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TNF: Factor de necrosis tumoral
VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C
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INTRODUCCION



INTRODUCCION

Los pacientes con cirrosis hepatica presentan con frecuencia
complicaciones derivadas de la hipertension portal, tales como ascitis,
encefalopatia o hemorragia digestiva, y de la insuficiencia hepatocelular. Las
infecciones bacterianas constituyen también una complicacion frecuente y grave

de la cirrosis hepatica (1).

En diversos estudios, se ha observado que del 30% al 50% de
todos los pacientes cirréticos presentan infecciones bacterianas en el momento de
su ingreso o desarrollan este tipo de complicacién durante su estancia
hospitalaria (2-4). Esta incidencia es muy superior a la hallada en la poblacién
hospitalaria general, 1a cual se sitGa en torno al 10% (5). El elevado riesgo de
infecciones bacterianas en pacientes con cirrosis hepatica parece estar
relacionado con la gravedad de la hepatopatia subyacente y es consecuencia de
un estado de inmunodeficiencia multifactorial (6,7) a 1a que nos referiremos mas

tarde.

Una gran parte de las infecciones bacterianas que presentan
los pacientes cirréticos son de adquisicién intrahospitalaria (8). Ademas, la

1



mortalidad hospitalaria es mas elevada en los cirrdticos que desarrollan
infecciones bacterianas, de forma gue estas son la causa inmediata de muerte en
el 7% de los pacientes con cirrosis hepatica (9). Incluso algunos estudios han
mostrado que las infecciones que aparecen precozmente durante el ingreso de
estos pacientes (en los primeros siete dias) pueden influir negativamente sobre
la superacion de otras complicaciones. Por ejemplo, pueden constituir un factor

de riesgo para el resangrado por varices esofagogastricas (9).

Las infecciones urinarias, las peritonitis bacterianas
espontaneas, las infecciones respiratorias, las bacteriemias, e incluso la
asociacion de varias de ellas son las complicaciones infecciosas observadas més

frecuentemente en los pacientes cirréticos (4,10).




La elevada incidencia de complicaciones infecciosas en los
enfermos cirréticos puede atribuirse a la existencia de alteraciones de los
mecanismos defensivos frente a las infecciones. Entre estos destacan factores
yatrogénicos, trastornos de la barrera intestinal, disminucién en la actividad del
sistema monocitico-macrofagico, alteraciones en la inmunidad humoral y celular,

y trastornos funcionales de los neutréfilos (11,12).

FACTORES YATROGENICOS

Ademas de procedimientos bien conocidos que predisponen a
la infeccién, como son los catéteres intravenosos o las sondas uretrales, los
pacientes cirréticos son sometidos a menudo a otras maniobras diagnésticas o
terapéuticas (esclerosis de varices gastroesofdgicas, taponamiento esofagico,
cirugia, derivaciones peritoneo venosas..) que pueden alterar las barreras

defensivas naturales y aumentar el riesgo de invasién bacteriana (11,13).

ALTERACIONES DE LA BARRERA INTESTINAL

Las bacterias gramnegativas normalmente presentes, aunque

en numero reducido, en el intestino delgado de los individucs sanos son los



agentes que se aislan con mas frecuencia en las infecciones bacterianas de los
pacientes con cirrosis hepatica. Se ha observado que estos microorganismos estan
significativamente aumentados en la flora intestinal yeyunal de muchos
cirrdticos (14). Las alteraciones de la flora intestinal de los cirréticos provocadas
por la colonizacién andmala del intestino delgado por gérmenes aumentan las
probabilidades de que bacterias gram negativas aercbias invadan el torrente
circulatorio y causen infecciones de origen entérico. Por ello, se ha sugerido que
el intestino pueda ser la principal fuente de esas bacterias. Sin embargo, hasta
ahora, solamente se ha documentado el paso directo de bacterias desde la luz
intestinal al liquido ascitico cuando la mucosa intestinal habia perdido su
integridad. Recientemente, en un modelo experimental de ratas cirréticas con
ascitis, se ha demostrado una elevada frecuencia de traslocacion bacteriana desde
el tracto gastrointestinal a los noddulos linfaticos mesentéricos (15,16). Es
interesante resefiar que en este estudio los cultivos de los nédulos linfaticos
mesentéricos fueron positivos en todas las ratas cirrdticas con peritonitis
bacteriana espontinea o bacteriascitis, lo que sugiere que la traslocacion
bacteriana es un paso importante en la patogénesis de las infecciones asociadas
a la cirrosis hepatica. Si las bacterias son capaces de sobrevivir en los nédulos
linfaticos, por un fracaso de estos para eliminarlas, las bacterias podran pasar
también a la sangre y producir bacteriemia espontanea, o directamente al liquido

ascitico produciendo bacteriascitis.

Por otra parte, el riesgo de infeccion por microorganismos



intestinales se encuentra frecuentemente aumentado por la intervencién de
diversos factores, que frecuentemente concurren en los pacientes cirrgticos. Entre
ellos figura la hipovolemia aguda o la administracion de farmacos
vasoconstrictores esplacnicos. Estos disminuyen la capacidad defensiva de la
barrera intestinal, al descender la perfusién sanguinea de la mucosa intestinal
(17- 19). Ademas, Ia mucosa intestinal de los cirréticos parece ser mas permeable
a las bacterias, lo que conlleva que sea frecuente en ellos la diseminacion

bacteriana extraintestinal (20).

DEPRESION DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA
MONOCITICO-MACROFAGICO

Aunque el sistema monocitico-macrofagico ( SMM o sistema
reticulo-endotelial, SRE) est4 ampliamente distribuido por todo el organismo,
aproximadamente el 90% de él se encuentra en el higado, representado por las
células de Kupffer y las endoteliales sinusoidales (21- 23). La especial
localizacién intravascular de las células del SMM, en particular en el higado,
confiere a este sistema las condiciones idoneas para eliminar microorganismos

circulantes por el torrente sanguineo.

Diversos grupos de autores han demostrado que los pacientes
cirrdticos presentan con frecuencia una depresion de la funcién del SMM, en

especial de la fraccién del SMM correspondiente al higado (24 - 27).



No esta clara la patogenia de la depresidén de la actividad
fagocitaria del SMM en la cirrosis, pero se han propuesto diversos mecanismos
para explicarla. La mayoria de los estudios sugieren que estaria provocada por
una derivaciéon intrahepatica de la sangre, que escaparia asi a la accidbn
fagocitaria de las células del SMM de los sinusoides. De acuerdo con esta teoria,
una fraccién de flujo sanguineo hepatico circularia a través de las derivaciones
intrahepéaticas, anatémicas o funcionales, y no estaria disponible para su

intercambio con los tejidos (28,29).

También pudieran estar implicados otros mecanismos:

1°. Algunos investigadores han observado que en la cirrosis hepatica
existe una disminucion de la capacidad fagocitaria de los monocitos circulantes,
precursores de las células de Kupffer, lo que indicaria que existe un defecto
intrinseco en las células del SMM de estos pacientes (30,31).

2°. En la mayoria de los enfermos cirréticos se ha observado una
notable disminucién de la actividad opsénica sérica, probablemente como
consecuencia de una disminucién de la concentracion sérica de complemento y de
fibronectina. Estas sustancias normalmente facilitan la fagocitosis de los
microorganismos al intensificar su capacidad de adhesion a la superficie de las
células del SMM (32 - 34).

3°. Gémez et al (25) observaron, en un estudio in vivo, una alteracién
de los receptores de los macréfagos esplénicos de pacientes con cirrosis alcohédlica.

Esta alteracién parece guardar paralelismo con el grado de insuficiencia hepéatica



y con el desarrollo de infecciones, pero no con el alcoholismo, la malnutricion, las
alteraciones del flujo sanguineo espléacnico, la esplenomegalia, la presencia de
inmunocomplejos circulantes o con el haplotipo HLA. Sin embargo, estos mismos
autores, en un estudio in vitro con monocitos de la sangre periférica de pacientes
con cirrosis alcohdlica, observaron una menor unién de estos a eritrocitos
cubiertos de inmunoglobulinas, pero sin diferencias estadisticamente
significativas. La aparente discrepancia de los resultados in vivo e in vitro se
atribuyé a la existencia de receptores diferentes en los monocitos de la sangre
periférica y en los macréfagos tisulares.

4°. Por ltimo, los pacientes cirrdticos presentan ademaéas otros
factores tales como alcoholismo, malnutricién, o hipovolemia aguda, o son
sometidos a intervenciones quirdrgicas que podrian exacerbar la disfuncién

preexistente del SMM (35,36).

ALTERACIONES DE LA INMUNIDAD HUMORAL

Los enfermos cirroticos muestran habitualmente una
inmunidad humoral especifica que es normal o est4d aumentada. La mayoria de
los estudios muestran que existen titulos elevados de anticuerpos frente a
diversos microorganismos, especialmente contra bacterias de origen entérico, o

incluso, frente a productos de la dieta (37 - 40).

Por otra parte, hay pruebas que demuestran que en la cirrosis



hepética existe una depresiéon de la inmunidad humoral inespecifica. En la
mayoria de los pacientes cirréticos se observa una disminucion de la actividad
bactericida y opsoénica del suero y un descenso de los niveles séricos del

complemento y fibronectina (41,42).

La actividad opsdnica del liquido ascitico de los cirréticos se
ha relacionado directamente con la concentracién de sustancias defensivas tales
como las inmunoglobulinas, el complemento, la fibronectina, la concentracion de
proteinas totales en el liquido ascitico (43). Diversos investigadores han
observado que la concentracién de proteinas totales en el liquido ascitico se
correlaciona significativamente con el riesgo de peritonitis bacteriana espontanea
en los pacientes cirréticos con ascitis (44). Runyon et al (45) demostraron que los
enfermos con una concentracion proteica en el liquido ascitico inferior a 1 g/dl
desarrollan peritonitis durante su estancia hospitalaria con una frecuencia
significativamente mas elevada que la de los pacientes con un contenido proteico

mayor en la ascitis { 15 frente al 2%, respectivamente).

No se conoce el por qué de la variacion de las propiedades
antimicrobianas, la concentracion de las sustancias defensivas y el contenido
proteico total del liquido ascitico de los pacientes cirrdticos. No obstante, diversos
autores han sugerido que todos estos cambios pudieran estar en relacién con: a)
los niveles séricos de las sustancias relacionadas con los mecanismos

antibacterianos del liquido ascitico (46,47), b) el grado de hipertension portal y



de insuficiencia hepdtica (48), y c) el volumen de agua en el que se diluyen los

solutos del liquido ascitico (49).

Ademads, en pacientes con cirrosis descompensada e
infecciones se han observado niveles séricos elevados persistentemente de
interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNF) en comparacion con
sujetos no cirréticos (50). Esta elevacién se ha atribuido a un aumento de su
secrecidon por parte de las células monomacrofagicas tras su estimulo y una
disminucién de su catabolismo por el higado cirrotico, ya que estas citocinas son
metabolizadas principalmente por los hepatocitos tras la unién a sus receptores

(61).

ALTERACIONES DE LA INMUNIDAD CELULAR

Existen numerosos estudios, "in vitro" e "in vivo", que han
demostrado que la mayoria de los cirrdticos presentan una depresion de la
inmunidad celular (52 - 54). Tanto la activacién y proliferacién de los linfocitos
T incubados con diferentes productos inmunoestimulantes, como la respuesta a
la inyeccién intradérmica de antigenos (hipersensibilidad retardada) se
encuentran notablemente disminuidas en la mayoria de los cirréticos

descompensados (55).

Aungue el mecanismo preciso de la inmunoincompetencia en



la cirrosis no esta claro, diversos autores han descrito una intima relacion entre
la alteracién de la inmunidad celular y 1a malnutricién de los pacientes cirréticos
(56 - 60). Otros autores han observado otras anomalias del sistema inmune, tales
como un aumento en la activacién de las células T y disminucion de las células
B en pacientes con cirrosis hepdtica alcohdlica, pero esos cambios han sido

atribuidos a un efecto directo del alcohol o de sus metabolitos (61,62).

DISFUNCION DE LOS NEUTROFILOS
Una proporcién elevada de enfermos cirrdticos muestra
alteraciones de la funcién de los neutréfilos que se sitiia a diferentes niveles. La

alteracién mas frecuente es la que se refiere a la disminucién de la quimiotaxis

(63).

En algunos estudios se han intentado justificar las
alteraciones de los neutréfilos por la existencia en el suero de sustancias
antagonistas o inhibidores de la funcién de esas células (64,65). La naturaleza de

estas sustancias inhibidoras no se ha determinado todavia.

Por otra parte, la capacidad fagocitaria y bactericida de los
neutréfilos esta disminuida en muchos pacientes cirrdticos (66), lo que se ha
considerado que juega un papel significativo en la susceptibilidad que estos

pacientes tienen para las infecciones.
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A continuacién, describiremos las caracteristicas morfolégicas

y funcionales de los leucocitos polimorfonucleares o neutréfilos.

ASPECTOS ULTRAESTRUCTURALES Y
CITOLOGICOS

El neutréfilo muestra, al microscopio electrénico de
transmisién, uno o varios segmentos nucleares, un citoplasma repleto de
organulos y la membrana citoplasmatica. En el ntcleo predomina la
heterocromatina y no existen nucleolos. La membrana citoplasmética ofrece una
estructura clasica trilaminar, con dos capas fosfolipidicas densas y otra proteica
intermedia mas clara. En la superficie externa existe una capa de
mucopolisacaridos, donde asientan los diversos receptores que participan en la

fase de reconocimiento con la que se inicia la fagocitosis (67).

Desde el punto de vista funcional, merecen una descripcion
mas detallada los componentes citoplasmicos:
-Granulos: contienen las sustancias destinadas a conseguir la degradacion

microbiana. Atendiendo a su morfologia y contenido, se distinguen dos tipos
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principales:
a) Granulacién azurdfila primaria; constituye una tercera parte de los granulos
y contienen mieloperoxidasa, fosfatasa acida y otras hidrolasas acidas, proteinas
catiénicas antibacterianas, mucosustancias acidas, y lisozima.
b) Granulacién especifica o secundaria: constituye las dos terceras partes de la
granulacién y carece de mieloperoxidasa e hidrolasas &4cidas. Contiene
lactoferrina, colagenasa, lisozima y, tal vez, fosfatasa alcalina.

Aunque la diferenciacion entre ambos tipos de granulacién
es eminentemente morfolégica ( los azurdfilos son mas electrodensos), es mas
precisa si se demuestra citoquimicamente de actividad peroxidisica caracteristica

de los granulos azuréfilos (68).

Ademas de las granulaciones azuréfilas, se ha demostrado la
existencia de otros granulos mas pequefios que contienen catalasa y que se
denominan peroxisomas. Por Gltimo, parece existir un tercer tipo de granulos,

que contendrian hidrolasas acidas.

- Centriolos y microtubulos. La funcién del centriolo consiste en regular el proceso
de division celular y, con la participacién de los microtibulos, en intervenir como

vector de la migracion dirigida o quimiotaxis.

Los microtibulos suelen organizarse de forma radial

alrededor del centriolo, pero también se encuentran en la regién submembranosa,

12



insertandose preferentemente en los puntos de contacto con alguna superficie
externa. Estan formados por la polimerizacién de la tubulina. Funcionalmente
constituyen una parte importante del citoesqueleto, e intervienen en la adhesién,

quimiotaxis, formacién de pseudépodos y degranulacion.

- Microfilamentos: Se trata de finas estructuras fibrilares, compuestas
funcionalmente por actina, que forman una malla irregular en la zona
submembranosa. Los filamentos de actina estan intimamente relacionados con

dos proteinas contractiles, 1a miosina y la proteina ligadora de la actina (69).

- Otras estructuras:

Las mitocondrias son escasas, como corresponde a una célula
terminal. Ademas, los fendémenos metabdlicos dirigidos a determinar la muerte
microbiana no precisan de la produccion mitocondrial de ATP. En el citoplasma
se encuentran dispersas abundantes particulas de glucégeno, fuente energética

esencial de los fenémenos de ingestién microbiana (67).

En ocasiones, pueden observarse gotas lipidicas que
corresponden, probablemente, a los triglicéridos requeridos para la sintesis de las

membranas de la fase postfagocitica.

Por dltimo, en los neutrofilos no existe reticulo endoplasmico

rugoso ni ribosomas libres, y el aparato de Golgi tiene aspecto de encontrarse

13



inactivo.

ASPECTOS FUNCIONALES

QUIMIOTAXIS

Los mneutréfilos responden a sefiales quimiotacticas
procedentes de 4reas de infeccién o inflamacion, mediante su adherencia al
endotelio vascular y su diapédesis a través de las paredes de los pequefios vasos

de los tejidos afectos.

Las sustancias quimiotaicticas son generadas por las
bacterias, los macréfagos, los neutréfilos en el lugar de la invasiéon o por la
activacion del complemento sérico. Son factores giomiotacticos bien definidos:
Cba, leucotrienio B4 (LTB4), el factor activador de las plaquetas (PAF), y una
linfocina producida por los linfocitos estimulados, y productos de la sintesis
proteica bacteriana ( péptidos formil-metionil, como el N-formil-metionil-

fenilalanina o FMLP).

La adhesion de los neutroéfilos al endotelio vascular parece ser
un fenémeno complejo dependiente de los efectos de los mediadores inflamatorios
sobre las células endoteliales. Bajo la influencia de la interleucina 1 y de otros

mediadores inflamatorios las células endoteliales llegan a ser especificamente
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adherentes para los neutréfilos. La especificidad de la adherencia sugiere que

pueda estar mediada por receptores, si bien estos no han sido identificados.

El movimiento de los leucocitos es generado por la actividad
de los microfilamentos de actina, miosina y otras proteinas asociadas que
determinan las contracciones y relajaciones de las partes moviles de la célula. En
ello, probablemente, intervienen los cambios en la concentracién local de calcio.
Se acepta que los leucocitos muestran una respuesta motora a agentes quimicos
del entorno no sélo por gquimiotaxis, una reaccion por la cual estos agentes
determinan la direccidn de la locomocidén celular, sino también, por quimiocinesis,

una reaccién por la cual las sustancias quimicas determinan la velocidad del

movimiento (69).

FAGOCITOSIS

La mayoria de particulas, para ser ingeridas por los
neutroéfilos, deben ser rodeadas por opsoninas, sustancias que indican al
neutrédfilo que la particula debe ser ingerida. Aunque el C3bi acttia como
opsonina, es menos efectiva que los anticuerpos IgG. No obstante, l1a maxima
fagocitosis parece precisar de la presencia tanto del anticuerpo como del
complemento. Los receptores especificos para el dominio Fe de 1a IgG son precisos
para mediar la fagocitosis de las particulas opsonizadas por el anticuerpo IgG. La
activacion del receptor Fc de la superficie celular del neutréfilo, supone un

potente estimulo para la formacion de H202 a partir del anién superoxido (70).
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Para producir la muerte y digestiéon de las bacterias y el
desarrollo de la respuesta inflamatoria tienen lugar dos importantes procesos que
se relacionan entre si v actlan de forma cooperativa para que el neutréfilo
ejecute su potencial destructivo (71):

a) Degranulacién: liberacién del contenido de los granulos en las vacuolas
endosémicas

b) Cadena de explosién respiratoria: consiste en una rapida y marcada
activacién del metabolismo oxidativo produciendo anién superédxido (02-) y

derivados toxicos del oxigeno.

DEGRANULACION

En contacto con la bacteria opsonizada o con los
inmunocomplejos, la membrana plasmatica de los granulocitos, que contiene en
su superficie receptores para las opsoninas C3b o la Fc de las inmunoglobulinas,
se invagina. Los granulos azurdéfilos y especificos (lisosomas) se unen a esta
vacuola por su borde interno y descargan su contenido. Los granulos azuroéfilos
contienen diversas enzimas microbicidas: lisozima, mieloperoxidasa, proteasas
neutras e hidrolasas acidas. Los granulos especificos contienen: lisozima,
lactoferrina y proteinas ligadoras de la vitamina B12. Estas sustancias actian
sobre el material extrano situado dentro de la vacuola. Sin embargo, si hay
excesivo material para digerir, la vacuola puede permanecer abierta y alguna de

las enzimas puede escapar y danar a los tejidos del huésped (67).

16



EXPLOSION RESPIRATORIA ("RESPIRATORY
BURST")(71)

Representa un elemento fundamental para la fagocitosis. El
anién superéxido (02-) es el producto inicial de la cadena de explosién
respiratoria. Se forma por la reduccién monoelectrénica del oxigeno molecular
(02) por el NADPH como donante especifico de electrones de acuerdo con la

siguiente reaccion:

NADPH + 202 «--cecemereemes NADPH+ + H+ + 202-

El complejo enzimatico que cataliza la generacion de O2-
desde el O2 se llama " oxidasa de explosion respiratoria” o "NADPH oxidasa". Un

"pool" continuc de NADPH es generado por el "shunt" de las hexosas monofosfato.

El metabolismo oxidativo también genera perdxido de
hidrégeno. La mieloperoxidasa, liberada de los granulos azuréfilos durante la
degranulacion, cataliza la reaccidon de peréxido de hidrégeno con cloruros
presentes en las células, para generar acido hipocloroso, un potente compuesto
antibacteriano. Una reaccion mayor que afecta al acido hipocloroso es la N-
cloronizacién de compuestos, formando cloraminas.

Otros derivados del oxigenc que pueden formarse son el OH- y el oxigeno simple.

La muerte de las bacterias depende de estos metabolitos del

oxigeno, y mas particularmente, de los hipocloritos y cloraminas. Sin embargo,
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la muerte bacteriana también incluye la participaciéon de proteinas catiénicas y
defensinas y su digestién por diferentes hidrolasas, incluyendo proteinasas, que

pertenecen todas ellas al arsenal antimicrobiano de las células fagociticas.

