
sana.

Otras asociaciones fuertes, son las observadas en el gen KIR2DL1/KIR2DL3, con
una frecuencia del 89%. Por el contrario, KIR2DL1 se encuentra asociado solamente en

un 62% con los genes KIR2DL2/S2 y en un 40% con KIR2DS3.
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Figura 76A. Patrones de ligamiento de los controles sanos (N=319)

Parte centromérica Parte telomérica

98 98 100

91

92 89

3DS1 8 9 42 47
2DS5 89 30 35
2DS1 37 42
2DS4 g
3DL2

Figura 76 C. Valor de P obtenido al comparar la frecuencia de genes KIR entre ambas poblaciones

| Parte centromérica Parte telomérica
[ 3DL3 | 0.006 0.798 0.016 0.863 0.483 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 0.041 0.241 1.000 1.000
| 2Ds2 0.014 0.097 0.215 0.003 0.007 | 0.006 0.006 0.017 0.139 0.002 0.101 0.009 0.006
2DL3 0.027 0.079 0.391 0.392 0.798 0.197 0.312 0.682 0.354 1.000 0.577 0.530
2DL2 0.290 0.006 0.013 | 0.016 0.016 0.013 0.084 0.000 0.000 0.007 0.016
2DS3 0.313 0.864 | 0.863 0.863 1.000 0.342 1.000 0.864 0.795 0.863
2DL1 0.252 0.483 1.000 0.720 0.161 0.035 0.317 0.620 1.000
2DP1 1.000 0.590 0.150 0.249 0.137 0.454 0.741 1.000
3DP1 1.000 1.000 0.099 0.041 0.241 1.000 0.193
2DL4 1.000 0.099 0.041 0.241 0.595 0.252
3DL1 0.154 0.067 0.200 0.252 1.000
3DS1 0.356 1.000 0.154 0.099
2DS5 0.530 0.199 0.041
2DS1 0.304 0.241
2DS4 1.000
3DL2

Figura 76. Frecuencias de asociacion conjunta (valores de 0-100%) entre las parejas de
genes KIR. (A) Frecuencia conjunta entre individuos sanos. (B) Frecuencia conjunta entre
pacientes. Los tonos mas claros indican menor asociacion y los tonos mas oscuros indican
una mayor asociacion. (C) Valor de P obtenido al comparar a los controles sanos con los
pacientes con cirrosis alcohdlica. Las comparaciones fueron hechas por el test exacto de
Fisher de dos colas. Valores de P<0.05 estan marcados en negrita. Negro: 80-100%; Gris
oscuro: 45-79%: Gris claro: <45%.
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Igualmente el gen KIR2DL4 se asocia fuertemente con KIR2DL1 (98%) y
KIR2DL3 (84%), y mas débilmente con KIR2DS3 (34%). Resultados similares fueron
observados al analizar la asociacion de KIR2DIL4/KIR3DP1. Por otro lado, todos estos
datos fueron muy similares a los obtenidos con KIR3DL1, debido a la fuerte asociacion
presente entre el gen KIR2DL4/KIR3DL1 (95%).

En cuanto a los genes activadores, KIR2DS1 se encontrd fuertemente asociado a
KIR2DSS5 (87%) y a KIR3DS1 (94%). El analisis de frecuencias mostr6 también como
el gen activador KIR2DS4 se encuentra en la poblacion sana fuertemente asociado con

KIR2DL3 (83%), KIR2DL4 (95%) y KIR3DL1 (99%).

En cuanto al gen activador KIR2DS5 se encontr6 asociado a KIR3DSI1 con una
frecuencia del 84%, y a KIR2DS3 con una frecuencia del 56%, seguida de KIR2DS2
(44%) y KIR2DL2 (42%). Por el contrario, se observd una débil asociacion con
KIR2DL3 (36%). El resto de asociaciones genéticas de KIR2DSS5 fueron inferiores al
45%.

Posteriormente se realizé el mismo andlisis en la poblacion total de enfermos con
cirrosis alcohdlica (Figura 76B). En dicho anélisis se pudo observar que la frecuencia de
asociacion entre genes KIR fue bastante similar a la observada en la poblacion sana.

Al comprar la poblacion de pacientes con controles, se observé una frecuencia de
asociacion mas baja entre KIR2DL2/S2 y el resto de genes KIR en los pacientes con
cirrosis alcoholica, siendo esta diferencia estadisticamente significativa, a excepcion de
la asociacion entre KIR2DSS5 con KIR2DL2 (56%) y KIR2DS2 (57%) que se
encontraba aumentada en los pacientes (P<0.001 y P=0.002, respectivamente), como se
observa en la figura 76C. Este aumento también fue observado entre
KIR2DS5/KIR3DL3 (P=0.041), KIR2DS5/KIR2DL1 (P=0.035), y

KIR2DS1/KIR2DL2 (P<0.001).
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Por el contrario, se observa una disminucion estadisticamente significativa de la
presencia de los genes KIR2DL2/KIR3DL3 (P=0.016), KIR2DL2/KIR2DL3
(P=0.027), y KIR3DL1/2DS2 (P=0.017) en pacientes con cirrosis alcoholica respecto

al grupo control.

4. Frecuencia de asociacion conjunta de KIR2DSS y KIR2DS2 en individuos sanos
y en pacientes con cirrosis alcohdlica

A la vista de los datos obtenidos para KIR2DSS5 y KIR2DS2/KIR2DL2 se verifico
su asociacion en la poblacion sana, y de su tasa positiva de asociacion (17% y 16%,
respectivamente), es decir, la frecuencia en la que ambos se encuentran asociados
(figura 77A). En un segundo andlisis, se calculd la asociacion de KIR2DSS5 con
KIR2DS2/KIR2DL2, y se evalu6 la ausencia de ambos genes en la poblacion sana. Asi
se obtuvo una tasa de asociacion negativa del 27 % y 26% respectivamente (figura

77B).
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Figura 77A. Ambos genes positivos

Parte centromérica Parte telomérica

3DL3 | 63 63 34 99 98 | 100 27 37
| 2DS2 51 62 32 17 26
| 2pL3 51 28 88 | 88 25 34
2DL2 32 16 26
2DS3 8 13
98 94 27 37 8
98 93 27 37 9 98
100 95 27 37 9 00
[ 2DL4 |BEH 27 37 9 99
23 33 g 9
26 36 36 40
2DS5 26 24 27
2DS1 33 37
3DL2
Figura 77B. Ambos genes negativos
| Parte centromérica Parte telomérica
[ 3pL3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2DS2 0 35 35 0 0 0 0 T 25 27 25 T 0
2DL3 0 7 T 2 0 0 0 9 11 9 0 0
2DL2 35 0 0 0 0 1 25 26 25 1 0
2DS3 7 2 0 0 3 47 43 47 2 0
2DL1 1 0 0 0 T T 1 0 0
2DP1 0 0 0 2 2 2 0 0
3DP1 0 0 0 0 0 0 0
2DL4 0 0 0 0 0 0
3DLI 0 T 0 7z 0
3DS1 58 58 0 0
2DS5 61 T 0
2DS1 0 0
2DS4 0
3DL2

Figura 77. Asociacion de los genes KIR de controles sanos (N=319) organizados por su
localizacion telomérica y centromética. Fuerza de ligamiento (valores de 0-100%) entre
los diferentes genes KIR. Los tonos mdas claros indican menor desequilibrio de
ligamiento y los tonos mas oscuros indican una mayor desequilibrio de ligamiento.

Negro: 80-100%; Gris oscuro: 45-79%; Gris claro: <45%.

El mismo analisis se aplico en la poblacion enferma, y de este modo la presencia
de ambos genes simultineamente fue del 22%, siendo ligeramente superior a la
observada en individuos sanos (figura 78A). Cuando se analiz6 la ausencia de KIR2DSS5
y KIR2DS2/KIR2DL2, la tasa de colocalizaciéon negativa fue del 35 % y 34%

respectivamente (figura 78B), bastante superior a la encontrada en la poblacion sana.
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Figura 78A. Ambos genes positivos

Parte centromérica Parte telomérica

3DL3 | 52 [N 53 33 98 98 | 100 47 35 2
2DS2 41 52 29 29 22 26
L3 | 2 25 89 | 89 4 32 37
2DL2 | 29 51 30 2 27
2DS3 34 2 12 20
2DL1 46 35 41
[ 2DP1 [0 46 37 a1
47 35 0
47 35 42
42 31 38
[3Ds1 35 )
2DS5 | 33 30 35
2DS1 37 4
D54 [
Figura 78B. Ambos genes negativos
Parte centromérica Parte telomérica
3DL3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2DS2 0 77 3 0 0 0 0 T 30 35 2 T 0
2DL3 0 3 2 3 0 0 1 6 8 6 1 0
2012 | 42 0 0 0 0 1 30 34 31 1 0
2DS3 2 2 0 0 3 ) [ [ 3 0
2DL1 2 0 0 T T T 1 0 0
2DP1 0 0 2 1 1 1 1 0
3DP1 0 0 0 0 0 0 0
2DL4 0 0 0 0 0 0
3DL1 0 0 0 5 0
3DSL | 52 52 0 0
2DS5 | 56 0 0
2DS1 0 0
2DS4 0
3DL2

Figura 78. Asociacion de los genes KIR de pacientes enfermos organizados por su
localizacion telomérica y centromética N=281. Fuerza de ligamiento (valores de 0-100%)
entre los diferentes genes KIR. Los tonos mas claros indican menor desequilibrio de
ligamiento y los tonos méas oscuros indican una mayor desequilibrio de ligamiento. Negro:

80-100%; Gris oscuro: 45-79%; Gris claro: <45%.

5. Analisis de la frecuencia de KIR2DSS5 y KIR2DS2 en individuos sanos y en
pacientes con cirrosis alcoholica.

En un segundo analisis, profundizamos mas en las relaciones de estos dos genes
en nuestras poblaciones de individuos sanos y en pacientes con cirrosis alcoholica,

considerando para ello las cuatro combinaciones posibles entre ambos genes (tabla 46).
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Tabla 46. Frecuencia combinada de los genes KIR2DS5 y KIR2DS2 en el total de pacientes
varones con cirrosis alcohélica

Pacientes con cirrosis alcohdlica

Controles Pacientes
Sin virus Con virus
Sanos totales
N=319 N=281 N=213 N=68
P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
KIR2DS5+ | S2+ 54 (16.9) 61 (21.8) 0.880 51 (24) 10 (14.7)  0.755 0.765 0.557
KIR2DS5+ | S2- 32 (10.0) 38 (13.5) 34 (16) 4(5.8)

KIR2DS5- | S2+ 147(46.1)  85(302) 0.001°  58(27.2) 27(39.7) 0.001° 0.089 0.627
KIR2DS5- | S2- 86 (27.0) 97 (34.5) 70 (32.9) 27 (39.7)

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 alcohoélica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos,
respectivamente; P4, valor de P obtenido al comparar cirrosis alcohdlica sin infeccion viral con cirrosis
alcoholica asociada a virus. * OR=1.951, 95% IC: 1.315-2.894, P=0.001; * OR=2.063, 95% IC: 1.331-3.197,
P=0.001;

Como se deduce de la tabla 46, la frecuencia de KIR2DS5+/KIR2DS2+ en la
poblacion sana fue mas baja que la poblacion enferma (16.9% vs 21.8%,
respectivamente), pero dicha disminuciéon no fue estadisticamente significativa. Las
frecuencias de esta combinacion de genes en la poblacion alcohdlica no infectada por
virus, experimentaba un ligero aumento respecto a los controles de hasta un 24%, que
tampoco fue estadisticamente significativo, mostrando esta combinacién de genes
indicaciones de cierta susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad. Por el contrario, la
frecuencia de asociacion de KIR2DS5+/KIR2DS2+ en la poblacion de cirrosis
alcohdlica afectada por infeccion viral resulto ser similar a la de los individuos sanos.

La frecuencia de la presencia de KIR2DS5 en ausencia de KR2DS2 (poblacion

KIR2DS5+/KR2DS2-) fue solo de un 10% en la poblacion sana, y de un 13.5% en la
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poblacion enferma (tabla 46), de los cuales la mayoria no presentaban infeccion viral
(16%).

Posteriormente, al analizar la frecuencia de KIR2DS5-/KIR2DS2+ en la poblacion
sana alcanz6 un 46.1%, mientras que en la poblacion enferma solo representd un 30.2%,
y esta diferencia fue estadisticamente significativa (P=0.001).

Ademas, se compar6 el grupo de pacientes sin virus con los controles sanos para
esta misma combinacion de genes, y se observd un descenso estadisticamente
significativo en relacion al grupo control (46.1% vs 27.2%, OR=2.063, 95% IC: 1.331-
3.197, P=0.001). Por el contrario, las diferencias no fueron significativas en el caso de
los pacientes cirrdticos con virus asociado.

Finalmente, la doble ausencia de estos genes (KIR2DS5-/KIR2DS2-), resulto ser
del 27% en la poblacion sana y de un 34.5% de la poblacion enferma, observandose un
comportamiento similar en la cohorte de pacientes con virus (39.7%) y sin virus

(32.9%).

5.1. Analisis de la frecuencia de KIR2DSS y KIR2DS2 en individuos sanos y
pacientes con cirrosis alcohdlica con edad inferior a 54 afnos

Posteriormente, se realiz6 un equiparable analisis sobre la poblacion de pacientes
con cirrosis alcoholica menores de 54 afos. Sin embargo, en este caso no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas cuando se compar6 el grupo control con la

poblacion enferma (tabla 47).
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Tabla 47. Frecuencia de los genes activadores KIR2DS5 y KIR2DS2 en pacientes varones
con cirrosis alcoholica menores 54 afios

Pacientes con cirrosis alcoholica

Controles Pacientes Sin virus Con
Sanos totales virus
N=166 N=143 N=91 N=52
P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
KIR2DSS5+ | 82+ 28 (16.9) 30 (21) 0.658 22(24.2) 8(154) 0.812 0.728 1.000
KIR2DS5+ | S2- 17 (10.2) 14 (9.8) 11(12.1) 3(5.8)
KIR2DS5- | S2+ 71 (42.8) 47 (33) 0.105 29 (32) 18 (34.6) 0335 0.107 0.683
KIR2DS5- | S2-  50(30.1) 52 (36.4) 29 (32) 23 (44.2)

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 infeccion viral asociada con los controles sanos,
respectivamente; P4, valor de P obtenido al comparar cirrosis alcohdlica sin infeccion viral con cirrosis

alcoholica asociada a virus.

5.2. Analisis de la frecuencia de KIR2DSS y KIR2DS2 en individuos sanos y
en pacientes con cirrosis alcoholica con edad superior a 54 afos

Al realizar el analisis sobre la poblacién de pacientes con cirrosis alcohdlica
mayores de 54 afios se observaron las mismas tendencias en la frecuencia que las
observadas al considerar toda la poblacion sin sesgo de edad.

Cuando este grupo de pacientes se comparo6 con el de individuos sanos, se observo
una disminucién estadisticamente significativa de la frecuencia de KIR2DSS-
/KIR2DS2+ (49.7% vs 27.5%, P=0.003). Igualmente se encontrd una disminuciéon en
los pacientes sin virus (49.7% vs 23.7%, P=0.001), pero no asi en la poblacion de
pacientes con cirrosis alcohdlica e infecciones virales asociadas, donde lejos de
disminuir la frecuencia de KIR2DS5-/KIR2DS2+, aumentaba, aunque esta diferencia no

resulto significativa (tabla 48).
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Por otro lado, al analizar la ausencia de ambos genes (KIR2DS5-/KIR2DS2-), se
observd un aumento de los pacientes respecto al grupo control (32.6% vs 23.5%,
respectivamente), y este aumento era debido a una mayor frecuencia de pacientes sin

virus que con virus.

