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INTRODUCCIÓN



INTRODUCCIÓN

Los pacientesconcirrosishepáticapresentanconfrecuencia

complicaciones derivadas de la hipertensión portal, tales como ascitis,

encefalopatíao hemorragiadigestiva,y de la insuficienciahepatocelular.Las

infeccionesbacterianasconstituyentambiénunacomplicaciónfrecuentey grave

de la cirrosishepática(1).

En diversosestudios,sehaobservadoquedel 30% al 50%de

todoslos pacientescirróticospresentaninfeccionesbacterianasen el momentode

su ingreso o desarrollan este tipo de complicación durante su estancia

hospitalaria(2-4). Estaincidenciaes muysuperiora la halladaen la población

hospitalariageneral,la cualse sitúaen torno al 10% (5). El elevadoriesgode

infecciones bacterianasen pacientes con cirrosis hepática parece estar

relacionadocon la gravedadde la hepatopatíasubyacentey esconsecuenciade

un estadodeinmunodeficienciamultifactorial (6,7) a la que nosreferiremosmás

tarde.

Una granpartede lasinfeccionesbacterianasquepresentan

los pacientescirróticos son de adquisiciónintrahospitalaria(8). Además, la
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mortalidad hospitalaria es más elevadaen los cirróticos que desarrollan

infeccionesbacterianas,de formaqueestassonla causainmediatade muerteen

el 7% de los pacientescon cirrosis hepática(9>. Inclusoalgunosestudioshan

mostradoque lasinfeccionesqueaparecenprecozmenteduranteel ingresode

estospacientes(enlos primerossietedías>puedeninfluir negativamentesobre

lasuperaciónde otrascomplicaciones.Por ejemplo,puedenconstituirun factor

deriesgoparael resangradopor varicesesofagogástricas(9).

Las infecciones urinarias, las peritonitis bacterianas

espontáneas,las infecciones respiratorias, las bacteriemias,e incluso la

asociaciónde variasde ellassonlas complicacionesinfecciosasobservadasmás

frecuentementeen los pacientescirróticos (4,10).
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FACTORESPREDISPONENTESDE INFECCIÓN EN

LACIRROSLSMEPATICA

La elevadaincidenciade complicacionesinfecciosasen los

enfermoscirróticos puede atribuirse a la existenciade alteracionesde los

mecanismosdefensivosfrentea las infecciones.Entreestosdestacanfactores

yatrogénicos,trastornosde la barreraintestinal,disminuciónenla actividaddel

sistemamonocítico-macrofágico,alteracionesenla inmunidadhumoraly celular,

y trastornosfuncionalesde los neutrófilos(11,12).

FACTORESYATROGENTCOS

Ademásdeprocedimientosbienconocidosquepredisponena

la infección, como son los catéteresintravenososo las sondasuretrales,los

pacientescirróticos son sometidosa menudoa otras maniobrasdiagnósticaso

terapéuticas(esclerosisde varicesgastroesofágicas,taponamientoesofágico,

cirugía, derivacionesperitoneovenosas..)que puedenalterar las barreras

defensivasnaturalesy aumentarel riesgode invasiónbacteriana(11,13).

ALTERACIONES DE LA BARRERA INTESTINAL

Lasbacteriasgramnegativasnormalmentepresentes,aunque

en número reducido,en el intestino delgadode los individuos sanosson los
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agentesque seaislan con másfrecuenciaen las infeccionesbacterianasde los

pacientesconcirrosishepática.Se haobservadoqueestosmicroorganismosestán

significativamenteaumentadosen la flora intestinal yeyunal de muchos

cirróticos(14). Lasalteracionesde la flora intestinalde los cirróticosprovocadas

por la colonizaciónanómaladel intestinodelgadopor gérmenesaumentanlas

probabilidadesde quebacteriasgramnegativasaerobiasinvadanel torrente

circulatorioy causeninfeccionesde origenentérico.Porello, sehasugeridoque

el intestinopuedaserla principal fuentede esasbacterias.Sin embargo,hasta

ahora,solamentese hadocumentadoel pasodirectode bacteriasdesdela luz

intestinal al liquido ascíticocuando la mucosaintestinal habíaperdido su

integridad.Recientemente,en un modeloexperimentalde ratascirróticascon

ascitis,sehademostradounaelevadafrecuenciade traslocaciónbacterianadesde

el tracto gastrointestinala los nódulos linfáticos mesentéricos(15,16). Es

interesantereseñarque en esteestudiolos cultivos de los nódulos linfáticos

mesentéricosfueron positivos en todas las ratas cirróticas con peritonitis

bacterianaespontáneao bacteriascitis,lo que sugiere que la traslocación

bacterianaesunpasoimportanteenla patogénesisde lasinfeccionesasociadas

a la cirrosis hepática.Si las bacteriassoncapacesde sobrevivirenlos nódulos

linfáticos, por un fracasode estosparaeliminarías,las bacteriaspodránpasar

tambiénalasangrey producirbacteriemiaespontánea,o directamenteal líquido

ascíticoproduciendobacteriascitis.

Por otra parte,el riesgode infección por microorganismos

4



intestinalesse encuentrafrecuentementeaumentadopor la intervenciónde

diversosfactores,quefrecuentementeconcurrenen lospacientescirróticos.Entre

ellos figura la hipovolemia aguda o la administración de fármacos

vasoconstrictoresesplácnicos.Estosdisminuyenla capacidaddefensivade la

barreraintestinal,al descenderla perfusiónsanguíneadela mucosaintestinal

(17- 19). Además,lamucosaintestinalde los cirróticosparecesermáspermeable

a las bacterias,lo que conlíeva que sea frecuenteen ellos la diseminación

bacterianaextraintestinal(20).

DEPRESION DE LA ACTWIDAD DEL SISTEMA

MONOCÍTICO-MACROFÁGICO

Aunque el sistemamonocítico-macrofágico(SMM o sistema

retículo-endotelial,SRE) estáampliamentedistribuido por todo el organismo,

aproximadamenteel 90% de él seencuentraen el hígado,representadopor las

células de Kupffer y las endotelialessinusoidales(21- 23). La especial

localizaciónintravascularde las célulasdel SMM, enparticularen el hígado,

confiereaestesistemalas condicionesidóneasparaeliminarmicroorganismos

circulantesporel torrentesanguíneo.