Parece existir un mecanismo comun para la activacion de los
neutrédfilos, v la consiguiente produccién de metabolitos de oxigeno. Este se inicia
con la unién del ligando (A) a su receptor especifico (R). Ello afecta a una
proteina G (G), y se sigue de aumentos de las concentraciones internas de
1nositol-trifosfato (Ins3P) y diacilglicerol (DG) como consecuencia de la digestion
del fosfatidil-inositol por las fosfolipasas C y D (PLC, PLD). La liberacion del
calcio intracelular (Ca) por el Ins3P, estimula la fosforilacion de diversos
componentes citosolicos (CF) con la intervencién de una protein cinasa C (PKC)

y la consiguiente activacion de la oxidasa (Fig 1).
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Calcio

b

Figura 1. Vias de activacion de la oxidasa en los neutrofilos
A: Agonista R: Receptor G: Proteina G PLC: Fosfolipasa C
DG: Diacilglicerol PKC: Protein-cinasa-C PA: Ac fosfatidico

PLD: Fosfolipasa D Ins3P: Inositol-trifosfato P: Fosforilacion
FC: factores citosolicos

A continuacién describiremos, mas detalladamente, cada uno de estos

pasos.
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RECEPTORES
En la actualidad se conocen las caracteristicas y composicion
de varios receptores para agonistas quimiotacticos presentes en los neutréfilos.
Entre ellos se encuentran dos isoformas del receptor para el formil-metionil-
fenilalanina (FMLP) (72), el receptor para la fraccion 5a del complemento (Ca)
(73), dos receptores para la interleukina 8 (74), el receptor del péptido activador
de las plaquetas (PAF) y el receptor para la fraccion 3a del complemento (C3a)

(75).

Todos los receptores que han sido estudiados contienen 7
segmentos hidrofébicos que alternan con 8 zonas hidrofilicas. Los dominios
hidrofébicos estan constituidos por 21-25 aminodcidos, tienen una conformacion
o helicoidal, v son lo suficientemente largos como para extenderse a la membrana
plasmatica. Estos datos indican que dichos receptores pertenecen a la familia de

receptores con 7 segmentos transmembrana (7-TMS) (76).

Diferentes regiones de los distintos receptores pueden tener
secuencias similares. Asi, en algunos de los dominios que se extienden dentro de
la membrana esta similitud puede ser especialmente alta. En cambio, en el
extremo N-terminal suele ser pequefia, aunque todos ellos poseen numerosos
residuos de acido glutamico y/o acido aspartico. Ademas, en todos los receptores

7-TMS, con la tnica excepcién del oncogén mas, la segunda y tercera asa
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extracelular contienen cisteina, v la region N-terminal de todos, excepto el
receptor para el PAF, tiene zonas potencialmente para N-glicosilacion (76). Estas
zonas de supuesta glicosilacién adicional se encuentran en el segundo asa
extracelular de los receptores de IL-8 y FMLP. No se conoce bien el papel que
juega la glicosilacién (77). No parece ser necesaria para la interaccion del ligando,
pero pudiera ser requerido para el transporte intracelular y la expresion en la

superficie de los nuevos receptores sintetizados y reciclados (78).

El receptor interacciona por un lado con el agonista y por el
otro con una proteina G. La especificidad hacia el ligando o agonista y la
iniciacién en la sefial de transduccion estan mediados por diferentes dominios del

receptor,

La fosforilacién del receptor por algunas quinasas puede
reducir su afinidad por la proteina G, produciendo la llamada desensibilizacién
(79). Se ha publicado la existencia de unas proteinas, llamadas arrestinas, que
tienen analogia estructural con las subunidades alfa de las proteinas G, y se
unen con mayor afinidad a la forma fosforilada de los receptores que a las formas
no fosforiladas, por lo que dejan al receptor inactivo (forma fosforilada) al
competir con las proteinas G. La defosforilacién disminuye de nuevo la afinidad
de las arrestinas y el receptor puede volver a unirse a las proteinas G (80). Tal
proceso podria ser la base para la desensibilizacién rapida y transitoria del

receptor. Por ello, en muchos aspectos el sistema receptor-agonista se asemeja a
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los sistemas hormona-receptor-neurotransmisor:

a) la interaccién receptor-agonista inicia la sefial de transduccién y la
afinidad por el agonista estd regulada por los nucledtidos de guanina y sus
analogos.

b) el receptor esta regulado en exposiciones posteriores y repetidas a

agonistas a desensibilizacion de la via de transduccién.

Entre los receptores de los agentes quimiotécticos, el receptor
del formilpéptido FMLP de los neutréfilos humanos es de los mas estudiados.
Los receptores del formilpéptido (R-FMLP) se encuentran localizados en la
membrana y en los granulos especificos. Cuando el neutréfilo es estimulado, los

receptores se trasladan desde los granulos a la membrana (81).

El R-FMLP es una proteina glicosada con un PM de 55-70
KDa, que puede presentarse en dos isoformas con puntos isceléctricos (pI) de 6.0

vy 6.5, respectivamente (82).

Se han preparado dos receptores recombinantes para el
FMLP, el FMLP-R26 v el FMLP-R98, que representan dos variantes de este
receptor. Ambos estan constituidos por 350 aminoacidos (PM 38420D) y difieren
entre si en los aminoacidos situados en las posiciones 101 y 346. También existen

algunas diferencias significativas en las regiones 5'y 3' (82).
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El primer asa extracelular que contiene el extremo N-
terminal del R-FMLP exhibe una fuerte unién con el ligando si se compara con
otras regiones extracelulares. Los residuos Arg 84 y Lys 85 juegan un papel

fundamental en esta union (83).

La sefial del R-FMLP es enviada a una proteina G . Es el
extremo citoplasmico del R-FMLP el que se acopla a la proteina G y transmite la
sefal (84,85). Algunos autores han sugerido que el segundo asa intracelular y el
extremo carboxilo son importantes para el acoplamiento del R-FMLP con la
proteina G, y que el tercer asa intracelular tiene menor importancia para ese
fenémeno (86). No obstante, no todos los autores estan de acuerdo en este altimo

aspecto (87).

Los R-FMLP de los neutréfilos también pueden interaccionar
con el citoesqueleto formando complejos. La formacion de complejos actina-R-

FMLP puede jugar un papel en la activacion inducida por quimiotaxis (88 - 90).

La revisién de la literatura en relacién con las caracteristicas
del receptor muestra grandes discordancias, en especial en lo referente al
numero y a la constante de disociacion, desde 2000 a 56000 receptores por célula
y 0.0034 a 210 nM, respectivamente (91-96). La técnica de aislamiento de los
neutrofilos y la temperatura pueden ser factores que de una forma inadvertida

podrian activar los neutréfilos. Asi, al aumentar la temperatura de 4°C a 37°C el
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nimero de receptores aumenta 2,5 veces y ello se correlaciona con un aumento

en la generacién de O2- (91).

Aunque algunos autores han encontrado un estado Gnico de
afinidad bajo diferentes condiciones de temperatura (91), otros sugieren que
existen dos clases de receptores independientes con estados de alta y baja

afinidad (Kd 1nM y 20-40nM, respectivamente) (92 - 96).

Las diferencias de afinidad no parecen ser debidas a
receptores diferentes intrinsecamente sino mas bien a interacciones entre el
receptor y la proteina G reguladora. Por ello, el pretratamiento de los neutréfilos
o membranas de células HL-60 con analogos hidrolizables del GTP ( por ejemplo,
GppNHp o GTPYS) reduce el numero de receptores de alta afinidad y, al mismo
tiempo, parte de los receptores de alta afinidad son convertidos a estados de baja

afinidad (93).

Diferentes drogas pueden inhibir la cadena de explosién
respiratoria al actuar como antagonistas de los receptores del FMLP. Entre éstas

se encuentran las pirazolonas, los contrastes radioldgicos y las ciclosporinas (97 -

100).
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PROTEINA G

La via de activacién celular de los ligandos quimiotacticos
parece afectar la interaccién del complejo ligando-receptor con la llamada
proteina G (101). Las diferencias del receptor especifico en la afinidad con la
proteina G produce grados diferentes del intercambio en los nucleétidos de
guanina y por ello puede contribuir a las diferencias en la respuesta funcional
(102). En los neutrdfilos no estimulados, una importante cantidad de proteina G
estd almacenada en los granulos especificos, coincidiendo con la activacién de los
neutroéfilos, esta reserva se transfiere a la membrana plasmatica durante la

degranulacién celular (71).

El complejo receptor-proteina G activa las fosfolipasas (PL)
C, Dy A2. Se han presentado numerosas evidencias que demuestran que la PLC
esta acoplada al receptor a través de una proteina G, Gp (103). El mecanismo por
el cual la estimulacién determina la activacién de la PLD y de la PLLA2 no esta
aun firmemente establecido. Existen dos posibilidades que no son matuamente
excluyentes. Una via directa por la que la PLA2 y la PLD se activarian mediante
una proteina G, o bien una indirecta con la participacién del Ca++ y la PKC,

segundos mensajeros derivados de la hidrélisis del fosfatidil inositol mediante la

PLC.

Aunque las proteinas G son intermediarias entre el receptor
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y el efector durante la sefial trasmembrana, su papel no estd estrictamente

confinado a la membrana, ya que también pueden actuar a niveles mas

posteriores (104).

Hay dos clases de proteinas G con actividad intrinseca
GTPasa que intervienen en la activacién de los neutréfilos:
- Los grandes heterotrimeros que estan constituidos por las subunidades
o (39-52 KDa), B (35-36 KDa) y y (7-10 KDa).
- Las pequeiias proteinas G monoméricas o superfamilia Ras, que por tener
muy débil actividad GTPasas (< 0.01 min™), requieren su asociacién con otra

proteina que active la GTPasa (GAP) para su optima actividad (105).

Protei G het rimeéri

Estan constituidas por tres subunidades: a, B, y. En la
subunidad a es donde se encuentra la actividad catalitica de la GTPasa (3-10
min') v es la que interacciona con el receptor. Se han identificado varias
subunidades o diferentes, lo que sugiere que los receptores se acoplan a
subunidades « especificas del ligando. La sefial puede ser transmitida desde un
receptor a multiples proteinas G y/o desde una proteina G a miltiples moléculas
efectoras. Asi, el mismo receptor podria mandar sefiales diferentes dependiendo
del tipo de subunidad Ga disponible. Alternativamente, las diferencias en la
amplitud y duracién de la respuesta del neutrdfilo a distintos agonistas

quimiotacticos se podria explicar por el acoplamiento de la misma proteina G a
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dominios citoplasmicos distintos estructuralmente de los receptores ligados (76).

La principal subunidad « de la proteina G corresponde a la
Gi20 que pertenece a la subfamilia de proteinas G que inhiben la adenilciclasa.
Otra proteina G que expresan los neutréfilos es la proteina Gi3a. Ambas son los
principales sustratos de la toxina pertussis (106,107). Se ha identificado a la
proteina Gi2o como la proteina G asociada al receptor de péptidos formilados, asi

como a los receptores del Cha y del leucotrieno B4 (108).

El papel de las subunidades  y vy esta menos caracterizado.
El complejo By puede activar la iscenzima B2 de la PL.C. Hay dos subunidades §:
B1 (36 KDa) y B2 (35 KDa) que tienen entre si una elevada homologia (90%) de
secuencia. Existen, al menos, tres subunidades y diferentes (76). Estas forman
un complejo firme con las subunidades  que solamente puede ser disociado por
denaturacién. Este complejo se une firmemente con la membrana plasmatica a

través de interacciones hidrofébicas (109).

En los neutréfilos inactivos, la proteina trimérica con las
uniones GDP en la subunidad o estan localizados en la membrana plasmatica.
La estimulacién con agonistas quimiotacticos induce un cambio conformacional
del receptor que promueve el intercambio de GDP por GTP en la subunidad «. La
subunidad « con las uniones GTP se separa del complejo fy ¥ quedan asi

preparados para interaccionar con las moléculas efectoras que participan en la
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respuesta funcional. A través de su actividad intrinseca GTPasa, la Ga hidroliza
las uniones GTP, que pasan a GDP, se disocia de la molécula efectora y se
reasocia con el complejo By. El complejo afy reformado esta ya listo para entrar
en un nuevo ciclo de la sefial dependiente del agonista. Si la disociacién GTP-Gea
del receptor es suficientemente rapida, el mismo complejo agonista-receptor
puede inducir el intercambio GDP-GTP de varias subunidades «, produciendo

una amplificacién de la senal (76).

La toxina de la Bordetella Pertussis puede inhibir la proteina
Gi2a al producir una ADP-ribosilacién de una cisteina localizada a 4 residuos del
extremo C-terminal, produciendo una alteracion en la conformacion del eje a y el

desacoplamiento de la subunidad o del receptor (110 - 112).

Los neutréfilos también poseen proteinas G que estimulan la
adenilciclasa (Gs). Son proteinas de 45 KDa y 52 KDa que inhibirian la
produccion de superoxido, a través del AMPc intracelular vy la activacion de la
protein-cinasa-A (PKA) (113). Asi, los agentes que producen un aumento de AMPc
(PGE2, xantinas, teofilina) o simulan este mediador (dibutiril AMPc) inhiben la
activacién de los neutréfilos por agonistas (114,115). Sin embargo, algunos
autores han sugerido que la unién ligando-receptor-proteina Gs inhibiria la
funcion de los neutrdfilos tras disminuir la actividad de la proteina G necesaria
para la uniéon del receptor-ligando (116,117). Incluso se ha sugerido una

amplificacion masiva de la sefial inhibidora. En los neutréfilos humanos existen
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aproximadamente 500 receptores beta adrenérgicos que son capaces de inhibir
completamente la produccién de anién superdxido generado tras el estimulo de
al menos 50.000 receptores de FMLP. Esta via seria amplificada por el nimero
de proteinas G asociadas al receptor (700 Gs / Receptor beta adrenérgico frente
a 200 Gn / Receptor de FMLP) y por el niimero de fosfatos liberados desde la
proteina G activada en presencia del ligando (100 / minuto /Receptor beta

adrenérgico frente a 1/ minuto / Receptor de FMLP) (118).

Las proteinas Gs son sustratos de la toxina del Vibrio Cholera
a través de una ADP-ribosilacion. Al tratar a los neutrofilos en reposo con esta
toxina se produce la ribosilacién de una proteina de 40 KDa. Cuando los
neutroéfilos son estimulados con un agonista, la toxina del V.Cholera también
ribosila la Gi2a, aunque en un lugar diferente al que hace la toxina B, Pertussis,
y atenia la actividad GTPasa. La ribosilacién producida por la toxina V.Cholera
es mas intensa si se pretrata a las células con la toxina B. Pertussis o con bajas
concentraciones de GTPyS. Ambos tratamientos desplazan la subunidad Gi2«a del
receptor v la hacen mas accesible a los efectos ribosiltransferasa de la toxina
V.Cholera. Es de destacar que las membranas aisladas parecen unir el agonista
FMLP con méas afinidad cuando son reconstituidas con Gi2«¢ modificada por la
toxina V.Cholera que cuando los son con la subunidad « no tratada, sugiriendo
que el receptor se acopla méas eficazmente a la proteina modificada por el cambio
conformacional en su extremo carboxilo. Dado que la actividad GTPasa de la Gi2«

esta atenuado bajo estas condiciones, la proteina modificada parece ser una sefial
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més eficaz entre receptores y efectores (119).

Protei G £

Son proteinas de bajo peso molecular, que pertenecen a la
superfamilia ras. Existen al menos 25 tipos distintos que se han agrupado en

familias: Ras (ras, ral, rap), Rho (rho, rac, G22k, G25k), y Rab (rab1A, rab1B).

A este tipo de proteinas pertenecen algunas que se fijan a
nucleétidos de guanina de 21, 24, y 26 KDa y a los receptores del agonista FMLP
y que se disocian en presencia de GTPyS. Tras el intercambio GTP-GDP, estas
proteinas se reasocian con el receptor, lo que sugiere que pueden estar

involucradas en la sefial (76).

La proteina RaplA es un miembro de la familia Ras (120,121)
que se ha localizado en la membrana, junto a un componente de la NADPH
oxidasa, el citocromo b558. Tanto la proteina Rap 1A como la proteina Rap 2A
estan en los granulos especificos y se transfieren a la membrana plasmaética
durante la exocitosis. El papel de las proteinas Rap no estd muy claro. Sin
embargo, al menos in vitro, la fosforilacién de las proteinas Rap por la PKA
inhibe la unién de las proteinas Rap 1A al citocromo b558 y esto podria explicar

el conocido efecto inhibidor del AMPc sobre la cadena de explosién respiratoria

(122).
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Las proteinas Rho parecen intervenir, ademéas de la cadena
respiratoria, en la adhesién de los leucocitos (123). Las proteinas Rac 1y Rac 2
pertenecen a la subfamilia Rho, y son sustratos para la ADP-ribosilacion inducida
por la toxina del Clostridium Botulinum C3. Estas Gltimas proteinas son
componentes de la NADPH oxidasa (124). Asi, el factor soluble de la NADPH
oxidasa, el o,, consiste en realidad en una proteina Rac 1 (22 KDa) y una proteina
de 24 Kda que se ha intentado identificar como el inhibidor de la disociacién-
GDP, el rhoGDI. La proteina Rac 1 y el factor rhoGDI estan estrechamente
asociados, ya que el factor rhoGDI es el responsable de regular la actividad de la
proteina Racl al inhibir el intercambio de nucleétidos (125). Sin embargo, los
neutréfilos que expresan las proteinas Rac 2 no parecen expresar proteinas Rho
como la proteina rhoGDI, funcionando realmente como reguladores de las

proteinas Rac. Ademas, las proteinas Rho son necesarias para la actividad de la

PLD (126).

Q I 'I- ]- # L] i] I; G

La interaccion entre el complejo agonista-receptor y la

proteina G es dependiente del GTP y del calcio (127 - 129).

Los analogos del GTP provocan la activacion de la proteina G
con una potencia que es caracteristica de cada uno de ellos (130):

GTPys > GTP > GDP > GppNHp >> GMP
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En contraste, el ATP no es necesario ni suficiente para activar
la oxidasa. Sin embargo, si la reaccién con GDP y/o GMP se contamina con ATP
( pero no con su hidrolizable) puede indirectamente favorecer la activacion de la
oxidasa por medio de enzimas enddgenos que catalizan la conversién ATP-

dependiente de GMP y GDP a GTP (128).

En ausencia de nucledtidos de guanina, la disociacion del
receptor-FMLP es sensible al magnesio. En presencia de estos nucleétidos esa

disociacién del receptor es sensible al sodio y potasio.

La adicion de calcio a concentraciones mayores de 10 pM

suprime el impacto de los nucleétidos de guanina. El efecto del calcio no es

blogueado por el magnesio (100).

Los nucleétidos de purina y pirimidina "per se" no estimulan
la NADPH-oxidasa pero potencian la formacién del superdxido (x5) tras dosis
subdptimas de FMLP. Parece ser que actiian a nivel de receptores especificos de
nucleétidos. Estos receptores estan acoplados también a proteinas G. Como los
nucleotidos son liberados de las células bajo condiciones fisioldgicas y patolbgicas,
ellos pueden jugar un papel en la activacion de los neutréfilos comportandose

como mensajeros de la sefial intracelular (131).

El fldor también parece estimular la proteina G. La
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produccién de O2- en neutréfilos estimulados con flaor es antagonizada por el
GDPPS, es dependiente de magnesio, pero es insensible al tratamiento con la
toxina pertusis. Estas caracteristicas son compatibles con la idea de que el flior
activa una proteina G, probablemente la Gp, tras interactuar sobre los lugares
de unién de nucleétidos a la subunidad « de la proteina G. Ademaés, la produccién
de 02- por los neutréfilos estimulados con flior es bloqueada por la
estaurosporina y el H-7, lo que indica que esta via procede de la activacion de la

PKC (132).

A concentraciones de 20 mM de FNa, el flior activa proteinas
reguladoras de los nucleétidos de guanina. La capacidad del fltior para simular
ciertos efectos de hormonas y otros agonistas celulares, incluyendo la movilizacion
del calcio y la activacion de fosfolipasas especificas de inositol, tanto en células
intactas como en extractos celulares, proporciona un fuerte apoyo a la idea de que
el flior es un activador especifico de la proteina G que regula la actividad de una

PLC (133).

FOSFOLIPASAS

La hidrolisis de los fosfolipidos de la membrana por las
fosfolipasas representa el primer paso en la formacién de una variedad de lipidos
bioactivos. Asi, los lipidos de la membrana nativa juegan un papel decisivo, dada

la capacidad de las fosfolipasas para hidrolizarlos (104). Tres tipos de fosfolipasas
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han sido involucradas a diferentes niveles de la activacién de los neutroéfilos: la

fosfolipasa A2 (PLA2), fosfolipasa C (PLC), y la fosfolipasa D (PLD).

Los principales sustratos para la fosfolipasa C (PLC) y la
fosfo-inositol-3 cinasa (PI-3cinasa) son los inositoles contenidos en los fosfolipidos.
La composicién de los inositoles en muchas células, incluyendo los neutréfilos
humanos, muestra un modelo donde la posicién sn-1 normalmente contiene acido
estedrico (C18) y la posicién sn-2 contiene acido araquidénico (C 20:4) (134). Dos
cinasas son responsables de la fosforilacién del fosfatidilinositol (PI) para generar
PI(4,5)P2, la fosfolipasa C y la PI-3cinasa. Los fosfolipidos del inositol Gnicamente
representan el 5-8% del total de los fosfolipidos. En contraste, la fosfatidilcolina
(PC), el sustrato para la fosfolipasa D (PLD) y fosfolipasa A2 (PLAZ2), representa
el 40% del total de fosfolipidos de las membranas celulares(135). La posicion sn-1
de la PC puede ser bien acil o alkil, mientras que la posicién sn-2 es
invariablemente acil. En los neutréfilos, la forma alkil-PC-(1-0-alkil-PC) supone
mas del 40% del total de PC, el 60% restante corresponde al diacil-PC (136).

Ambos son sustratos para PLD y PLA2.

Fosfolipasa C (PLC)

El principal(es) sustrato(s) de la PL.C es el inositol contenido
en los fosfolipidos. Preferentemente hidroliza fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PtdInsP2), pero también actiia sobre el fosfatidil inositol-4-monofosfato (PI). Su

actuacién sobre el PtdInsP2 produce diacilglicerol e inositol-trifosfato (InsP3). El
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primero permanece en las membranas y activa directamente la PKC, un
estimulante de la NADPH oxidasa. El inositol-trifosfato es liberado al citosol y se
une a receptores especificos presentes en las organelas que acumulan el calcio
intracelular y que estan localizadas en la vecindad de la membrana plasmatica.
La unién del InsP3 induce la liberacion de calcio de esos almacenes y origina un

aumento caracteristico de la concentracion de calcio intracelular (137).

Parece ser que la activacion de la PLC en preparaciones de
membranas solamente representa una pequefia fraccion de la respuesta que se
observaria en células permeabilizadas (138). El porcentaje de lipidos de inositol
hidrolizados en células permeabilizadas es 10 veces mayor que en preparaciones

de membranas.