Tabla 48. Frecuencia de los genes activadores KIR2DS5 y KIR2DS2 en pacientes varones
con cirrosis alcoholica mayores 54 afios

Pacientes con cirrosis alcoholica

Controles Pacientes Sin Con

Sanos totales virus virus

N=153 N=138 N=122 N=16
P/A n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
KIR2DSS5+ | S2+ 26 (17.0) 31(22.4) 0.533 29(23.7) 2(12.5) 0.527 1.000 1.000

KIR2DS5+ | S2-  15(9.8) 24 (17.4) 23 (18.9) 1(6.25)
KIR2DS5- | S2+ 76 (49.7) 38(27.5)  0.003° 29(23.7) 9(56.3)  0.001° 1.000 0.077

KIR2DSS- | S2- 36 (23.5) 45 (32.6) 41 (33.6) 4(25)

P, presencia; A, ausencia; N, niumero 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 alcoholica totales con los controles sanos; P2 y P3; valor de P obtenido
al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos,
respectivamente; P4, valor de P obtenido al comparar cirrosis alcohoélica sin infeccion viral con cirrosis
alcohélica asociada a virus. * OR=2.500, 95% IC: 1.391-4.493, P=0.003; ™ OR=2.985, 95% IC: 1.607-5.544,
P=0.001.

6. Analisis de genotipos y haplotipos KIR generales y especificos en individuos
sanos y en pacientes con cirrosis alcohdlica

En este analisis, los pacientes y controles sanos se clasificaron en tres genotipos
KIR generales en base a la composicion de genes KIR (AA, AB, BB) (ver pacientes y
métodos). Un pequeio grupo de pacientes en el que no se pudo discriminar claramente

su pertenencia a alguno de los dos genotipos anteriores, fue clasificado como AB/BB.
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La inclusién de un individuo en cada uno de estos genotipos se hizo acorde a los
criterios comentados en el apartado de pacientes y métodos.

Este permiti6 evidenciar, que segun la distribucién de frecuencias genotipicas en
la poblacion sana, el genotipo AA aparecia representado en un 23.5%, el genotipo AB
en un 54.2%, y el BB en un 16.3%. Finalmente el pequeio grupo definido como AB/BB
representd un 6% (tabla 49).

Una distribucion de frecuencias similar fue observada cuando se examiné la
poblacion total de enfermos varones con cirrosis alcoholica, de tal manera que cuando
se compard con la poblacion sana, no se observd diferencias en la distribucion de
genotipos KIR.

Cuando dicha distribucién se analiz6 en la poblacion de pacientes con cirrosis
alcoholica sin virus y con virus, las distribuciones fueron también similares a las de la
poblacion sana, y por tanto, en ningin caso se detectaron diferencias estadisticamente
significativas.

Posteriormente, se analiz6 la presencia de haplotipos KIR (ver pacientes y
métodos), y se pudo observar que el haplotipo A en la poblacién sana representaba un
23.5% mientras que el haplotipo B fue de un 76.5%. Esta distribucion fue similar tanto
en el grupo total de pacientes con cirrosis alcoholica como en los grupos de pacientes
sin y con infeccion viral concomitante. Estos resultados son similares a los descritos

para otras poblaciones caucasoides.
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Tabla 49. Genotipos y haplotipos KIR especificos en la poblacién sana y en pacientes
varones con cirrosis alcohdlica con y sin infeccion viral asociada

Pacientes con cirrosis alcoholica

Controles Pacientes

sanos totales Sin virus Con virus

N=319 N=281 N=213 N=68

n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
Genotipo
AA 77 (23.5) 82 (29.2) 0.165 62 (29.1) 20 (29.4) 0.192 0.357 1.000
AB 173 (54.2) 138 (49.1)  0.253 101 (47.4) 37 (54.4) 0.157 1.000 0.332
BB 52 (16.3) 44 (15.7) 0.911 35(16.4) 9(13.2) 1.000 0.713 0.702
AB/BB 19 (6) 17 (6) 1.000 15(7) 2(2.9) 0.593 0.379 0.379
Haplotipo*
A 77 (23.5) 82 (29.2) 0.165 62 (29.1) 20 (29.4) 0.192 0.357 1.000
B 244 (76.5) 199 (70.8)  0.165 151 (70.8) 48 (70.5) 0.192 0.357 1.000

N, ntmero 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. *El haplotipo A incluye a los individuos AA
mientras que en el haplotipo B se incluye al resto de poblacion (AB y BB). 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 infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4,

valor de P obtenido al comparar cirrosis alcohodlica sin infeccion viral con cirrosis alcohdlica asociada a virus.

6.1. Genotipos KIR especificos en poblacion sana y pacientes con cirrosis
alcohdlica

En la figura 79, se muestra una recopilaciéon de todos los genotipos KIR
encontrados tanto en los controles sanos como en los individuos enfermos incluidos en
este estudio. Tal y como puede observarse de izquierda a derecha de la figura, los
genotipos fueron clasificados con un niamero de identificacion (ID) tal como establece
la base de datos Allele Frequencies KIR Database (http://www.allelefrequencies.net).
También se pueden clasificar segin el genotipo (AA, BB, AB, BX). Por otro lado, se

puede analizar por el nimero de genes KIR totales (columna 4), asi como el nimero de
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genes KIR inhibidores (columna 5) y activadores (columna 6) presentes en cada uno de
los genotipos encontrados.

Tras el analisis de los genotipos encontrados en nuestra poblacion, se comprob6
que todos ellos habian sido referenciados previamente.

Cada genotipos KIR especifico (ID) fue obtenido para el total de pacientes con
cirrosis alcohdlica, y fueron ordenandose segin frecuencias, recogiendo en la parte
superior de la figura 79 los genotipos mds representados y en la parte inferior los menos
representados en nuestra poblacion.

En nuestra cohorte de hombres con cirrosis alcoholica se identificaron un total de
39 genotipos KIR diferentes, mientras que en los grupos de cirrosis alcohdlica no
asociada a virus y asociada a virus solamente pudieron ser identificados 33 y 22
genotipos diferentes, respectivamente. Al igual que ocurre con el total de pacientes, en
los grupos sin virus y con virus, los genotipos mas representados quedaron posicionados
en la parte superior de la figura.

Los genotipos mas frecuentes encontrados en la poblacion total de pacientes con
cirrosis alcohodlica fueron ID1 (AA, 29.2%) e ID4 (AB, 11.0%), los cuales estaban
distribuidos de manera similar, tanto en los grupos de pacientes con infeccion como en
los grupos sin infeccion viral, mientras que la frecuencia del genotipo ID2 fue mas
baja en  pacientes con infecciones virales que no virales (5.9% vs 8.9%,
respectivamente). En cuarta posicion en la poblacion enferma total se encontraba el
genotipo el ID3 (7.5%). El resto de genotipos mostraron bajas frecuencias.

A continuacion cada genotipo se clasificd teniendo en cuenta los haplotipos A y
B, de modo que se obtuvo una frecuencia para el haplotipo A de 29.2% en la poblacion
total, y para el haplotipo B del 70.8%. Una distribucion similar a la del resto de

poblaciones caucasoides descritas previamente, fue corroborada de esta manera, tal
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como se muestra en la figura 79. Estos datos confirman la presencia en nuestra
poblacion de un solo tipo de haplotipo A y una amplia variedad de haplotipos B, que
gener6 una alta diversidad en los genotipos AB y BB de la poblacién enferma. En total
se observaron 19 y 18 genotipos diferentes respectivamente para AB y BB.

Cada uno de los genes KIR fue clasificado segun su disposicion centromérica o
telomérica en el cromosoma y posteriormente se estudid la distribucion en ambas
posiciones de cada uno de los genes KIR, observandose una equilibrada distribucion en
ambas posiciones y no existiendo ningiin predominio de la presencia o ausencia de
genes KIR en una ubicacion cromosdmica especifica.

Finalmente, se hizo un recuento del ntimero total de genes KIR contenidos en
cada genotipo, asi como un recuento del nimero de genes KIR inhibidores (iKIR) y

genes KIR activadores (aKIR), no observandose ninguna tendencia en ninguin caso.
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Figura 79. Genotipos KIR especificos, nimero y tipo de genes KIR en la poblacion total de pacientes con cirrosis alcohdlica y en presencia
o ausencia de infecciones virales
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GENES KIR Pacientes con cirrosis alcohdlica n (%)
Genotipo | Genotipo Genotipo |N°KIR [N° N° KIR Centromérico KIR Telomérico Total (281) No virus (213) Si virus (68)
D Grupo Grupo |genes [iKIR |akKIR |3DL3 [2Ds2 [2pL3 |2DL2 | 2DLs | 2Ds3 [2pL1 [2DP1 | 3DP1 2DL4 | 3DL1 [3DS1 | 2Dss | 2Ds1 [2ps4 |3DL2 n (%) n (%) n (%)
1 AA AA 9 6 1 82 29.2 62 29.1 20 29.4
4 BX AB 11 7 2 31 11.0 23 10.8 8 11.8
2 BX AB 13 7 4 25 8.9 21 9.9 4 5.9
3 BX AB 15 8 5 21 7.5 19 8.9 2 2.9
5 BX AB 13 8 3 18 6.4 12 5.6 6 8.8
6 BX AB/BB 16 8 6 17 6.0 15 7.0 2 2.9
7 BX AB 15 8 5 10 3.6 5 2.3 5 7.4
71 BX BB 12 7 3 10 3.6 8 3.8 2 2.9
8 BX AB 13 7 4 8 2.8 4 5.9 4 1.9
13 BX AB 14 8 4 4 1.4 2 0.9 2 2.9
68 BX BB 13 7 4 4 1.4 4 1.9
73 BX BB 15 7 6 4 1.4 2 2.9 2 0.9
70 BX BB 14 7 5 3 1.1 3 14
33 BX AB 13 7 3 3 1.1 2 0.9 1 1.5
17 BX AB 12 7 3 3 1.1 3 1.4
90 BX BB 14 7 5 3 1.1 2 0.9 1 1.5
94 BX BB 13 7 4 3 1.1 3 1.4
72 BX BB 8 5 2 2 0.7 2 0.9
202 BX AB 12 6 4 2 0.7 2 0.9
18 BX AB 14 8 4 2 0.7 2 0.9
14 BX AB 10 6 2 2 0.7 1 0.5 1 1.5
22 BX AB 15 8 5 2 0.7 1 0.5 1 1.5
28 BX AB 14 7 5 2 0.7 2 0.9
91 BX BB 14 7 5 2 0.7 1 0.5 1 1.5
75 BX BB 12 6 4 2 0.7 2 0.9
69 BX BB 11 6 3 2 0.7 2 0.9
76 BX BB 12 6 5 2 0.7 2 0.9
81 BX BB 13 6 4 1 0.4 1 0.5
11 BX AB 14 8 4 1 0.4 1 1.5
19 BX AB 10 7 1 1 0.4 1 0.5
24 BX AB 14 8 4 1 0.4 1 1.5
30 BX AB 11 7 2 1 0.4 1 1.5
63 BX AB 14 7 5 1 0.4 1 0.5
74 BX BB 10 5 4 1 0.4 1 1.5
30 BX BB 14 8 4 1 0.4 1 0.5
89 BX BB 10 6 2 1 0.4 1 1.5
118 BX BB 15 7 5 1 0.4 1 0.5
172 BX BB 9 6 2 1 0.4 1 1.5
184 BX BB 14 8 4 1 0.4 1 0.5
Numero de Genotipos KIR 39 33 22
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7. Analisis del numero de genes KIR en pacientes con cirrosis alcoholica y en
controles sanos

En este apartado se analizé el numero de genes KIR de cada grupo de estudio,
para conocer si la cantidad de genes KIR de un individuo, tanto activadores (aKIR)
como inhibidores (iKIR), influian en el desarrollo de cirrosis hepatica alcohdlica.

7.1. Analisis del total de genes KIR contenidos en los diferentes genotipos
KIR

Cuando se revisé el nimero total de genes KIR (activadores e inhibidores), en el
grupo total de pacientes con cirrosis alcohdlica (con y sin infeccion viral asociada), y se
compar6 con la poblacion control sana, no se encontraron diferencias significativas
entre las distintas poblaciones (tabla 50).

Sin embargo, la presencia de cuatro genes KIR era menor en controles (24.5%)
que en el grupo total de pacientes con cirrosis alcohdlica (29.9%), cuyas diferencias
fueron estadisticamente significativas (OR=0.290, 95% IC: 0.102-0.830, P=0.020).
Ademas, al comparar los controles y los pacientes con infeccion viral, las diferencias se
mantuvieron, pero el nivel de significacion fue menor (OR=0.152, 95% IC: 0.034-

0.687, P=0.005).
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Tabla 50. Analisis de la frecuencia del numero de genes KIR
en individuos sanos y pacientes con

totales (iKIRs+aKIRs)
cirrosis alcohdlica

Pacientes con cirrosis alcohdlica

Controles Pacientes
sanos totales Sin virus Con virus
N=319 N=281 N=213 N=68
N°

aKIRs+iKIRs n (%) n (%) n (%) n (%)
4 78 (24.5%) 84 (29.9%) * 64 (30.0%) 20 (29.4%) "
5 16 (5.0%) 5(1.8%) 2 (0.9%) 3 (4.4%)
6 54 (16.9%) 35 (12.5%) 25 (11.7%) 10 (14.7%)
7 22 (6.9%) 21 (7.5%) 18 (8.5%) 3 (4.4%)
8 67 (21.0%) 60 (21.4%) 45 (21.1%) 15 (22.1%)
9 25 (7.8%) 22 (7.8%) 17 (8.0%) 5 (7.4%)
10 38 (11.9%) 35 (12.5%) 25 (11.7%) 10 (14.7%)
11 19 (6.0%) 19 (6.8%) 17 (8.0%) 2(2.9%)

aKIRs, genes KIR activadores. iKIRs, genes KIR inhibidores. N, ntimero total

de individuos en cada poblacion. n, numero de individuos para la variable
considerada. aKIRs+iKIRs: 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1; 2DL1,
2DL2, 2DL3, 2DLS5, 3DLI1. Los genes constitutivos (2DL4 y 3DL2-3) y los

pseudogenes (2DP1 y 3DP1) han sido excluidos de este analisis. Las

comparaciones fueron realizadas mediante el test estadistico exacto de

Fischer. ® Valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis

alcohodlica totales con controles sanos; OR=0.290, 95% IC: 0.102-0.830,

P=0.020. ™ Valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis

alcohodlica e infeccion viral asociada con controles sanos; OR=0.152, 95% IC:

0.034-0.687, P=0.005.
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La figura 80 muestra que los genotipos que contenian 4 genes KIR (tanto
activadores como inhibidores), fueron los mas representados tanto en la poblacién sana
como enferma, y los siguientes en frecuencia fueron los genotipos que contienen 8
genes KIR. Sin embargo, por lo general el nimero de genes KIR en la poblacion sana y
enferma fueron muy similares para el grupo total de pacientes con cirrosis y también

para los grupos sin y con infeccion viral.

iKIRs+aKIRs
40 -

= Controles sanos
Pacientes totales con cirrosis
alcohdlica

% Frecuencia

Sin infeccién viral
- N Con infeccion viral

n? iKIRs+aKIRs

Figura 80. Numero total de genes KIR (aKIR+ iKIR) en pacientes con cirrosis alcohdlica. aKIRs,
genes KIR activadores. iKIRs, genes KIR inhibidores. La linea azul representa a los controles sanos,
la roja a los pacientes con cirrosis alcohoélica, la verde a aquellos pacientes con cirrosis alcohdlica
que no presentan infeccion viral asociada, y la linea naranja representa a los pacientes con cirrosis
alcoholica con infeccion viral asociada. aKIRs+iKIRs: KIR2DS1-5, KIR2DL1-3, KIR2DLS,
KIR3DS1/L1. Los genes constitutivos (KIR2DL4 y KIR3DL2-3) y los pseudogenes (KIR2DP1 y

KIR3DP1) han sido excluidos de este analisis. Las comparaciones fueron realizadas mediante el test
a, . . . .
estadistico exacto de Fischer. = Valor de P obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis

b,
alcoholica totales con los controles sanos; OR =0.290, 95% IC: 0.102-0.830, P=0.020. Valor de P
obtenido al comparar a los pacientes con cirrosis alcohdlica e infeccion viral asociada con controles

sanos; OR=0.152, 95% IC: 0.034-0.687, P=0.005.
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A continuacion desglosamos la poblacion total de pacientes con cirrosis alcohdlica
en base a la presencia o ausencia de infecciones virales.