Diversosgruposde autoreshandemostradoquelos pacientes

cirróticos presentancon frecuenciauna depresiónde la función del SMM, en

especialde la fraccióndel SMM correspondientealhígado(24 - 27).
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No estáclara la patogeniade la depresiónde la actividad

fagocitariadel SMM en la cirrosis, perosehanpropuestodiversosmecanismos

paraexplicarla.La mayoríade los estudiossugierenqueestadaprovocadapor

una derivación intrahepáticade la sangre,que escapadaasí a la acción

fagocitariade lascélulasdel SMM de los sinusoides.De acuerdocon estateoría,

unafracciónde flujo sanguíneohepáticocirculadaatravésde las derivaciones

rntrahepáticas,anatómicaso funcionales,y no estaríadisponible para su

intercambiocon los tejidos(28,29).

Tambiénpudieranestarimplicadosotros mecanismos:

10. Algunosinvestigadoreshanobservadoqueenla cirrosishepática

existeunadisminucióndela capacidadfagocitaríade los monocitoscirculantes,

precursoresde las células de Kupffer, lo que indicaría que existe un defecto

intrínsecoenlas célulasdelSMM deestospacientes(30,31).

20. En la mayoríade los enfermoscirróticos seha observadouna

notable disminución de la actividad opsónica sérica, probablementecomo

consecuenciade unadisminuciónde la concentraciónséricadecomplementoy de

fibronectina. Estas sustanciasnormalmentefacilitan la fagocitosis de los

microorganismosal intensificarsu capacidaddeadhesióna la superficiede las

célulasdelSMM (32 - 34).

30 Gómezetal (25) observaron,en unestudioiii vivo, unaalteración

de los receptoresde los macrófagosesplénicosdepacientesconcirrosisalcohólica.

Estaalteraciónpareceguardarparalelismoconel gradode insuficienciahepática
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y conel desarrollode infecciones,perono conel alcoholismo,la malnutrición,las

alteracionesdel flujo sanguíneoesplácnico,la esplenomegalia,la presenciade

inmunocomplejoscirculanteso conel haplotipo HLA. Sin embargo,estosmismos

autores,enun estudioin vitro conmonocitosde la sangreperiféricade pacientes

con cirrosis alcohólica, observaronuna menor unión de estosa eritrocitos

cubiertos de inmunoglobulinas, pero sin diferencias estadísticamente

significativas.La aparentediscrepanciade los resultadosin vivo e in vitro se

atribuyó a la existenciade receptoresdiferentesen los monocitosde la sangre

periféricay en los macrófagostisulares.

40 Por último, los pacientescirróticos presentanademásotros

factorestales como alcoholismo, malnutrición, o hipovolemia aguda, o son

sometidosa intervencionesquirúrgicasque podríanexacerbarla disfunción

preexistentedelSMM (35,36>.

ALTERACIONES DE LA INMUNIDAD HUMORAL

Los enfermos cirróticos muestran habitualmente una

inmunidadhumoralespecíficaqueesnormalo estáaumentada.La mayoríade

los estudiosmuestranque existentítulos elevadosde anticuerposfrente a

diversosmicroorganismos,especialmentecontrabacteriasde origenentérico,o

incluso, frenteaproductosdela dieta (37 - 40).

Porotraparte,haypruebasquedemuestranqueen la cirrosis

7



hepáticaexiste una depresiónde la inmunidad humoral inespecífica.En la

mayoríade los pacientescirróticos seobservaunadisminuciónde la actividad

bactericiday opsónicadel suero y un descensode los niveles séricos del

complementoy fibronectina(41,42).

La actividadopsónicadel líquido ascíticode los cirróticos se

harelacionadodirectamenteconla concentraciónde sustanciasdefensivastales

comolasinmunoglobulinas,el complemento,la fibronectina, la concentraciónde

proteínas totales en el líquido ascítico (43). Diversos investigadoreshan

observadoque la concentraciónde proteínastotalesen el líquido ascítico se

correlacionasignificativamenteconel riesgode peritonitisbacterianaespontánea

en los pacientescirróticosconascitis(44). Runyonet al (45) demostraronquelos

enfermoscon unaconcentraciónproteicaen el líquidoascíticoinferior a 1 g/dl

desarrollanperitonitis durantesu estanciahospitalariacon una frecuencia

significativamentemáselevadaquela de los pacientesconun contenidoproteico

mayoren la ascitis( 15 frenteal 2%, respectivamente).

No se conoceel por qué de la variaciónde las propiedades

antimicrobianas,la concentraciónde las sustanciasdefensivasy el contenido

proteicototal del liquido ascíticode los pacientescirróticos.No obstante,diversos

autoreshansugeridoquetodosestoscambiospudieranestarenrelacióncon: a)

los niveles séricos de las sustanciasrelacionadascon los mecanismos

antibacteiianosdel liquido ascítico(46,47), b) el gradode hipertensiónportaly
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de insuficienciahepática(48), y c) el volumende aguaenel quese diluyen los

solutosdel líquido ascítico(49).

Además, en pacientes con cirrosis descompensadae

infecciones se han observadoniveles séricos elevadospersistentementede

interleucina-6(IL-6) y factor de necrosistumoral (TND en comparacióncon

sujetosno cirróticos (50). Estaelevaciónse ha atribuido a un aumentode su

secreciónpor partede las células monomacrofágicastras su estímuloy una

disminuciónde sucatabolismopor el hígadocirrótico, ya queestascitocinasson

metabolizadasprincipalmenteporlos hepatocitostrasla uniónasusreceptores

(51).

ALTERACIONES DE LA INMUNIDAD CELULAR

Existen numerososestudios,“in vitro” e “in vivo”, que han

demostradoque la mayoríade los cirróticos presentanuna depresiónde la

inmunidadcelular(52 - 54). Tanto la activacióny proliferaciónde los linfocitos

T incubadoscondiferentesproductosinmunoestimulantes,comola respuestaa

la inyección intradérmica de antígenos (hipersensibilidadretardada) se

encuentran notablementedisminuidas en la mayoría de los cirróticos

descompensados(55).