La mayoria de la actividad de la PLC se encuentra localizada

en el citosol y un pequefio porcentaje en la membrana.

Existen al menos tres familias de PLC: PLC ¥ (150KDa), PLC
B (148KDa)y PLCd (85KDa). Probablemente existan otras dos familias: o,y €.

Dentro de cada familia hay varios subtipos.

La activacién de la PLC por agonistas quimiotacticos esta

mediada por proteinas G y requiere de la presencia de calcio (104,139,140).

35



E1 GTPyS parece ser un estimulador efectivo de la PLC de la membrana (103).
Se ha demostrado que la PLC es activada por las subunidades fy de la proteina
G heterotrimérica, y no por la subunidad Gi2a {141). En 1984, se identific6 una
PLC en las membranas celulares que era activada por niveles milimolares de
calcio. Los polifosfoinositoles enddgenos servirian de sustrato y al afiadir 500 uM
de calcio, el 40-60% de los polifosfoinositoles preformados serian hidrolizados a
diacilglicerol y a los correspondientes fosfatos de inositol (142). Dado que los
niveles de calcio en las células en reposo es normalmente de 100 nM y que este
nivel es inefectivo para estimular la actividad de la PLC, esta preparacién sirve

como testigo para controlar estas vias.

La fosfolipasa C es inhibida por diferentes productos quimicos,
entre ellos el U-73122 (que también inhibe el aumento del calcio intracelular), el

inositol trifosfato y el diacilglicerol (143).

La PLC especifica del fosfatidilinositol no es la inica enzima
gque genera diacilglicerol en las células estimuladas. También se forman
considerables cantidades de diacilglicerol tras la hidrolisis de la fosfatidilcolina
con intervenciéon de la PLD. Sin embargo, esta fosfolipasa se activa mas
lentamente que la enzima especifica del fosfatidilinositol, l1a cual produce el

aumento inicial de diacilglicerol que determina la activaciéon de la PKC.
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Fosfolipasa D (PLD)

Existe actividad de la fosfolipasa D tanto en la membrana
como en el citosol, pero la mayor actividad se detecta en este Gltimo. Acta sobre
la fosfatidilcolina para producir acido fosfatidico que mas tarde es degradado a
diacilglicerol por una hidrolasa del acido fosfatidico. Como ya se sefialo méas

arriba, el diacilglicerol estimula la PKC y ésta, a su vez, la NADPH oxidasa.

La generacion directa de diacilglicerol desde PtdInsP2 (via
PLC) es un paso precoz y transitorio, mientras que el diacilglicerol que procede

de la fosfatidileolina a través de la PLD es lento pero prolongado (144).

La actividad de esta enzima depende del calcio, por lo que es
estimulada por el idnoforo A-23187 en presencia de calcio en el medio. Este efecto
es bloqueado por el EGTA, el cual produce una depleccidn rapida de calcio de las
células. La estimulacién de los neutréfilos con FMLP, en ausencia de calcio
extracelular, produce una activacién parcial de la PLD, mientras que en las
células depleccionadas de calcio no se observa este efecto. Estos resultados
indican que el calcio intracelular es suficiente para la activacion de la enzima,

pero la actividad maxima depende del influjo de calcio (76).

No se conoce el mecanismo exacto que regula la estimulacién

de la PLD en células intactas, pero podria tratarse de un efecto mediado por la
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proteina G (145), o bien por la via de la PKC (146) y el calcio.

Existen diferentes evidencias que llevan a la conclusion de
que la activacién de la PLD estd involucrada en la cadena de explosién
respiratoria:

1) Estudios metabélicos realizados con precursores de la fosfatidileolina marcados
radiactivamente demuestran que la generacién de diacilglicerol via PLD aparece
tras varios estimulos, incluido el FMLP (147).

2) En presencia de alcoholes, la activacién de la PLD por el FMLP produce
fosfatidil alcoholes a través de un mecanismo de transfosfatidilacion especifica,
v éste se correlaciona con una disminucién de la generacién de acido fosfatidico
(148). Estudios en los que se afiade propanolol, un inhibidor de la hidrolasa del
acido fosfatidico, en células estimuladas con FMLP y citocalasina b o fluoruro de
sodio, se produce una inhibicién de la produccién de anién superédxido y una
acumulacion de acido fosfatidico (149). Dado que el etanol produce cambios en la
cantidad de acido fosfatidico, el fosfatidiletancl acumulado en los alcohdélicos
pudiera alterar la funcién de los neutréfilos (150).

3) Los niveles de acido fosfatidico en neutréfilos activados con diferentes

estimulos, se correlacionan con la liberacién de anién superéxido (151).

La PLD activada es un sistema que requiere la presencia
combinada del citosol v la membrana (126,152,153). Entre los factores de

membrana se incluyen proteinas G monoméricas de la familia Rho (145).
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Fosfolipasa A2 (PLA2)
Durante la activacién de los neutrdfilos se produce un
aumento de dcido araquidénico producido por la fosfolipasa A2 (PLA2) (154). El

acido araquidénico es necesario también para la activacion de la NADPH oxidasa.

En los neutréfilos, la PLA2 hidroliza fosfolipidos y 1-
alkilfosfolipidos, generando dos moléculas precursoras, el acido araquidénico y
el 1-O-alkil-sn-glicero-3-fosforilcolina (lyso-PAF). Mientras el dcido araquidénico
es oxidado por las cicloxigenasas o lipoxigenasas hacia prostanoides y
leukotrienios, respectivamente, el lyso-PAF es acilado por una acetil-CoA-
transferasa hacia 1-O-alkil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina, el PAF. El
leukotrienio B4 y el PAF son, no sélo productos de los neutréfilos, sino también
estimulantes de los neutréfilos por via de receptores dependientes de la proteina
G. A bajas concentraciones, el PAF, vy en menos extension, el LTB4 también
preparan a los neutrdfilos para potenciar la cadena de explosion respiratoria
inducida por péptidos quimiotacticos. Las prostaglandinas E2 e 12, en contraste,
atentan la respuesta a agonistas quimiotacticos, presumiblemente al elevar los

niveles de AMPe intracelular.

Se desconoce el mecanismo por el que se activa la PLA2.
Existen evidencias que indican que la PLAZ2 es activada por via de los receptores

y con la intervencion de la proteina G y no como consecuencia de los productos de
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degradacion de la PLC (104,155). También ha sido publicada la activacion de la
PLAZ2 por las subunidades By de la proteina G heterotrimérica (156). No obstante,
desconocemos si el heterodimero Py actiia directamente o lo hace a través de la

inactivacién de inhibidores.

En los neutréfilos, la PLA2 existe en dos formas: la primera
es una acida localizada en los granulos azuréfilos, mientras que la segunda
corresponde a la membrana plasmatica. La actividad de esta Gltima se
incrementa durante la activacién de los neutréfilos (157,158). Ademas, algunos

autores han detectado actividad PLAZ2 en el citosol de los neutréfilos (159 - 161).

En los neutrdéfilos existen dos tipos de PLAZ2:
a) una de alto peso molecular, 85 Kda, o tipo I que es especifica del acido
araquidonico; y
b) otra de menor peso molecular, 14 KDa, o tipo II que se localiza en los granulos

(162,163).

El principal almacén de 4cido araquidénico en las células son
los ésteres de glicerofosfolipidos en la posicion sn-2. La PLA2 directamente libera
acido araquidénico desde la posicion sn-2 de los fosfolipidos. En los neutréfilos,
el pool predominante de araquidonato enddégeno esta repartido entre la
fosfatidiletanoclamina (60%), la fosfatidilcolina (18%) y el fosfatidilinositol (18%).

No obstante, esta distribucién varia si se utiliza acido araquiddnico exégeno
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marcado radiactivamente {164).

Para que la PLA2 llegue a acceder a su sustrato, es necesario
que pueda desplazarse desde el citosol a la membrana plasmatica. Este
desplazamiento depende de las concentraciones de calcio (165) ya que requiere
que estas oscilen entre 300 nM y 10 uM de calcio (166). En presencia de FMLP,
se libera 4cido araquidénico siempre que el calcio esté presente a concentraciones

de 10 pM. En presencia de FMLP y de GTPyS, la liberacién de acido

araquidénico se produce si el calcio est4 presente a 1 uM.

El acido araquidonico parece jugar un papel en la exocitosis,
asl como también en la activacion y mantenimiento de la actividad NADPH
oxidasa. Aungue no se conoce la localizacién precisa de su accién (167), se ha
sugerido que estimula la PKCax por un mecanismo de retroalimentaciéon positivo
que es dependiente del calcio (76). Algunos autores han observado que la
inhibicién de la PLA2 no impide la fosforilacion de la proteina p47, por lo que el
mecanismo de accién de la PLA2 seria posterior a la PKC (168). También se ha
postulado gue el acido araquidonico ejerceria efectos directos sobre la subunidad

alfa de la proteina G heterotrimérica (169).

La actividad de la PLLA2 es necesaria para estimular la
actividad de la oxidasa. Estudios con inhibidores de la PLA2 reducen la liberacién

de acido araquidénico, y la produccion de anién superdxido, aunque persiste la
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fosforilacién de proteinas citosblicas (p47) y la traslacion de los factores citosélicos

(p47, p67) a la membrana (168).

CALCIO

En los primeros estudios se observd que los neutréfilos
depleccionados de calcio eran incapaces de producir superéxido en respuesta al
FMLP, pero esta alteracidn se recupera si eran replecionados con calcio

extracelular (170).

Diferentes ensayos utilizando un indicador fluorescente, el
quin 2, han demostrado que los agonistas elevan el calcio libre citosélico en dos
fases:

1) La primera es rapida, inmediata, a los 30 segundos que siguen al
estimulo, independiente del calcio extracelular y, por ello, atribuida a la
movilizacién del calcio desde los almacenes intracelulares, y siempre precede al
comienzo de la cadena de explosién respiratoria (171)

2) La segunda elevacion depende del calcio extracelular (172).

Ello indica que el calcio citosblico estaria implicado en la
transmision de sefial a la cadena de explosion respiratoria y que el tiempo que

transcurrid antes de aumentar el calcio citosélico refleja el tiempo requerido para
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la generacién de concentraciones efectivas de InsP3.

Pero el aumento del calcio intracelular no es estrictamente
esencial para la produccién de superdxido (173). No existen dudas de que en
algunas circunstancias, ademas de la via clasica calcio-dependiente, existe otra

paralela que es independiente del calcio y, probablemente también, de la PKC.

El aumento del calcio intracelular es originado por la entrada
desde el medio extracelular y por la liberacién del calcio almacenado en los
calciosomas (174). Estos Gltimos son unas vesiculas de 50-250 nm de didmetro
caracterizadas por la presencia de la proteina ligadora de calcio y por la
capacidad de liberar calcio en respuesta al InsP3. El mecanismo por el cual el
calcio atraviesa la membrana plasmatica es controvertido. Parece ser que cuando
el calcio intracelular es movilizado de los calciosomas, se produce un aflujo de
calcio a través de la membrana (171,175).

Otros autores han propuesto que los canales del calcio son activados bien
directamente por el complejo receptor / ligando o bien por un mecanismo diferente
a los cambios en el calcio citosélico (176). Ademas, parece ser que el contenido de

calcio de los neutréfilos est4 controlado por un transportador Na/Ca.
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FOSFATIDIL-INOSITOL-3-CINASA

Ademas de la estimulacién de las tres fosfolipasas, el FMLP
también estimula la fosforilacién del inositol contenido en los lipidos, fosfatidil
inositol (PI), PI-4P y PI (4,5)P2 en la posicién 3 hidroxil del anillo del inesitol
para formar PI-3P, PI (3,4)P2, y PI (3,4,5)P3. El enzima responsable de esta
fosforilacidn es la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI-3-cinasa). Aunque no esté claro,

se ha sugerido que su diana celular es el PI (4,5)P2.

La PI-3-cinasa parece ser un complejo heterodimérico que
contiene una proteina de 85 KDa y otra de 110 KDa. La subunidad de 85 KDa no
tiene actividad enzimatica detectable, pero puede ser una subunidad reguladora
responsable de la unién a tirosin-cinasas, mientras que la proteina pll0

probablemente sea el elemento catalitico (134)

PROTEIN-CINASAS

La fosforilacién de las proteinas es un mecanismo esencial en
la transmision de sefial intracelular. Tras la introduccién selectiva de grupos de
fosfato en la serina, treonina o residuos de tirosina, las proteinas se alteran,
producen cambios en su actividad enzimatica, en sus propiedades y, en
consecuencia, en modificaciones en la sefial intracelular. Las protein-cinasas

pueden ser subdivididas en dos clases segin cual sean sus aminoacidos diana:
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serina o treonina, o bien tirosina.

La PKC es la enzima mejor conocida que acttia sobre residuos

de serina o treonina, catalizando su fosforilacion.

Es bien conocido que la oxidasa de los neutréfilos esta
probablemente activada por al menos dos vias diferentes. Una de ellas es
dependiente de la PKC (177). La idea de una via dependiente de la PKC viene
apoyada principalmente por dos experimentos:

1) Estudios de incorporacion de 32P Pi a proteinas de los neutréfilos, en los que
se ha encontrado una correlacién entre el nivel de actividad de la oxidasa y el
grado de fosforilaciéon de proteinas, incluyendo una proteina citosdlica de 47KDa
(identificada mas tarde como un componente de la oxidasa activada y referida
como p47).

2) El 4-B-phorbol12-myrastate-13-acetate (PMA) activa tanto la PKC como la
cadena de explosion respiratoria. Una interpretacién racional es que el PMA y
otros ésteres de forbol, simulan los efectos del diacilglicerol, un activador
fisiologico de la PKC que se une a la PKC con alta afinidad (Kd 8nM) y con una

relacion estequiométrica 1:1 (178).

La PKC se comporta como una cinasa dependiente de calcio

y de fosfolipidos, que es activada por el diacilglicerol o por los ésteres de forbol.
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La PKC existe como una familia de multiples isoenzimas. Ademés de las formas

de calcio dependientes (o, B, y) , también se han identificado varias formas que

actiian de forma independiente del calcio (8,€,{). Estas isoenzimas muestran
especificidad tisular y distribucién subcelular. Los neutréfilos humanos contienen

las isoformas o, B, con predominio de la primera (179,180).

Las protein-cinasas que se asocian con la membrana
plasmatica estdn en una posicion favorable para fosforilar moléculas efectoras
unidas a la membrana. En los neutréfilos estimulados, la PKC se traslada desde
el citosol a la membrana plasmatica. Este proceso es dependiente del calcio y
reversible. No se sabe si la cinasa es realmente citosdlica o estd mas bien
localizada en el espacio periplasmatico sin conexién con la membrana. El
isoenzima mas abundante en el citoplasma parece ser la PKC-B, la cual, en
contraste con la isoenzima o, se traslada desde el citosol a la membrana

plasmatica en presencia de calcio (76).

Parece existir otra PKC, denominada n-PKC, que no se
traslada a la membrana, pesa 76 KDa, es dependiente de la fosfatidilserina y del
diacilglicerol, pero independiente del calcio. Los acidos grasos acil-CoA de cadena
larga inhibirian esta enzima. Majumdar et al (179) hipotetizan que esta
inhibicién pudiera jugar un papel regulador en la funcién de los neutréfilos, pues
su activacién con péptidos formilados produce un incremento de estos acidos
grasos.
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Si bien la B-PKC fosforiliza a la p47, implicada en la
generacién de superéxido, la n-PKC fosforiliza a numerosas proteinas citosolicas

no dependientes del calcio, que incluyen la p66.

La PKC también fosforiliza la proteina MARCKS, que regula
el acoplamiento reversible de los filamentos de actina a la membrana plasmatica

(181).

La PKC puede ser inhibida por diferentes sustancias :
compuestos del oro (182), 1a lidocaina (183), los antimalaricos (184), el K-252a y

la estaurosporina (185).

La cadena de explosién respiratoria se acompaifia de la
fosforilacion de proteinas en los residuos de tirosina (188). Las proteinas que
contienen fosfotirosina constituyen en los neutréfilos menos del 1% del total de
fosfoproteinas. La fosforilacién de la tirosina parece estar mediada por una
proteina G sensible a toxina pertusis (187). Es dependiente del magnesio y del
ATP. Es inhibida de forma dosis-dependiente por el erbstatin, inhibiendo la
produccién de superédxido inducida por el FMLP (188,189) pero sin efecto sobre
la cadena de explosion respiratoria inducida por el ionoforo del calcio, A23187 o

por los ésteres de forbol (PMA) (188).
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En  contraste, al afiadir a los neutrdfilos
electropermeabilizados vanadato, un inhibidor de la fosfatasa de la tirosina, se
produce una acumulacién de proteinas tirosina-fosforiladas y un aumento en el

consumo de oxigeno (190).

Las principales proteinas con tirosina que son fosforiladas por

esta enzima son p41l, p54, p66, p104 y pl116.

Se acepta que los receptores acoplados a la proteina G
estimulan la fosforilacién de la tirosina, bien por la activacion de una tirosin
cinasa o bien por la inhibicién de fosfatasas de tirosina, pues ambas opciones
potencialmente determinan la acumulacién de proteinas tirosina-fosforiladas. La
fosforilacidén de tirosina puede ser parcialmente inhibida por toxina pertusis y,
dado que el GTPYS también es capaz de inducir la fosforilacién de tirosina en
neutrofilos permeabilizados (191,192), es probable que la fosforilacion de la

tirosina sea secundaria a la activacién de la PLC.

Otra modificacion de proteinas dependiente de la cadena de
explosion respiratoria es la adiccion reversible de un residuo de tirosina a
proteinas {tirosinolacion). En los neutrdfilos humanos activados por el FMLP, se
produce una estimulacidn especifica de la tirosinolacién de tubulina que es

inhibida por la toxina pertusis (193).
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NADPH-OXIDASA

La oxidasa de la cadena respiratoria es una corta cadena de
transporte de electrones unida a la membrana que reduce el oxigeno extracelular
a anién superéxido y oxida el NADPH citosélico generado por el shunt de las
hexosas monofosfato, el cual actha como donante de los electrones para la
reaccién redox. El anién superdxido es inestable y la dismutasa lo convierte

rapidamente en per6xido de hidrégeno y oxigeno.

En los neutréfilos en reposo, la NADPH oxidasa esta inactiva
y sus componentes (de membrana y citosblicos), separados. Pero cuando las
células son estimuladas por agonistas, se ensambla rapidamente y se activa en

la membrana citoplasmica (194 - 196).

Los componentes de la membrana plasmatica estan
constituidos por el citocromo b558, de bajo potencial, y compuesto de dos
subunidades, de 22KDa y 91KDa, y una posible flavoproteina relacionada con el
transporte de electrones entre NADPH y el citocromo b558 (194,197).

El citocromo b558 fue el primer componente identificado de la oxidasa. Es una
proteina integral de la membrana y consiste en una subunidad « de 22 KDa (p22-
phox) y una subunidad f§ de 91 KDa (gp91-phox) (198). Se ha propuesto que el
grupo heme esta vinculado a la subunidad pequeiia, la cual contiene una regién

con una secuencia similar a las zonas de uniéon del grupo heme de otras
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hemoproteinas. Las mediciones espectroscdpicas sugieren que el citocromo b558
contiene mas de un grupo heme unido a ambas subunidades. Algunos sugieren
la existencia de dos modalidades de heme. La conexién funcional de dos hemes
a una flavina asegura el transpaso de parejas de electrones desde la NADPH y
la posterior transferencia al heme(s) del citocrome b558. La flavina
aparentemente seria el paso limitante en la transferencia de electrones (76).

Quinn et al (199 - 201) han demostrado la existencia de una proteina G de bajo
peso molecular que se localiza junto y con el citocromo b558 en la membrana de
los granulos especificos y que parece corresponder a la proteina G monomérica
Rap 1A. La asociacién de la proteina Rap 1A con el citocromo b558 puede estar
regulada por la PKA, dado que la fosforilacion previene la union de dicha

proteina con el citocromo b558.

Entre los componentes citosohicos se conocen, una proteina de
67 KDa, una proteina de 47 KDa y, probablemente, una proteina de 40KDa,
todas ellas fosforiladas (denominadas p67-phox, p47-phox, y p40-phox
respectivamente), y proteinas G monoméricas de la familia Rac (rac 1, rac 2) (202
- 204). Estos componentes se trasladan a la membrana plasmatica, formando una
NADPH oxidasa generadora de O2- activo (205). Algunos estudios consideran que
el traslado de estas proteinas desde el citosol a 1a membrana esta en funcién de

la intensidad del estimulo y del tiempo y temperatura en la exposicion (206).

Los componentes citosolicos interaccionan entre si. Asi, la

50



proteina p40-phox interacciona fuertemente con la proteina p67-phox y de forma
mas débil con la proteina p47-phox (207,208). El traslado desde el citosol a la
membrana de la proteina rac 1 requiere de la proteina p67-phox, mientras que
la proteina rac2 parece requerir de la proteina p47-phox (209). Las secuencias de
aminoacidos de las proteinas p47 y p67 contienen regiones homoélogas con la SH3
o dominante A de la familia src de las tirosin-cinasas, una regién que se
encuentra en una variedad de proteinas que interaccionan con el citoesqueleto.
Nauseef et al (210) han observado que la fosforilacién de la p47, dependiente de
la PKC, se correlaciona con la asociacién de la proteina p47-phox al citoesqueleto
y la traslacién de las proteinas p47-phox y p67-phox a la membrana con el
ensamblaje de la oxidasa. Smith et al (211) proponen que en los leucocitos la
NADPH-oxidasa tiene dos zonas cataliticamente funcionales de unién, una de
afinidad relativamente baja en la gp91-phox, y otra de mayor afinidad en la p67-

phox.

Ademas, cada uno de los componentes citoplasmicos tiene una
funcién determinada. La proteina p67-phox sola puede facilitar el flujo de
electrones desde la NADPH al centro de la flavina de la NADPH oxidasa en
ausencia de p47-phox, produciendo su reduccion , mientras que la presencia de
la proteina p47-phox se requiere para transferir ordenadamente los electrones

mas alla del centro de la flavina al heme en el citocromo y de ahi al oxigeno (212).