La comparacion de las frecuencias de la poblacion de individuos sanos y pacientes
con cirrosis alcohoélica sin infecciones virales, mostro la cirrosis alcohodlica era mas
frecuente en individuos portadores de 4, 7 y 11 genes KIR, respecto a la poblacion
control, aunque las diferencias no alcanzaron estadisticamente significativas. Por el
contrario la frecuencia de individuos con cirrosis alcohdlica que portaban 5 y 6 genes
KIR totales en su genotipo, disminuian respecto a la poblacion control sana, pero
tampoco estas diferencias fueron estadisticamente significativas.

Finalmente se observd una distribucion similar de frecuencias de individuos
portadores de 8, 9 y 10 genes KIR en individuos sanos respecto a pacientes con cirrosis
alcoholica no asociada a infeccion viral. Resultados similares fueron obtenidos al
comparar la poblacion sana control con el grupo de pacientes con cirrosis alcohélica

infectados por virus.

7.2. Genes KIR inhibidores presentes en los diferentes genotipos KIR de
poblacion sana y con cirrosis alcohdlica

Cuando se analizd el numero total de genes KIR inhibidores presentes en los
genotipos del total de pacientes con cirrosis alcohodlica, y en los subgrupos de cirrosis
con o sin infecciones virales, y se establecieron comparaciones con una poblacién sana
tomada como control, no se pudieron demostrar diferencias estadisticamente

significativas en ninguin caso (tabla 51).
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Tabla 51. Anadlisis de la frecuencia del nimero de genes iKIRs en
individuos sanos y pacientes con cirrosis alcoholica

Pacientes con cirrosis alcoholica

Controles Pacientes

sanos totales Sin virus Con virus

N=319 N=281 N=213 N=68
N iKIRs n (%) n (%) n (%) n (%)
2 4 (1.3%) 3(1.1%) 2 (0.9%) 1 (1.5%)
3 98 (30.7%) 95 (33.8%) 72 (33.8%) 23 (33.8%)
4 117 (36.7%) 106 (37.7%) 82 (38.5%) 24 (35.3%)
5 100 (31.3%) 77 (27.4%) 57 (26.8%) 20 (29.4%)

iKIRs, genes KIR inhibidores. iKIRs: 2DLI1, 2DL2, 2DL3, 2DLS5, 3DLI1. N,
numero total de individuos en cada poblacion. n, nimero de individuos con cada
variable. Las comparaciones fueron realizadas mediante el test estadistico exacto de

Fischer.

En la figura 81 se muestran datos de los genotipos menos frecuentes en ambas
poblaciones, que fueron las que contenian solamente 2 genes iKIR, mientras que los
mas representados fueron los que portaban de 3 a 5 genes iKIR, pero no se encontraron

diferencias significativas en ninglin caso.

250



Capitulo 2-Resultados

Influencia de iKIR

Controles sanos

Pacientes totales con cirrosis
alcohdlica

Sin infeccion viral

Con infeccion viral

% Frecuencia

n2iKIRs

Figura 81. Analisis del numero total de genes iKIR en pacientes con cirrosis alcoholica. iKIRs:
genes KIR inhibidores. Genes iKIR considerados: KIR2DL1-3, KIR2DLS, KIR3DLI1. La linea
azul representa a los controles sanos, la roja a los pacientes con cirrosis alcohdlica, la verde a
aquellos pacientes con cirrosis alcohdlica que no presentan infeccion viral asociada, y la linea

naranja representa a los pacientes con cirrosis alcoholica con infeccion viral asociada.

A continuacidn, se desglosé en dos sobre la base de la poblacion total de pacientes
con cirrosis alcohdlica en base a la presencia o ausencia de infecciones virales asociadas
(n=213 vs n=68, respectivamente), y las frecuencias de iKIR en la poblacion de
individuos sanos se compararon con las de pacientes con cirrosis alcohdlica con y sin
infecciones virales asociadas. En ningun caso se encontraron diferencias en el numero

de genes iKIR (tabla 51).

7.3. Estudio del impacto de genes KIR activadores en cirrosis alcohélica

Posteriormente se valord la influencia del total de genes aKIRs presentes en la
poblacion de pacientes con cirrosis alcohdlica, donde también se tuvo en cuenta la
presencia o ausencia de infecciones virales. En este caso, cuando se compararon datos

de las poblaciones enfermas, se pudieron demostrar diferencias estadisticamente
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significativas para los portadores de 2 genes KIR activadores, ya que su frecuencia en

individuos sanos aparecia significativamente aumentada en la poblacion control

respecto a la poblacion total de pacientes con cirrosis alcoholica (21.3% vs 13.5%,

respectivamente). Tales diferencias significativas fueron debidas a una disminucién de

estos genotipos en individuos con cirrosis alcohdlica no infectados por virus (21.3% vs

12.2%), tal como se muestra en la tabla 52.

Tabla 52. Andlisis de la frecuencia del nimero de genes aKIRs

en individuos sanos y pacientes con cirrosis alcoholica

Pacientes con cirrosis alcohdlica

Controles Pacientes

sanos totales Sin virus  Con virus

N=319 N=281 N=213 N=68
N° aKIRs

n (%) n (%) n (%) n (%)
1 78 (24.5%) 83 (29.5%) 63 (29.6%) 20 (29.4%)
2 68 (21.3%) 38 (13.5%)" 26 (12.2%)" 12 (17.6%)
3 46 (14.4%) 36(12.8%) 26(12.2%) 10 (14.7%)
4 57 (17.9%) 54 (19.2%) 42 (19.7%) 12 (17.6%)
5 50 (15.7%) 48 (17.1%) 38 (17.8%) 10 (14.7%)
6 20 (6.3%) 22 (7.8%) 18 (8.5%) 4 (5.9%)

aKIRs, genes KIR activadores. aKIRs: 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DSS,

3DS1. N, ntimero total de individuos en cada poblacion. n, nimero de

individuos con cada variable. Las comparaciones fueron realizadas mediante

el test estadistico exacto de Fischer. * Valor de P obtenido al comparar a los

pacientes con cirrosis alcoholica totales con controles sanos; OR=1.732; 95%

IC: 1.122-2.675, P=0.014." Valor de P obtenido al comparar a los pacientes

con cirrosis alcohélica sin infeccidén viral asociada con controles sanos;

OR=1.949; 95% IC: 1.194-3.181, P=0.006.
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Tal como se muestra en la figura 82 los genotipos segiin su contenido en genes
KIR activadores estan similarmente representados en pacientes y controles, excepto
para el caso de 2 genes aKIR, con diferencias significativas entre ambos grupos

(OR=1.732;95% IC: 1.122-2.675, P=0.014).

Influencia de aKIR

40 -
35 -

Controles sanos
Pacientes totales con
cirrosis alcoholica
Sin infeccion viral

% Frecuencia

Con infeccion viral

n2 aKIRs

Figura 82. Numero total de genes aKIR en pacientes con cirrosis alcoholica.
aKIRs, genes KIR activadores. aKIRs: 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DSI1.
La linea azul representa a los controles sanos, la roja a los pacientes con cirrosis
alcoholica, la verde a aquellos pacientes con cirrosis alcohdlica que no presentan
infeccion viral asociada, y la linea naranja representa a los pacientes con cirrosis
alcoholica con infeccion viral asociada. Las comparaciones fueron realizadas

mediante eb:l test estadistico exacto de Fischer. " OR=1.732; 95% IC: 1.122-2.675,
P=0.014; OR=1.949; 95% IC: 1.194-3.181, P=0.008.

8. Papel del locus HLA-C en la cirrosis hepatica alcoholica

8.1. Frecuencia de alelos HLA-C

El estudio de frecuencias de alelos HLA-C en controles y en pacientes con cirrosis
alcohdlica con y sin infeccion viral asociada se resume en la tabla 53, donde se puede
observar que en ninguno caso hubo diferencias en la distribucion alélica entre controles

y pacientes.

253



Capitulo 2-Resultados

Tabla 53. Frecuencia de los distintos alelos HLA-C en controles y pacientes con cirrosis alcohdlica.

Pacientes con cirrosis alcohdlica

Alelos  Grupo Grupo Controles Pacientes Sin virus  Con virus
HLA-C c1 2 sanos totales
N=319 N=281 N=213  N=68
n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
C*01 + 18 (5.7) 134.8) 0712 10(4.9)  3(44) 069  1.000 1.000
C*02 +  28(8.9) 35(12.9) 0145 26(12.7)  9(13.2) 0241 0259 0.834
cx03 41 (13) 33(12.1) 0710 24(11.8)  9(132) 0.686  1.000 0.668
C*04° + 77(24.4) 75 (27.6) 0511 61(29.9) 14(20.6) 0267 0.637 0211
C*05 +  59(18.7) 51(18.8) 1:000 36(17.6)  15(22.1) 0729  0.499 0367
C*06 +  53(16.8) 46 (16.9)  1:000 33(16.3) 13(19.1) 0810  0.598  0.459
C*07 + 140 (443) 109 (40.1) 0214 77(37.7)  32(47.1) 0087  0.687 0.117
C*08 + 25 (7.9) 31(11.4) 0206 22(10.8) 9(13.2) 0206 0351 0.509
C*12 + + 59(18.7) 41 (15.1) 0228 33(16.2) 8(11.8) 0414 0218 0.556
Cc*14  + 14 (4.4) 7026 0270 6(2.9)  1(1.5) 048 0486 1.000
C*15 +  18(5.7) 21(7.7) 0409 18(8.8) 3(44) 0221 1.000 0.426
C*16 + 49 (15.5) 39 (14.3) 0645 27(13.2) 12(17.6) 0448 0714 0317
Cc*17 + 928 12 (44)  1.000 8(3.9)  4(59) 0618 0256 0.492

N, numero total de individuos; n, nimero de individuos con presencia o ausencia de genotipo HLA-C. (+) presencia del
alelo. () no presencia del alelo. 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 infeccion viral asociada con los controles sanos,
respectivamente; P4, valor de P obtenido al comparar cirrosis alcohdlica sin infecciéon viral con cirrosis alcoholica

asociada a virus.
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8.2. Distribucion de epitopos y genotipos HLA-C

La presencia de los aminoacidos asparagina (Asn) o lisina (Lys) en posicion 80
de la hélice-al de la molécula de HLA-C determina 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-C1 y HLA-C2), como ya se
comentd en el apartado de pacientes y métodos.

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 y controles sanos, y se
evalu6 su influencia sobre la aparicion de cirrosis alcoholica (tabla 54). Asi, se observo
que el nimero de pacientes que carecian del epitopo C1 estaba significativamente
aumentado en la poblacion de cirrosis alcohdlica comparada con la de los controles
sanos (OR=1.761; 95% CI:1.184-2.621, P=0.007). Resultados similares fueron
observados en el grupo de pacientes sin infeccion viral asociada (OR=1.834; 95%
CI:1.201-2.799, P=0.006). Sin embargo, el andlisis de la presencia o ausencia del
epitopo C2 no mostr6 diferencias entre la cohorte de individuos sanos y enfermos.

Un andlisis posterior de genotipos HLA-C se realizd también sobre la misma
cohorte de individuos y con €l se pudo demostrar por una parte, una distribucion similar
del genotipo CI1CI en controles y pacientes, mientras que los genotipo C1C2 y C2C2
estuvieron diferentemente distribuidos en controles sanos y pacientes (tabla 54).

Asi, el genotipo C1C2 heterocigoto presentd una frecuencia menor en pacientes
que en controles sanos (46.3% vs 52.5%, respectivamente), pero esta diferencia no
alcanz¢ significacion estadistica.

Por otro lado, el genotipo C2C2 aparecia significativamente aumentado en

pacientes con cirrosis alcoholica respecto a controles sanos (15.3% vs 23.5%, P=0.015).
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Resultados similares fueron obtenidos al comparar la poblacion de individuos sanos con

la poblacion de enfermos sin infeccion viral asociada (15.3% vs 23.5%, P=0.021).

Tabla 54. Frecuencia de epitopos y genotipos HLA-C en controles sanos y
pacientes con cirrosis alcohdlica

Pacientes con cirrosis alcohoélica

Controles Pacientes Con
Sin virus

Sanos totales virus

N=319 N=281 N=213 N=68
Epitopos

n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
HLA-C
Cl+ 266 (84.7) 208 (76.5)  0.007* 156 (76.5) 52 (76.5) 0.006" 0.108 1.000
Cl- 48 (15.3) 64 (23.5) 48 (23.5) 16 (23.5)
C2+ 213 (67.8) 190 (69.9) 0.655 145 (71.1)  45(66.2) 0.655 0.777 0.449
C2- 101 (32.2) 82 (30.1) 59 (28.9) 23 (33.8)
Genotipos
HLA-C
cicl 101 (32.2) 82 (30.1) 1.000 59 (28.9) 23 (33.8) 0.496 0.777 0.449
Cc1C2 165 (52.5) 126 (46.3) 0.137 97 (47.5) 29 (42.6) 0.281 0.144 0.575
C2C2 48 (15.3) 64 (23.5) 0.015°¢ 48 (23.5) 16 (23.5) 0.021* 0.108 1.000

N, numero 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
infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor de P obtenido al
comparar cirrosis alcoholica sin infeccion viral con cirrosis alcohdlica asociada a virus.
“ OR=1.761; 95% CI:1.184-2.621, P=0.007. > OR=1.834; 95% CI:1.201-2.799, P=0.006.
“OR=0.586; 95% CI:0.387-0.889, P=0.015. * OR=0.586; 95% CI:0.375-0.916, P=0.021.
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8.3. Importancia de las combinaciones de genes KIR y sus correspondientes
ligandos HLA-I en la cirrosis alcohdlica

Posteriormente, se realizé un anélisis 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 (tabla 55). Para este andlisis se dividio en dos grupo de genes
KIR inhibidores y genes KIR activadores, se excluyeron los genes KIR constitutivos y
los pseudogenes.