Aunqueel mecanismoprecisode la inmunoincompetenciaen
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la cirrosisno estáclaro, diversosautoreshandescritounaíntimarelaciónentre

la alteraciónde la inmunidadcelulary lamalnutriciónde los pacientescirróticos

(56 - 60). Otrosautoreshanobservadootrasanomalíasdelsistemainmune,tales

comoun aumentoen la activaciónde lascélulasT y disminuciónde lascélulas

B en pacientescon cirrosis hepáticaalcohólica,pero esoscambioshan sido

atribuidosa un efectodirectodelalcoholo de susmetabolitos(61,62).

DISFUNCIÓN DE LOS NEUTRÓFILOS

Una proporción elevada de enfermos cirróticos muestra

alteracionesde la funciónde los neutrófilosquesesitúaadiferentesniveles.La

alteraciónmásfrecuenteesla queserefiereala disminuciónde la quimiotaxis

(63).

En algunos estudios se han intentado justificar las

alteracionesde los neutrófilos por la existenciaen el suero de sustancias

antagonistaso inhibidoresde la funcióndeesascélulas(64,65).La naturalezade

estassustanciasinhibidorasno sehadeterminadotodavía.

Porotra parte,la capacidadfagocitaríay bactericidade los

neutrófilos estádisminuidaen muchospacientescirróticos (66), lo que se ha

consideradoque juegaun papel significativo en la susceptibilidadque estos

pacientestienenparalas infecciones.
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A continuación,describiremoslascaracterísticasmorfológicas

y funcionalesde los leucocitospolimorfonucleareso neutrófilos.

LEUCOCITOS POLTMORFONIJCLEARES O

ASPECTOS ULTRAESTRUCTURALES Y

CITOLÓGICOS

El neutrófilo muestra, al microscopio electrónico de

transmisión,uno o varios segmentosnucleares,un citoplasma repleto de

orgánulos y la membrana citoplasmática. En el núcleo predomina la

heterocromatinay no existennucleolos.La membranacitoplasmáticaofreceuna

estructuraclásicatrilaminar, condos capasfosfolipídicasdensasy otraproteica

intermedia más clara. En la superficie externa existe una capa de

mucopolisacáridos,dondeasientanlos diversosreceptoresqueparticipanenla

fasede reconocimientoconla queseinicia la fagocitosis(67).

Desdeel puntode vista funcional,merecenunadescripción

másdetalladalos componentescitoplásmicos:

-Gránulos: contienenlas sustanciasdestinadasa conseguirla degradación

microbiana.Atendiendoa su morfologiay contenido,se distinguendos tipos
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principales:

a) Granulaciónazurófilaprimaria:constituyeunatercerapartede los gránulos

y contienenmieloperoxidasa,fosfatasaáciday otrashidrolasasácidas,proteínas

catiónicasantibacterianas,mucosustanciasácidas,y lisozíma.

b) Granulaciónespecíficao secundaría:constituyelas dos terceraspartesde la

granulación y carece de mieloperoxidasae hidrolasas ácidas. Contiene

lactoferrina,colagenasa,lisozimay, tal vez, fosfatasaalcalina.

Aunquela diferenciaciónentreambostipos de granulación

es eminentementemorfológica(los azurófilosson máselectrodensos),esmás

precisasi sedemuestracitoquñnicamentede actividadperoxidásicacaracterística

de los gránulosazurófilos(68).

Ademásde lasgranulacionesazurófilas,seha demostradola

existenciade otros gránulosmás pequeñosque contienencatalasay que se

denominanperoxisomas.Por último, pareceexistir un tercertipo de gránulos,

quecontendríanhidrolasasácidas.

- Centriolosy microtábulos. La funcióndelcentrioloconsisteenregularel proceso

dedivisióncelulary, conla participaciónde los microtúbulos,enintervenircomo

vectorde la migracióndirigida o quimiotaxis.

Los microtúbulos suelen organizarse de forma radial

alrededordelcentriolo,perotambiénseencuentranenla región submembranosa,
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insertándosepreferentementeen los puntosde contactocon algunasuperficie

externa.Estánformadospor la polimerizaciónde la tubulina.Funcionalmente

constituyenunaparteimportantedelcitoesqueleto,e intervienenen la adhesión,

quimiotaxis,formaciónde pseudópodosy degranulación.

- Microfilamen~tos: Se trata de finas estructuras fibrilares, compuestas

funcionalmentepor actina, que forman una malla irregular en la zona

submembranosa.Los filamentosdeactinaestáníntimamenterelacionadoscon

dosproteínascontráctiles,la miosinay la proteínaligadoradela actina(69).

- Otras estructuras:

Las mitocondriassonescasas,comocorrespondeaunacélula

terminal.Además,los fenómenosmetabólicosdirigidos adeterminarla muerte

microbianano precisande la producciónmitocondrialde ATP. En el citoplasma

seencuentrandispersasabundantespartículasdeglucógeno,fuenteenergética

esencialde los fenómenosdeingestiónmicrobiana<67).

En ocasiones,pueden observarsegotas lipídicas que

corresponden,probablemente,alos triglicéridosrequeridosparala síntesisde las

membranasde la fasepostfagocítica.

Porúltimo, en los neutrófilosno existeretículoendoplásmico

rugosoni ribosomaslibres, y el aparatode Golgi tieneaspectode encontrarse
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inactivo.

ASPECTOS FUNCIONALES

QUIMIOTAXIS

Los neutrófilos responden a señales quimiotácticas

procedentesde áreas de infección o inflamación, mediante su adherencia al

endoteliovasculary su diapédesisa travésde lasparedesde los pequeñosvasos

de los tejidos afectos.

Las sustancias quimiotácticas son generadas por las

bacterias,los macrófagos,los neutrófilos en el lugar de la invasión o por la

activacióndel complementosérico.Son factoresqiomiotácticosbien definidos:

C5a, leucotrienioB4 (LTB4), el factor activadorde las plaquetas(PAF), y una

linfocina producidapor los linfocitos estimulados,y productosde la síntesis

proteica bacteriana ( péptidos formil-metionil, como el N-formil-metionil-

fenilalaninao FMLP).

Laadhesióndelos neutrófilosal endoteliovascularpareceser

un fenómenocomplejodependientede los efectosde los mediadoresinflamatorios

sobrelas célulasendoteliales.Bajo la influenciade la interleucina1 y de otros

mediadoresinflamatorioslas célulasendotelialesllegan a serespecíficamente
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adherentesparalos neutrófilos.La especificidadde la adherenciasugiereque

puedaestarmediadapor receptores,si bienestosno hansidoidentificados.