Algunos estudios han demostrado que el magnesio, pero no el
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calcio, es absolutamente requerido para la generacién de equivalentes reducidos
por la NADPH oxidasa. Aparentemente el magnesio se requiere para unir las
proteinas citosélicas a la membrana plasmética en el complejo funcional de la

NADPH oxidasa (213).

Uhlinger et al (214) han caracterizado un sistema NADPH
oxidasa "semi-recombinante" que comprende componentes de la membrana
plasmatica y proteinas recombinantes p47-phox y p67-phox. Estos mismos
autores, en un estudio posterior han mostrado que la traslacion de p47-phox fue
estimulada por acido araquiddnico pero no por GTPYS, dependiente del citocromo
en aproximadamente un 50% e independiente de la proteina p67-phox. En
cambio, el Acido araquidénico estimuléb la traslacién de la proteina p67-phox, que
requiere del citocromo y de la proteina p47-phox y se incrementa con GTPyS. Las
proteinas p47-phox y p67-phox que se ensamblan con el citocromo b558 lo hacen

en una relacion estequiométrica de 1:1:1 (215).
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OBJETIVOS



1.- Determinar si existe algin defecto en la funcién
postfagocitica de los leucocitos polimorfonucleares de pacientes con cirrosis

hepatica.

2.- En caso de hallar alg(n defecto, determinar el nivel en

la via de activacién celular donde se sitiia.

3.- Conocer si existe alguna relacién entre el hipotético
defecto en la funcién postfagocitica y las caracteristicas de la cirrosis hepéatica:
etiologia, grado funcional, parimetros bioquimicos, episodios previos de
infeccion del liquido ascitico, ascitis, hipertensién portal, sangrado digestivo,

ete.
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PACIENTES Y METODOS



I.- PACIENTES

Se ha estudiado la funcién postfagocitica de los neutréfilos en

74 pacientes con cirrosis hepatica y en un grupo control de 34 individuos sanos.

Los controles eran 20 varones y 14 mujeres de entre 29y 79
anos y edad media de 60 + 11,6 afios.

Los pacientes cirréticos eran 48 varones y 26 mujeres con
edades comprendidas entre los 39 y 76 afios, siendo la edad media de 59,6 + 10

anos.

El diagnéstico de cirrosis hepética se realizo en todos los casos
por datos clinicos, analiticos y de imagen (gammagrafia, ecografia, tomografia
computarizada, endoscopia, radiologia ), y se confirmd histoléogicamente en 38
pacientes. En los 36 casos restantes no se practicé biopsia hepatica por existir

afectacion severa de la coagulacién.

En todos los pacientes cirrdticos se estudioé la etiologia de la
cirrosis, el grado funcional hepatico, los parametros analiticos hepaticos, v los

antecedentes o existencia de complicaciones de su cirrosis: ascitis, infeccién del
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liquido ascitico, hemorragia digestiva por hipertension portal, encefalopatia.

L.a etiologia de la cirrosis se establecid sobre la base de los
habitos toxicos de los pacientes (alcohol, consumo de farmacos hepatotoxicos,
adiccion a drogas intravenosas,...), la serologia de los virus hepatotropos ( B, C,
D), el estudio de autoinmunidad { anticuerpos antinucleares, antimitocondriales,
antimusculo liso, antimicrosomales de higado y rifién), el estudio metabélico (
hierro, ferritina, cobre, ceruloplasmina, y alfa-1-antitripsina en sangre, y cobre
y porfirinas en orina de 24 horas), y la existencia de enfermedades biliares o
patologia venosa (insuficiencia cardiaca, enfermedad veno-oclusiva, Sindrome de
Budd-Chiari).

La etiologia de la cirrosis estaba relacionada con el alcohol en
34 casos (45,9%), alcohol y VHC en 18 (24,3%), VHC en 13 casos (17,6%), VHB
en 5 (6,8%), autoinmune en 1 caso (1,3%), y no se determiné en 3 casos (4%). (Fig

2).

Alecohol

B Desconocids

¥ Autoinmune

Aleohol+VHC Y VHB

VHC

Figura 2. Etiologia de la cirrosis.en los 74 pacientes
estudiados
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El grado funcional hepético se estableci6 de acuerdo con la
clasificacién de Child-Pugh (216,217), que valora 5 parametros ( albimina,
actividad de protrombina, bilirrubina, ascitis y encefalopatia) y los puntaa con

1, 2, o 3 puntos segin la siguiente tabla:

Puntuacién
Parametros 1 2 3
AlbGmina (mg/dl) >3,5 3-3,5 <3
Actividad Protrombina >50% 30-50% <30%
Bilirrubina <9 2.3 >3
Ascitis No Fieil control Dificil control
Encefalopatia No Estadio I-II Estadio III-IV

Posteriormente, segiin la puntuacién global, la clasificacién
de Child-Pugh distingue 3 grados funcionales: el grado A esta formado por los
pacientes con 5 y 6 puntos; el grado B por los pacientes con 7, 8, 0 9 puntos; y el
grado C por los pacientes con 10 a 15 puntos. En el cilculo del grado funcional,
los estadios de la encefalopatia hepatica se definieron segtin el sistema de

Parsons-Smith (218):
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Estadio I: confusién leve, euforia o depresién, disminucion de la atencidn, lentitud
para practicar tareas mentales, irritabilidad, trastorno del patrén del sueho.
Estadio II: somnolencia, letargia, gran reduccién de la capacidad para practicar
tareas mentales, alteraciones evidentes de la personalidad, comportamiento
inapropiado, desorientacién intermitente (habitualmente en el tiempo).

Estadio III: somnoliento, pero se le puede despertar, incapaz de practicar tareas
mentales, desorientacién con respecto al tiempo y/o al lugar, marcada confusién,
amnesia, algunas crisis de agresividad, habla presente, pero incomprensible.

Estadio IV: coma.

Respecto a la funcién hepatocelular, 20 pacientes (27%) tenian
un grado funcional A de la clasificacién de Child-Pugh, 20 (27%) un grado B, y 34

(45,9%) un grado funcional C (Fig 3).

Grado funcienal A
2703%
20

—

Grado funcional B {
27,03%
20

Grado funcional C }
415,95%
34

Figura 3. Grado de la funcién hepatocelular de los
74 enfermos con cirrosis hepatica
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Los parametros analiticos hepaticos estudiados en los 74
enfermos cirréticos fueron: transaminasas (GOT, GPT), GGT, fosfatasa alcalina
(FA), bilirrubina total (BT), albimina, y actividad de protrombina. Sus resultados

aparecen reflejados en la tabla 1.

TABLA 1
e —— ——— | e e
Parametro Media Rango Desv.Tipica
GOT (UL 93,55 19-232 42,7
GPT (UIN) 86,9 35-675 |.47,65
GGT (UIn) 64,08 11-248 |739,9’7
FA (UIN) 137,43 74-428 163,46 B
B T (mg/dl) 2,47 0,5-13 1,71
Alb (g/dl) 3,08 2-4,7 0,65
Activ.Protg%! 62,11 1. 29-100 17527 |

En cuanto a las complicaciones de la cirrosis hepatica, se
considero que existia una infeccion espontinea del liquido ascitico en los casos
que cumplian los criterios de peritonitis bacteriana espontianea (PBE), ascitis
neutrocitica, y bacteriascitis (219). Asi, el diagndstico de PBE se basd en un
recuento de leucocitos polimorfonucleares mayor o igual a 250 / mm?® y la
positividad del cultivo del liquido ascitico; ascitis neutrocitica cuando el recuento
de polimorfonucleares en liquido ascitico era mayor o igual a 500 / mm? pero el
cultivo era negativo; y bacteriascitis cuando el cultivo era positivo con un

recuento de polimorfonucleares menor de 250 / mm?® .
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El diagnéstico de hemorragia digestiva por hipertensién portal
fue realizado cuando la hemorragia era debida a varices esofagogastricas o
gastropatia hipertensiva. La hemorragia por varices se estableci6 con certeza
cuando en la endoscopia se visualizé la hemorragia activa ( en chorro o en
rezumado ) de alguna variz o cuando en su superficie existian estigmas de
hemostasia reciente (codgulo adherido o coagulo de fibrina de color blanco).
También se considerd que las varices eran la causa de la hemorragia cuando, en
presencia de sangre reciente en la cavidad gastrica, eran las Gnicas lesiones
potencialmente sangrantes detectadas en la endoscopia. La hemorragia fue
atribuida a la gastropatia de la hipertensién portal cuando en la gastroscopia la
mucosa gastrica aparecia hiperémica y con numerosas manchas rojas redondas
con hemorragia aguda (220).

De los 74 pacientes con cirrosis hepatica, 66 (89,2%) habian presentado
durante su evolucién alguna complicacién derivada de su enfermedad hepatica.
De ellos, 42 pacientes (56,8%) habian sufrido algin episodio de hemorragia
digestiva alta originada por la hipertension portal (varices esofagogastricas y/o
gastropatia hipertensiva). Por ello, gran parte de estos pacientes estaban
sometidos a programa de escleroterapia de varices. Respecto a la ascitis, 21
pacientes (28,4%) no habian presentado esta complicacion, 45 (60,8%) en algiin
momento de su evolucién acumularon liquido ascitico perc de facil manejo médico
con restriccion hidrosalina con/sin diuréticos. Ocho pacientes (10,8%) presentaban
una ascitis de dificil manejo, siendo incluso necesarias paracentesis evacuadoras

periddicas para su control. Catorce pacientes (18,9%) habian sufrido episodios
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previos de infeccién del liquido ascitico con criterios de peritonitis bacteriana

espontanea (PBE), ascitis neutrocitica, o bacteriascitis (fig 4).

Wtclth sin infeccién

Figura 4. Antecedentes de
infeccién del liquido ascitico en los
pacientes estudiados.

En cuanto a la encefalopatia hepatica, 49 pacientes (66,2%) nunca
habian presentado esta complicacion, 23 (31,1%) en alguna ocasién presentaron
encefalopatia grado I o II, y 2 pacientes (2,7%) habian desarrollado encefalopatia

grado ITI-IV. Muchos enfermos habian desarrollado varias complicaciones (Fig 5).

Figura 5. Complicaciones desarrolladas por
los pacientes con cirrosis hepética
estudiados.
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Se excluyeron del estudio los pacientes que asociaban a la
cirrosis hepatica un hepatocarcinoma. Ninguno de los pacientes habia
presentado, en los 15 dias previos, sintomas o signos de infeccién, insuficiencia
renal, hemorragia digestiva, o diabetes mellitus. En los pacientes que habian
sufrido sangrado digestivo previo por varices esofagicas y que estaban en
programa de escleroterapia, la Gltima sesidén de esclerosis fue realizada al menos
1 mes antes de la extraccién de sangre. Ninguno de los individuos estudiados
habia recibido en los Gltimos 3 meses medicamentos que pudieran interferir con

la funcién de los neutrdéfilos (esteroides, benzodiacepinas, anti-H2).

Después de ser informados, todos los sujetos incluidos en el

estudio dieron su consentimiento para participar en el mismo.
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II. METODOS
A. AISLAMIENTO DE NEUTROFILOS

En todos los individuos estudiados, tras un periodo de reposo
y ayuno de al menos 6 horas, se extrajeron 20 ml de sangre venosa. Los
neutréfilos se aislaron a partir de esta sangre fresca, utilizando CPD (citrato
fosfato dextrano) como anticoagulante, tal como describe Boyum (221) pero con
una ligera modificacién del método (222). Los eritrocitos se sedimentaron a
temperatura ambiente con dextrano al 6% (peso/volumen P/V) en 0,15 M de
cloruro sddico hasta una concentracion final de dextrano del 1,3% (P/V). El
sobrenadante rico en leucocitos se recogié y centrifugd a 1200 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente. El sedimento celular obtenido se resuspendi6
en 5 ml] de tampodn fosfato salino sin calcio ni magnesio (PBS, Flow Lab U.K.) ¥
se depositd sobre un volumen igual de Lymphoprep (sodium metrizoate 9,6% w/v),
Ficoll 5,6% (w/v; Nycomed AS, Pharma, Torshov, Norway), centrifugandose a
continuacion a 1970 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. El
sedimento obtenido fue resuspendido en 2 ml de PBS para proceder a la lisis de
los erttrocitos contaminantes. Para ello se anadieron 6 ml de agua destilada pre-
enfriada, se esperd 15 a 20 segundos y después se anladieron 2 ml de ClNa 3,6%
(P/V) para restablecer la isotonicidad. La solucién se centrifugdé a 1000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente, para eliminar 1a hemoglobina. Este
paso de lisis/lavado se repiti6é tantas veces como fuera preciso hasta obtener una
suspensién de neutrofilos libre de eritrocitos. La preparacién final contenia mas

de un 95% de neutrédfilos viables. La viabilidad celular se evaludé de forma
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rutinaria antes v después de cada experimento por el ensayo de exclusion de azul
tripan al 0,1% (p/v). Los neutréfilos fueron contabilizados en una camara de New

Baber, e inmediatamente fueron utilizados en los distintos ensayos.

B. NUMERO Y TIPO DE EXPERIMENTOS (TABLA 2)

En un total de 163 experimentos realizados en 74 pacientes
y 74 experimentos realizados en 34 controles se ha estudiado la produccién de
anion superdxido en neutréfilos tras ser estimulados con distintas sustancias:
Formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP), zimosan opsonizado, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF), fluoruro sédico (FNa), fluoruro de aluminio (FAl),
el éster de forbol PMA, y el ionéforo del calcio A23187. Cada una de estas

sustancias actia a un nivel diferente en la via de activacion de la oxidasa (Fig 6).

Figura 6. Vias de activacién de la oxidasa en los neutrofilos

A: Agonista R: Receptor G: Proteina G PLC: Fosfolipasa C
DG: Diacilglicerol PKC: Protein-cinasa-C PA: Ac Fosfatidico
PLD: Fosfolipasa D Ins3P: Inositol-trifosfato P: Fosforilacién
FC: factores citosdlicos
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Asi, en 42 pacientes cirréticos y en 19 controles los neutréfilos
se estimularon con FMLP, que actia a nivel de receptor; el zimosan opsonizado,
otra sustancia que actGia a nivel de su receptor especifico localizado en la
membrana del neutréfilo, se empleé en otros 9 pacientes con cirrosis y en otros 4
controles. Ademas, del grupo inicial (pacientes y controles estimulados con
FMLP), en cinco pacientes con cirrosis hepética y en dos controles se emplearon
como estimulos TNF, FMLP, y se realizd6 una preincubacién previa de los

neutréfilos con TNF antes de ser estimulados con FMLP.

Del grupo estimulado con FMLP, en 20 cirréticos y 8 controles
se utilizd también el FNa, que estimula la proteina G, y en 15 de estos pacientes

y en 6 de los controles, se compararon los resultados de la estimulacién con FNa

y con los del FAL

En los 22 cirréticos v 11 controles restantes del grupo
estimulado con FMLP se empleo el estimulo con PMA, que estimula la protein-
cinasa-C. En 17 cirréticos y en 9 controles de estos sujetos, la estimulacion se

realiz6 simultaneamente con el FMLP y el PMA.

En un grupoe distinto de 23 cirroticos y 11 controles, los
neutrdfilos fueron estimulados con el ionéforo de calcio, A23187, que actia a nivel

de los canales del calcio.

64



TABLA 2.

Estimulo Cirrosis Controles
FMLP 42 19
Zimosan opsonizado 9 4
TNF 5 2

?MLP + TNF 5 _2
FNa 20 8
FAl 15 6
FMLP + FNa 5 2
A23187 | 23 r1 1
PMA 22 11
FMLP + PMA P17 9

C. PREPARACION Y OPSONIZACION DEL ZIMOSAN

El zimosan se prepar6 siguiendo el método descrito por
Bonney et al (223). Las particulas de zimosan se suspendieron en PBS (20 mg de
zimosan por ml de PBS) y se hirvieron a 100°C durante 2 horas. Posteriormente

se lavaron 3 veces con PBS y el sedimento final se resuspendié en PBS a una

concentracion de 20 mg/ml, almacenandose congelado a -20° C.

La opsonizacion del zimosan se obtuvo al afiadir 1 ml de suero
fresco por 10 mg de zimosan, incubarlo durante 20 minutos a 37° C en bano

maria, para posteriormente centrifugarlo a 2800 rpm durante 10 minutos,

resuspenderlo en CIlNa 0,9% vy lavarlo 4 veces con ClNa.
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D. MEDIDA DE LA PRODUCCION DEL ANION

SUPEROXIDO

La liberacién del anién superédxido (02-) se midié por la
reduccién inhibida por superdxido dismutasa (SOD) del ferricitocromo ¢ en un
ensayo discontinuo (224).

Todos los ensayos o experimentos fueron realizados por duplicado.
Las células se resuspendieron en tampon Hepes-Glucosa (150mM ClNa, 1,2mM
Cl2Mg, 1,3mM Cl2Ca, 5,56mM glucosa, 10mM Hepes, a un pH de 7,5) a una
concentracién de 1x10° células por ml. Se afiadié citocromo c a una concentracién
de 900ug/ml. Las células se preincubaron durante 5 minutos a 37°C con
citocalasina b (bug/ml). Ahadiéndose entonces los diferentes estimulos, cada uno
de los cuales, como hemos ya visto, actia por distintas vias en la activacion de la
oxidasa:
- PMA (ester de forbol, que estimula la protein-cinasa-C) a dosis de 1pg/ml.
- FMLP ( formil-metionil-leucil-fenilalanina, que actiia a nivel de receptor) a dosis
de 107 M.
- Zimosan opsonizado a dosis de 1 mg/ml
- FNa a dosis de 20 mM.
- FAl formado al mezclar FNa 5 mM y ClAl 10 uyM
- El iondforo de calcio A23187 a dosis de 10uM.

- TNF a dosis de 1 ng/ml (10 U/ ml)
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Tras anadir los estimulos, se incubaron durante 15 minutos
a 37°C en un bafo con agitacién constante. La reaccién se paré colocando los
tubos sobre hielo. Después se centrifugaron los tubos a 1600 rpm a 4°C durante
15 minutos y se recogieron los sobrenadantes que se leyeron en un
espectofotometro a 550nm. Se hicieron controles en paralelo con SOD (10ug/ml)
para asegurar que la reduccién del citocromo c reducide fue debida inicamente
al O2- generado durante la estimulacion celular.

La formacién de O2- se expresé en nmoles de citocromo c
reducido durante 15 minutos y por millén de células ( nmoles citocromo ¢/ 15min

/ mili6én de células).

E. REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados fueron de origen analitico. El
dextrano, FNa, ClAl, PMA, FMLP, iondforo de calcio A23187, zimosan, y
citocalasina b, procedian de Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA). El PMA,
FMLP, ionéforo del calcio A23187, y citocalasina b fueron disueltos en
dimetilsulfoxide (DMSO) para conseguir unas concentraciones de 1mg/ 500ul,
10° M, 10mM y 10mg/ml, respectivamente.
El citocromo ¢, TNF-a y SOD se obtuvieron de Boehringer-Mannheim (Barcelona,
Espafia).

Todos los reactivos fueron etiquetados y almacenados a -20°C hasta su utilizacién.
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METODO ESTADISTICO

1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

De las variables cuantitativas se ha consignado el tamafio (n),
la media (x), la desviacién tipica (d) y los valores minimo y maximo. De los
caracteres cualitativos se ha reflejado la frecuencia absoluta y el porcentaje.

2. ESTADISTICA ANALITICA

Se han realizado diferentes comparaciones intergrupos. Para
ello se utilizé la t de Student o el andalisis de la varianza (ANOVA). Si la
diferencia era significativa se aplicé la prueba de Newman-Keuls. Entre las
variables numéricas, se buscaron los coeficientes de correlacién que salian

significativos. Se ha considerado significativa la p< 0.05.
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RESULTADOS



BRESULTADOS
I. ESTIMULACION A NIVEL DE RECEPTOR

A.RESPUESTA A LOS ESTIMULOS UTILIZADOS

Inicialmente pretendimos conocer si los neutréfilos de los

pacientes con cirrosis hepatica son capaces de responder a estimulos produciendo
radicales superéxidos esenciales para su funcién. Para ello, estudiamos por
duplicado 42 pacientes cirréticos y 19 controles. Tras su aislamiento los
neutréfilos fueron estimulados con FMLP (N-formil-metionil-fenilalanina,
producto derivado de la sintesis proteica bacteriana ) a dosis de 107 M. Esta
sustancia actta a nivel de un receptor especifico localizado en la membrana de
los neutroéfilos. Hallamos que la produccion de anién superdxido, expresada en
nanomoles de citocromo ¢ reducido durante 15 minutos y por millén de células,
estaba descendida en los pacientes con cirrosis hepatica en relacion con los
controles ( 15 + 8,4 frente a 25 + 7 nmoles citocromo ¢ reducido / 15 min / millon
células, respectivamente) (Fig 7). Siendo la produccién media de superodxido en
los cirréticos de 58,8 + 25,3% (rango: 14,8 - 100%), respecto a los controles en cada
uno de los experimentos. Esta disminucién fue estadisticamente significativa (
p < 0,001 ) entre ambos grupos. De los 42 pacientes estudiados, solamente en 4

(9,52% ) la respuesta fue normal .

Para descartar que la disminucién de la respuesta al FMLP fuera

originada por un defecto especifico a este estimulo, estudiamos la respuesta de
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los neutréfilos a otro estimulo diferente que actia a través de la via agonista-
receptor. Para ello utilizamos el zimosan opsonizado a dosis de 1 mg/ ml
previamente preparado como se indica en material y métodos. La produccién
media de anion superdoxido en respuesta a este estimulo fue en los pacientes
cirrdticos de 5,8 + 5,8 nmoles de citocromo ¢ reducido /15 minutos / millén de
células, mientras que en los controles fue de 8,9 + 6,4 nmoles de citocromo ¢
reducido / 15 minutos / millén de células (Fig 7). Ello suponia que en los cirréticos
la respuesta fue el 54,4 + 5,5% de lo que ocurria en los controles. A pesar de ello,

estas diferencias no alcanzaron significacién estadistica.

—
(=2}

nmoles de citocromo ¢

FMLP Zimosan

D Controles

Fig 7. Produccion de superéxido por los neutréfilos
{nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén
de células), al estimular a nivel de receptor con FMLP
0 zimosan.