Cuando se evalué KIR2DLI1+/S1- en presencia y ausencia de su epitope C2 se
observo que la distribucion de estas combinaciones eran similares en la poblacién sana
y enferma. Por el contrario, cuando se analiz6 KIR2DL2 y KIR2DL3 asociado al
ligando C1+ se observd una menor frecuencia de estas combinaciones en el grupo de
pacientes (83.4% vs 76.2% y 85% vs 75.9%, respectivamente), aunque esta disminucion
solo fue significativa para la combinacion de KIR2DL3 con C1+ (OR=1.801; 95% IC:
1.155-2.809, P=0.010). Resultados similares fueron obtenidos en el grupo de pacientes
con cirrosis alcohdlica sin infeccion viral asociada (OR=1.758; 95% IC: 1.092-2.831,
P=0.026).

Igualmente se analiz6 también la frecuencia del gen KIR3DL1+ en presencia y
ausencia de su ligando, el epitope BW4+, pero en este caso las frecuencias fueron
similares entre la poblacion sana y la enferma (P=0.846).

En cuanto a los KIR activadores, se analizo la frecuencia de KIR2DS1+ en
presencia y ausencia del epitope C2, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y la poblacion enferma. El andlisis de la
combinacion del gen KIR2DS4 con los dos ligandos conocidos (C1+ y C2+) demostro
que los pacientes portadores del ligando C1+ y KIR2DS4 disminuian respecto al grupo

control (84.7% vs 76.3) y esta diferencia resultd significativa (OR=1.719; 95% IC:
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1.123-2.630, P=0.013). Algo similar ocurria al comparar el grupo de cirrosis alcoholica
sin virus con el grupo control (OR=1.714; 95% CI: 1.083-2.711, P=0.024). 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 (84.3% vs 72.9%), aunque en
este caso sin alcanzar significacion estadistica. Por el contrario, la combinacion del
ligando C2+ con KIR2DSS5 aparecia aumentada en el grupo de pacientes (67.5% vs

74%), pero la diferencia observada aqui tampoco fue estadisticamente significativa.
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Tabla 55. Genotipos KIR y sus ligandos HLA-I en controles sanos y pacientes con cirrosis alcohdlica

Pacientes con cirrosis alcohoélica

Controles Pacientes
sanos totales Sin virus Con virus
N=319 N=281 N=213 N=68
HLA-I
KIR genes
Ligando n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
iKIRs
TKIR2DLI+/SI- 2+ 133 (68.2) 109 (69.9) 0.817 79 (71.2) 30 (66.7) 0.609 0.860 0.570
C2- 62 (31.8) 47 (30.1) 32 (28.8) 15 (33.3)
KIR2DL2+ cl+ 166 (83.4) 109 (76.2) 0.128 78 (73.6) 31(83.8) 0.050 1.000 0.265
Cl- 33 (16.6) 34(23.8) 28 (26.4) 6(16.2)
KIR2DL3+ cl+ 233 (85) 183 (75.9) 0.010° 139 (76.4) 44 (74.6) 0.026¢  0.057 0.861
Cl- 41 (15) 58 (24.1) 43 (23.6) 15 (25.4)
KIR3DLI1+ Bwa+ 231 (76) 201 (75) 0.846 147 (73.1) 54 (80.6) 0.530 0.523 0.256
Bw4— 73 (24) 67 (25) 54 (26.9) 13 (19.4)
aKIRs
T KIR2DSI+ 2+ 78 (67.2) 81 (70.4) 0.670 66 (71.7) 15 (65.2) 0.546 1.000 0.611
C2- 38 (32.8) 34(29.6) 26 (28.3) 8 (34.8)
2+ 204 (68) 178 (69.3) 0.784 134(70.5) 44 (65.7) 0.616 0.773 0.538
C2- 96 (32) 79 (30.7) 56 (29.5) 23 (34.3)
KIR2DS4+
cl+ 254 (84.7) 196 (76.3) 0.013" 145 (76.3) 51(76.1) 0.024°  0.105 1.000
Cl- 46 (15.3) 61(23.7) 45 (23.7) 16 (23.9)
Cl+ 70 (84.3) 70 (72.9) 0.072 61 (74.4) 9 (64.3) 0.127 0.129 0.517
Cl- 13 (15.7) 26 (27.1) 21 (25.6) 5(100)
KIR2DS5+
o+ 56 (67.5) 71 (74) 0.410 62 (75.6) 9 (64.3) 0301 1.000 0510
C2- 27 (32.5) 25 (26) 20 (24.4) 5(35.7)

N, numero 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 y P3; valor de P obtenido al comparar a los

pacientes con cirrosis alcoholica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor

de P obtenido al comparar cirrosis alcohdlica sin infeccion viral con cirrosis alcohdlica asociada a virus. * OR =1.801;
95% 1C: 1.155-2.809, P=0.010; ® OR=1.719; 95% IC: 1.123-2.630, P=0.013; © OR= 1.758; 95% IC: 1.092-2.831,
P=0.026; “OR=1.714; 95% CI: 1.083-2.711, P=0.024.
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8.4. Combinaciones de genes KIR y genotipos HLA-C en pacientes con
cirrosis alcohdlica y controles sanos

La combinacion de genes KIR con los distintos genotipos HLA-C fue también
analizada en pacientes y controles (tabla 56). En principio, se examind la presencia de
genes KIR con cada genotipo HLA-C en la poblacion control y la enferma, lo que
permitié observar que existia un predominio de individuos sanos y enfermos
KIR2DL1+/S1- con el genotipo HLA C1C2, seguido por su combinaciéon con el
genotipo C1C1. La combinaciéon KIR2DL1+/S1- con el genotipo C2C2 fue la menos
frecuente en ambos grupos de individuos analizados. No obstante, en ningun caso las
diferencias observadas alcanzaron significacién estadistica. Tampoco se observaron
cambios significativos para estas combinaciones cuando se compard la cirrosis
alcohdlica asociada a infeccion viral con la de pacientes sin infeccion viral asociada.

Cuando se analiz6 la combinacion de KIR2DL2 con los distintos genotipos HLA-
C, se observd una distribucion similar de la poblacion control respecto a la poblacion
enferma. En cambio, se observdO un aumento estadisticamente significativo de la
combinacion de KIR2DL2/CI1Cl1 en el grupo de pacientes con cirrosis alcohdlica viral
respecto a la no viral (45.9% vs 24.5%, respectivamente) (OR=0.382; 95% IC: 0.175-
0.837, P=0.021).

El andlisis de la presencia de KIR2DL3 en individuos con distintos genotipos
HLA-C mostro la existencia de un aumento del genotipo C2C2 en el grupo de pacientes
(24.1%) respecto a la poblacion control (15%), aumento que resultd estadisticamente
significativo (OR=0.555; 95% IC: 0.356-0.866, P=0.010). Una distribucion similar de
estas combinaciones fue observada cuando se compar6 la poblacion de cirrosis sin virus

con la poblacién control (OR=0.569; 95% IC: 0.353-0.916, P=0.026). También se
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observo un aumento en la poblacion de cirrosis alcohdlica asociada a virus, pero en este
caso la diferencia no lleg6 a ser significativa (P=0.057).

En segundo lugar, se analizaron las combinaciones de genotipos aKIR con los
distintos HLA-C (tabla 56). Asi se observo que los individuos portadores del gen
KIR2DS1 combinados con el genotipo C2C2 eran mas frecuentes en el grupo total de
pacientes respecto al de controles (16.4%vs 27%), diferencia que quedd muy proxima a
la significacion (P=0.056). Resultados similares se observaron al comparar la poblacion
de pacientes con infeccion viral asociada con los controles (16.4% vs 34.8%, P= 0.079).

El analisis de KIR2DS4 en los diferentes genotipos HLA-C mostr6 un aumento
significativo de la frecuencia de la asociacion de KIR1DS4 con el genotipo C2C2 en la
poblacion total de enfermos (15.3% vs 23.7%; OR= 0.582; 95% IC: 0.380-0.891,
P=0.013). Diferencias similares fueron observadas también cuando se compard la
poblacion de cirrosis alcohdlica sin infeccion viral con la poblacion control (15.3% vs
23.7%, respectivamente; OR=0.584; 95% IC: 0.369-0.923, P= 0.024).

Finalmente la presencia de KIR2DS5 fue también evaluada en los diferentes
genotipos HLA-C, pues aunque KIR2DS5 atn no tiene ligando establecido, en algunas
patologias se ha descrito la coexistencia de KIR2DS5 con algunos genotipos HLA-C.
Este analisis permitid6 demostrar que la frecuencia de KIR2DS5+/C2C2 aparecia
aumentada en la poblacion enferma respecto a la poblacion control (15.7% vs 27.1%),

aunque la diferencia solo roz6 la significacion estadistica (P=0.072).
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Tabla 56. Frecuencia de genes KIR y genotipos HLA-C en controles sanos y en pacientes con cirrosis

alcohodlica
Pacientes con cirrosis alcohélica
Controles Pacientes
sanos totales Sin virus  Con virus
N=319 N=281 N=213 N=68
HLA-C
KIR genes
Genotipo n (%) n (%) P1 n (%) n (%) P2 P3 P4
iKIRs
CIC1 62 (31.8) 47 (30.1) 0.817 32 (28.8) 15(33.3) 0.609 0.860 0.570
KIR2DL1+/S1- Cclc2 104 (53.3) 76 (48.7) 0.393 54 (48.6) 22 (48.9) 0.476 0.622 1.000
c2C2 29 (14.9) 33 (21.2) 0.159 25 (22.5) 8(17.8) 0.118 0.648 0.666
CIC1 62 (31.2) 43 (30.1) 0.905 26 (24.5) 17 (45.9) 0.236 0.090 0.021%
KIR2DL2+ cic2 104 (52.3) 66 (46.2) 0.275 52(49.1) 14(37.8) 0.631 0.151 0.257
c2C2 33 (16.6) 34 (23.8) 0.128 28 (26.4) 6(16.2) 0.050 1.000 0.265
CICl 87 (31.8) 72 (29.9) 0.702 54(29.7) 18(30.5) 0.680 1.000 1.000
KIR2DL3+ Cclc2 146 (53.3) 111 (46.1) 0.112 85(46.7) 26(44.1) 0.181 0.251 0.765
c2C2 41 (15.0) 58 (24.1) 0.010° 43 (23.6) 15(25.4) 0.026°¢ 0.057 0.861
aKIRs

CIC1 38 (32.8) 34 (29.6) 0.786 26 (28.3) 8(34.8) 0.546 1.000 0.611
KIR2DS1+ cic2 59 (50.9) 50 (43.5) 0.293 43 (46.7) 7(30.4) 0.579 0.109 0.239
c2C2 19 (16.4) 31(27.0) 0.056 23 (25.0) 8(34.8) 0.164 0.079 0.431
CIC1 96 (32.0) 79 (30.7) 0.784 56(29.5) 23(34.3) 0.616 0.773 0.538
KIR2DS4+ Cclc2 158 (52.7) 117 (45.5) 0.106 89 (46.8) 28 (41.8) 0.228 0.137 0.568
c2C2 46 (15.3) 61(23.7) 0.013¢ 45 (23.7)  16(23.9) 0.024¢ 0.105 1.000
CIC1 27 (32.5) 25(26.0) 0.410 20 (24.4) 5(5.7) 0.301 1.000 0.510
KIR2DS5+ cic2 43 (51.8) 45 (46.9) 0.551 41 (50.0) 4 (28.6) 0.877 0.150 0.159
c2C2 13 (15.7) 26 (27.1) 0.072 21 (25.6) 5(5.7) 0.127 0.129 0.517

N, numero 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. Cada valor de P se obtuvo al comparar cada ligando con el resto de ligandos para ese gen concreto.

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 alcohoélica sin y con infeccion viral asociada con los controles sanos, respectivamente; P4, valor

de P obtenido al comparar cirrosis alcohdlica sin infeccion viral con cirrosis alcohélica asociada a virus. * OR=0.382; 95% IC: 0.175-
0.837, P=0.021; ° OR =0.555; 95% IC: 0.356-0.866, P=0.010; © OR=0.569; 95% IC: 0.353-0.916, P=0.026; ¢ OR= 0.582; 95% IC:
0.380-0.891, P=0.013; OR=0.584; 95% IC: 0.369-0.923, P=0.024.
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En el capitulo 1 se realizd un estudio retrospectivo, se estudié una gran cohorte de
pacientes con cirrosis alcoholica sometidos a trasplante hepatico a lo largo de 25 afios
en el sureste de Espafia, analizando sus caracteristicas sociodemograficas, bioquimicas,
principales  complicaciones clinicas pretrasplante y postrasplante, y tasas de
supervivencia a corto y largo plazo, ya que un mejor conocimiento del espectro de la
enfermedad hepatica alcoholica podria resultar beneficioso para una deteccion temprana
y para la prevencion de la hepatopatia alcohdlica antes de que sus efectos repercutan en
la salud del paciente.

En nuestra cohorte de pacientes, la cirrosis hepatica alcohoélica es la principal
causa de trasplante hepatico (38,4%), junto con la cirrosis viral y el hepatocarcinoma,
que representan mas del 72,6% de todos los trasplantes de higado. Datos similares se
obtuvieron de diferentes grupos étnicos en la poblacion britanica (Douds y col 2003).
Por el contrario, nuestros resultados sobre la frecuencia de cirrosis alcohdlica como
indicacion a trasplante hepatico son ligeramente superiores a los datos recogidos en el
resto de Europa (33%) y en Espafia (30%), donde la cirrosis alcohdlica es la segunda
indicacion mas frecuente de trasplante hepatico, detras de la cirrosis viral en el mundo
occidental y otras poblaciones (RETH , 2013; Xie y col, 2013; Adam y col, 2012;.
Burra y col, 2010, Lucey y col, 2009). Adam y col., 2012, observaron un aumento de
frecuencia en dos de las indicaciones a trasplante hepatico en Europa en los ultimos 10
afios, la cirrosis alcohodlica y el carcinoma hepatocelular. Segin la UNOS 2012, en
EEUU la cirrosis hepatica alcoholica es la tercera causa mas frecuente de trasplante
hepatico, representando un 17.2% de todos los trasplantes hepaticos de EEUU en 2012.

En cuanto a la combinacion de cirrosis alcohodlica e infeccion viral, Adam y col.,
2012, observaron que el 3% de los trasplantes por cirrosis hepatica eran de causa mixta

(alcohol e infeccion viral), de los cuales el 2% fue por VHC, mientras que en nuestra
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poblacion el porcentaje fue mayor, con un 9.06% de pacientes trasplantados por cirrosis
hepatica alcohdlica asociada a virus, de los cuales el 5.8% fue por VHC.

Existen datos en Espafia sobre el trasplante hepatico que indican una frecuencia en
las indicaciones a trasplante hepatico similar a nuestros resultados. Franco y col., 2013,
analizaron los pacientes con trasplante hepatico en Andalucia, y observaron una
frecuencia de cirrosis entre el afio 2000 y 2010 del 45.5%, seguida de la cirrosis por
VHC, con un 20.4% de frecuencia, y de cancer de higado con un 11.8%. Asi mismo,
Rubin y col., 2013, observaron resultados algo diferentes, siendo la cirrosis por VHC la
indicacion principal en el Hospital la Fe de Valencia, con un 44% de frecuencia,
seguida de la cirrosis alcohdlica con un 24%, y del CHC con una frecuencia del 12.5%,
excepto la asociacion de cirrosis alcohdlica y VHC (10%), que fue muy similar a la de
nuestros resultados. Esta tendencia también se observa en los datos recogidos al sur de
Brasil, por Mattos y col., 2014, siendo la cirrosis por VHC la indicacion mas frecuente
(51.40%), seguida de la cirrosis alcohodlica (18.10%), la cirrosis por VHB (5.60%) y el
CHC (2.70%). En esta poblacion, la cirrosis alcohoélica asociada a virus tuvo una mayor
representacion que en nuestra poblacion (13.90%).