El movimientode los leucocitosesgeneradopor la actividad

de los microfilamentos de actina, miosina y otras proteínasasociadasque

determinanlascontraccionesy relajacionesde laspartesmóviles de la célula.En

ello, probablemente,intervienenlos cambiosenla concentraciónlocal decalcio.

Se aceptaquelos leucocitosmuestranunarespuestamotoraa agentesquímicos

del entornono sólo por quimiotaxis, una reacciónpor la cual estosagentes

determinanla direcciónde la locomocióncelular,sinotambién,por quimiocinesis,

una reacciónpor la cual las sustanciasquímicasdeterminanla velocidaddel

movimiento(69).

FAGOCITOSIS

La mayoría de partículas, para ser ingeridas por los

neutrófilos, deben ser rodeadaspor opsoninas,sustanciasque indican al

neutrófilo que la partícula debe ser ingerida. Aunque el C3bi actúa como

opsonina,esmenosefectiva quelos anticuerposIgo. No obstante,la máxima

fagocitosis pareceprecisar de la presenciatanto del anticuerpocomo del

complemento.Los receptoresespecíficosparael dominio Fc de la Igo sonprecisos

paramediarla fagocitosisde laspartículasopsonizadasporel anticuerpoIgG. La

activacióndel receptorFc de la superficie celular del neutrófilo, suponeun

potenteestimuloparala formaciónde11202apartir delaniónsuperóxido(70).
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Paraproducir la muertey digestiónde las bacteriasy el

desarrollode la respuestainflamatoriatienenlugardosimportantesprocesosque

se relacionanentre sí y actúande forma cooperativapara que el neutrófilo

ejecutesupotencialdestructivo(71):

a) Degranulación:liberacióndelcontenidode los gránulosen lasvacuolas

endosómicas

b) Cadenade explosiónrespiratoria:consisteen unarápiday marcada

activación del metabolismooxidativo produciendoanión superóxido(02-) y

derivadostóxicosdeloxigeno.

DEGRANULACIÓN

En contacto con la bacteria opsonizada o con los

inmunocomplejos,la membranaplasmáticade los granulocitos,que contieneen

susuperficiereceptoresparalasopsoninasC3b o la Fc de lasinmunoglobulinas,

se invagina.Los gránulosazurófilosy específicos(lisosomas)se unena esta

vacuolapor subordeinternoy descargansucontenido.Los gránulosazurófilos

contienendiversasenzimasmicrobicidas:lisozima, mieloperoxidasa,proteasas

neutras e hidrolasasácidas.Los gránulos específicoscontienen: lisozima,

lactoferrinay proteinasligadorasde la vitaminaB12. Estassustanciasactúan

sobre el materialextrañosituadodentro de la vacuola.Sin embargo,si hay

excesivomaterialparadigerir, la vacuolapuedepermanecerabiertay algunade

las enzimaspuedeescapary dañara los tejidosdelhuésped(67).
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EXPLOSIÓN RESPIRATORIA (‘RESPIRATORY

BURST”X71)

Representaunelementofundamentalparala fagocitosis.El

anión superóxido (02-) es el producto inicial de la cadena de explosión

respiratoria.Se forma por la reducciónmonoelectrónicadel oxígenomolecular

(02) por el NADPH como donanteespecificode electronesde acuerdocon la

siguientereacción:

NAI3PH + 202 NADPH+ + 11±+ 202-

El complejo enzimáticoque catalizala generaciónde 02-

desdeel 02 sellama” oxidasadeexplosiónrespiratoria”o “NADPH oxidasa”.Un

“pool” continuodeNADPH esgeneradopor el “shunt” delashexosasmonofosfato.

El metabolismo oxidativo también genera peróxido de

hidrógeno.La mieloperoxidasa,liberadade los gránulosazurófilosdurantela

degranulación,cataliza la reacción de peróxido de hidrógenocon cloruros

presentesenlas células,paragenerarácido hipocloroso,un potentecompuesto

antibacteriano.Una reacción mayor que afectaal ácido hipoclorosoes la N-

cloronizaciónde compuestos,formandocloramínas.

Otrosderivadosdeloxigenoquepuedenformarsesonel OH- y el oxígenosimple.

La muertede lasbacteriasdependede estosmetabolitosdel

oxígeno,y másparticularmente,de los hipocloritosy cloraminas.Sin embargo,
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lamuertebacterianatambiénincluye laparticipacióndeproteínascatiónicasy

defensinasy sudigestiónpor diferenteshidrolasas,incluyendoproteinasas,que

pertenecentodasellasal arsenalantimicrobianodelascélulasfagociticas.

Pareceexistir unmecanismocomúnparala activaciónde los

neutrófflos,y laconsiguienteproduccióndemetabolitosde oxigeno. Esteseinicia

con la unión del ligando (A) a su receptorespecifico(R). Ello afecta a una

proteínaO (O), y se sigue de aumentosde las concentracionesinternasde

inositol-trifosfato(Ins3P)y diacilglicerol (DO) comoconsecuenciade la digestión

del fosfatidil-inositol por las fosfolipasasC y D (PLC, PLD). La liberacióndel

calcio intracelular (Ca) por el Ins3P, estimula la fosforilación de diversos

componentescitosólicos(CF) conla intervenciónde unaproteincinasaC (PKC)

y la consiguienteactivaciónde la oxidasa(Fig 1).
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Figura 1. Víasde activacióndela oxidasaenlos neutrofrios
A: Agonista R: Receptor O: ProteínaO PLC: FosfolipasaC
DG: Diacilglicerol PKC: Protein-cinasa-C PA: Ac fosfatidico

PLD: FosfolipasaD Jns3P:Inositol-trifosfato P: Fosforilacion
FC: factorescitosolicos

A continuacióndescribiremos,másdetalladamente,cadauno de estos

pasos.

A
4

Ins3P Ca

Y!
Calcio

-w
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RECEPTORES

En laactualidadseconocenlascaracterísticasy composición

de variosreceptoresparaagonistasquimiotácticospresentesen los neutrófilos.

Entre ellos se encuentrandos isoformasdel receptorparael formil-metionil-

fenilalanina(FMLP) (72), el receptorparala fracciónSadelcomplemento(C5a)

(73), dosreceptoresparala interleukina8 (74),el receptordelpéptidoactivador

de lasplaquetas(PAF) y el receptorparala fracción3a delcomplemento(C3a)

(75).