Cirrosis hepsatica
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Con el mismo fin estimulamos también los neutroéfilos con el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF). Esta citoquina eleva la respuesta
celular a otros estimulos, tras aumentar la afinidad de estos a sus receptores.
Por ello podriamos esperar, que la preincubacién de los neutréfilos con TNF
aumente de forma llamativa la respuesta de estas células al FMLP, que acta,
como hemos visto, via receptor. Este estudio demostré que 1 ng/ ml ( 10 U/ml) de
TNF-alfa no ejerce ningan efecto sobre la produccion de superéxido en los
neutréfilos, tanto de los controles como de los pacientes con cirrosis hepatica. Sin
embargo, cuando los neutrofilos fueron preincubados durante 30 minutos con
TNF, la respuesta al FMLP aument6 en los controles ( 18+ 8,2 vs 26,6 + 13
nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 min / millén de células con FMLP y FMLP
previa preincubacion con TNF, respectivamente) pero no en los neutréfilos de los
pacientes cirrdticos (13,4 + 7,1 vs 12,9 + 2,9 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
min / millén de células, respectivamente). (Fig 8). Estos resultados sugieren que
la débil respuesta de los neutréfilos de los cirréticos a los estimulos que actian
a nivel de la membrana y de receptores no se debe a un defecto en la interaccién

de esos estimulantes con sus respectivos receptores.
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Fig 8. Produccién de anién superdoxido por los
neutréfilos (nmoles de citocromo ¢ reducido /15

minutos / millbn de células), después de su
estimulaciéon con TNF y/o FMLP.
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B. CORRELACION CLINICA.

Puesto que los neutrodfilos de los pacientes con cirrosis hepdtica
presentaban una alteracién en la capacidad de produccion de anidén superédxido
ante los estimulos que actian a través de su receptor, se estudié si esta alteracién
guardaba alguna relacién con las caracteristicas de la cirrosis hepatica (Tablas

3y4).
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TABLA 3. Caracteristicas de los pacientes cirrdticos estimulados con FMLP.

- Edad : 60 £ 9,9 anos

- Sexo: 28 varones y 14 mujeres

- Etiologia de la cirrosis: aleohol.......coooeiivininiiiniieinns 22 pacientes
aleoholy VHC.......coooiiiiie 9 pacientes
VIrus Cooooveeviieeeiiicere e eeeeeeeeees 7 pacientes
VHB. ...ttt 2 pacientes
Criptogenética.......covcvmeererieeerenicinan. 1 paciente
AULOINMUNE.....cieeeeeraeeereeeererreeersanan 1 paciente
- Insuficiencia hepatica: grado A........c.cooiiiiiiiiiiiieiiiineinenes 5 pacientes
grado B......oveeiiiii e 10 pacientes
vErado C......oooveieieieeiieeeeerereeeereeenns 27 pacientes
- ASCItiS: Nt 2 pacientes
Ascitis de facil manejo.......ccoccoveveiirieeeriiennreen s 34 pacientes
Ascitis de dificil manejo........ccooceceveeeiieieeciier e 6 pacientes
- Encefalopatia: NO...oeceeceeeeee e 20 pacientes
R T OO PUPPUURUSPUOURE 22 pacientes
- Antecedentes de infeccién del liquido ascitico: ............c........ 9 pacientes

- Antecedentes de hemorragia digestiva por hipertension portal: 32 pacientes

- Parametros bioquimicos: GOT 87,9 + 42U/
GPT 78,6 + 48,2U71
GGT 64 + 47,4U1
FA 147,2 £ 79,1U/1
BT 2,9 + 2mg/dl
AlbGmina 2,9 + 0,6g/d1
Actividad de protrombina 58,8 + 19%
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TABLA 4. Caracteristicas de los pacientes cirréticos estimulados con zimosan

- Edad: 58,9 6,2

- Sexo: 4 varones y 5 mujeres

- Etiologia de la cirrosis: alcohol y VHC.........cccoiiniiinns 5 pacientes
VHC....o i 3 pacientes

VHB...o et 1 paciente
- Insuficiencia hepatica: grado A........ccccviiminiciiinieninen 5 pacientes
grado B......ooore e 3 pacientes

ygrado C.....cooiiiiiiiiiiniiiiicinerinees 1 paciente
= ABCIEIS: NOuuettce it ieeeeee ettt ceeeseeeaaeeassesaeannevasnsennnsenan 6 pacientes
ascitis de facil MANeJO....c...occeviriiiieeieeiiiree e 2 pacientes

y ascitis de dificil control........ccccccovvvvviiriiirirennnennneenn. 1 paciente
- Encefalopatia: NO......cooiiieii e, 8 pacientes

NS 3 TS U U ORUURRUPURUUURN 1 paciente

- Antecedentes de infeccién del liquido ascitico..................... 1 paciente

- Antecedentes de hemorragia digestiva por hipertensién portal: 3 pacientes

- Parametros bioquimicos: GOT 75,5+28,1 U/l
GPT 92,1+37,2 UN
GGT 58,4+26,8 UN
FA 134,3+25,8 U/l
BT 1,6+0,7 mg/dl
Albumina 3,6+0,3 g/dl
Actividad de protrombina 67,9+9,4%
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El estudio de la produccién de superédxido por los neutréfilos
en respuesta al FMLP no se correlacioné estadisticamente con el grado de
insuficiencia hepatocelular de los pacientes con cirrosis hepatica. En efecto, esta
produccién estuvo reducida significativamente en todos los cirrdticos con
independencia de su grado de insuficiencia hepatocelular. Mientras que el
estimulo de los neutréfilos de controles con FMLP se traduce en una produccion
de superdxido de 25 = 7 nmoles de citocromo c¢ reducido / 15 minutos / millén de
células, los de cirréticos en estadio A producen 12,5+ 8,7 (49,4428,1% respecto a
los controles) nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 min / millén de células; los de
cirréticos B con 12,3 + 3,2(60,3+19,7% ) nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millon de células y los de cirroticos C 16,1 £9 (60,1+26,3%) nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 min/ millon de células. Las diferencias halladas entre

los distintos grados funcionales, no eran estadisticamente significativas (Fig 9).
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Fig 9. Produccién de superdxido (nmoles de citocromo
¢ reducido / 15 minutos /millon de células) por los
neutrofilos estimulados con FMLP, en individuos
sanos controles y pacientes con cirrosis hepatica, en

diferentes grados de insuficiencia hepatica (Ci:cirrosis
hepatica).

Sin embarge, la respuesta de los neutréfilos al zimosan
opsonizado se deteriord progresivamente a medida que procedian de cirréticos con
peor funcion hepatica. En los cirréticos de grado A, la produccién de superéxido
no se diferenciaba de la hallada en los controles (controles: 8,9 nmoles de
citocromo c¢ reducido / 15 minutos / millon de células; grado A: 8,7+5,8
(66,8+23,5%) nmoles de citocromo ¢ reducido/ 15 minutos / millon de células).En
los del grado B 2,1 + 3,2 (41,3+42%) nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos
/ millon de células; v en el de grado C 1,03 (20%). Aunque tomando en

consideracion el valor absoluto de la produccion de superéxido en cada uno de los
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experimentos no observamos diferencias significativas, al comparar el porcentaje
de respuesta de cada paciente respecto a los controles si encontramos diferencias

que alcanzaron significacién estadistica (p < 0,05).

Analizando cada uno de los parametros que constituyen la
clasificacién de Child-Pugh observamos los siguientes datos:
- Ascitis: Cuando los neutréfilos fueron estimulados con FMLP la produccién de
superoxido en los pacientes con ascitis fue de 14,8 £ 8,1 nmoles de citocromo ¢
reducido / 15 minutos / millén de células (69,2 + 24,5%), mientras que en aquellos
gue no presentaban esta complicacién fue de 13,9 + 9,7 nmoles de citocromo ¢
reducido /15 minutos / millén de células (52 + 37,2%). Estas diferencias no eran
significativas. Cuando se empled el zimosan opsonizado como estimulo los
resultados fueron diferentes. La produccion de anién superdxido fue
significativamente mayor (p< 0.05) en los pacientes que atn no habian
desarrollado ascitis (10+9 nmoles de citocromo ¢ reducide / 15 minutos / millén de
células (72,3+27,1%)), que en los que si la presentaban ( (,6+0,5 nmoles de
citocromo ¢ reducido /15 minutos /millén de células (14,7+9,2%).
- Encefalopatia: En los pacientes con antecedentes de encefalopatia, la
produccion de anion superodxido tras el FMLP ( 14 £ 7,9 nmoles de citocromo ¢
reducido / 15 minutos / millén de células (58,2+25,4%)) fue ligeramente mas baja
que en los cirréticos sin esos antecedentes ( 15,5 + 8,4 nmoles de citocromo ¢
reducido / 15 minutos / millén de células (59,5+25,2%)), pero esas diferencias

tampoco alcanzaron la significaciéon estadistica.
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Las diferencias fueron mas claras cuando se utilizé zimosan como estimulo de los
neutréfilos, sin embargo, el bajo nimero de pacientes estudiados que habian
tenido encefalopatia impiden asegurar que exista una relacién entre la
encefalopatia y la baja respuesta de los neutrdfilos al zimosan. Asi, en ausencia
de encefalopatia la produccién de superéxido fue de 7,5 + 8 nmoles de citocromo
¢ reducido / 15 minutos / millén de células (57,2 £ 34 %) en los pacientes sin
encefalopatia, y en el Gnico con encefalopatia de 1,03 nmoles.de citocromo c
reducido / 15 minutos / millén de células (20%).

- Albtimina, bilirrubina y actividad de protrombina: No se observé ninguna
correlacion significativa entre los niveles de estos parametros y la produccion de
superdxido tras el estimulo con FMLP, siendo los coeficientes de correlacién:-0,18,
-0,03, y -0,01, respectivamente. Tampoco observamos correlaciones significativas
cuando empleamos el zimosan como estimulante, aunque fueron positivas para
la albtmina y la actividad de protrombina (0,48 y 0,14, respectivamente) y

negativo para la bilirrubina (-0,25).

En relacion con la etiologia de la cirrosis hepatica tampoco
encontramos diferencias estadisticas en la cuantia de produccién de superéxido
en respuesta al FMLP. En todos los grupos etiolégicos esta respuesta estuvo
igualmente descendida, excepto en el paciente con cirrosis autoinmune. Mientras
que en los controles la produccion de anién superdxido fue de 24,97 = 7 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millon de células, en los alcohélicos estaba

descendida al 55,5+24,6% , siendo la produccién media de superdxido de 13,6 +
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6,5 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 min / millén de células. En los pacientes
con cirrosis y serologia positiva para el virus de la hepatitis C estaba descendida
a 10z 3,5 nmoles citocromo c reducido / 15 min/ millén de células, (42,1+13,5%).
Cuando ambos factores etiolégicos, alcohol y virus C, estaban presentes la
respuesta estaba también disminuida , 19,2 + 8,8 nmoles de citocromo ¢ reducido
/ 15 minutos / millén de células (75,9+17,9%). Del mismo modo respondieron los
pacientes con serologia positiva para el virus B o en el que el estudio etiolégico
fue negativo , siendo los porcentajes de respuesta respecto a los controles de
62,7+37,3 %, y 46,7%, respectivamente (18,1 + 13,5 y 8,5 nmoles de citocromo ¢
reducido / 15 min / millén de células, respectivamente).

El mismo defecto detectamos cuando los neutrdfilos fueron estimulados con
zZimosan, pero tampoco en este caso hallamos diferencias entre los diferentes
grupos etiologicos. A pesar de ello, en los pacientes con cirrosis por VHC y etanol
la respuesta fue superior que en pacientes con cirrosis por el VHC ( 10,5 9,6
nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células, 72,4432,8%, y 2,8
+ 2,9 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células, 32+30,8%,

respectivamente.

Tampoco hubo diferencias segiin que existiera o no infeccién
previa del liquido ascitico. Asi, por ejemplo, tras la estimulacién con FMLP la
produccién de superédxido en los 9 pacientes que habian presentado PBE fue de
15,6 + 6,9 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /millén de células

(65,3+25,2%) frente a los 14,5 + 8 5 nmoles de citocromo ¢ reducido /15 minutos
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/millén de células (57,1425,1%) producides por los pacientes sin infecciones
previas. En el grupo de pacientes estimulados con zimosan solamente uno habia
desarrollado infeccién del liquido ascitico, y el descenso en la produccién de
superéxido fue evidente: 1,03 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén

de células (11,56%).

Tampoco el antecedente o no de hemorragia digestiva por
hipertension portal se relaciond con la alteracién de los neutrdfilos para
responder al FMLP (16,3 £ 14 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /
millén de células, 56,1+25,3%, frente a 16,5 +8 nmoles de citocromo ¢ reducido /
15 minutos /millon de células, 67,6+23,4%, respectivamente). Con zimosan
observamos cambios similares: 6 + 9,3 (39,3 + 36%) vs 8,4 + 2,3 (80,7t 17,2%)

nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millon de células.

Los niveles de enzimas de colestasis (GGT y FA) tampoco
demostraron correlacién con la respuesta de los neutréfilos al FMLP (0.12 y 0.25,
respectivamente). Por el contrario, la correlacion con las transaminasas (GOT y
GPT) fue significativamente positiva con coeficientes de correlacién de 0.41 y 0.37
(p <0.01 y p< 0.05, respectivamente) cuando consideramos los valores absolutos
de la produccion de superdxido, pero no cuando consideramos los porcentajes,
respecto a los correspondientes controles (0,27 y 0,25). Tampoco observamos

correlaciones significativas cuando utilizamos el zimosan como estimulo.
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A. ESTIMULOS UTILIZADOS.

El siguiente paso lo dedicamos a explorar la proteina G. Para
ello utilizamos el fluoruro sédico (FNa) y el fluoruro de aluminio (FAIl).

Cuando estimulamos los neutréfilos con FNa a dosis de 20
mM, observamos que la respuesta de los pacientes cirréticos estaba descendida
en relacidén a la obtenida en los controles ( 11,1 + 4,6 frente a 22,6 £ 7,1 nmoles
de citocromo ¢ reducido /15 min /millén de células, respectivamente, p< 0,001). La
produccion media global de anion superdxido, en porcentaje respecto a cada
control, estaba reducida al 50,8+22,5%, siendo la distribucién por rangos de

frecuencia la siguiente:

Rango de porcentaje Numero de pacientes (%)
0-25% 2 (10%)
26 - 50 % 7 (35%)
51-75% 7 (35%)
76 - 100 % 4 (20%)

Dado que el FNa requiere del aluminio como cofactor para la activar
la funcién de los neutrodfilos, en 15 pacientes con cirrosis hepatica y 6 controles
comparamos la respuesta a la estimulacién con FNa a dosis de 20 mM con 1a que

sigue a la estimulacion con FAl (formado por la unién de FNa 5mM y cloruro de
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aluminio (AICL,) a dosis de 10 pM). También estos experimentos nos mostraron
que la respuesta estaba disminuida en los pacientes cirrdticos frente a los
controles ( 11,5 + 5,8 vs 18,5 + 5,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 min / millén
de células, respectivamente, p < 0,05). En porcentaje, la produccién del anién
superéxido estaba reducida al 61£27,8 % en relacién con los controles. En la
distribucién por frecuencias ningiin paciente tenia una reduccién tan marcada
como para encontrarse entre 0y 25%; en cambio 7 (46,7%) pacientes presentaban
una reduccion entre el 26 y el 50% de los controles; 3 ( 20%) entre el 51 y el 75%
y 5 ((33,3%) mayor del 76% de la produccién total de superodxido respecto a los
controles. Dos pacientes habian producido igual cantidad de anién superdxido
que los pacientes controles en cada uno de los experimentos.

Al comparar la respuesta de este grupo de pacientes a los estimulos
con FNa y FAl, no se observaron diferencias estadisticamente significativas, ya
que la media de produccién de radical superdxido fue de 11,4+ 5,3y 11,6+ 5,8
nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 min / millén de células, respectivamente, y los
porcentajes respecto a los controles fueron de 54,5+23,5 % y 61+27,8 %,

respectivamente (Fig 10).
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Fig 10. Produccién de superédxido por los neutréfilos
(nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / milléon

de células) tras la estimulacién a nivel de la proteina
G con FNa y FAl

Cirrosis hepética

Se trataba de pacientes en quienes se habia realizado también
el estimulos con FMLP. La respuesta obtenida a estos dos estimulos fue 11,1+6
(50,8423,1%) y 11+5,3 (44+17,6%) nmoles de citocromo ¢ reducide / 15 minutos /
millén de células, respectivamente. La respuesta a sus respectivos controles fue
de 22,6+7,6 y 25,3+7,7 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de
células tras el estimulo con FNa o FMLP, respectivamente. Estos resultados
indican que la respuesta de los neutréfilos de cirrdticos era igualmente anormal
tras cualquiera de ambos estimulos. Ademas, en 5 pacientes cirréticos y en 2
controles los neutréfilos fueron estimulados simultaneamente con FMLP y FNa,

sin que con ello lograramos mejorar la produccién de superéxido por los
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neutrdfilos de cirrdticos ( Fig 11).
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Fig 11. Comparacién en la produccién de superédxido
(nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén

de células) al estimular a nivel de receptor y/o proteina
G.
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B. CORRELACION CLINICA
Al igual que encontramos cuando los neutréfilos fueron
estimulados a nivel de receptor, también hallamos una profunda alteracién en la
produccién de superdxido al estimular los neutréfilos a nivel de la proteina G. Por
ello quisimos saber si ese trastorno tenia alguna relacién con las caracteristicas

de la cirrosis hepatica. {Tablas 5 y 6).
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TABLA 5. Caracteristicas de los cirréticos estimulados con FNa.

- Edad: 60,5 £ 10 afios

- Sexo: 13 varones y 7 mujeres

- Etiologia de la cirrosis: Alcohol.........ccocviiiiniiinninienn 12 pacientes
VHC....ooceeeie v 5 pacientes
Alcohol y VHC......oeevriinnvienerenenn, 3 pacientes
- Insuficiencia hepatica: grado A........ccoovriiiiiiiiiiiiiinnnninine 3 pacientes
grado B.......ooov e b pacientes
grado C......oooiiiiiiiireee 12 pacientes

- ABCIEIS: INO.c ittt e s e s e seee e r e ree e e saeeaereeasesernanannnas 1 paciente
LBV .ctieiiriiitieie e et aeee et er e e s e e e s e e e e e e e e e ranenens 18 pacientes

difici] MANEJO. ..o 1 paciente

- Encefalopatia: NO.......cooooiiiiiiiiieece e 10 pacientes
grado I-IL.......ooooiiieeeee e 10 pacientes

- Antecedentes de infeccidon del liquido ascitico...................... 4 pacientes
- Antecedentes de hemorragia por hipertension portal........ 17 pacientes

- Parametros bioquimicos: GOT 78,8+33,3 U/l
GPT 74,5+38,8 U/l
GGT 52,3+37,8 U/l
FA 136,1+70 U/L
BT 2,33+1 mg/dl
Albtmina 3+0,7 g/dl
Actividad de protrombina 60,6+14,7%
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TABLA 6. Caracteristicas de los pacientes cirréticos estimulados con FAI

- Edad: 60,7+10,5 afios

- Sexo: 10 varones y 5 mujeres

- Etiologia de la cirrosis: Alcohol.........ccocoveiiineiiniiieinn, 8 pacientes
VHC. .ot 4 pacientes
alcohol y VHC......oconnniiiiiiiee 3 pacientes

- Insuficiencia hepatica: grado Ao 3 pacientes
grado B......o.oooiiiiii 3 pacientes
grado C.....coooevvevereiinienre e 9 pacientes

= ASCIEIS: INOLceeeeeeeeeeieiieerie et rra e ee e e ae s 1 paciente

de facil control......cooovieeiieiiriiie e 14 pacientes

- Encefalopatia: NO...ooociieireriiieeiereecer e e 8 pacientes

grado I-IL......o.cooiiiiii e 7 pacientes

- Antecedentes de infeccion del liquido ascitico.................. 3 pacientes

- Antecedentes de hemorragia digestiva por hipertension portal: 13 pacientes

- Parametros bioquimicos: GOT 87,9+29,9 U/l
GPT 86,2+34,5 U/
GGT 54,6+41,5 UN
FA 118,7+25,9 UA
BT 2,43+1,1 mg/dl
AlbGmina 3,1+0,7 g/dl
Actividad de protrombina 63,1+15,5%
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Para determinar si este defecto en la produccion de anidn
superéxido tras el estimulo de los neutréfilos con FNa estaba en relacion con el
grado funcional de la enfermedad hepética, realizamos comparaciones entre los
diferentes grupos de cirrdticos.

Mediante el analisis de la varianza y tomando en consideracion el valor absoluto
de la produccién de anién superdxido en cada uno de los experimentos,
observamos que la respuesta era menor cuanto mas alta era la puntuacién en la
clasificacién de Child-Pugh. En efecto, la produccién media de anién superoxido
fue de 16,9 + 1,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 min /millén de células en los
cirréticos con grado funcional A; de 11,7 + 1,4 en los que tenian un grado
funcional B; y de 10,5 + 2 para los que estaban en grado funcional C, A pesar de

ello, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Sin embargo, al comparar el porcentaje de respuesta de cada
paciente con respecto a los controles, si pudimos encontrar diferencias, que
alcanzaban la significacién estadistica. En los pacientes con cirrosis en grado
funcional A, el porcentaje de respuesta fue el 84,3 + 8,7 % de la encontrada en
sus respectivos controles. En los pacientes con grado funcional B la respuesta
descendid al 54,6 = 23,5 % y en los pacientes con grado C el porcentaje al 40,8 +
16,9 %. Al aplicar la prueba de Newman-Keuls determinamos que las diferencias
eran estadisticamente significativas entre los grados Ay C, y entre los grados A
y B, pero no entre los grados funcionales By C. Asi pues, este analisis demuestra

que existe un defecto en la funcién de los neutréfilos que es tanto mas llamativo
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cuanto méas avanzado es el grado de insuficiencia funcional hepatica (Fig 12).

R T T T e A R, 3

% Producecion superdxido

Controles
I:] Cirosis hepatica grado A
D Cirrosis hepatica grado B

Cirrosis hepéitica grado C

Fig 12. Produccién de superdxido por los neutréfilos,
estimulados con FNa en individuos sanos controles y
pacientes con cirrosis hepatica en diferentes grados de
insuficiencia hepatica.