En nuestro estudio, la edad media de los pacientes totales fue de 51 afos. Al
analizar la evolucion de la edad a lo largo de los afios se observa que la edad media ha
ido aumentando. La edad de los pacientes trasplantados a nivel nacional también ha
sufrido variaciones, y aunque el grupo de edad comprendido entre 40-59 afios sigue
siendo el mas frecuente se ha observado una ligera disminucidon de pacientes de ese
grupo a expensas de pacientes mas mayores (60 afos o mas) (Memoria de Trasplante
hepatico, RETH 2013), por lo que esto explicaria nuestros resultados.

El grupo de pacientes con cirrosis alcohdlica tenia una edad media de 53 anos, sin

existir diferencias de edad entre géneros. En otros estudios de diferentes poblaciones y
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periodos de tiempo la edad media fue similar (Ray y col., 2014; Aguilera y col., 2009;
Pfitzmann y col 2007; Amarapurkar y col, 1988). También cabe mencionar, coémo la
hepatitis fulminante es mas frecuente en pacientes jovenes (36,7 afnos).

En cuanto a las diferencias de género, la cirrosis alcohdlica es la principal
indicacion de trasplante hepatico en los hombres (50.3%), mientras que la cirrosis viral
(32,9%) es la principal indicaciéon en mujeres, seguida de la cirrosis autoinmune
(18,1%), y en tercera posicion, la cirrosis alcohdlica con un 11,5%. Nuestros resultados
parecen sugerir que el consumo de alcohol es menor en las mujeres, aunque esta
informacion no ha sido posible obtener en este estudio. Sanchez Pardo, 2002 observéd
que los hombres espafioles habitualmente beben mas que las mujeres, y que la
proporcion de bebedores y de alcoholicos es mucho mayor entre hombres, a pesar de
que el namero de mujeres bebedores esta creciendo en los ltimos afios. Otros estudios
también podrian explicar esta baja incidencia de cirrosis alcohdlica como indicacion de
trasplante hepatico en mujeres en nuestra poblacion (Amarapurkar y col., 1988; Becker
Uy col., 1996; Morgan y col., 1977). Sin embargo, Ray y col., 2014 observaron que la
edad y el sexo no parece estar correlacionada con la cantidad y la duracién del consumo
de alcohol en la poblacion de la India. Por lo tanto, otra posible explicacion es que las
mujeres son mas propensas a sufrir los efectos hepatotdxicos del alcohol en
comparacion a los hombres, debido a las diferencias de grasa corporal y de ADH
gastrica, por lo que pueden desarrollar cirrosis hepatica con una menor ingesta de
alcohol (Norberg y col., 2003, Frezza y col., 1990).

Al igual que nuestros resultados muestran diferencias en la frecuencia de cirrosis
alcohdlica entre los géneros, hay que sefialar que la presencia de infecciones virales
concomitantes con cirrosis alcohdlica, también es algo diferente en hombres y mujeres

(22,8% y 30,0% respectivamente), pero no ocurre asi en el caso del VHC, que es
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similar en hombres y mujeres (64.3% y 66.7, respectivamente), por lo que este aumento
podria ser debido a una sobrerrepresentacion de CMV en las mujeres. La relacion
concomitante (alcohol e infeccion por VHC), que actiia de forma sinérgica causando
una progresion acelerada de la fibrosis (Singal y col., 2007), puede explicar en parte el
aumento del niimero de trasplantes de higado realizados por cirrosis alcoholica en
nuestra poblacion en comparacion al RETH (Adam y col., 2012),

Por otra parte, el analisis de las principales indicaciones de trasplante hepatico
muestra como la cirrosis autoinmune y la hepatitis fulminante son significativamente
mas frecuentes en las mujeres, dato que también han corroborado otros estudios (Van
Gerven y col., 2014; Germani y col., 2012). El mecanismo exacto de las diferencias de
género en la enfermedad hepdtica autoinmune y la autoinmunidad en general no se
conoce, sin embargo, tanto la inmunogenética como la influencia hormonal juegan un
papel complejo (Manns y col., 2010, Whitacre, 2001).

Nuestros datos muestran como la cirrosis alcohdlica como indicacion de trasplante
hepatico ha sufrido fluctuaciones a lo largo de los 25 afios estudiados. Se observo que la
frecuencia minima de pacientes con cirrosis alcoholica trasplantados fue en el afio 2001.
En los afios siguientes hubo un aumento hasta 2009, y posteriormente su frecuencia
volvio a caer. Tal vez, este descenso se debe al desarrollo de mejores tratamientos,
mejoras en la deteccion temprana de la enfermedad, lo que permite en algunos casos
revertir y disminuir parcialmente el grado de fibrosis hepatica con el cese del consumo
de alcohol. Ademads, en la ultima década en Espaia, se ha producido un aumento de los
programas de intervenciéon de alcohol y un endurecimiento en las sanciones por
consumo de alcohol y venta en jovenes, tanto en politica nacional y regional, cuya
eficacia se confirmara con la disminucion de la hepatopatia alcoholica en el futuro

(Moral Jiménez y col., 2009).
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En general, nuestra tasa de supervivencia global a corto plazo es menor que la
registrada por el registro Europeo y otros estudios, pero a largo plazo la supervivencia
es similar (ELTR 2013; Chen y col.,, 2010; Aguilera y col., 2009). Esto podria
explicarse por una mayor mortalidad y complicaciones en nuestro hospital que podrian
estar relacionadas con aspectos derivados del postoperatorio inmediato y de la
evolucidn en los meses posteriores.

El andlisis de la supervivencia de nuestros pacientes muestra como la cirrosis
autoinmune y la cirrosis alcohoélica tienen las mejores supervivencias, tanto a corto
como a largo plazo, pero se observa una disminucioén de la supervivencia en pacientes
con cirrosis alcoholica asociada a infeccién viral, dato que se corrobora con los
observados por Lucey y col., 2009. Ademas, en el periodo pretrasplante, autores como
Singal y col., 2012, ya observaron que los pacientes con hepatitis alcoholica e infeccion
por VHC concomitante presentaban una mayor mortalidad en comparacion a los
pacientes con hepatitis alcohdlica sin infeccion por VHC. Una de las posibles razones
podria ser la precaucion de los médicos y gastroenterdlogos en el uso de
corticosteroides para el tratamiento de la hepatitis alcohdlica en presencia de infeccion
por VHC (Singal y col., 2011).

Se ha de tener en cuenta que la supervivencia es menor en la cirrosis viral
exclusivamente, en comparacion a la cirrosis alcohdlica asociada a virus (Aguilera y
col., 2009), dato curioso que se corrobora en nuestros resultados, y que quiza podria
explicarse por un mayor uso de antivirales en aquellos que asocian cirrosis alcohdlica
con virus.

En la cirrosis autoinmune, nuestras tasas de supervivencia a medio y largo plazo

son similares a otros estudios (ELTR 2013; Germani y col., 2012).
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En general, nuestros datos corroboran las tasas de supervivencia postrasplante de
los pacientes con cirrosis alcoholica de diferentes partes del mundo, que fueron del
81%-96%, 78%-86%, y del 73%-88% a 1, 3, y 5 afios respectivamente (Singal y col.,
2013, Bachir y col., 2012; Burra y col., 2010; Pfitzmann y col., 2007). Dumortier y col.,
2007, registraron una tasa de supervivencia similar, mayor del 70% a los 10 afios
después del trasplante. Por el contrario, otros estudios registraron una tasa de
supervivencia significativamente menor a los 10 afios en aquellos pacientes que
sufrieron una recaida en el consumo de alcohol (45% vs 85,5%) (Iruzubieta y col.,
2013; Cuadrado y col., 2005). Nuestros datos de supervivencia a 10 afios muestran tasas
de supervivencia intermedios (69,6%), tal vez, esto podria ser debido a que nuestros
pacientes no se han clasificado seguin la recaida en el consumo de alcohol.

La enfermedad hepatica alcohdlica recurrente fue la causa de muerte en pacientes
que volvieron a beber en exceso. Los pacientes sin un consumo de abuso o abstinentes
murieron debido principalmente a las infecciones, tumores malignos, o enfermedad
cardiovascular (Pfitzmann y col., 2007). Sin embargo, no ha sido posible obtener en
nuestro estudio los datos sobre el tipo y cantidad de alcohol consumido por el paciente
previamente al trasplante, asi como los de recaida de consumo de alcohol. En cualquier
caso, los buenos resultados sobre la supervivencia del injerto y de los pacientes
trasplantados por cirrosis alcohdlica, han animado a los médicos y a las comunidades a
aceptar y reafirmar la cirrosis hepdtica alcohdlica como una indicacion excelente de
trasplante hepatico (Singal y col., 2013;. Starzl y col., 1988).

La cirrosis alcohdlica es la principal indicaciéon de trasplante hepatico, por la
buena evolucion postrasplante en términos de incidencia de rechazo del injerto y en
base a la alta supervivencia experimentada por los pacientes que se observa en nuestra

serie. Aunque la frecuencia de cirrosis hepatica alcoholica estd disminuyendo en la
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ultima década, siguen siendo necesarias nuevas estrategias y mayores esfuerzos por
parte de la politica de salud publica, para detectar, tratar y reducir la frecuencia de
cirrosis alcohdlica en nuestra poblacion, ya que la cirrosis alcohdlica es una enfermedad
que se puede prevenir controlando el abuso de alcohol. Seria necesario realizar estudios
en el futuro, teniendo en cuenta el tipo y la cantidad de alcohol ingerido por el paciente
previamente al trasplante hepatico, asi como la edad de inicio del consumo de alcohol y
la recaida en la ingesta de alcohol en los pacientes sometidos a trasplante hepatico.

En el capitulo 2 se realizd un estudio retrospectivo genético entre individuos
sanos y pacientes varones con cirrosis alcoholica con y sin infeccion viral asociada
sometidos a trasplante hepatico. En ambos grupos de pacientes, se comparo el repertorio
de genes KIR y genes HLA-C, y sus posibles combinaciones en funcion de la
especificidad ligando receptor, todo ello con la finalidad de observar si esta familia de
genes poligénicos guardan alguna relacion con el riesgo de desarrollar cirrosis
alcohdlica.

Para realizar el andlisis genético de este segundo capitulo, hemos descartado a las
mujeres con cirrosis alcohdlica de nuestra cohorte inicial, por lo tanto el anélisis se ha
limitado a un grupo bien definido de varones espafioles con cirrosis alcoholica en
estadios terminales de su enfermedad incluidos en lista de espera para el trasplante
hepatico. Esto nos permite comparar genéticamente un conjunto de hombres espanoles
con cirrosis alcoholica (n=281) con una poblacién masculina caucasoide sana (n=319)
con edades medias similares.

La fibrosis hepatica se caracteriza por la aparicion de tejido cicatricial, resultado
de la inflamacion del higado y muerte de células hepaticas. La fibrosis hepatica ocurre
cuando el tejido cicatricial excesivo se acumula mds rapido de lo que se puede

descomponer. Se ha observado como infecciones cronicas por virus de hepatitis o el
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consumo excesivo de alcohol, asi como las toxinas u otros factores pueden provocar
fibrosis hepatica (Peter MG y col., 2002; Safdar K y col., 2004; Bhattacharya R y col.,
2003). Ademas, se ha observado como el consumo crénico de alcohol es capaz de
acelerar los procesos de fibrosis hepatica en pacientes con hepatitis viral (Purohit V y
col., 2006).

La fibrosis hepatica, ha sido tradicionalmente considerada un proceso "pasivo" e
irreversible, tras el colapso del parénquima hepatico y su reemplazo por un tejido rico
en colageno. Sin embargo, numerosas observaciones clinicas y estudios experimentales
indican que este concepto no es correcto (Song Z y col., 2004; Lieber CS. 2004; Szabo
G. 1999).

Se ha observado que el consumo cronico de alcohol produce alteraciones de
indole diversa en el sistema inmune, y esto propicia multiples consecuencias
patoldgicas. Se han observado efectos tanto en la respuesta inmune especifica humoral y
celular (Williams R y col., 2006; O'Shea RS y col., 2010; Jeong W] y col., 2008) como
en la respuesta inespecifica (innata); entre estos ultimos, destacan los trastornos en el
aclaramiento de antigenos por parte de los macrdéfagos alveolares y las células de
Kupffer (Liu YK y col., 1979) o una menor actividad citotdxica vinculada a las células
natural killer (NK) (Laso FJ y col., 1997).

Todo esto conlleva al establecimiento de un estado de inmunodeficiencia, con el
consiguiente riesgo elevado de infecciones graves (Szabo G y col., 1999). Estas
observaciones se confirman con nuestros datos ya que se observan altos porcentajes de
infecciones virales asociadas en nuestra poblacion de enfermos con cirrosis alcohodlica,
destacando el alto porcentaje de virus de la hepatitis C (VHC).

Por otra parte, estudios actuales también ponen de relevancia la posible

contribucion de fendomenos propios de un estado de activacion del sistema inmune
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(Song Z y col., 2004; Lieber CS y col., 2004) en el desarrollo de la enfermedad hepatica
alcohdlica.

Se ha constatado que en la ingesta cronica de alcohol se activan la respuesta
inflamatoria hepatica (Tilg H y col., 2000), los monocitos de sangre periférica (Hanck C
y col., 2001) y ciertas subpoblaciones citotoxicas linfoides T (Song K y col., 2001;
Jerrells TR y col., 2002) y NK (Laso FJ y col., 1997).

A su vez, la activacion del sistema inmune podria determinar alteraciones en la
produccion de determinadas citocinas que desempefian un papel fundamental en las
respuestas inmune especifica e inflamatoria, en la angiogénesis, en el crecimiento y la
diferenciacion celulares.

Asi, en el ambito del alcoholismo los hallazgos iniciales mas destacados fueron la
deteccion en pacientes con enfermedad hepatica alcohdlica de concentraciones séricas
elevadas de citocinas proinflamatorias (interleucina IL-1, IL-6 y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (Khoruts A y col., 1991; Hill DB y col., 1992) y de la quimiocina
IL-8 (Hill DB y col., 1992), asi como un incremento de su sintesis en los monocitos de
sangre periférica (McClain CJ y col., 1989; McClain CJ y col., 1993). A este respecto,
numerosos estudios estan aportando avances significativos en el conocimiento de la
patogenia de la enfermedad hepatica alcohdlica (Song Z y col., 2004; Tilg H y col.,
2000; McClain CJ y col., 1999; Diehl AM y col., 1999; Neuman MG y col., 2001).

Por otra parte, también se ha visto como el estrés oxidativo actia como un
mecanismo clave en el desarrollo de la enfermedad hepatica alcohoélica asociado con el
alcoholismo (desequilibrio entre las concentraciones intracelulares de radicales libres de
oxigeno y factores antioxidantes) (Lieber CS y col., 2004; Lieber CS y col., 2001; Sun
AY y col., 2001), también hay que tener en cuenta la trascendencia que tiene en esas

circunstancias en la respuesta inmune.
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Por lo tanto el estrés oxidativo generado al metabolizarse el etanol en el
hepatocito no sélo es un factor promotor por si mismo de necrosis y apoptosis, sino que,
ademas, los radicales libres del oxigeno liberados en este proceso activan en las células
de Kupffer la producciéon de NFkB, aumentando en éstas la sintesis de TNFa y otras
citocinas proinflamatorias (Lands WEM vy col., 1995); en ese sentido, es interesante
senalar que la deficiencia del antioxidante S-adenosil-L-metionina (SAMe) se asocia
también con una mayor secrecion de TNF-a (Chawla RK y col., 1996; Roman J y col.,
1999) . Por otro lado, la endotoxina propicia que las células de Kupffer formen radicales
libres del oxigeno, lo que contribuye a incrementar mas aun la produccion de las
citocinas mencionadas.