Todos los receptoresque han sido estudiadoscontienen7

segmentoshidrofóbicosque alternancon 8 zonashidrofilicas. Los dominios

hidrofóbicosestánconstituidospor 21-25aminoácidos,tienenunaconformación

ahelicoidal,y sonlo suficientementelargoscomoparaextendersea la membrana

plasmática.Estosdatosindicanquedichosreceptorespertenecenala familia de

receptorescon 7 segmentostransmembrana(7-TMS) (76).

Diferentesregionesde los distintosreceptorespuedentener

secuenciassimilares.Así, en algunosde los dominiosqueseextiendendentrode

la membranaesta similitud puedeser especialmentealta. En cambio, en el

extremoN-terminal sueleserpequeña,aunquetodosellos poseennumerosos

residuosde ácido glutámicoy/o ácido aspártico.Además,entodoslos receptores

7-TMS, con la única excepcióndel oncogénmas, la segunday terceraasa
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extracelularcontienencisteina,y la región N-terminal de todos, exceptoel

receptorparael PAF,tienezonaspotencialmenteparaN-glicosilación(76). Estas

zonas de supuestaglicosilación adicional se encuentranen el segundoasa

extracelularde los receptoresde IL-8 y FMLP. No seconocebien el papelque

juegala glicosilación(77). No parecesernecesariaparala interaccióndel ligando,

peropudieraserrequeridoparael transporteintracelulary la expresiónenla

superficiede los nuevosreceptoressintetizadosy reciclados(78>.

El receptorinteraccionapor un ladoconel agonistay por el

otro con una proteína O. La especificidadhacia el ligando o agonistay la

iniciaciónen la señaldetransducciónestánmediadospordiferentesdominiosdel

receptor.

La fosforilación del receptorpor algunasquinasaspuede

reducirsuafinidadpor la proteínaG, produciendola llamadadesensibilización

(79). Se ha publicadola existenciade unasproteínas,llamadasarrestinas,que

tienenanalogiaestructuralcon las subunidadesalfa de las proteínasO, y se

unenconmayorafinidadala forma fosforiladade losreceptoresquealasformas

no fosforiladas, por lo que dejan al receptorinactivo (forma fosforilada) al

competirconlasproteínasO. La defosforílacióndisminuyede nuevola afinidad

de las arrestinasy el receptorpuedevolver a unirsealasproteínasO (80).Tal

procesopodría ser la basepara la desensibilizaciónrápiday transitoriadel

receptor.Porello, enmuchosaspectosel sistemareceptor-agonistase asemejaa
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los sistemashormona-receptor-neurotransmisor:

a) la interacciónreceptor-agonistainicia la señalde transduccióny la

afinidad por el agonistaestá reguladapor los nucleótidosde guaninay sus

análogos.

b) el receptorestá reguladoen exposicionesposterioresy repetidasa

agonistasadesensibilizaciónde la vía de transducción.

Entrelos receptoresde los agentesquinajotácticos,el receptor

del formilpéptido FMLPde los neutrófilos humanos esde los másestudiados.

Los receptoresdel formilpéptido (R-FMLP) se encuentranlocalizadosen la

membranay en los gránulosespecíficos.Cuandoel neutrófiloesestimulado,los

receptoressetrasladandesdelos gránulosala membrana(81).

El R-FMLP es unaproteínaglicosadacon un PM de 55-70

KDa, quepuedepresentarseendosisoformasconpuntosisoeléctricos(pI) de6.0

y 6.5, respectivamente(82).

Se han preparadodos receptoresrecombinantespara el

FMLP, el FMLP-R26y el FMLP-R98, que representandos variantesde este

receptor.Ambosestánconstituidospor 350aminoácidos(PM 38420D)y difieren

entresí enlos aminoácidossituadosenlasposiciones101 y 346.Tambiénexisten

algunasdiferenciassignificativasenlasregiones5’ y 3’ (82).
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El primer asa extracelularque contiene el extremo N-

terminaldel R-FMLPexhibeunafuerte uniónconel ligandosi secomparacon

otras regionesextracelulares.Los residuosArg 84 y Lys 85 jueganun papel

fundamentalenestaunión (83).

La señaldel R-FMLP es enviadaa unaproteínaO - Esel

extremocitoplásmicodelR-FMLPel queseacoplaa la proteínaO y transmitela

señal(84,85).Algunosautoreshansugeridoqueel segundoasaintracelulary el

extremocarboxilo son importantesparael acoplamientodel R-FMLP con la

proteínaO, y queel tercerasaintracelulartienemenorimportanciaparaese

fenómeno(86).No obstante,no todoslos autoresestánde acuerdoenesteúltimo

aspecto(87).

Los R-FMLPde los neutrófilostambiénpuedeninteraccionar

con el citoesqueletoformandocomplejos.La formaciónde complejosactina-R-

FMLP puedejugarun papelenla activacióninducidapor quimiotáxis(88 - 90).

Larevisiónde la literaturaen relaciónconlas características

del receptormuestragrandesdiscordancias,en especialen lo referenteal

númeroy ala constantededisociación,desde2000 a 56000receptoresporcélula

y 0.0034a 210 nM, respectivamente(91-96). La técnicade aislamientode los

neutrófilosy la temperaturapuedenserfactoresquede unaforma inadvertida

podríanactivarlos neutrófflos.Así, al aumentarla temperaturade 40Ca 370Cel
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númerode receptoresaumenta2,5 vecesy ello secorrelacionaconun aumento

enla generaciónde 02- (91).

Aunquealgunosautoreshanencontradoun estadoúnico de

afinidad bajo diferentescondicionesde temperatura(91), otros sugierenque

existendos clasesde receptoresindependientescon estadosde alta y baja

afinidad(lCd mM y 20-4OnM, respectivamente)(92 - 96).

Las diferencias de afinidad no parecen ser debidas a

receptoresdiferentesintdnsecamentesino másbien a interaccionesentre el

receptory la proteinaO reguladora.Porello, el pretratamientode los neutrófilos

o membranasdecélulasHL-60 conanálogoshidirolizablesdel GTP(por ejemplo,

GppNHpo GTPyS)reduceel númerode receptoresde alta afinidady, al mismo

tiempo,partede los receptoresde altaafinidadsonconvertidosa estadosde baja

afinidad<93).