En la valoracién por separado de cada una de las variables
que influyen en el grado funcional hepatico hallamos los siguientes resultados:
- Ascitis: Aquellos pacientes que no habian tenido nunca ascitis presentaron una
disminucién en la produccién de superdxido al 84,3 £ 8,7 %(16,9 + 2,7 nmoles de
citocromo c¢ reducido / 15 minutos / millon de células), mientras que los que
presentaban esta complicacidén esta produccion era sblo de 44,8 £ 19,4 % (10,9 +
6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / milléon de células). Estas

diferencias eran estadisticamente significativas ( p < 0.001).
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- Encefalopatia: Los pacientes con cirrosis sin antecedentes de encefalopatia
respondieron con mayor produccién de superéxido que aquellos otros con ese
antecedente. En efecto, 53,1 £25,1% (14,1 + 6,1 nmoles de citocromo ¢ reducido /
15 minutos / millén de células) en el primer grupo frente a 42,5 £18,6 % ( 9,4 +5,2
nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células), en el segundo.
Estas diferencias, sin embargo, no eran significativas.

- Albtimina: Observamos una correlacion positiva (p < 0.05) entre los niveles de
albimina y la capacidad de los neutréfilos para responder a estos estimulos. El
coeficiente de correlacién entre ambas variables fue de 0,59 (Fig 13).

- Actividad de protrombina: También observamos que existia una correlaciéon
positiva similar (r: 0,52) entre la actividad de protrombina y la respuesta de los
neutrofilos (Fig 14).

- Bilirrubina: Por iltimo, la correlacién entre la respuesta de los neutréfilos y las

tasas de bilirrubina sérica fue negativa (r: - 0,54) (Fig 15).

Albimina (g/100ml)

0 20 40 60 80 100
% de produccidn de superdxido tras estimulacion con FNa

Figura 13. Correlacién entre la produccién de superoxido ¥y albumina sérica en
pacientes con cirrosis hepatica
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Actividad de protrombina (%)

0 20 40 60 80 100
% de produccién de superdxido tras estimulacién con FNa

Figura 14. Correlacién entre la produccién de superoxido y la actividad de
protrombina en pacientes con cirrosis hepatica.

Bilirrubina {mg/100ml)

0 20 40 60 80 100
% de produccién de superdxido iras estimulacién con FNa

Figura 15. Correlacion entre la produccion de superoxido y la bilirrubina sérica
en pacientes con cirrosis hepética
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Al analizar otras caracteristicas de la cirrosis hepatica, no
comprobamos que la etiologia de la enfermedad tuviera ninguna influencia sobre
la capacidad de respuesta de los neutréfilos. En los pacientes con cirrosis asociada
al alcohol, la produccion de anién superoxido fue tan solo de 9,8 + 4,9 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células (47,7+25,1% respecto a sus
controles). En los pacientes con VHC positivo esta fue de 14,3+ 8,2 nmoles de
citocromo c reducido / 15 minutos / millon de células (42,4+13%) y en los pacientes
con etilismo y VHC fue de 15,6 + 4 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /
millén de células (76,91+4,9%). No obstante, observamos que, al igual que sucedid
cuando utilizabamos un estimulo que acta a nivel de receptor (FMLP o zimosan),
en los pacientes con cirrosis relacionada con alcohol y VHC la producciéon de
superoxido fue mayor que en aquellos otros en los que la etiologia era unifactorial

(Fig 16).

% Produceién superéxido

Alcohol Virus C Aleohol + Virus C

& rFumLp
Eﬁ Zimaosan
D FNa

Fig 16. Produccién de superéxido en pacientes con
cirrosig hepatica de etiologia etilica yfo VHC.
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Los neutréfilos de los pacientes que habian sufrido una
infeccién del liquido ascitico (peritonitis bacteriana, ascitis neutrofilica, o
bacteriascitis) mostraron una respuesta méas deficitaria que aquellos que no se
habian infectado. En efecto, la produccién de super6xido fue en los primeros de 8,6
+ 6,4 nmoles de citocromo c reducido / 15 minutos / millén de células (39,4 + 25,8%
respecto a sus controles) mientras que en los altimos fue de 12,6+ 5,8 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células (53,6 + 22,3%). Sin embargo,
esta diferencia no alcanzé significacién estadistica.

Tampoco se observaron diferencias significativas entre los
pacientes que habian presentado hemorragia digestiva por hipertension portal y
aquellos otros sin este antecedente. No obstante, habia cierta tendencia a una
menor producciéon de anién superdxido en los primeros [ 11,3 + 6,2 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millon de células (49,1 £21,9% con respecto a
sus controles)] que en los Gltimos [ 14,6 + 4,4 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millén de células (60,2 + 32,6%)].

Entre los pardmetros bioquimicos considerados, ademas de los
ya expuestos, encontramos una correlacion positiva significativa (r: 0,45; p<0.05)
sélo entre el porcentaje de respuesta de los neutréfilos y los niveles de GGT (Fig
17). Con el resto de los parametros analizados (GOT, GPT, FA), asi como con la

edad y el sexo de los pacientes, no hallamos correlacién significativa alguna.
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Figura 17. Correlacién entre la produccion de superoxido y GGT en pacientes
con cirrosis hepatica

entre los diferentes grupos de sujetos observamos que, al igual que sucedid al
utilizar el FNa como estimulo, la produccion de anién superdxido era menor
cuanto mayor era el grado de insuficiencia hepatocelular existente. No obstante,
las diferencias no alcanzaron significacién estadistica. Los pacientes con grado
funcional A tuvieron una produccion de superdxido de 13 + 6 nmoles de citocromo
¢ reducido / 15 minutos / millén de células, lo que representaba el 66,1 £ 19 % de
sus propios controles. En los pacientes con grado funcional B, esta produccion fue
de 12,7 + 8 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células ( 61,5

+36,2 %) y los del grado funcional C de 10,6 £ 5,7 nmoles de citocromo ¢ reducido

Cuando comparamos la respuesta de los neutrofilos al FAl

/ 15 minutos / millon de células (59,1 £30,4 %).
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Al analizar cada uno de los componentes del grado funcional
de Child-Pugh hallamos los siguientes resultados:
- En los pacientes que no habian desarrcllado nunca ascitis, la produccién de
superéxido fue mayor [ 13 £6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millon
de células (66,1 £19 % respecto a sus controles)] que en aquellos otros que si
habian presentado ascitis [ 11,1 £+ 6 nmoles de citocromo c reducido / 15 minutos
/ millén de células (59,7 + 30,2 %)], pero estas diferencias no eran significativas.
- Los pacientes que habian presentado encefalopatia porto-sistémica respondieron
algo menos al estimulo can FAl que aquellos otros que no la habian desarrollado
[ 11,6 + 6,2 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millon de células (66,9
+ 30 %) vs 11,4 +6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células
(55,8 +26,7 % )]. Sin embargo, estas diferencias no eran estadisticamente
significativas.
- No observamos ninguna correlacién que fuera significativa entre la produccion
de anién superéxido y los niveles séricos de albimina (r: 0,02) o de actividad de
protrombina (r: 0,15).
- Por altimo, existia una correlacién negativa, no significativa, entre la produccién

de superoxido y los niveles séricos de bilirrubina (r: -0,25).

Tampoco encontramos que la etiologia de la cirrosis tuviera
alguna relacién con la respuesta de los neutrofilos al FAl si bien de nuevo
observamos una mayor produccién de superdéxido en pacientes con cirrosis

alcohdlica y virus C. Asi, la respuesta al FAl en los pacientes con cirrosis etilica
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fue de 9,9 + 4,2 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células
(61,6 + 26,1 % respecto a sus controles), de 10,8 + 7,2 nmoles de citocromo ¢
reducido / 15 minutos / millén de células ( 47,9 = 35 %) en los infectados por VHC
y de 16,7 + 6,7 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutes / millén de células
(76,8 = 21,9 %) en los que existian ambas etioclogias.

Aunqgue los pacientes que habian presentado hemorragia
digestiva por hipertensiéon portal tuvieron una menor produccién de anién
superéxido [ 10,9 + 5,9 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de
células (57,1 £27,9 % )] que los que no presentaron esta complicacion f (15,5 £ 4,1
nmoles; 86,2 + 8 8%)], las diferencias no fueron significativas.

Al comparar la respuesta de los neutrdfilos de aquellos
pacientes que habian sufrido algiin episodio de infeccién del liquido ascitico con
la de los que carecian de esa complicacion, observamos que las diferencias no eran
estadisticamente significativas. Asi, la produccién de superdxido en pacientes con
episodios previos de infeccidn fue de 12,1 +5,7 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millén de células ( 74,6 £36,4 % respecto a sus controles) y en pacientes
sin episodios previos de 11,4 +£6,1 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /
millén de células (57,6 = 26,1 % ).

Tampoco encontramos correlaciones significativas con otros
parametros bioguimicos considerados [ GGT (r:0,11), FA (r:0,14), GOT (r:-0,36),

GPT (r:-0,2)] ni con la edad de los pacientes (r:0,31).
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A. RESPUESTA A LOS ESTIMULOS UTILIZADOS

Como hemos visto hasta ahora los neutréfilos de los pacientes
con cirrosis tenian una respuesta reducida cuando eran estimulados a nivel de la
membrana, ya sea de los receptores o de la proteina G. Este defecto pudiera
deberse bien a nivel de los primeros pasos que llevan a la activacién de la oxidasa
o bien en niveles mas posteriores y proximos a la NADPH-oxidasa (ver figura 6).
Con el fin de explorar las vias de transmisién de sefial defectuosas en esos
enfermos, utilizamos estimulos que no precisaran de receptores o de la proteina
G para activar la oxidasa.

Inicialmente empleamos el ionéforo de calcio, A23187, a dosis
de 10uM, el cual abre los canales del calcio permite la entrada de calcio en las
células. De esta forma estudiamos 23 pacientes y 11 controles. La produccién de
anién superoxido por los primeros fue de 9,1 + 2,8 nmoles de citocromo ¢ reducido
/ 15 minutos / millén de células y de 9,4 + 2,8 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millén de células en los controles (Figura 18). Estos datos suponen que
la produccion de superdxido fue en los pacientes cirréticos del 96,6 + 5,3 % de los
controles, con un rango que oscilé entre el 81,7 % y el 100%. Como vemos, la
respuesta de los neutrofilos al ionéforo de calcio no se diferenciaba

significativamente de la normalidad.

98



T - —

nmoles de ¢citocromo ¢

D-

D Controles

Fig 18. Produccion de superdxide (nmoles de citocromo
¢ reducido /15 minutos / milléon de células) tras su
estimulacién con A23187.

Cirrosis hep4tica

B. CORRELACION CLiNICA
Aunque en el grupo completo de pacientes cirrdticos no
observamos ninguna alteracion en la respuesta al estimulo con el ionéforo de
calcio, A23187, estudiamos si en estos pacientes pudiera existir alguna

caracteristica que estuviera en relacién con una peor respuesta de los neutréfilos

al ionéforo (Tabla 7).
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TABLA 7. Caracteristicas de los pacientes cirréticos estimulados con A23187.

- Edad: 59 + 10,8 aiios

- Sexo: 16 varones y 7 mujeres

- Etiologia de la cirrosis: Alcohol.........coviieiiniriniii 12 pacientes
VHC . oot 3 pacientes
alcohol y VHC.......cccccccviiiiiinn 4 pacientes
VHB...cooecers i, 2 pacientes
Desconocida......cceeeeeeeiereeenreciennvnneeannn. 2 pacientes

-Insuficiencia hepatica: grado A ... ....ccocciieiiiiiiiiiniiiee, 10 pacientes
grado B.....ooooeeriiiiieeeee 7 pacientes
ygrado C....oooenriieeeeceie e 6 pacientes

- ASCIEIS: INO.....ccctrereeeececreeeece et e e e s e e vs e s e s e snasneas e sesene 13 pacientes
ascitis de facil control..............ccoiiiiiiiiiiei e, 8 pacientes
ascitis de dificil manejo..........ccoeevveiiiiieieereccceees 2 pacientes

- Encefalopatia: No........ovveieeeereiereeie e eeaenn 21 pacientes

) U URUOPRURN 2 pacientes
- Antecedentes de infeccién del liquido ascitico....................... 5 pacientes

- Antecedentes de hemorragia digestiva por hipertension portal: 7 pacientes

- Parametros bioquimicos: GOT 110,9+45,2 U/
GPT 104,3+45,9 U/
GGT 66,5+30,1 U/l
FA 120,7+30,4 U/l
BT 2+1 mg/dl
Albumina 3,2+0,6 g/dl
Actividad de protrombina 66,4+15,7%
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Al comparar entre si la produccién de anidén superoéxido en los
tres grados de insuficiencia hepatocelular, encontramos gque no existian
diferencias significativas, es decir, en todos los casos era normal. En efecto, los
pacientes con grado A de funcién hepdtica tuvieron una produccion de superéxido
de 9,1 + 2,5 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células ( 95,1
+6,3 % respecto a los controles), los de grado B, de 9,5 + 2,6 nmoles de citocromo
c reducido / 15 minutos / millén de células (97,1 5,8 %) , y los de grado C, de 8,8
+1,7 nmoles de citocromo c reducido / 15 minutos / millén de células (98,4 £2 %).

Las diferencias entre los distintos grupos no eran significativas (Fig 19).

nmoles de citocromo ¢

gad Cigrado C ﬂ Cigrado B
Cigrado A D Controles
g

Fig 19. Produccién de superéxido (nmoles de citocromo
¢ reducido / 15 minutos / millén de células) con A23187
en pacientes con cirrosis hepatica en diferentes grados
de insuficiencia hepatica. Ci=cirrosis hepatica.
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Al valorar cada uno de los pardmetros incluidos en el grado
funcional hepéatico tampoco observamos que la respuesta al A23187 estuviera en
relacién con cualquiera de ellos. Asi, los pacientes con ascitis tuvieron una
produccién de anién superdxido de 9,1 = 2,6 nmoles de citocromo c reducido / 15
minutos / millén de células (98,5 £ 2 % en relacién con sus controles), mientras
que los que no la tenian respondieron con 9,8 + 2,4 nmoles de citocromo ¢ reducido
/ 15 minutos / millén de células ( 95,1 £ 6,6 % ), pero esta diferencia no era
significativa.

Los dos pacientes con antecedentes de encefalopatia hepatica
respondieron al ionéforo de forma idéntica a los controles ( 100%) y los que
carecian de ellos ligeramente menos [( 96,2 + 5,5 %), (9,6 + 2,5 nmoles de citocromo
¢ reducido / 15 minutos / millén de células)].

El calculo de los coeficientes de correlacién entre la respuesta
de los neutrdfilos al estimulo con A23187 y los niveles de albtimina (r: 0,16),
bilirrubina total (r: 0,08), y actividad de protrombina (r: -0,12), mostré su carencia
de significacion estadistica.

Tampoco la etiologia parecia influir significativamente en la
respuesta de los neutréfilos al A23187. En los pacientes con cirrosis etilica la
producciéon de superoxido fue de 9,4 + 2,7 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millon de células ( 96,9 +6,5 % respecto a sus controles), en los pacientes
con serologia positiva para el virus C, de 10,2 1,5 nmoles de citocromo ¢ reducido
/ 15 minutos / millén de células ( 98,4 + 2,7 %), en los casos en los que se asociaba

el alcohol y el VHC, de 10,1 £2,3 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /
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millén de células (94,2 £5,2 %), en pacientes con VHB, de 10,7 + 3,8 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células (94,5 +£0,9 %), y en los dos
pacientes con estudio etiolégico negativo 7,2 £0,3 nmoles de citocromo ¢ reducido
/ 15 minutos / millén de células ( 98,9 £ 1,5 %).

Tampoco observamos defectos ni diferencias significativas en
pacientes que habian presentado episodios previos de infeccion del liquido ascitico
o de hemorragia digestiva por hipertension portal. La produccién de superédxido
del primero de estos grupos fue de 8,3 £ 1,8 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millén de células ( 99,6 + 0,9 %), y de 9,5 + 2,7 nmoles de citocromo ¢
reducido / 15 minutos / millon de células ( 98,1 £3,9%) en el segundo. Los
pacientes que no sufrieron ninguna de estas complicaciones respondieron con
producciones de 9,9 £ 2,5 nomoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millon de
células ( 95,7 £ 5,7 %) v 9,5 £ 2,4 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /
millon de células ( 95,9 +5,8 %), respectivamente.

Al comparar esta respuesta con la edad de los pacientes (r:
0,11), nivel de transaminasas [ GOT (r: 0,23), GPT (r: 0,31)], 0 enzimas de
colestasis [GGT (r: 0,14), FA (r: 0,32)], tampoco se hallaron coeficientes de

correlacion significativos.
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A. RESPUESTA A LOS ESTIMULOS UTILIZADOS
Dado gue la via dependiente del calcio parecia funcionar
correctamente en estos enfermos, el siguiente paso fue utilizar el ester de forbol,
4-B-forbol-12-mirastato-13-acetato (PMA), a unas dosis de 1 pg/ml. Esta sustancia
estimula la PKC al simular el efecto del diacilglicerol (Fig 6). Esta parte del
estudio incluyd 22 pacientes cirrdticos y 11 controles. Tras este estimulo, la
produccién de superdxido en los pacientes con cirrosis fue de 55 = 13 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millon de células { 90,5 + 10,8 %; 69,7-100% )
lo cual no se diferenciaba significativamente de lo hallado en los controles (56,7
+ 13,2 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células) (Fig 20).
Los neutrdfilos de estos pacientes también fueron estimulados
con FMLP ( que actia a nivel de receptor), v su respuesta estaba
significativamente reducida en relacion con el grupo control ( 65,9 = 30,2 %). La
produccién de superdxido fue de 18,3 + 9 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millén de células en los pacientes con cirrosis hepatica y de 24,7 + 7,2
nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células en los controles
(p<0,05).
De este grupo de pacientes y controles, 17 cirréticos y 9

controles fueron estimulados simultAneamente con 107 M FMLP y 1 pg/ ml PMA.
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La respuesta en este caso fue similar a la observada cuando empleamos
tnicamente PMA. La produccién de superéxido fue de 53,2 + 11,9 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células en los pacientes cirrdticos (
91,8 + 13,2 %) y de 55,6 + 7,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén

de células en los controles. (Fig 20).

nmoles de citocromo ¢
fh] w
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—
<

[=]
|

PMA FMA + FMLP

D Controles

Cirrogis hepética

Fig 20. Produccion de superéxido (nmoles de citocromo
¢ reducido / 15 minutos / millén de células) por los
neutrofilos tras la estimulacién a nivel de PKC y/o
receptor.

B. CORRELACION CLINICA.
Se realizaron diferentes grupos en los pacientes con cirrosis
hepatica para averiguar si alguna caracteristica de la hepatopatia se relacionaba
cont una menor produccidén de superodxido ante la estimulacién a nivel de la PKC.

En la tabla 8 se detallan las caracteristicas de estos pacientes.
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TABLA 8. Caracteristicas de los pacientes cirréticos estimulados con PMA.

- Edad: 59,5 + 9,9 afios

- Sexo: 15 varones y 7 mujeres

- Etiologia de la cirrosis: Alcohol......ccccomiiimiinniiiiien, 10 pacientes
alcohol y VHC......ccoiiiiiiiiiin, 6 pacientes
VHC ..ot en e s eeeeaaee 2 pacientes
VHB. oo eeeeeveeetvve e 2 pacientes
AutoinmMUNE.....oooivveicreeece e 1 paciente
etiologia desconocida.......cocecveeeennnnne 1 paciente
-Insuficiencia hepatica: grado A........ccooooeeeierorierencien e 2 pacientes
grado B........oooooiriiiivirnee e, 5 pacientes
grado C......ooovviiieiiciieereeeeenee e, 15 pacientes
= ASCIEIS: NO..ii it it trae e e e s arar e e s es s seansstae e s arneeeas 1 paciente
de facil control.......ccoviieiiiiiiviniiicrrce e, 16 pacientes
difici]l MANEJO.....oceiiieiieiieicie e e eree e eev i e 5 pacientes
- Encefalopatia: No......ouovveiiiieci ittt 10 pacientes
) POTUUUUOURIIUR 12 pacientes ( un paciente grado III-IV)
- Antecedentes de infeccidn del liquido ascitico...........c........... 5 pacientes

- Antecedentes de hemorragia digestiva por hipertensién portal: 15 pacientes

- Parametros bioquimicos: GOT 96,1+46,8 UN
GPT 82,4+54,8 UN
GGT 74,6+52,1 UN
FA 157,4485 UN
BT 3,4+2,5 mg/dl
Albtimina 2,7+£0,5 g/d]
Actividad de protrombina 57+21,9 %
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Como era de esperar en una respuesta que era normal, el
estudio de la produccién de anién superdxido tras el PMA en pacientes con
diferente grado de insuficiencia hepatica mostré que no existian alteraciones
significativas. Asi, en los pacientes con grado funcional A la produccion de
superdxido fue de 50 + 22,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén
de células ( 82,4 + 16,8 % de los controles), en los pacientes con grado funcional B,
de 46,9 + 16,1 nmoles de citocromo c reducido / 15 minutos / millén de células (
82 4 + 11 %), y en los pacientes de grado funcional C, de 58,4 + 10,3 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células ( 94,3 £8,6 %).

La valoracion independiente de cada una de las variables
utilizadas para determinar la funcién hepatica mostré los siguientes resultados:
- Ascitis: la produccién de anién superédxido en los pacientes sin ascitis fue de 50
+ 22,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células ( 82,4 + 16,8
%) y en los pacientes con ascitis de 55,5 + 12,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / milldn de células (91,3 * 10,4 %). Estas diferencias no fueron
significativas. Tampoco habia diferencias entre los pacientes con ascitis de facil
control ( 57,2 £ 12,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de
células; 91,3 + 10,4%) y los que su ascitis era dificilmente controlada ( 50,6 + 14,5
nmoles de citocromo c reducide / 15 minutos / millon de células; 82,4 £ 12,3%).

- Encefalopatia: la existencia o no de encefalopatia no influyé significativamente
en la produccion de superéxido en los pacientes con cirrosis: 60,4 £ 9,5 nmoles de

citocromo ¢ reducido / 15 minutos / milléon de células (97,9+ 4,2 %) y 48,6 £+ 14,4
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nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células (81,6 £ 9,6 %),
respectivamente.

- Bilirrubina: no hallamos ninguna correlacién significativa entre la produccién
de superéxido y los niveles de bilirrubina ( r: 0,14).

- Actividad de protrombina: existia una correlacién negativa no significativa entre
la produccién de anién superéxido y la actividad de protrombina ( r: - 0,27).