En la figura 83, se pueden observar las estrechas interacciones entre las citocinas
proinflamatorias y el estrés oxidativo en la patogenia de la enfermedad hepatica

alcohdlica.
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Figura. 83. Intervencion del factor de necrosis tumoral alfa

de Kupffer

(TNF-0) en el desarrollo de apoptosis y necrosis de los
hepatocitos en la enfermedad hepatica alcoholica.
Interrelaciones entre TNF-a y estrés oxidativo. GSH:
glutation; IkB: inhibidor del factor nuclear kappa B; NFkB:
factor nuclear kappa B; RLO: radicales libres de oxigeno
(Extraida de Laso FJ y col., 2005).
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Se han propuesto varios mecanismos para explicar la mayor sensibilidad y
vulnerabilidad de los hepatocitos a los efectos lesivos del TNF-a secretado por las
células de Kupffer. Se observa una deplecion de antioxidantes, como el glutation
intramitocrondrial (Garcia-Ruiz C y col., 1994), protector de la apoptosis de los
hepatocitos (Fernandez-Checa JC y col., 1997); el acceso al citoplasma de citocromo C,
activador de caspasas de la via intrinseca inductora de apoptosis, como consecuencia de
un aumento de la permeabilidad de la membrana de la mitocondria (Higuchi H y col.,
2001); o una menor produccion en el interior del hepatocito de NFxB (Zeldin G y col.,
1996) que, como ya se ha indicado, puede actuar como factor de transcripcion para la
sintesis de determinadas proteinas antiapoptéticas.

Se piensa que después de una lesion hepatica cronica, el dafio de los hepatocitos y
la activacion de las células de Kupffer conducen a la activacion de células estrelladas
hepaticas (CEH). Las células hepaticas estrelladas activadas producen una gran cantidad
de proteinas de matriz extracelular (ECM), que se acumulan dentro del espacio
subendotelial de Dissé y conducen a fibrosis hepatica. Muchos tipos celulares
(miofibrobastos, células progenitoras de de la médula dsea, y hepatocitos) deben
también estar involucradas en la produccion de proteinas de la matriz extracelular y
colageno, pero juegan un papel menos importante que el jugado por las CHE (Friedman
SL, y col., 2006; Iredale JP y col., 2007; Bataller R y col., 2005).

Por otra parte, se ha observado como el consumo crénico de alcohol reduce el
porcentaje y el nimero de células Natural Killer (NK) en ratones y en seres humanos
aunque el mecanismo subyacente para estos cambios todavia no es entendido en su
totalidad.

Recientemente se ha encontrado que el consumo crénico de alcohol inhibe la

liberacion de células NK de la médula 6sea y que esto estd asociado con una
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disminucién de las células NK esplénicas. Por lo tanto, el numero de las células NK
periféricas va a estar estrechamente controladas por la proliferacion homeostatica. No se
sabe si este mecanismo se inicia en respuesta a la reduccion de las células NK
esplénicas, o si es asi, por qué en el estado estacionario los niveles de células NK no se
restauran (Hui Zhang and Gary G, 2009) (figura 84).

Hui Zhang and Gary G en 2009, observaron como el consumo crénico de alcohol
compromete la liberacion de células NK de la médula 6sea y aumenta la apoptosis de
las células NK en el bazo, que se asocia con la disminucion de las células IL-15+

esplénicas, especialmente las células IL-15 + CD11chi.
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Figura 84. Esquema representativo de como el consumo
cronico de alcohol disminuye las células NK esplénicas

(Extraida de Hui Zhang and Gary G, 2009).

Amplificacion del alcohol del efecto pro-fibrogénico de las células de Kupffer
Actualmente, existe una creciente evidencia de que el consumo crénico de

alcohol conduce a la fibrosis hepatica mediante la regulacion positiva de los efectos pro-

fibrogénicos de las células de Kupffer (figura 85). Estd bien establecido que el consumo

cronico de alcohol aumenta la fuga de endotoxina intestinal en humanos y roedores, lo
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que conduce a la endotoxemia, y esto es lo que probablemente contribuye al desarrollo
de la hepatitis alcoholica, fibrosis y cirrosis (Parlesak A y col., 2000; Stern M y col.,
1986).

La concentracion de lipopolisacarido (LPS) se encontrd en niveles elevados en
pacientes alcohdlicos y ademas, el consumo crénico de alcohol aumenta la expresion de
CD14 en las células de Kupffer, aumentando ain mas la sensibilidad de las células de
Kupffer a LPS (Enomoto N y col., 2001; Enomoto N y col., 1998; Wheeler MD y col.,
2003).

El consumo crénico de alcohol también mejora la capacidad de respuesta de las
células de Kupffer a las células apoptoticas, lo que da lugar a la produccion de citocinas
mas proinflamatorias (McVicker BL y col., 2007).

En conjunto, el consumo cronico de etanol conduce a la elevacion de los niveles
de LPS hepaticos, que se dirigen a receptores CD14/TLR4 que se elevan después del
consumo de etanol, dando lugar a la producciéon de citoquinas proinflamatorias como

TNF-a, IL6 y TGF-B1, y posterior activacion de CHEs y fibrosis hepatica.
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Figura 85. El alcohol amplifica los efectos pro-fibrogénicos de las
células de Kupffer. El consumo de alcohol permeabiliza el
intestino, dando como resultado niveles elevados de endotoxina
hepatica, que es seguido por la activacion de células de Kupffer.
Las células activadas de Kupffer producen una variedad de
citoquinas proinflamatorias y mediadores inflamatorios tales como
TNF-a, IL-6, TGF-B1 y especies reactivas del oxigeno (ROS), que
activan entonces CESs, conduciendo a la produccion de matriz
extracelular (fibras de colageno) e higado fibrosis. El consumo
cronico de alcohol también aumenta la sensibilidad de las células de
Kupffer a la endotoxina mediante la regulaciéon positiva de la
expresion de CD14 (Enomoto N y col., 2001; Enomoto N y col.,
1998; Wheeler MD y col., 2003).

Boyadjieva N y col., 2004; Pan HN y col., 2006).
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Por otra parte también se ha observado como el etanol ha sido reconocido por
mucho tiempo como una sustancia inmunosupresora, produciendo la supresion de la

actividad de las células NK (Collier SD y col., 2000; Boyadjieva N y col., 2001;

Mas especificamente, las células NK hepaticas pueden estar implicadas en la
inhibicion y regeneracion de la fibrosis hepatica (Radaeva S y col., 2006, Jeong WI y

col., 2006, Chen Y y col., 2007, Hines IN y col. R y col., 2004, Melhem A y col., 2006)
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(Radaeva S y col., 2006, Jeong WI y col, 2006, Melhem A y col., 2006),
principalmente debido al contacto NK con células sanas. Las sefiales receptoras
inhibidoras son dominantes sobre la activacion de las sefiales receptoras, contribuyendo
asi a prevenir el auto-ataque y mejorar la auto-tolerancia a NK (Long EO y col., 1999;
George TC y col., 1999).

Estudios recientes realizados por Won-IL Jeong and Bin Gao en 2008,
observaron que la inhibicién del alcohol sobre las células NK/IFN-y podria ser un
importante mecanismo que contribuye a la fibrosis hepatica inducida por el alcohol y
aceleracion de la fibrosis hepatica (figura 86). En primer lugar, el consumo crénico de
etanol disminuye e inhibe la acumulacion del nimero de células NK en el higado (Pan
HN y col., 2006; Jeong WIPO y col., 2007)

Won-IL Jeong and Bin Gao en 2008, también observaron que el consumo cronico
de etanol inhibe la capacidad citotoxica de las células NK sobre las células hepaticas
estrelladas activadas (CHE) a través de la regulacion negativa de la expresion de
NKG2D, TRAIL, granzima, perforina e IFN-y en células NK (Pan HN y col., 2006;
Jeong WIPO y col., 2007).

También se ha observado como un consumo de alcohol estimula las CHE para
producir TGF-B que puede inhibir las funciones de las células NK (Jeong WIPO y col.,
2007). Y por ultimo también se ha visto como el alcohol elimina el efecto anti-fibrético
del poli I:C y del IFN-y mediante la inhibicién de STAT1 lo que induce la apoptosis y la
parada del ciclo celular de la CHE (NJeong WI y col., 2008). Se ha demostrado que el
tratamiento in vitro con IFN-y y STAT1 inhibe la fibrosis hepatica en ratones sometidos
a control de alimentacion, pero no se observo este efecto en ratones alimentados con

etanol (NJeong Wl y col., 2008).
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Otros estudios sugieren que la inhibicion del etanol de la activacion de IFN-y de
STATI1 estd mediada por induccion de la expresion de SOCS1 y la estimulacion de
hepatocitos para producir ROS, que posteriormente inhibe la sefalizacion de IFN-y /

STAT1 en CHE (Jeong WIPO y col., 2007).

Hepatocyte

Figura 86. El alcohol inhibe los efectos anti-fibrogénicos de
NK / IFN-y. El alcohol inhibe los efectos antifibrogénicos de
las células NK a través de multiples mecanismos incluyendo
(1) el alcohol disminuye el numero de células NK y Ia
citotoxicidad de las células NK frente a las CHE; (2) alcohol
estimula. CHE para producir TGF-B1, seguido por Ia
inhibicion de la muerte de células NK de CHEs; (3) el alcohol
induce la expresion del supresor de la proteina de sefializacion
de citoquinas 1 (SOCS1) en CHEs, seguido por la inhibicion
de la sefializacion de IFN-y en CHEs; (4) etanol estimula los
hepatocitos para producir estrés oxidativo, que luego inhibe la
senalizacion de IFN-y en CHE. (Figura modificada de Jeong
WIPO vy col., 2007).
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Jeong WI y col., 2006 estudiaron el papel entre las células estrelladas hepaticas y
la célula NK en fibrosis hepatica y cirrosis (figura 87). Observaron como las
interacciones entre las células estrelladas hepaticas (CHE) y los estos subconjuntos de
células inmunes han surgido como determinantes importantes de la progresion y la

regresion de la fibrosis hepatica.
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Figura 87. Esquema del proceso de progresion
de la fibrosis hepatica mediante la inhibicion de
la apoptosis de células NK por parte de las CEH
y la supresion de la senalizacion de IFN-y en
HSCs. (Figura extraida de Jeong WI y col.,
2006).

Las células asesinas naturales (NK) tienen una actividad antifibrotica mediante la
eliminacion de CHE activadas productoras de fibras coldgenas. Las células hepaticas
estrelladas (CHE) son las encargadas del almacenaje del 75% del retinol del organismo.
Durante la activacion de la célula estrellada, el retinol es metabolizado en retinal a
través de la alcohol deshidrogenasa y finalmente metabolizada a acido retinoico (AR).
Este acido retinoico induce la expresion de la proteina RAE-1 en la superficie de la

célula estrellada, el cual es ligando activador para las células NK. Como respuesta la
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célula NK produce la enzima TRAIL la cual se une a receptores especificos TRAILR en
la célula estrellada induciendo su muerte.

Estudios in vitro han demostrado el efecto antifibrotico de las células NK
solamente en el inicio de la enfermedad hepdatica caracterizada por la presencia de
células estrelladas hepaticas activadas tempranamente (CHE).

Por otro lado también se ha observado que cuando se produce una lesion hepatica,
la expresion en la superficie de receptores (aKIR /iKIR) y su relacion aumentan
significativamente, mientras que la expresion de MHC-I por las CHE activadas
disminuye. Los ligandos naturales de las moléculas MHC-I se encuentran ubicados en
la superficie de la célula NK y suelen ser genes KIR inhibidores (iKIR), su unién a
MHC-I hace que la célula NK produzca IFN-y y desencadena la apoptosis de la célula
estrellada y este fendmeno es el que permite la accion antifibrotica de las células NK
(Jeong Wl y col., 2006).

La unién de IFN- y a la superficie de la célula estrellada se ha visto como es capaz
de activar a STATI, el cual es un importante regulador negativo en la fibrosis hepatica
ya que produce la parada en ciclo de la célula estrellada conduciéndola hacia la
apoptosis. Se ha observado como la disrupcion del gen STATI acelera la fibrosis
hepatica y la proliferacion de células estrelladas hepaticas (CHE) en un modelo in vivo
de fibrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono (CCly). Por lo tanto, STATI1
podria ser considerada una nueva diana terapéutica para el tratamiento de la fibrosis
hepatica.

En condiciones normales, en ausencia de enfermedad fibrética, se ha observado
que las células NK son inhibidas por la interaccion de su iKIR y MHC-I presente en
CHE normal lo cual impide la muerte de CHE por la célula NK (Melhem A y col.,

2006). Este tipo de inhibicion se elimina cuando se activan CHEs debido a la regulacion
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negativa de la expresion de MHC de clase I, haciendo que las CHE sean susceptibles de
muerte.

Por esta razéon, en este estudio se han analizado los genes KIR/HLA-C en
pacientes con cirrosis alcoholica ya que la inmunidad innata esta implicada en el control
del desarrollo y progresion de la fibrosis hepatica (Hong-na Pan y col., 2006, Melhem A
y col., 2006; Won-IL Jeong y col., 2008, Gao B y col., 2007, Byun JS y col., 2010,
Miller AM y col., 2011) a través de las células NK las cuales parecen estar implicadas
en los procesos que modulan la inhibicién y regeneracion de la fibrosis hepatica
(Radaeva S y col., 2006, Jeong WI y col., 2006, Chen Y y col., 2007, Hines IN y col.,
2007, Sun R y col., 2006), y Melhem A y col., 2006).

Cabe destacar la inexistencia de estudios previos que analicen los repertorios
polimérficos de los genes KIR/HLA-C en pacientes con cirrosis alcoholica.

Nuestros resultados muestran diferencias en las frecuencias de genes KIR entre
controles sanos y pacientes con cirrosis alcohdlica viral y no viral mostraron en ciertos
genes diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones analizadas.

Por una parte, se observé una disminucion significativa de la frecuencia de
KIR2DL2+/S2+ en pacientes con cirrosis alcohdlica (53.0%) respecto a los controles
sanos (63.3%). Esta disminucion no era debida a la presencia o ausencia de infecciones
virales asociadas al proceso cirrético, aunque se observd significacion estadistica de
esta disminucidn en la poblacion sin infeccion viral asociada (P = 0,015; OR = 1,557;
IC del 95%: 1,095-2,215).

Esto parece indicar que la presencia de la pareja génica KIR2DL2+/S2+ esta en
individuos sanos en mayor proporcion que en individuos enfermos por cirrosis
alcohdlica. Esta presunta proteccion observada en nuestro estudio es imposible de

adjudicar a cualquiera de los dos genes analizados (KIR2DL2+/S2+) ya que en nuestra
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poblacion muestran un fuerte desequilibrio de unidén entre ambos genes, a pesar de
codificar receptores con funciones opuestas en la célula NK (funcién inhibidora y
activadora, respectivamente). Por lo tanto, es imposible por lo tanto asignar
adecuadamente el efecto beneficioso de un gen particular sobre el desarrollo de esta
hepatopatia.