Diferentesdrogaspuedeninhibir la cadenade explosión

respiratoriaal actuarcomoantagonistasde los receptoresdelFMLP. Entreéstas

seencuentranlaspirazolonas,los contrastesradiológicosy las ciclospoiinas(97 -

100).
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PROTEÍNAO

La vía de activacióncelularde los ligandosquimiotácticos

pareceafectar la interaccióndel complejo ligando-receptorcon la llamada

proteína0 (101). Las diferenciasdel receptorespecíficoen la afinidadcon la

proteínaO producegradosdiferentesdel intercambioen los nucleótidosde

guaninay por ellopuedecontribuir a las diferenciasen la respuestafuncional

(102).En los neutrófriosno estimulados,unaimportantecantidaddeproteínaO

estáalmacenadaen los gránulosespecíficos,coincidiendoconla activaciónde los

neutrófilos, estareservase transfierea la membranaplasmáticadurantela

degranulacióncelular (71).

El complejo receptor-proteínaO activa lasfosfolipasas(PL)

C, D yA2. Sehanpresentadonumerosasevidenciasquedemuestranque laPLC

estáacopladaal receptoratravésdeunaproteínaO, Gp (103). El mecanismopor

el cualla estimulacióndeterminala activacióndela PLD y de la PLA2 no está

aúnfirmementeestablecido.Existendosposibilidadesqueno sonmútuamente

excluyentes.Unavíadirectaporla quela PLA2 y la PLD seactivaríanmediante

unaproteínaO, o bien unaindirecta con la participacióndel Ca++ y la PKC,

segundosmensajerosderivadosde la hidrólisisdel fosfatidil inositol mediantela

PLC.

AunquelasproteínasG son intermediariasentreel receptor
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y el efector durantela señaltrasmembrana,su papel no estáestrictamente

confinado a la membrana,ya que también puedenactuar a niveles más

posteriores(104).

Hay dos clases de proteínasO con actividad intrínseca

OTPasaqueintervienenenla activaciónde los neutrófilos:

- Los grandesheterotrimerosqueestánconstituidospor las subunidades

a (39-52KDa), j3 (35-36KDa) y Y (7-10 KDa).

- LaspequeñasproteínasO monoméricaso superfamiliaRas,quepor tener

muy débil actividadOTPasas(c 0.01 min1), requierensu asociacióncon otra

proteínaqueactivela GTPasa(OAP) parasuóptima actividad(105).

ProteínasG beterotiiméricps

Están constituidaspor tres subunidades:a, 1~, y. En la

subunidada es dondeseencuentrala actividadcatalíticade la GTPasa (3-10

min1) y es la que interaccionacon el receptor.Se han identificado varias

subunidadesa diferentes,lo que sugiere que los receptoresse acoplan a

subunidadesaespecíficasdel ligando.La señalpuedesertransmitidadesdeun

receptoramúltiplesproteínasO y/o desdeunaproteínaG amúltiplesmoléculas

efectoras.Así, el mismoreceptorpodríamandarseñalesdiferentesdependiendo

del tipo de subunidadGa disponible.Alternativamente,las diferenciasen la

amplitud y duración de la respuestadel neutrófilo a distintos agonistas

quimiotácticossepodríaexplicarpor el acoplamientode la mismaproteínaO a
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dominioscitoplásmicosdistintosestructuralmentede los receptoresligados(76).

La principal subunidad« de la proteínaO correspondeala

Oi2ct quepertenecea la subfamiliade proteínasO queinhibenla adenilciclasa.

OtraproteínaO queexpresanlos neutrófilosesla proteína0i3a.Ambassonlos

principalessustratosde la toxina pertussis(106,107).Se ha identificadoa la

proteína0i2a comolaproteínaO asociadaal receptordepéptidosformilados,así

comoa los receptoresdelC5ay delleucotrienoB4 (108).

El papelde las subunidades13 y y estámenoscaracterizado.

El complejoIVy puedeactivarla isoenzima132 de la PLC. Hay dossubunidades13:

131 (36 KDa) y 132 (35 KDa> quetienenentresí unaelevadahomología(90%) de

secuencía.Existen,al menos,tressubunidadesy diferentes(76). Estasforman

uncomplejofirme conlassubunidades13 quesolamentepuedeserdisociadopor

denaturación.Estecomplejoseune firmementecon la membranaplasmáticaa

travésdeinteraccioneshidrofóbicas(109).

En los neutrófilos inactivos, la proteínatrimérica con las

unionesGDPenla subunidad« estánlocalizadosenla membranaplasmática.

La estimulacióncon agonistasquimiotácticosinduceun cambiaconformacional

del receptorquepromueveel intercambiodeGDP por GTPenlasubunidada. La

subunidada con las unionesOTP se separadel complejo 13y y quedanasí

preparadosparainteraccionarcon las moléculasefectorasqueparticipanenla
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respuestafuncional.A travésde suactividadintrínsecaGTPasa,la Oa hidroliza

las unionesGTP, que pasana GDP, se disocia de la molécula efectoray se

reasociacon el complejo13y. El complejocc13y reformadoestáya listo paraentrar

enun nuevociclo de la señaldependientedelagonista.Si la disociaciónOTP-Oa

del receptores suficientementerápida, el mismo complejo agonista-receptor

puedeinducir el intercambioGDP-OTPde varias subunidadesa, produciendo

unaamplificaciónde la señal(76).

Latoxinadela BordetellaPertussispuedeinhibir la proteína

Gi2aal producirunaAiDP-ribosilacióndeunacisteinalocalizadaa 4 residuosdel

extremoC-terminal,produciendounaalteraciónen la conformacióndeleje ay el

desacoplamientode la subunidad« del receptor(110 - 112).