- Albamina: hallamos también una correlacion negativa entre la respuesta a PMA

y los niveles de albtimina ( r: - 0,48, p<0,05).

Tampoco hallamos diferencias que fueran significativas en la
produccién de anién superdxido por los neutrdfilos de los diferentes grupos
etiolégicos. En efecto, en las cirrosis alcohélicas fue de 57,4 + 14,7 nmoles de
citocromo ¢ reducido / 15 mnutos / millén de células ( 93,1 £ 10,2 %). En los de
etiologia viral C, de 60,7 = 11,8 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /
millén de células ( 84,6 £18,2 %). Cuando coincidian el alcohol y el VHC, de 54,8
+ 10,8 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células (96,9 + 2,8
%). Si la causa de la enfermedad fue una infeccion por el VHB, de 47,3 + 18,8
nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células ( 78 + 10,6 %). En
el paciente con cirrosis autoinmune, 53,3 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15
minutos / millén de células ( 76,2 %). Por Gltimo, en un paciente con cirrosis de
etiologia desconocida fue de 37,6 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /

millon de células ( 77,9% del control).
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Tampoco hallamos diferencias segiin que hubiera existido o no
infeccién previa del liquido ascitico. Asi, en los pacientes que habian presentado
esta complicacién, la produccién de superédxido fue de 56,4 + 18,6 nmoles de
citoeromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células ( 90,7 £ 13 %), y en los que
no la habian tenido, de 54,6 £11,7 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos /
millén de células ( 80,5 £10,6 %).

En los pacientes con antecedentes de hemorragia digestiva por
hipertensién portal la respuesta de los neutréfilos al PMA no fue
significativamente distinta de la hallada en los pacientes sin este antecedente:
55,2 £ 15 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de células ( 92 +
10,1 %), v 54,7 + 8,3 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / miliéon de
células ( 87,3 £ 12,5 %), respectivamente.

No se observé correlacidn significativa entre la respuesta de
los neutrofilos de los pacientes con cirrosis hepatica y la edad de estos (r: 0,21),
sus niveles de transaminasas [ GOT (r: 0,03), GPT (r: 0,03)], o de los enzimas de

colestasis [GGT (r: 0,11), FA (r: 0,1)].
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DISCUSION



Las infecciones constituyen una complicaciéon frecuente y
grave de la cirrosis hepatica, contribuyendo a la elevada morbi-mortalidad de los

pacientes con esta patologia (4,9,10).

En los sujetos cirrdticos se han observado diferentes
alteraciones en los mecanismos de defensa contra las infecciones, entre las que
destacan: los trastornos de la barrera intestinal, las anomalias de la actividad del
sistema monocitico-macrofagico, las alteraciones de la inmunidad humoral y

celular y las disfunciones de los neutrofilos (11,12).

En relacién con esto ltimo, algunos estudios (64) han
sugerido que en el suero de los cirréticos existirian sustancias que alterarian la
funcion de los neutrdfilos. Sin embargo, otros trabajos (65) defienden que el
defecto radica en las propias células, ya que esta alterada la quimiotaxis, la
fagocitosis y, secundariamente, su capacidad para destruir las bacterias

ingeridas.

Cuando los neutréfilos fagocitan las bacterias o entran en

contacto con un algin estimulante quimico se produce su degranulacion y sufren
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una serie de cambios coordinados que constituyen la cadena de explosion
respiratoria, durante la cual, y a través del complejo enzimatico de la NADPH-
oxidasa, se transforma el oxigeno molecular en anién superdxido (71). La cadena
de explosién respiratoria genera también perdxido de hidrégeno (H,0,), un
producto derivado de la dismutacion del anién superdxido. Este, en presencia de
cloro y de la mieloperoxidasa de los granulos de los neutréfilos, forma
hipocloritos, los cuales participan en la génesis de cloraminas, y finalmente en

la destruccién bacteriana (71).

Existen pocos estudios publicados sobre las alteraciones de los
mecanismos microbicidas de los neutréfilos en los pacientes con cirrosis hepatica.
Ademaés, los escasos estudios existentes son heterogéneos e incompletos. Asi,
algunos estudios se refieren Unicamente a pacientes etilicos (65), v las
alteraciones detectadas fueron atribuidas al alcohol. En otros trabajos, aunque
se estudian cirrosis de distintas etiologias, el nimero de pacientes incluidos era
muy pequeio (225), o existieron otros factores que, ademas de la cirrosis hepatica
podrian alterar la respuesta de los neutrédfilos (226,227). Con las reservas
impuestas por las limitaciones de esos estudios, de ellos se pueden extraer dos
conclusiones. La primera implica a los metabolitos del oxigeno como responsables,
al menos en parte, de la funcién defectuosa de los neutroéfilos de pacientes con
cirrosis hepatica. La segunda, rechaza que este defecto esté mediado por

inhibidores séricos de la funcién leucocitaria.
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Se pueden emplear dos métodos para medir la produccién de
metabolitos reactivos del oxigeno. El primerc mide la produccion de anién
superéxido liberado de las células a través de la reduccién del ferricitocromo ¢
(65). El segundo utiliza la quimicluminiscencia, dependiente bien de un anélogo
luciferin, Cypridina, o bien del luminel, para medir en un caso la produccion de
perdxido de hidrégeno, o en el otro el complejo formado por la unidén de peroxido
de hidrégeno, mieloperoxidasa y cloro, respectivamente (227). Ambos métodos
pueden realizarse con muestras de sangre completa o con preparaciones de
neutrdfilos aislados. Nosotros empleamos el método de la reduccion del citocromo
¢, va que éste mide la produccion de superdxido de oxigeno sin la intervencién de
otros productos de la degranulacién de los leucocitos neutrdfilos. Ademas,
utilizamos preparaciones de neutrdfilos aislados de muestras de sangre periférica
con el fin de descartar otros factores presentes en la sangre pudieran interferir
en la funcién de los neutréfilos. Por dicho motivo, el presente estudio analiza la

funcién intrinseca de los neutréfilos.

Esta bien establecido que la capacidad de los diferentes
estimulos para inducir la liberaciéon de superdxido, depende de la naturaleza del
agonista utilizado, la cantidad o dosis de estimulantes, duracion del estimulo, y

del estado de los neutréfilos previo al estimulo (71).

La influencia de la naturaleza del estimule sobre la

producciéon de superéxido la apreciamos claramente al estimular los neutréfilos

112



de controles y cirréticos con los distintos estimulos y dosis: FMLP ( 107 M),
zimosan opsonizado (1 mg/ml), FNa ( 20 mM), FAl (FNa 5 mM y Cl;Al 10pM),
A23187 ( 10uM), PMA (1 ug/ ml). Aungue el tiempo de estimulacién fue en todos
los casos de 15 minutos, la respuesta que obtuvimos a cada estimulo y con las
dosis empleadas, tanto en los neutréfilos de los pacientes con cirrosis hepatica
como en los controles, fue en orden decreciente la siguiente:

PMA > FMLP > FNa > FAl > A23187 > Zimosan

Estimulo Controles Cirrosis
PMA 56,7+13,2 55+13 (90,5%)
FMLP 267 15£8,4 (59,9%)
FNa 22,6£7,1 11,1+4,6 (49%)
FAl 18,5+5,6 11,558 (62,1%)
A23187 9,4+2 8 9,1%2,8 (96,6%)
Zimosan 8,946.4 5,8+5,8 (65,2%)

En los estudios en los gue se mide la producciéon de superdxido
por el método de reduccién del citocromo ¢, las concentraciones utilizadas, el
tiempo de estimulacién, y la totalidad de células sobre las que actian son
diferentes en cada uno de ellos. Asi, Rajkovicy Williams (65), empleando como
estimulantes 250ug de zimosan y 4nM de PMA en un volumen final de 150l de
HBSS, obtuvieron mayores respuestas tras el estimulo con PMA. Laffi et al (225)

utilizaron también zimosan y PMA, pero a dosis de 10 mg/ml y 100 ng/ m],
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respectivamente, pero hallaron respuestas discretamente superiores con el
zimosan. Ademds, el tiempo de estimulo y el ntimero de células estimuladas fue
diferente en cada estudio: 10 minutos y 1,25 x 10° células, en el primero y 15
minutos y un millén de células en el segundo. Asi, parece que es importante no
comparar el valor absoluto entre los diferentes estimulos, sino que se deben
comparar las respuestas de los cirréticos a cada estimulo con los obtenidos en los
controles con el mismo estimulo, las mismas dosis y las mismas condiciones
experimentales. Por esta razén, cada experimento realizado en cirréticos incluia
también mediciones paralelas en controles. Con ello calculamos el porcentaje de
respuesta obtenida en cada paciente en relacién con la hallada en sus controles,

lo cual expresa, mejor que los valores absolutos, la magnitud del defecto.

En cuanto al estado de los neutréfilos previo a la estimulacion,
aunque no se midio la produccion de superoxido en preparaciones de neutrdfilos
en reposo, dada la seleccién de los pacientes y controles (sin infecciones, o
situaciones que estimulen a estas células como pueden ser determinados
tratamientos o enfermedades como diabetes, hepatocarcinoma,...) hay que asumir

que las anomalias detectadas preceden y no son una consecuencia de la infeccion.

En el presente trabajo se han utilizado diferentes estimulos
que actian a distintos niveles en la via de activacién de la NADPH-oxidasa (Fig
6). El objetivo ha sido conocer si existe algiin defecto intrinseco en los mecanismos

microbicidas dependientes del oxigeno en los neutréfilos de pacientes con cirrosis
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hepética que justifique, al menos en parte, la susceptibilidad de estos pacientes
a las infecciones. Tras detectar la existencia de este defecto, el siguiente paso fue
localizar el nivel donde se encuentra. Finalmente, intentamos correlacionar ese

defecto con las caracteristicas de la cirrosis.

Partimos del estimulo de los neutrofilos a nivel de un receptor
localizado en su membrana plasmatica. Para ello empleamos un agente, que
puede considerarse fisiolégico, ya que consiste en péptidos formilados liberados
por las bacterias, el FMLP (formil-metionil-fenil-alanina). Esta sustancia actta
interaccionando con su receptor especifico (R-FMLP) localizado en la membrana
y en los granulos especificos desplazados a la membrana cuando el neutréfilo es
estimulado (81). Tras este estimulo observamos gue la produccion de anion
superéxido (medida mediante la reduccién de ferricitocromo c) en los pacientes
cirroticos estaba significativamente reducida en relacién a los controles: 15+8,4
(69,9%) frente a 25+7 nmoles de citocromo ¢ reducido / 15 minutos / millén de
células, p<0.001. Sclamente en cuatro pacientes la respuesta fue normal. Para
descartar que el defecto se limitara a un receptor especifico, repetimos la
estimulacion de los neutrodfilos con zimosan opsonizado, el cual act(ia a través de
un receptor especifico, diferente del R-FMLP. También en este caso hallamos una
reduccion en la produccién de superédxido ( 5,8+5,8 vs 8,9+6,4 nmoles de citocromo
¢ reducido / 15 minutos / millon de células; 65,2%). Aunque este descenso no
alcanzo significacion estadistica probablemente ello se debid al reducido niimero

de pacientes estudiados. No obstante, creemos que el zimosan opsonizado no es
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un estimulante idéneo para conocer si el defecto de los neutréfilos es intrinseco,
ya que en el procedimiento para la opsonizacién del zimosan se utiliza suerc. En
los escasos trabajos publicados que utilizan estimulantes que actitan a través de
los receptores también se refiere que la respuesta de los neutréfilos esta
reducida. Asi, Rajkovic y Williams (65) demostraron que existia una disminucion
significativa (p<0.01) de la produccién de superéxido en los neutréfilos en el 45%
de los pacientes cirréticos estimulados con zimosan opsonizado en comparacion
con los controles. Laffi et al (225), al comparar la respuesta de 10 pacientes
cirrdticos con 10 controles a este mismo estimulante, hallaron que en los
pacientes era menor del 50% de los controles (p<0.05). Por Gltimo Uehara y Sato
(227), midiendo la guimioluminiscencia con Cypridina luciferin y luminol, tras
el estimulo con FMLP, encontraron que la respuesta de los pacientes cirréticos fue

del 50% y 60%, respectivamente, de la hallada en los controles (p<0.05).

Por lo tanto, nuestros resultados, al igual que en los escasos
existentes en la literatura, indican que existe un defecto en los mecanismos de
produccién de radicales microbicidas del oxigeno. Este defecto podria localizarse
bien en el propio receptor o bien mas alla, en cualquier punto de la via de

activacion de la NADPH-oxidasa.

Para completar la valoracién del comportamiento de los
receptores en los neutréfilos de los cirréticos, estimulamos estas células con TNF.

Esta citoquina tiene la propiedad de alterar la actividad fagocitaria de los
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leucocitos polimorfonucleares. Por una parte, aumenta la resistencia a las
infecciones y, por otra, interviene en los mecanismos fisiopatolégicos asociados a
muchas enfermedades. Sus efectos biolégicos se inician cuando se une a dos tipos
de receptores especificos, R55 y R75, que interaccionan entre si y estén
localizados en la superficie de los neutréfilos (228). Se sabe que el TNF aumenta
la respuesta al leucotrienio B4 (LTB4) (229), al factor activador de las plaquetas
(PAF) (230), y al FMLP, estimulos todos ellos, gue actian a nivel de esos
receptores. El TNF, cuando es utilizado como estimulo tinico, es un débil
activador de los neutrofilos (231). Tsujimoto et al (232) demostraron que el
tratamiento de los neutrdfilos con TNF inducia la liberacién de pequeiias
cantidades de superoéxido tras 30 a 120 minutos de incubaciéon. La incubacién
durante tiempos mas cortos con TNF no parece provocar ninguna liberaciéon de
superoxido (233). Sin embargo, la preincubacién de los neutréfilos con TNF
potencia la respuesta de esas células al FMLP y determina un aumento sinérgico
de la produccién de superdxido que es dependiente de la dosis, tiempo y
temperatura (233). No se conoce el mecanismo exacto por el cual la preincubacién
con TNF refuerza la respuesta al FMLP pero se ha propuesto que el TNF
aumentaria el nimero y/o la afinidad de los receptores para el FMLP (234).

Al utilizar el TNF como inico estimulo durante 15 minutos
(tiempo empleado con el resto de los estimulos), comprobamos que los neutréfilos
tanto de los individuos controles como de los pacientes, no produjeron superoéxido.
Este resultado coincide con lo referido en la literatura, en la que se describe que

el TNF es un débil estimulante directo de las células y que precisa al menos de
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30 minutos de incubacién para inducir la liberacién de superoxido (232).
Probablemente no obtuvimos respuestas al ser menor el tiempo de estimulacién
o incubacién empleado. En cambio, cuando preincubamos los neutréfilos con TNF
durante 30 minutos y a continuacién los estimulamos con FMLP, la respuesta de
los neutréfilos de controles aumenté respecto a la lograda tras el estimulo sélo
con FMLP, demostrando asi el efecto sinérgico del TNF con el FMLP descrito en
la literatura. Sin embargo, cuando esto mismo lo hicimos en los pacientes con
cirrosis hepatica no observamos este efecto. Estos resultados apoyan atin mas la
hipétesis de que existe en los neutréfilos de los cirréticos un defecto intrinseco en
su funcién. Puesto que el TNF actta a nivel de receptor, y que su efecto sinérgico
con el FMLP lo realiza tras aumentar el niimero y/o afinidad de los receptores,
pasamos a explorar la funcién de los neutrofilos tras su estimulo a niveles mas

proximos a la oxidasa, prescindiendo de los receptores.

Tras la interaccion del agonista con su correspondiente
receptor se produce la activacién de una proteina G. Por ello, el siguiente paso
fue estimular esta proteina, evitando al receptor. Para ello se empleé fluoruro
sodico (FNa) y fluoruro de aluminio (FAl). Estos fluoruros son potentes
estimulantes de la cadena de explosién respiratoria por su accién directa sobre
la proteina G, sin actuar sobre los receptores de superficie. No empleamos el
GTPyS, un conocido estimulante de la proteina G tras unirse a su subunidad «,
y causar la disociacion de las subunidades By (234); porque para su utilizacién es

preciso permeabilizar las células con el consiguiente riesgo de pérdida de enzimas
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y proteinas a través de los poros producidos en la membrana celular (104). A
concentraciones de 20mM , como las que hemos empleado en este trabajo, el FNa
activa las proteinas reguladoras de los nucledtidos de guanina, y provoca la
activacién especifica de la proteina G. Esta, a su vez regula la actividad de la
fosfolipasa C (Gple) y genera fosfatos de inositol {133). El motivo de utilizar
ambos estimulos, FAl y FNa, fue, ademas, comparar ambos estimulos. Estudios
iniciales parecian indicar gque era preciso la presencia del aluminio como cofactor
del fltior para lograr una efectiva estimulacion de la proteina G. El FAl
interaccionaria con el GDP unido a la subunidad alfa de la Proteina G,
mimetizando el fosfato gamma del GTP y promoviendo asi la activacion de la
Proteina G (234). Trabajos mas recientes no parecen confirmar la necesidad del
aluminio para lograr la activacion de la Proteina G mediante el flior (133). Los
resultados obtenidos tras el estimulo con FNa o con FAl fueron muy similares
tanto en controles como en pacientes, lo que parece indicar que no es preciso el
aluminio como cofactor del fliior para lograr la activacién de la proteina G.
Ademas, observamos que la respuesta de los neutréfilos de pacientes con cirrosis
hepatica estaba reducida respecto a los controles, tanto al emplear FNa como FAl,
y sin diferencias significativas al comparar ambos estimulos. No conocemos la
existencia de trabajos previos en los que se haya estudiado la produccién de
superdxido por los neutrdéfilos de pacientes con cirrosis estimulados a nivel de la
Proteina G. Es més, los pacientes que fueron estimulados simultaneamente a
nivel del receptor y de la proteina G con FMLP y FNa, respectivamente, no

respondieron a ninguno de estos estimulos. Ello indica que el defecto no radica
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en el receptor, ya que si fuera asi al estimulo de la proteina G le seguiria una

respuesta normal.

Como hemos comentado méas arriba, el flhor es un activador
especifico de la proteina G que regula la actividad de la fosfolipasa C (133). Esta
enzima actia sobre el inositol presente en los fosfolipidos de las membranas,
preferentemente sobre el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PtdInsP2), produciendo
diacilglicerol (DG) e inositoltrifosfato (InsP3). El primero permanece asociado a
la membrana plasmatica y activa directamente la protein-cinasa C (PKC), un
estimulante de la NADPH-oxidasa. El InsP3 es liberado al citosol y se une a
receptores especificos existentes en organelas que acumulan el calcio intracelular
y estan localizadas en la vecindad de la membrana plasmatica. La unién del
InsP3 a estos receptores induce la liberacién de calcio y el aumento de la
concentracion de calcio intracelular (137). Este Gltimo incremento puede activar
la protein cinasa dependiente del calcio y determinar la activacién celular.

Puesto que el estimulo de la Proteina G no se siguidé de
ninguna respuesta en los pacientes cirréticos, pasamos a explorar otros niveles
de la activacion celular. Dado que carecemos de estimulos directos de la PLC, que
no sean a través de la proteina G, empleamos otros que actilan a nivel del
diacilglicerol (DG) y del inositol trifosfato (InsP3).

Con ese fin utilizamos el iondforo de calcio A23187, que
reproduce los efectos del InsP3, aumentando los niveles de calcio intracelular, y

el PMA que mimetiza los del DG sobre la PKC . Ademas, las fosfolipasas A2y D
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son enzimas cuya actividad depende del calcio y, en clertos casos, su actividad
especifica aumenta considerablemente tras el tratamiento de las células con los
1on6foros de calcio.

Al emplear el iondforo de calcio A23187, observamos que la
respuesta de los neutréfilos de los pacientes con cirrosis hepatica era similar a la
de los controles, con una produccién media de superoxido de 96,6 £ 5,3%, y que
ninguno de los pacientes tuvo una produccién menor del 80% respecto a los
controles. Ello parece indicarnos que la via de activacién dependiente de los
canales del calcio funciona correctamente en estos pacientes y sugiere que el
defecto en la via de activacién de la oxidasa detectada mediante los estimulos a
nivel de membrana deberia localizarse a otro nivel. No hemos encontrado en la
literatura revisada trabajos en los que se haya medido la produccion de anién
superoxido en pacientes cirroticos tras el estimulo de los neutroéfilos con el
iondforo de calcio A23187. En el estudio de Laffi et al (225) se midié la produccién
de superdxido tras el estimulo con zimosan opsonizado y con el ester de forbol,
PMA. Pero estos autores utilizaron el ionéforo de calcio A23187 como sustancia
que activa en los neutrdfilos la sintesis de PAF y de LTB4, asi como también la
liberacion de acido araquidénico (principal producto derivado de la accién de la
fosfolipasa A2). Ellos observaron que en los pacientes cirréticos existia una
disminucién de la produccion de PAF y LTB4, y de la liberacion de acido
araquidénico. Estos autores concluyeron que la sintesis reducida de los
mediadores lipidicos pudiera estar relacionado con una baja actividad de la

fosfolipasa A2. Aunque estos datos pudieran parecer discordantes con los que
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hemos obtenido en nuestro estudio con el ionéforo A23187, en realidad no lo son,
ya que la activaciéon de la fosfolipasa A2 y, por tanto, la liberacién de acido
araquidénico, est determinada no solo por el calcio intracelular sino también por
una via dependiente de la proteina G (71). La falta de respuesta que nosotros
obtuvimos al estimular la proteina G explica la baja actividad de la fosfolipasa

A2 que Laffi et al (225) hallan tras el estimulo con zimosan o FMLP.