Diversos estudios indican que las sefiales de inhibicion producidas por los genes
iKIR son mas fuertes que las producidas por los genes aKIR (Parham P. y col., 2004) y
que las células NK regulan su funcién citotoxica mediante el equilibrio entre los
receptores inhibidores y activadores de su superficie celular (Moretta A y col., 2001).

Quizas, el efecto global que observamos en los pacientes sanos de nuestro estudio
sea debido a la accion de KIR2DL2+ y no de KIR2DS2+. El posible mecanismo que
podria estar funcionando en estos pacientes sanos que no tienen ningun tipo de dafio
hepatico y que no consumen alcohol, podria ser debido a que la accidon citotdxica
natural de las células NK estd inhibida por la interacciéon de KIR2DL2 y su ligando
MHC-I presente en CHE normal (no activada y no productora de coldgeno) lo cual
impide la muerte de CHE por la célula NK (Melhem A y col., 2006) teniendo el
individuo un higado sano sin ningtin dafio.

Posteriormente se profundiz6 en el estudio de dosis alélica del gen KIR2DL2+ en
poblacion sana y enferma. Se analizd el estado de homocigosis o heterocigosis de
KIR2DL2+ y se observo que el efecto previamente observado en la poblacion sana
solamente se corroboraba cuando KIR2DL2+ se encontraba en heterocigosis con
KIR2DL3+ (KIR2DL2+/L3+) (P=0.022), es decir la presencia en el individuo sano de
una sola dosis alélica de KIR2DL2+ o bien la presencia conjunta de dos iKIR

inhibidores.
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Cabe destacar que la ausencia del gen KIR2DL2+ (KIR2DL2-; que equivalente
en nuestra poblacion a los individuos KIR2DL3+ en homocigosis), muestra una
distribucion de frecuencias contraria, observandose un aumento de KIR2DL3+ en los
pacientes enfermos y con infeccion viral y disminuida en los individuos sanos. Sin
embargo el analisis de frecuencias en ambas poblaciones para KIR2DL3+ no mostrd
per se ninguna distribucion estadisticamente significativa.

Otros resultados significativos fueron obtenidos respecto al gen activador
KIR2DSS5, donde se observd un aumento de la presencia de este gen en pacientes con
cirrosis alcohdlica sin infeccion viral asociada respecto a individuos sanos (P = 0,002,
OR = 0,556, IC del 95%: 0,384-0,080), no observandose este hecho en aquellos
pacientes con infeccion viral asociada. Sugiere que KIR2DSS5 puede actuar como un
factor de susceptibilidad para el desarrollo de la cirrosis alcohdlica en ausencia de
infeccion viral. Parece que este aumento de aKIR en las células NK del paciente con
cirrosis alcohdlica estd protegiendo al paciente por una parte de una infeccion viral
asociada a la hepatopatia alcohdlica pero contribuyendo al desarrollo de la cirrosis
alcohdlica.

Observaciones similares fueron obtenidas por Legaz y col.,, 2013 cuando se
analizaron la frecuencia de genes KIR en una extensa cohorte de pacientes sometidos a
trasplante hepatico por distintas indicaciones (n=402) y se comparé con un grupo
extenso controles sanos. Observaron un aumento significativo en la frecuencia del gen
KIR2DSS5 en la poblacion de trasplante de higado en comparacion con el control sano
(P = 0,016). Este aumento se debié probablemente al alto nimero de pacientes con
cirrosis alcoholica incluidos en el estudio, como se muestran los datos demograficos

publicados por Legaz y col., 2013.
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Cabe destacar que también se ha observado un aumento en la frecuencia de los
restantes genes KIR activadores teloméricos analizados (KIR2DS1, KIR2DSS y
KIR2D3DS1) en la poblacion de pacientes con cirrosis alcohdlica sin infeccion viral
asociada, pero solo KIR2DS5+ tiene un aumento estadisticamente significativo en
comparacion con el grupo sano control y la poblacion con cirrosis alcohdlica infectada
por virus. En ningtn caso se observd una potenciacion debida a aKIR de los efectos
observados en los individuos portadores del gen KIR2DS5+.

Por lo tanto los datos parecen indicar que la presencia de KIR2DS5+ en el
individuo alcoholico tiene un efecto pro-fibrotico, quizas este efecto sea debido a la
interaccion con ligandos desconocidos presentes en linajes celulares involucrados en la
produccion de proteinas de la matriz extracelular y colagenos (miofibroblastos, células
progenitoras derivadas de médula désea), asi como en células Kupffer cuyo efecto pro-
fibrotico estd mediado a través de la produccion de diferentes interferones y citoquinas
necesarias para activar a las células hepaticas estrelladas (Pinzani M y col., 1999a, b,
Friedman SL., Y col., 2000a, b).

Quizas otro mecanismo de accion del receptor KIR2DSS seria tener un posible
ligando en los hepatocitos dafiados por el alcohol promocionando la apoptosis y la
muerte celular. Sugiriendo que en las etapas avanzadas de la enfermedad, la célula NK
con este tipo de receptores en su superficie podria promover procesos profibréticos en el
higado en vez de los procesos antifibroticos previamente establecidos en etapas iniciales
de esta enfermedad hepatica (Muhanna N y col., 2011; Notas G y col., 2009; Jeong WI
y col., 2008).

Sorprendentemente, como en el caso de la pareja genética KIR2DL2+/S2+, estos
efectos se observan en pacientes con cirrosis alcoholica no viral de mas de 54 afios pero

no menores de 54 afios.
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A dia de hoy, KIR2DS5+ no tiene asociado ninglin ligando conocido (Parham y
col., 2012) especifico, y atin no se ha demostrado ninguna interaccion entre KIR2DSS y
cualquier molécula HLA clase I, aunque recientemente se ha sugerido una asociacion
con HLA-C1 en la proteccion contra la espondilitis anquilosante (o proteger del rechazo
agudo de injerto renal (Nowak I y col., 2010) y estudios que lo relacionan con HLA-C
(C2) en enfermedades como la endometriosis (Nowak I y col., 2015; Nakimuli y
col. 2015), y en el caso de trasplante de células madre hematopoyéticas, parece que la
supervivencia libre de leucemia y la tasa de recaida dependian de la presencia o
ausencia del gen donante KIR2DSS5 asi como del C1/C2 frente a C1/C1 o C2/C2 del
receptor (van der Meer y col., 2008). Ademas, numerosas publicaciones que implican la
presencia del gen KIR2DSS en diversas patologias (Ashouri E y col., 2012; Lu L y col.,
2011) y otras como proteccion contra algunas condiciones clinicas ( Diaz-Pefa R y col.,
2008, Ploski R y col., 2006).

Posteriormente, se reanalizaron los genes KIR en una cohorte de individuos con
una edad superior a 54 afios y se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en la
poblacion general, tanto para el gen inhibidor KIR2DL2+ como para el gen activador
KIR2DS5+, mejorandose incluso las diferencias observadas mejorandose incluso las
significaciones estadisticas obtenidas previamente, siendo mas notable la diferencia en
las frecuencias para el gen activador KIR2DS5+.

Sin embargo, cuando se realiz6 el mismo estudio en individuos sanos y enfermos
con edades inferiores a los 54 anos, no se observd ninguna diferencia en las frecuencias
que mostrase significacion estadistica.

Quizas este hecho pueda ser explicado por la expresion diferencial del receptor
KIR2DS5+ a lo largo de la edad de los individuos analizados y que este hecho pueda

influir en el desencadenamiento de la enfermedad en aquellos individuos suceptibles y
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con consumo cronico de alcohol asociado, ya que diversos estudios ponen en evidencia
que cambios en los subconjuntos de células NK y expresion de receptores de células
NK parecen ser importantes en la patogénesis de diferentes enfermedades, como la
infeccion viral (Mavilio D y col., 2003; Guma M y col., 2004; Ballan WM y col., 2007)
y el cancer (Verheyden S y col., 2004; Kiladjian JJ y col., 2006; Epling-Burnette PK y
col., 2007; Garcia-Iglesias T y col., 2009).

En este sentido parece que en nuestra cohorte de pacientes mayores de 54 afios la
inmunosenescencia del sistema inmune innato es crucial para comprender los
mecanismos subyacentes al desarrollo de esta enfermedad relacionada por una parte con
la edad del paciente y por otra parte al efecto citotoxico del alcohol en el higado a lo
largo de la vida del individuo.

Por lo tanto, todos estos estudios parecen indicar que la preservacion de la
citotoxicidad celular NK puede ser critica para la resistencia a enfermedades
relacionadas con la edad y para el envejecimiento saludable (Mocchegiani E y col.,
2004; Bruunsgaard H y col., 2001).

La mayoria de los estudios sobre las células NK y el envejecimiento se han
centrado en analizar el nimero de células NK y su actividad citotoxica global NK, pero
poco se sabe sobre los cambios en los receptores NK durante el envejecimiento. Abedin
S. y col. 2005, también observaron una disminucién relacionada con la edad en la
expresion de NKG2D en células T convencionales. Sin embargo, diferentes estudios
demuestran aumentos en la expresion de receptores relacionados con NK, tales como
CD16, CD56, CD57 y CD9%4, y en las células T de personas mayores (Tarazona R y
col., 2000; Borrego F y col., 1999; Lemster BH y col., 2008).

Con respecto a estudios de inmunosenescencia en humanos, hay tres importantes

investigaciones han sido publicados en esta area, por una parte Lutz y col. 2005
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compararon ancianos (de 65 afos) y los adultos 21-30 afios) y observaron una
disminucion relacionada con la edad en la expresion de CD94 y NKG2A y de manera
reciproca un aumento en la expresion KIR relacionada con el aumento de la edad. Sin
embargo estos autores no estudiaron, la expresion de otros receptores, tales como
NKG2D.

Sundstrom Y y co0l.2007 examinaron la expresion de los receptores NK en la fase
temprana de la infancia (nifios 2 y 5 afios de edad). Ellos encontraron que la proporcion
de CD9%4 NKG2C- (NKG2A) y los niveles de expresion de NKG2D, NKp30 y NKp46
se incrementaron.

Garff-Tavernier y col.2010, analizaron y compararon la expresion de receptores
de células NK derivados de la sangre del cordon umbilical, en individuos de mediana
edad (18-60 anos), de edad (60-80 afios), y sujetos afiosos (80-100 afios), y observaron
que las células NK mostraban caracteristicas especificas asociadas con la inmadurez,
como una mala expresion de KIR y alta expresion de NKG2A en individuos jovenes.
Por el contrario, las células NK de sujetos mayores, preservaron sus principales
caracteristicas fenotipicas y funcionales en este estudio.

Almeida-Oliveira A. y col. 2011, analizaron la expresion en 3 de las principales
familias de receptores presentes en las células NK (KIRs, NCRs y lectinas tipo C) en 3
grupos de edad, por un lado nifios (edad <18 afios), adultos (edad 19-59 afos), y adultos
con edad avanzada (edad >60 afios). Almeida-Oliveira A. y col. 2011 analizaron la
expresion de receptores no solamente en la poblacion total de células NK, sino también
en subpoblaciones NK (CD56 dim y CD56 bright) y linfocitos T.

El porcentaje de poblacion de células T clasica (P=0.035) se redujo en el grupo de

ancianos, pero el porcentaje de las subpoblaciones CD4 y CD8 no fueron afectados por

289



Discusion

la edad. Tampoco se observaron diferencias en el porcentaje de poblacion de células

NKT entre los diferentes grupos de edad (figura 88).

Median of cell population p Value (Mann-Whitney test)
All subjects Children Adult Elderly Children vs adults Adults vs elderly
Percentage (%)
Tcells 66.79 70.75 66.81 64.54 0.100 0.035
CD4T cells 4333 41.80 47 45.80 0.262 0.865
CD8 T cells 31.05 3194 31.05 2945 0.592 0.815
NKT cells 5.88 5.93 590 5.67 0425 0.533
NK cells 958 7.52 893 14.85 0.294 <0.001
CD56%™ NK subset 9534 9436 9452 97.45 0579 0.001
CD56Y18ht NK subset 466 5.64 548 259 0.579 0.001
Absolute numbers (cells/mm?)
'WBC count 6400 7620 5500 7545 0.009 0.009
Tcells 1152 1561 1048 1163 0.001 0.622
CD4T cells 815 979 702 879 0.007 0.296
CD8 T cells 584 779 466 657 0.001 0.139
NKT cells 106 119 94 113 0333 0921
NK cells 192 218 141 293 0.028 <0.001
€D56%™ NK subset 184 209 136 279 0.049 <0.001
CD56%18ht NK subset 8 9 7 9 0.579 0.375

Percentage values represent the frequency of T cells, CD4 T cells, CD8 T cells, NKT cells, and NK cells among all peripheral blood lymphocytes or the frequency of CD56%™ and
CD56"781 NK cells among the NK-cell population. Significant p values are highlighted in boldface type.

Figura 88. Frecuencia de las células T, NKT, NK, CD56 bright en sangre de sujetos
de diferentes edades (Figura extraida de Almeida-Oliveira A. y col. 2011)

El porcentaje de poblacion de células NK aumentd significativamente en el grupo
de edad de adultos en comparacion con los ancianos (P=0.001), pero no hubo
diferencias significativas en esta poblacion entre nifios y adultos (figura 88).

Cuando examinaron estas subpoblaciones de células NK durante la senescencia
humana encontraron un ligero pero significativo (p = 0.001) aumento en el porcentaje
de células NK CD56 dim en sujetos de edad avanzada en comparacion con adultos
jovenes. Por el contrario, observaron una disminucion significativa (p =0.001) en la
frecuencia de células NK CD56 bright en sujetos de edad avanzada respecto a la
poblacion adulta.

Este estudio también observd que la actividad NK estaba preservada desde la
nifiez hasta la edad adulta, no existiendo diferencias significativas en el porcentaje de

lisis entre nifos, adultos y ancianos.
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Por otra parte, estos autores analizaron la expresion de los receptores de las
células NK y observaron como la edad afecta a la expresion de receptores KIR en las
células CD56 brigh pero no en el resto de poblaciones analizadas. La expresion de
receptores KIR no se alter6 (independientemente de la edad o del sexo) en las células
CD56 dim (Figura 89). En contraste, se observaron cambios relacionados con la edad en
la expresion de casi todos los genes KIRs evaluados en el subconjunto de células NK
CD56 bright tanto cuando se comparan los nifios como los adultos como cuando se

comparan los adultos con los ancianos (> 60 afios) (Figura 89).