Los neutrófilostambiénposeenproteínasO queestimulanla

adenilciclasa(Gs). Son proteínasde 45 KDa y 52 KDa que inhibirían la

producciónde superóxido,atravésdelAMPc intracelulary la activaciónde la

protein-cinasa-A(PI(A) (113).Así, los agentesqueproducenun aumentodeAMPc

(POE2,xantinas,teofilina) o simulanestemediador(dibutiril AMPc) inhibenla

activación de los neutrófilospor agonistas(114,115). Sin embargo,algunos

autoreshan sugeridoque la unión ligando-receptor-proteínaOs inhibiría la

funciónde los neutrófilostrasdisminuir la actividadde la proteínaG necesaria

para la unión del receptor-ligando(116,117). Incluso se ha sugerido una

amplificaciónmasivade la señalinhibidora.En los neutrófiloshumanosexisten
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aproximadamente500 receptoresbetaadrenérgicosqueson capacesde inhibir

completamentela producciónde aniónsuperóxidogeneradotrasel estímulode

al menos50.000receptoresde FMLP. Estavíaseríaamplificadapor el número

de proteínasO asociadasal receptor(700 Os 1 Receptorbetaadrenérgicofrente

a 200 On 1 Receptorde FMLP) y por el númerode fosfatosliberadosdesdela

proteínaO activadaen presenciadel ligando (100 1 minuto IReceptorbeta

adrenérgicofrentea 1 ¡minuto 1 Receptorde FMLP) (118).

LasproteínasOs sonsustratosde la toxinadel Vibrio Cholera

atravésde unaADP-ribosilación.Al tratara los neutrófilosen reposocon esta

toxina se produce la ribosilación de una proteína de 40 KDa. Cuandolos

neutrófilosson estimuladoscon un agonista,la toxina del 14Cholera también

ribosila la 0i2a,aunqueenunlugardiferenteal quehacela toxinaB. Pertussis,

y atenúala actividadGTPasa.La ribosilaciónproducidapor la toxina 14 Cholera

esmásintensasi sepretrataalascélulascon la toxinaE. Pertuasiao conbajas

concentracionesdeOTPyS.AmbostratamientosdesplazanlasubunidadOi2cz del

receptory la hacenmásaccesiblea los efectosribosiltransferasade la toxina

14 Cholera.Es de destacarquelas membranasaisladasparecenunir el agonista

FMLP con másafinidadcuandosonreconstituidascon 0i2a modificadapor la

toxina y. Choleraquecuandolos soncon la subunidada no tratada,sugiriendo

queel receptorseacoplamáseficazmenteala proteínamodificadapor el cambio

conformacionalensuextremocarboxilo.Dadoquela actividadGTPasade la Gi2a

estáatenuadobajoestascondiciones,la proteínamodificadapareceseruna señal
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máseficaz entrereceptoresy efectores(119).

Proteínas GInonoméricas

Son proteínasde bajo pesomolecular,quepertenecena la

superfamiliaras.Existenal menos25 tipos distintosquese hanagrupadoen

familias: Ras(ras,ral, rap), Rho (rho, rac, 022k, 025k),y Rab(rabiA, rablB).

A estetipo de proteínaspertenecenalgunasque sefijan a

nucleótidosdeguaninade21, 24, y 26 KDa y a losreceptoresdelagonistaFMLP

y quesedisocianenpresenciade GTPyS.Trasel intercambioGTP-GDP,estas

proteínasse reasociancon el receptor, lo que sugiere que puedenestar

involucradasenla señal(76).

LaproteínaRaplAesun miembrodela familia Ras(120,121)

que se ha localizadoen la membrana,junto a un componentede la NADPH

oxidasa,el citocromob558. Tantola proteínaRap lA comola proteínaRap 2A

estánen los gránulosespecíficosy se transfierena la membranaplasmática

durantela exocitosis.El papel de las proteínasRap no estámuy claro. Sin

embargo,al menosin vitro, la fosforilación de las proteínasRap por la PKA

inhibela uniónde lasproteínasRap lA al citocromob558y estopodríaexplicar

el conocidoefectoinhibidordelAMPc sobrela cadenadeexplosiónrespiratoria

(122).
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Las proteínasRhoparecenintervenir,ademásde la cadena

respiratoria,enla adhesiónde los leucocitos(123).LasproteínasRac 1 y Rac 2

pertenecena la subfamiliaRho,y sonsustratosparala ADP-ribosilacióninducida

por la toxina del Clostridium Botulinum C3. Estasúltimas proteínasson

componentesde la NADPH oxidasa(124)- Así, el factor solublede la NADPH

oxidasa,el o~, consisteenrealidadenunaproteínaRac 1 (22KI)a) y unaproteína

de 24 Rdaque seha intentadoidentificar comoel inhibidor de la disociación-

GDP, el rhoODI. La proteínaRae 1 y el factor rhoODI estánestrechamente

asociados,ya queel factorrhoODI esel responsablede regularla actividadde la

proteínaRací al inhibir el intercambiode nucleótidos<125). Sin embargo,los

neutrófilosqueexpresanlasproteínasRac2 no parecenexpresarproteínasRho

como la proteína rhoGDI, funcionandorealmentecomo reguladoresde las

proteínasBac. Además,las proteínasRhosonnecesariasparala actividadde la

PLD (126).

Características bioquímicas de las proteínas U

.

La interacción entre el complejo agonista-receptory la

proteínaO esdependientedel OTPy delcalcio (127 - 129).

LesanálogosdelOTPprovocanla activaciónde la proteínaO

conunapotenciaqueescaractedsticade cadauno de ellos (130>:

OTPys > GTP>ODP> OppNHp» GMP
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En contraste,el ATP no esnecesarioni suficienteparaactivar

la oxidasa.Sin embargo,si la reaccióncon ODP y/o GMP secontaminacon ATP

(perono consuhidrolizable)puedeindirectamentefavorecerla activaciónde la

oxidasapor medio de enzimasendógenosque catalizan la conversiónATP-

dependientedeOMP y ODPa OTP (128).

En ausenciade nucleótidosde guanina,la disociacióndel

receptor-FMLPes sensibleal magnesio.En presenciade estosnucleótidosesa

disociacióndel receptoressensibleal sodioy potasio.

La adición de calcio a concentracionesmayoresde 10 gM

suprimeel impacto de los nucleótidosde guanina.El efecto del calcio no es

bloqueadopor el magnesio(100).

Los nucleótidosdepurinay pirimidina “per se” no estimulan

la NADPH-oxidasapero potencianla formacióndel superóxido(x5) tras dosis

subóptimasdeFMLP. Pareceserqueactúana nivel dereceptoresespecíficosde

nucleótidos.EstosreceptoresestánacopladostambiénaproteínasO. Comolos

nucleótidossonliberadosde lascélulasbajocondicionesfisiológicasy patológicas,

ellos puedenjugar un papelen la activaciónde los neutrófiloscomportándose

comomensajerosde la señalintracelular(131).