Como estimulo de la PKC utilizamos el ester de forbol, PMA,
el cual simula el efecto de su activador fisiologico, el diacilglicerol. Este se une con
gran afinidad a la PKC y la activa (178). El diacilglicerol se genera a partir del
inositol bifosfato (PtdInsP2), a través de la via de la fosfolipasa C, y a partir de
la fosfatidilcolina, por la via de la fosfolipasa D (144). Los resultados hallados al
actuar sobre la PKC, estimulando con PMA, no mostraron que existieran
diferencias significativas entre neutrofilos de los pacientes cirréticos y los de los
controles. Es mas, el rango de produccion de superodxido en los cirrdticos respecto
a los controles oscil6 entre el 69,7% y el 100%. Ademas, este grupo de cirroticos
habia sido estimulado también con FMLP y la respuesta a este péptido habia
estado significativamente descendida respecto a los controles. Estos datos
contrastan con los publicados por Rajkovic (65) y Laffi et al (225), quienes
observaron una menor produccién de anion superoxido en los pacientes cirréticos
tanto al estimular la PKC con el PMA, como al hacerlo a nivel de un receptor. No
obstante, hay que destacar que la produccién de superoxido en los 40 cirroticos

de la serie de Rajkovic y Williams (65) fue de 26.93 nmoles (rango 8.7 - 35.8) y
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en sus controles de 30.66 nmoles (rango 26.1 - 36.4) y que solamente 16 de esos
cirréticos (40%) tenian una respuesta reducida al PMA. Por lo que estos datos,
con disparidad en la respuesta de los pacientes, y el pequeiio numero de casos (10
pacientes) valorados por Laffi et al (225) nos deben de hacer ser cautos al
establecer comparaciones,

Dado que los neutrdfilos respondieron correctamente al
estimulo con el PMA, parece que en esos enfermos esta conservada la via de
activacion de la oxidasa que se inicia en la PKC. No podiamos atribuir el defecto
detectado en sus neutrofilos a algun fallo en los componentes de esa via. Ademas,
es bien conocido que, la via de la PKC no es la Gnica via de activacién de la
NADPH-oxidasa de los neutréfilos (71,177). Asi, se sabe que la PKC produce la
fosforilacion de los residuocs de serina y treonina y secundariamente la activacion
de esa oxidasa. También durante la activacion celular se produce la fosforilacién
de la tirosina, mediante la tirosin-cinasa. Algunos trabajos han demostrado que
existe un efecto sinérgico entre el estimulo con PMA y con GTPyS (0o FMLP) lo
que se atribuye a que una de las vias de estimulacion por el GTPyS (o FMLP) se
inicia con la fosforilacion de la tirosina (104). La fosforilacién de la tirosina
también parece estar mediada por una proteina G (187,191,192), y no tiene lugar
si la cadena de explosién respiratoria estd inducida por el ionéforo A23187 o por
los ésteres de forbol (188). Nosotros no cbservamos que existiera un efecto
sinérgico al estimular los neutréfilos con PMA y FMLP, lo que podia atribuirse
al fracaso del FMLP. Es mas, todos los estimulos que habian fallado al actuar

sobre los neutrdfilos de pacientes con cirrosis hepéatica tenian en comtn su
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dependencia de la Proteina G.

Al analizar en conjunto los resultados obtenidos, podemos
afirmar que en los neutréfilos de pacientes con cirrosis hepdtica existe un defecto
intrinseco en la funcién postfagocitica que se expresa por una menor produccion
de anién superéxido tras el estimulo con determinados estimulos. Aunque existen
algunos trabajos previos que demostraron la existencia de este defecto, no se ha
evaluado de forma exhaustiva el mecanismo por el que se produce. Laffi et al
(225) propusieron que la endotoxemia crdonica que existe en los cirréticos, como
consecuencia de un defecto en el sistema monocitico-macrofagico y por las
anastomosis arterio-venosas, pudiera activar permanentemente a los neutréfilos
v hacerlos refractarios a estimulos posteriores. Sus propuestas se apoyan en
datos obtenidos en neutréfilos de cirréticos en condiciones basales, sin someterlos
a ningun estimulo. Hallan que la produccién basal de superoéxido era superior a
la de los controles, y que tras estimulos diversos la respuesta fue menor. En
contra de lo hallado por Laffi et al (225), Rajkovicy Williams (65) observan que
la produccion basal de superédxido por los neutréfilos de cirrédticos era similar a
la de los controles. Aunque nosotros no hemos cuantificado especificamente la
produccién basal de superéxido en neutréfilos, tras el tratamiento de los
neutrdfilos con TNF durante 15 minutos, tiempo insuficiente para obtener
respuesta, la produccion de superdxido fue nula tanto en cirréticos, como en los
controles. Ello, junto con las condiciones previas de los pacientes seleccionados

(sin infecciones, enfermedades y tratamientos que puedan alterar la funcion de
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los neutréfilos) y, fundamentalmente, que la respuesta a determinados estimulos
sea similar a la de los controles, nos hace dudar que el defecto detectado sea
consecuencia del estimulo permanente de esas células y que, por el contrario, se
trata de un defecto especifico de las vias de activacion neutrofilica.

Cuando utilizamos estimulos vehiculizados por la Proteina G
( FMLP, zimosan, fluoruro sédico, fluoruro de aluminio ) la produccién de
superéxido estuvo reducida de forma significativa, mientras que la respuesta
a estimulos no dependientes de la Proteina G (iondforo de calcio A23187,
éster de forbol PMA ) no se diferencid de forma significativa de la que se obtuvo
en los controles. Por ello, podemos concluir, que existe un defecto en la funciéon
microbicida, oxigeno dependiente, de los neutrofilos de pacientes con cirrosis,
v que este defecto muy probablemente se encuentra localizado en los
mecanismos de activacion de membrana, y mas concretamente a nivel de la
Proteina G.

Seria posible que la localizacién del defecto de los neutréfilos
en pacientes con cirrosis hepatica, a nivel de los mecanismos de activacion de la
membrana plasmatica, tuviera relaciéon con las propiedades fisico-quimicas de
ésta y que estén alteradas en los neutrofilos, al igual que parece suceder en otras
células (por ejemplo, en los hepatocitos) por la enfermedad hepética. Varios
estudios realizados con modelos animales (235) y con pacientes con afectaciéon
hepdatica (236), han revelado alteraciones en la fluidez de la membrana
plasmatica de los hepatocitos. Estas alteraciones podrian explicarse por un mayor

contenido de colesterol y tendrian implicaciones fisiopatoldégicas importantes. Por
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ello, se especula que puedan relacionarse con las alteraciones funcionales

observadas en los pacientes con enfermedad hepatica (236).

Otro de los objetivos que nos planteamos fue ¢l de conocer si
el defecto en el funcionalismo de los neutréfilos se correlacionaba con alguna

caracteristica particular de la cirrosis hepatica.

En los trabajos iniciales los estudios de funcionamiento de
neutréfilos se limité a pacientes con cirrosis etilica. Este es el caso de los
pacientes analizados por Rajkovic y Williams (65) que estaban relacionados con
el alcohol. Solo, a partir de 1993 comenzaron a aparecer estudios en los que se
incluyeron pacientes con cirrosis de distintas etiologias (225,226,227,237). En los
primeros trabajos el fracaso de los neutréfilos se atribuyé al alechol. Los
mecanismos invocados incluian la toxicidad directa del alcohol sobre 1a médula
4sea, las alteraciones que este agente produce en el metabolismo del folato y la
malnutricién severa, debida a deficiencias en la dieta y malabsorcion, frecuente
en estos enfermos. Sachs et al (238) observaron en pacientes intoxicados de forma
aguda con alcohol que descendia transitoriamente la produccién de superédxido
en respuesta al PMA o el FMLP, que se recuperé a los 6-10 dias. Los autores
sugirieron que el etanol pudiera tener como diana células mas maduras que los
promielocitos, posiblemente los metamielocitos.

Laffi et al (225) fueron los primeros en estudiar pacientes con
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cirrosis hepatica de etiologia no alcohélica. Sus datos revelaron que los pacientes
con cirrosis hepéatica no alcohédlica tenian conservada la quimiotaxis, la fagocitosis
y la actividad candidicida. Pero observaron que la produccién de anién superéxido
estaba reducida, descartando al alcohol como causa del defecto. A conclusiones
similares llegaron Uehara y Sato (227) al estudiar la funcién microbicida,
oxigeno- dependiente, de los neutréfilos de cirréticos de causa no alcohélica ( virus
B y virus C)

En nuestro estudio no hemos encontrado relacion alguna entre
la respuesta defectuosa de los neutréfilos y la etiologia de la cirrosis hepatica. El
que el nimero de pacientes con cirrosis hepatica relacionada con el virus de la
hepatitis B, o de naturaleza autoinmune o desconocida sea pequeiio, impide que
podamos establecer una correcta correlacion entre estas etiologias y el defecto en
la produccién de superdxido. Sin embargo, el nimero de pacientes con cirrosis
hepatica alcohélica, por virus de la hepatitis C, o por ambos factores etiologicos
(alcohol y virus de la hepatitis C) era suficientemente alto. Por tanto los pacientes
con cirrosis hepatica etilica como aquellos otros de origen viral, respondieron de
forma similar a los diferentes estimulos. Tan solo observamos una mayor
produccién de anién superdxido cuando en un mismo paciente coexistian ambos
factores etiologicos. Por tanto, no confirmamos, tal como aparece reflejado en las
ultimas publicaciones (225, 227), una relacion directa entre la reduccién en la
produccién de superdxido y 1a exposicion al alcohol, dado que el mismo trastorno
existe en cirroticos sin este factor etiolégico. Probablemente el defecto en el

funcionalismo de los neutroéfilos de los pacientes con cirrosis hepatica esté mas en
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relacién con la existencia de la hepatopatia que con su etiologia.

También valoramos la influencia del grado de insuficiencia
hepética en la capacidad de preduccién de anién superdxido. En un estudio
prospectivo realizado por Caly y Strauss (4) scbre la incidencia de infecciones
bacterianas en pacientes con cirrosis hepatica se sugirié que existia una
asociacién entre la severidad de la enfermedad hepéatica y la incidencia de
infecciones. Prueba de ello era gque los pacientes infectados pertenecian
predominantemente al grado funcional C de la clasificacién de Child-Pugh. Por
esta mayor susceptibilidad a las infecciones de los pacientes con mayor severidad
de la hepatopatia se ha pensado que la deficiencia en el sistema defensivo estaria
presente preferentemente en este grupo de pacientes. Aunque la mayoria de los
trabajos que estudian pacientes con insuficiencia hepatocelular severa, es decir,
en grado funcional C de la clasificaciéon de Child-Pugh, encuentran una reduccién
en la produccién de superdxido, existen controversias sobre el comportamiento
funcional de los neutréfilos de pacientes con cirrosis hepatica e insuficiencia
hepatica leve o moderada (grados funcionales A y B de la clasificacion de Child-
Pugh, respectivamente). Asi, por ejemplo, Laffi et al (225) encontraron que la
quimiotaxis y la fagocitosis estaba conservada en los cirréticos con grado
funcional B o C, aunque existia una disminucion en la produccién de superéxido
en ambos estadios funcionales. Sin embargo, Garcia-Gonzalez et al (237)
observaron gue la quimiotaxis y la fagocitosis estaban disminuidas en los estadios

funcionales A y B. Nosotros también hemos observado una reduccion en la
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produccién de anién superéxido en los pacientes con funcién hepatocelular
conservada en grado funcional A, si bien esa alteracion era mucho mayor en
pacientes con grados funcionales B o C. Ahora bien, si al utilizar el FMLP como
estimulante no observamos diferencias en la produccién de superéxido segiin el
grado funcional de los cirréticos, cuando utilizamos los fluoruros como
estimulante la produccién de superéxido era progresivamente menor a medida
que la funcién hepatocelular estaba mas deteriorada. No disponemos de una
explicacién firme que explique por qué existe una relacion clara entre el grado
funcional y la reduccién en la produccién de anién superédxido cuando utilizamos
los fluoruros como estimulantes, pero no cuando empleamos el FMLP. Es posible
que ello dependa de la naturaleza del estimulo o del nivel preciso donde actie.

Puesto que el grado funcional depende, en parte, de las tasas
séricas de albGmina, y de la bilirrubina, y de la actividad de protrombina, es
razonable que observaramos una correlacién entre estas variables y la respuesta
de los neutrdfilos al estimulo con fluoruro sédico. Ya otros autores sefialaron la
relacién existente entre la hiperbilirrubinemia y las infecciones en los cirréticos,
siendo el nivel de la bilirrubinemia directamente proporcional a la severidad de
los procesos infecciosos y al dafio hepatico (4). Algunos autores han atribuido a
la bilirrubina un efecto inhibidor del proceso de activaciéon de la oxidasa debido
a la naturaleza hidrofébica del tetrapirrol (239).

Aunque Uehara y Sato (227) no correlacionaron
especificamente los grados de Child con la capacidad de generar radicales

derivados del oxigeno, también hallaron que existia una correlacién negativa
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entre la quimioluminiscencia y los valores de bilirrubina sérica, y positiva con los
valores de albuminemia. Sin embargo, no observaron que la produccién de
superdxido se relacionara con los niveles séricos de las transaminasas. Nosotros
si hallamos una correlacién significativa entre la respuesta al estimulo con FMLP
y los niveles de GOT y GPT, pero s6lo cuando consideramos los niveles absolutos
de la produccién de superdxido y no cuando lo que comparamos fueron los
porcentajes de respuesta, por lo que dudamos que tenga valor, ya que esa
correlacién no se cbservé tras otros estimulos. Asi pues, nuestros resultados, al
igual que los de Uehara y Sato (227), indican que la funcién hepatocelular (por
ejemplo, de sintesis de proteinas) y no las necrosis hepatocelulares, es lo que se
relaciona con la alteracidén de la funcion microbicida, oxigeno-dependiente, de los
neutréfilos.

En este estudio también hemos percibido que los pacientes
que habian desarroliado ascitis o episodios previos de encefalopatia, presentaron
una mayor reduccién de la produccion de superéxido. Si bien ello no siempre fue
significativo. No hemos hallado en la literatura trabajos que se hayan ocupado
de analizar especificamente estos factores en relacién con la producciéon de aniéon
superdéxido. Pero tanto la ascitis como la encefalopatia hepatica son variables
incluidas en los grados de Child-Pugh, por lo que es légico esperar que los
pacientes con estas complicaciones, y por tanto con mayor puntuacién en esta

clasificacidén, presentaran un mayor deterioro de la funcién de sus neutréfilos.

Con los resultados obtenidos, y en concordancia con datos
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reflejados en estudios previos, podemos decir que en los neutréfilos de los
pacientes con cirrosis hepatica existe un defecto en la produccién de anion
superdxido que aparece ya en aquellos con funcién hepatocelular conservada, pero
que se acentfia a medida que se deteriora mas la funcién hepatocelular. La

actividad inflamatoria y el grado de las necrosis no parece tener ninguna relacion.

También analizamos la influencia de otros factores
(hipertensién portal y episodios previos de infeccion del liquido ascitico) en la

respuesta de los neutréfilos de pacientes con cirrosis.

La hipertension portal es una de las complicaciones mas
graves que puede originar de la cirrosis hepatica. Los pacientes ingresados por
hemorragia digestiva secundaria a hipertensién portal tienen un mayor riesgo de
infecciones; son sometidos mas frecuentemente a exploraciones invasivas que
producen bacteriemias, pueden tener disminucién del nivel de conciencia, con el
consiguiente riesgo de aspiraciones, hipovolemia, aumento en la permeabilidad
intestinal, etc... Incluso las infecciones pueden precipitar una recidiva
hemorragica precoz. No hemos analizado la funcién de los neutréfilos en el
momento agudo de la hemorragia digestiva, ya que se sabe que esta situacion la
altera. Lo que hemos valorado es, fuera del episodio agudo, si aquellos pacientes
que, en algin momento de su evolucién, habian presentado una hemorragia

digestiva por hipertensién portal tenian una alteracion en la produccién de
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superéxido. Este factor no ha sido estudiado en trabajos previos. Hallamos que
los neutréfilos de aquellos pacientes que habian sufrido esta complicacién
respondieron a la estimulacién con FMLP o flior con una menor produccién de
superdxido que los que no habian tenido esta complicacién, aunque las diferencias
no fueron significativas. Esta menor produccién de anién superdxido por los
neutréfilos pudiera contribuir, junto con otros factores, a la mayor frecuencia de

infecciones tras las hemorragias digestivas.

También hemos estudiado la funcién de los neutréfilos de
pacientes que habian desarrollado infecciones espontaneas del liquido ascitico.
Un defecto en el funcionalismo de estos leucocitos justificaria que la
susceptibilidad a las infecciones estuviera aumentada. Por ello, era de esperar
que la produccién de anién superdxido estuviera particularmente reducida en
estos pacientes, sin embargo, no es este el resultado que obtuvimos en contra de
lo esperado, la respuesta de los neutrofilos al estimulo con FMLP o FAl fue mayor
en los pacientes con antecedentes de peritonitis bacteriana que en aquellos que
carecian de él. Aunque nosotros hemos medido la produccién de superéxido en los
neutréfilos de sangre periférica, también podrian ser subsidiarios de estudio los
neutréfilos del liquido ascitico, v comprobar asi su funcionalismo en estas
situaciones. Ademas, en la fisiopatologia de la infeccién del liquido ascitico
intervienen otros muchos factores, tales como las alteraciones en los mecanismos
de defensa inmunolégica, el sobrecrecimiento bacteriano intestinal, las

alteraciones en la barrera intestinal, el poder opsénico del liquido ascitico, la
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disminucién de la actividad del sistema monocitico-macrofagico, y las alteraciones

de la inmunidad humoral inespecifica sérica y del liquido ascitico.

En resumen, demostramos que existe una disminucion de la
produccién de anién superdxido por los neutréfilos de los enfermos con cirrosis
hepatica, que es independientemente de la etiologia de la enfermedad, no tiene
relacién con los niveles de transaminasas, que aparece incluso en pacientes con
funcién hepatica conservada, pero gue se acentiia a medida que se deteriora la
funcién hepatocelular. Este trastorno pudiera contribuir a la mayor incidencia de
infecciones en estos enfermos, en particular en los que presentan hemorragias
digestivas por hipertension portal. No hemos observado que el defecto sea mayor
en los pacientes con antecedentes de infeccion del liquido ascitico, pero ello
probablemente se debe a que en la aparicion de esta complicacién intervienen

otros muchos factores.
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CONCLUSIONES



1.- En los pacientes con cirrosis hepatica existe una alteracién
en el funcionalismo de los neutrofilos, que se manifiesta por una menor
produccién de anién superéxido. Esta alteracion no parece estar determinada por
inhibidores presentes en el suero de estos pacientes sino que es intrinseca a los

neutroéfilos.

2.- La menor produccién de anién superdxido no parece
deberse a una alteracién en los receptores situados en la membrana celular de los
neutréfilos ya que este defecto lo reconocimos cuando las células fueron

estimuladas con estimulos que utilizan receptores diferentes.

3.- Las vias de activacion celular dependientes del calcio y de

la PKC parecen estar indemnes ya que responden correctamente al A23187 y al

PMA.

4.- La disminucién en la produccion de radicales superdxido
se pone de manifiesto al utilizar estimulos que actian activando la Proteina G,

motivo por lo que situamos el defecto de estas células a ese nivel.
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5.- El defecto funcional de los neutréfilos de los cirréticos no
parece ser debido al alcohol, ya que también se detecta en las cirrosis de otras

etiologias.

6.- Este defecto se relaciona con la funciéon hepatica. Se
detecta cuando a(in esta conservada, pero empeora a medida que lo hace la
funcién hepética. La actividad inflamatoria y necrdtica no parecen influir sobre
la funcién de los neutréfilos. Los neutrdfilos de pacientes con antecedentes de
hemorragia digestiva, pero no los que tienen antecedentes de peritonitis
bacteriana espontanea, muestran una tendencia a tener una menor producciéon

de anidn superodxido.
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RESUMEN



RESUMEN

Las infecciones constituyen una complicacién frecuente y
grave de la cirrosis hepatica. Se han observado diferentes alteraciones en los
mecanismos de defensa de los pacientes cirrdticos que podrian explicar la
susceptibilidad a las infecciones. Entre éstas destacan los trastornos en la
barrera intestinal, las alteraciones en la actividad del sistema monocitico-
macrofagico, las anomalias en la inmunidad humoral y celular y las disfunciones
de los neutrofilos.

Cuando los neutréfilos ingieren bacterias o entran en contacto
con un estimulo se produce su degranulacién y sufren una serie de cambios
coordinados que constituyen la cadena de explosién respiratoria, durante la cual,
y a través del sistema enzimatico de la NADPH-oxidasa, se transforma el oxigeno
molecular en anién superoxido. Dos moléculas de anion superéxido interaccionan
para generar H202, el cual en presencia de cloro y mieloperoxidasa forman acido
hipoclérico. Este participa en la génesis de cloraminas, que son las que
finalmente provocan la muerte bacteriana.

Existen pocos estudios publicados sobre las alteraciones de los
mecanismos microbicidas de los neutréfilos en pacientes con cirrosis hepatica.
Nuestro trabajo ha pretendido conocer si en los pacientes con cirrosis hepatica
existe un defecto en el funcionalismo de los neutréfilos que los incapacite para
destruir a las bacterias fagocitadas y, por lo tanto, que contribuya a aumentar la
susceptibilidad a las infecciones. Ademas, hemos intentado localizar el nivel

donde se encuentra ese defecto y, finalmente establecer si existe alguna relacion
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entre este defecto y alguna caracteristica de la cirrosis.

Tras la estimulacién de los neutrdfilos con diferentes
sustancias, nuestros resultados indican que existe un defecto intrinseco en la
funcién postfagocitica en los neutréfilos de pacientes con cirrosis hepatica que se
expresa por una menor producciéon de anién superédxido. Cuando utilizamos
estimulos vehiculizados por la proteina G (FMLP, zimosan, FNa, FAl) la
produccién de superéxido estuvo reducida de forma significativa, mientras que
la respuesta a estimulos no transmitidos a través de la proteina G (ionéforo de
calcio, PMA), no se diferencié de forma significativa de la que se obtuvo en los
controles. Por ello, este defecto muy probablemente se encuentre localizado en los
mecanismos de activacién de membrana, y mas concretamente a nivel de la
proteina G.

También hemos observado que este defecto en la produccién
de anién supercxido por los neutrofilos de pacientes con cirrosis hepatica es
independiente de la etiologia de la enfermedad, no tiene relacién con los niveles
de transaminasas, pero si con el grado de insuficiencia hepatica. Se reconoce en
pacientes con funcién hepatica conservada, pero se acenta progresivamente a
medida que empeora el grado de insuficiencia funcional hepatica. Este trastorno
pudiera contribuir a la mayor incidencia de infecciones en estos enfermos, en
particular en los que presentan hemorragia digestiva por hipertensién portal. Sin
embargo, no hemos observado que este defecto sea mayor en los pacientes con
antecedentes de infeccién del liquido ascitico, quizas porque en la aparicién de

esta complicacion intervienen otros muchos factores.
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