Median percentage of cell population expressing each receptor p Value (Mann-Whitney test)
All subjects Children Adults Elderly Children vs adults Adults vs elderly
T cells
NKG2D 35.65 37.58 36.18 2877 0.108 0.034
NKT cells
CD158a 341 5.10 273 3.69 0473 0.528
CD158b 12.03 9.78 12.18 12.62 0.621 1.000
CD158e 3.12 3.54 344 237 0.592 0.304
KIRmix 18.67 18.35 16.08 2238 0.633 0.386
CD158i 5.24 3.86 7.55 5.18 0.117 0.865
CD94 28.13 28.13 31.48 15.90 0.538 0.009
NKG2D 86.47 88.28 85.06 91.10 0.327 0.533
NK cells
CD158a 19.63 19.76 19.63 17.48 0.694 0.929
CD158b 26.42 25.55 26.42 31.46 0.880 0.698
CD158e 11.86 14.18 11.37 678 0.193 0.901
KIRmix 50.35 48.77 46.62 53.96 0.588 0.119
CD158i 773 4.08 14.54 579 0.107 0.704
NKp46 77.34 78.79 8237 67.57 0.499 0.003
NKp30 46.44 36.85 60.96 3324 0.005 <0.001
CD94 56.47 49.30 61.09 49.08 0.028 0.014
NKG2D 96.56 94.11 96.74 97.01 0.271 0.961
CD56%™ subset
CD158a 20.61 2175 20.61 17.92 0.635 0.929
CD158b 2830 2574 28.30 3264 0912 0.777
CD158e 12.27 1470 11.71 6.91 0.207 0.895
KIRmix 52.87 48.39 49.74 54.98 0.879 0.225
CD158i 7.27 3.60 14.56 488 0.106 0.633
NKp46 7497 77.31 81.45 6475 0.551 0.003
NKp30 4447 3370 59.24 31.67 0.006 <0.001
CD94 55.16 4438 59.27 45.15 0.012 0.016
NKG2D 95.84 93.61 96.01 96.36 0.327 0.929
CD56°8M subset
CD158a 4.00 7.20 270 6.67 0.007 0.011
CD158b 571 9.12 438 9.78 0.004 0.003
CD158e 2.81 3.64 1.79 373 0474 0.042
KIRmix 10.76 14.29 7.49 14.39 0.018 0.001
CD158i 533 5.00 476 10.16 0.391 0.059
NKp46 98.09 98.85 98.80 96.15 0.943 0.034
NKp30 65.30 45.00 91.94 4873 0.003 <0.001
CD94 95.67 94.42 98.13 9375 0.126 0.009
NKG2D 98.82 96.62 99.10 98.51 0.092 0.583

Values shown represent the median percentaee of cells within each pobulation that expressed a given NK receptor. Significant b values are highlighted in bold.

Figura 89 Frecuencia de los diferentes grupos celulares y receptores en los
diferentes grupos de edad (Figura extraida de Almeida-Oliveira A. y col. 2011)
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Curiosamente los anticuerpos CD158a y CD158b que detectan a los receptores
KIR2DL1/S1 y KIR2DL2/KIR2DL3 respectivamente, disminuyen significativamente
de la nifiez al estado adulto para posteriormente aumentar en la vejez en las células
CD56 brigh. Quizas este singular hecho sea debido al amplio rango de edad que
comprende en este estudio el grupo de individuos pertenecientes a los adultos.

En este estudio no se pudo determinar la presencia del receptor KIR2DSS
mediante citometria de flujo, ya que actualmente no existe ningiin anticuerpo que lo
detecte de manera especifica. Por otro lado, si extrapolamos estas observaciones a
nuestros datos, podemos decir que los pacientes varones con cirrosis alcoholica
portadores de los genes KIR2DL2/S2+ probablemente tengan una disminucién de la
expresion de estos receptores en el subgrupo de células CD56 brigh y quizéas sea por
ello que observemos el efecto de proteccion global frente a la cirrosis alcohodlica ya que
ademas se suma el hecho de la baja frecuencia de ambos genes en la poblacion enferma
respecto a los controles sanos.

El andlisis de la frecuencia de genes KIR analizados por Almeida-Oliveira A. y
col. 2011 reveld que todas las frecuencias eran comparables entre los tres grupos de
edad analizados, con la excepcion de KIR2DL5 y KIR2DS3. La frecuencia de ambos
genes KIR aumentaron significativamente en el grupo de edad (KIR2DLS5 (48%) y
KIR2DS3 (32%) en comparacion con los adultos (KIR2DLS5 (22%) y KIR2DS3 (12%),
p=0.05).

La frecuencia de ligandos KIR conocidos tanto del grupo HLA-C 1, grupo HLA-
C 2 y BW4) también fueron analizados, pero no observaron ninguna diferencia entre
grupos.

Todos los pacientes de nuestro estudio declararon consumo previo de consumo de

alcohol por lo que la etiologia de su hepatopatia fue relacionada con el alcohol en todos
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los pacientes. En este estudio no ha podido extraer datos sobre el tipo de alcohol, la
cantidad o la intensidad ni edad de inicio del consumo. A pesar de estas limitaciones,
los resultados son consistentes con una poblacion masculina espafiola que desarrolld
cirrosis alcoholica terminal y que es sometida a trasplante hepatico.

El tamafio muestral utilizado para este estudio de asociacion genética es adecuado
tanto para el grupo control como para la cohorte de pacientes con cirrosis alcoholica
permitiendo obtener resultados estadisticamente confiables, aunque habria sido deseable
una cohorte mayor de pacientes con cirrosis alcohdlica virica. Sin embargo ha sido
posible realizar todos los tratamientos estadisticos en este estudio, no existiendo
ninguna limitacion en los resultados como consecuencia del nimero de pacientes
analizados.

No es posible extrapolar a otras poblaciones debido a las grandes diferencias en

los repertorios de genes KIR existentes entre las diferentes poblaciones del mundo.

293






CONCLUSIONES

295






Conclusiones

8. CONCLUSIONES

1-

La cirrosis alcoholica es la principal indicacion a trasplante hepatico en la Region de
Murcia (38.4%) junto con la cirrosis viral (24.1%), siendo el VHC el principal virus
causal (76.9%), seguido del VHB (16.3%)).

La cirrosis alcoholica es la indicacion mas frecuente en hombres (50.3%), mientras que las
infecciones virales son la principal indicacion a trasplante hepatico en mujeres (32.9%).
La edad media del total de pacientes trasplantados es de 51.10+0.38 (afios = DE),
independientemente del sexo del paciente. Esta edad media es similar al resto de
indicaciones a trasplante analizadas, excepto en los pacientes con indicacion a trasplante
por hepatitis fulminante donde la edad media es significativamente menor 36.77 + 2.72
(afios = DE) y en carcinoma hepatocelular donde la edad media es ligeramente mayor que
la del resto de los grupos analizados 54.61+1.22 (afios + DE).

El numero de trasplante hepaticos por cirrosis alcoholica ha sido elevada a lo largo de los
afios, alcanzando su méximo en el afios 2010, a partir de esta fecha se observa un
descenso igualandose a los pacientes trasplantados por cirrosis viral.

La supervivencia de la cirrosis alcohdlica es significativamente mayor que el resto de
indicaciones analizadas, observandose una supervivencia menor en los pacientes con
cirrosis alcohdlica e infeccion viral asociada.

La edad media de los pacientes trasplantados por cirrosis alcohdlica es 53.63 + 0.495
(afios = DE), similar entre ambos sexos e independiente de la comorbilidad viral. La
infeccion viral mas frecuente en nuestra poblacion de varones con cirrosis alcohdlica es de
VHC (61.8%).

La mayoria de los pacientes varones tienen ascitis grado II (43.2%), siendo significativo

cuando el paciente cirrdtico presentaba comorbilidad viral (59.0%; P=0.026). La
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encefalopatia se presenta en el 43.5% de los pacientes varones, independientemente de la
infeccion por virus. El nivel de encefalopatia que presentan los pacientes es de grado I
(41.9%) y de grado II (46.5%).

8- En el paciente varén con cirrosis alcoholica todos los parametros bioquimicos se
encuentran elevados, excepto la creatinina que se encuentra dentro de la normalidad (1.08
+ 0.05 mg/dl), y la actividad de protrombina que se encuentra disminuida (58.93 = 0.94).

9- El 52.1% de los pacientes varones con cirrosis alcohdlica tienen un indice pronostico
Child-Pugh de clase B, y un 71.2% de los pacientes presentan un valor de MELD
comprendido entre 10-19.

10-El gen KIR2LD2/S2+ se encuentra aumentado significativamente (P=0.013) en la
poblacion de varones sanos (63.3%) respecto al total de pacientes varones con cirrosis
alcoholica (53.0%), especialmente cuando los ultimos no presentan virus asociados
(52.6%) (P=0.015), lo que podria indicar que KIR2L.D2/S2+ actia como factor protector
al desarrollo de la cirrosis alcohdlica.

11-El gen KIR2DS5+ se encuentra aumentado de manera significativa (P=0.033) en la
poblacion total de pacientes con cirrosis alcohdlica (35.2%) respecto a la poblacion sana
total (27%), siendo mas acusada esta diferencia estadisticamente significativa en la
cohorte de pacientes con cirrosis alcohdlica con infeccion viral asociada (39.9%,
P=0.002) lo que parece indicar que KIR2DS5+ pueda actuar como factor de
susceptibilidad a desarrollar cirrosis alcohélica.

12-Los pacientes con infeccion viral presentan solamente el 20.6% del gen KIR2DS5+
respecto al 39.9% de los pacientes sin infeccion viral (P=0.004), lo que podria indicar que
actiia como factor protector en la infeccion viral en este grupo de pacientes.

13-La frecuencia de individuos heterocigotos KIR2DL2/L.3+ estd aumentada en pacientes

sanos (51.3%), respecto al total de pacientes con cirrosis alcoholica (41.6%) (P=0.022),
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mientras que los individuos homocigotos para el gen KIR2DL3 estan aumentados en el
total de pacientes con cirrosis alcohdlica (P=0.010).

14-En la poblacion enferma (56%) hay un aumento significativo de la relacién
KIR2DS5+/KIR2DL2+ respecto a los controles sanos (42%; P=0.001), y una
disminucién de la frecuencia conjunta de KIR2DL2+/S2+ y el resto de genes KIR de los
pacientes con cirrosis alcohdlica.

15-Los genes KIR2DL2+/KIR3DL3+, KIR2DL2+/KIR2DL3+ y KIR3DL1+/2DS2+, estan
disminuidos de manera significativa en pacientes con cirrosis alcohdlica respecto al grupo
control (P=0.016, P=0.027, P=0.017, respectivamente).

16- En la poblacion de pacientes hay un aumento de la ausencia del epitopo C1 respecto a los
controles sanos (23.5% vs 15.3%, P=0.007), dato que también se observa en el grupo de
pacientes sin infeccion viral asociada (P=0.006). Por el contrario, la presencia o ausencia
del epitopo C2 no muestra diferencias entre la cohorte de individuos sanos y enfermos.

17- El genotipo C2C2 se encuentra significativamente aumentado en pacientes con cirrosis
alcoholica respecto a controles sanos (23.5% vs 15.3%; P=0.015), observandose
resultados similares al comparar la poblacion de individuos sanos con la poblacion de
enfermos sin infeccion viral asociada (23.5% vs 15.3%; P=0.021).

18- Los genes KIR2DL2 y KIR2DL3 asociados al ligando C1+ estan disminuidos en el grupo
de pacientes respecto a los controles (83.4% vs 76.2% y 85% vs 75.9%, respectivamente),
aunque esta disminucion sélo es significativa para la combinacion de KIR2DL3 con C1+
(P=0.010).

19- El gen KIR2DS4 asociado al ligando Cl+ se encuentra disminuido en los pacientes
respecto al grupo control (84.7% vs 76.3, P=0.013), asi como KIR2DSS5 con el ligando
C1+ que también es menos frecuente en los pacientes, aunque en este caso sin alcanzar

significacion estadistica (84.3% vs 72.9%, P=0.072).
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20- La combinacion de KIR2DL2 con el genotipo C1C1 estd aumentada en el grupo de
pacientes con cirrosis alcoholica viral respecto a la no viral (45.9% vs 24.5%, P=0.021).
También se encuentra aumentada la combinacion de KIR2DL3/C2C2 respecto a los
controles (15% vs 24.1%, P=0.010), con resultados similares en pacientes con cirrosis sin
virus respecto al grupo control (15% vs 23.6%, P=0.026).

21- El gen KIR1DS4 asociado al genotipo C2C2 se encuentra aumentado en los pacientes
(15.3% vs 23.7%, P=0.013), asi como la frecuencia de KIR2DS5+ asociado al genotipo
C2C2, aunque la diferencia no llego6 a ser estadisticamente significativa (15.7% vs 27.1%,

P=0.072).
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Anexo-I

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 [1 H.U. Reina Sofia 0 Urologia [
H. U. Morales Meseguer [0 Oncologia []
H. U. Santa Lucia L]

Paciente, D./Dna. con DNI

, o 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 alcohoélica” 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 informacion del estudio.

4. He podido hacer preguntas sobre el estudio.

5. He hablado con (Nombre del investigador):
D

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.
3. Si soy seleccionado, me serd solicitada una segunda donacioén de 20ml de sangre
para completar los estudios celulares.

Beneficios: se nos ofrecerda un prondstico mds 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 inmunologicos que regulan la aparicion y formacion
de metéstasis de mi enfermedad.
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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 Proteccion 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 informacién y documentacion clinica y documentos contenidos
en el archivo.

2.- Que la participacion es este estudio sea estrictamente voluntaria. La informacion
que se recoja sera confidencial y no se usara para ningtn otro propdsito fuera de
los de esta investigacion. Sus respuestas al cuestionario y a la entrevista seran
codificadas usando un niimero de identificacioén y por lo tanto, serdn anonimas.

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
incomodas, 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 201

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./Dna. con DNI

, o 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 alcohdlica”.

En a, de de 201

Firma del paciente, representante legal o familiar
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Anexo-I1

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
hepatico, y a los pacientes donantes de 6rganos 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 intencion 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 ademas de su extraccion de sangre u orina para controlar como evoluciona
su enfermedad.

Una vez otorgado su consentimiento y obtenida la muestra y respondido a las
preguntas de los diferentes cuestionarios, habra concluido su particion en el proyecto, y
no se le exigira que dedique ninglin tiempo extra al mismo.

Riesgos y beneficios

La participacion en el proyecto no le supone ningun 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 inflamacion 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 informacion acerca de los resultados genéticos individuales y/o generales
confirmados que se obtengan a partir del andlisis de las muestras donadas.
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Compensacion

Usted no recibird ninguna compensacion econdmica o de cualquier otro tipo por
su participacion. Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Si usted
decide no participar, se le garantiza que en ninglin caso cambiaran los cuidados médicos
que pudiera necesitar ni su relacion con el equipo médico que le atiende.

Confidencialidad

Toda la informacién 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 c6digo, 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 Proteccidon de Datos de Caracter
Personal (BOE num. 298 de 14 de Diciembre de 1999).

Participacion voluntaria

Su participacion en el proyecto de investigacion mencionado es totalmente
voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara que desea participar.

Tiene Derecho a la revocacion 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 revocaciéon. 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

Report Date: 11/12/12

Session ID: 271112 kir bea-1
Lot Number: 05132X-KIR

Specimen ID: T960
Set Name: KIR 05132X
QT Version: 2.6.1

Modelo de analisis por Luminex

HOSPITAL VIRGEN DE LA ARRIXACA. SERVICIO DE INMUNOLOGIA

Patient Name:

Assay Date: 28/11/12

Expire Date: 30/06/14

Sample Location: O1

Reviewed by:

Comments: No Comments for this specimen.

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 Patte

rn for: KIR-008

Results for: KIR-008

Patient DOB:
Accession#:
Donor Center #:

Donor #:
Reported by:

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 7 9 2 3 3 3 4 7
1 2 4 5 6 8 1 3 5 5 0 4 3 4 5 9 1
- - - + - + - + + + - + + + + - -
Sample Probe Hits:
Probe Logic MFI Value Low + High - Result Override
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 1321.5 | 0.8487 0.22 0.18 Pos No
151 KIR-008 202 0.121 0.333 0.273 Neg No
175 KIR-008 28155 | 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 86 0.0215 | 0.165 0.135 Neg No

Technologist Review

Director Review
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