El flúor también parece estimular la proteína O. La
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producciónde 02- en neutrófilos estimuladoscon flúor esantagonizadapor el

GDP13S,es dependientede magnesio,pero esinsensibleal tratamientocon la

toxinapertusis.Estascaracterísticassoncompatiblescon la ideadequeel flúor

activa unaproteínaO, probablementela Gp, trasinteractuarsobre los lugares

deunión denucleótidosala subunidadadela proteínaO.Además, la producción

de 02- por los neutrófilos estimulados con flúor es bloqueadapor la

estaurosporinay el H-7, lo queindica queestavía procedede la activaciónde la

PKC (132).

A concentracionesde 20 mlVI deFNa, el flúor activa proteínas

reguladorasde los nucleótidosde guanina.La capacidaddel flúor parasimular

ciertosefectosde hormonasy otros agonistascelulares,incluyendola movilización

del calcio y la activaciónde fosfolipasasespecíficasde inositol, tantoencélulas

intactascomoen extractoscelulares,proporcionaun fuerteapoyoala ideade que

el flúor esun activadorespecíficodelaproteínaO queregulala actividadde una

PLC (133).

FOSF0LIPASAS

La hidrólisis de los fosfolipidos de la membranapor las

fosfolipasasrepresentael primerpasoenla formacióndeunavariedaddelípidos

bioactivos.Así, los lípidos de la membrananativajueganun papeldecisivo,dada

la capacidaddelasfosfolipasasparahidrolizarlos(104).Tres tipos defosfolipasas
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hansidoinvolucradasa diferentesnivelesde la activaciónde los neutrófilos:la

fosfolipasaA2 (PLA2), fosfolipasaC (PLC), y la fosfolipasaD (PLD).

Los principalessustratospara la fosfolipasaC (PLC) y la

fosfo-inositol-3cinasa(PI-3cinasa)sonlos inositolescontenidosen los fosfolipidos.

La composiciónde los inositolesen muchascélulas,incluyendolos neutrófilos

humanos,muestraun modelodondela posiciónsn-1normalmentecontieneácido

esteárico(C18) y laposiciónsn-2contieneácidoaraquidónico(C 20:4) (134). Dos

cmasassonresponsablesde la fosforilacióndelfosfatidilinositol(PI) paragenerar

PI(4,5)P2,la fosfolipasaC y la PI-3cinasa.Lesfosfolipidosdel inositol únicamente

representanel 5-8% del total de los fosfolípidos.En contraste,la fosfatidilcolina

(PC),el sustratoparala fosfolipasaD (PLD) y fosfolipasaA2 (PLA2), representa

el 40%del totalde fosfolipidos de lasmembranascelulares(135).La posiciónsn-1

de la PC puede ser bien acil o alkil, mientras que la posición sn-2 es

invariablementeaciL En los neutrófilos,la forma alkil-PC-(1-0-alkil-PC)supone

másdel 40% del total de PC, el 60% restantecorrespondeal diacil-PC (136).

Ambosson sustratosparaPLD y PLA2.

Fosfolipasa C (PLC

)

El principal(es)sustrato(s)de la PLCesel inositol contenido

en los fosfolípidos. Preferentementehidroliza fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

(PtdInsP2),perotambiénactúasobreel fosfatidil inositol-4-monofosfato(PI). Su

actuaciónsobreel PtdInsP2producediacilglicerol e inositol-trifosfato (InsP3).El

34



primero permaneceen las membranasy activa directamentela PKC, un

estimulantede la NADPH oxidasa.El inositol-trifosfatoesliberadoal citosoly se

une a receptoresespecíficospresentesen las organelasqueacumulanel calcio

intracelulary queestánlocalizadasenla vecindadde la membranaplasmática.

La unióndel InsP3inducela liberaciónde calcio de esosalmacenesy originaun

aumentocaractedsticode la concentraciónde calcio intracelular(137).

Pareceserque la activaciónde la PLC enpreparacionesde

membranassolamenterepresentaunapequeñafracciónde la respuestaquese

observaríaencélulaspermeabilizadas(138). El porcentajede lípidosde inositol

hidrolizadosencélulaspermeabilizadases10 vecesmayorqueen preparaciones

demembranas.

Lamayoríade la actividadde la PLCseencuentralocalizada

enel citosoly un pequeñoporcentajeenla membrana.

Existenal menostresfamilias de PLC: PLCy (ISOKDa),PLC

13 (148KDa)y PLC5 (85KDa>. Probablementeexistanotrasdosfamilias:ay E -

Dentrodecadafamilia hayvariossubtipos.

La activaciónde la PLC por agonistasquimiotácticosestá

mediadapor proteínasO y requierede la presenciadecalcio (104,139,140).
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El GTPySpareceserun estimuladorefectivo de la PLC de la membrana(103).

Sehademostradoquela PLCesactivadaporlassubunidades13y de laproteína

O heterotrimérica,y no por la subunidadOi2ct (141). En 1984, seidentificóuna

PLC en las membranascelularesque eraactivadapor nivelesmilimolares de

calcio.Lespolifosfoinositolesendógenosserviríande sustratoy al añadir500 ,M

de calcio, el 40-60%de los polifosfoinositolespreformadossedanhidrolizadosa

diacilglicerol y a los correspondientesfosfatosde inositol (142). Dado que los

nivelesde calcioenlascélulasenreposoesnormalmentede 100nM y queeste

nivel esinefectivoparaestimularla actividadde la PLC, estapreparaciónsirve

comotestigoparacontrolarestasvías.

LafosfolipasaC esinhibida por diferentesproductosquímicos,

entreellosel U-73122(quetambiéninhibeel aumentodelcalcio intracelular),el

inositol trifosfato y el diacilglicerol (143).

LaPLCespecíficadel fosfatidilinositolno esla únicaenzima

que genera diacilglicerol en las células estimuladas.También se forman

considerablescantidadesde diacilgliceroltrasla hidrólisis de la fosfatidilcolina

con intervenciónde la PLD. Sin embargo,esta fosfolipasa se activa más

lentamenteque la enzimaespecíficadel fosfatidilinositol, la cual produceel

aumentoinicial de diacilglicerolquedeterminala activaciónde la PKC.
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Fosfolipasa D (PLD

)

Existe actividadde la fosfolipasaD tanto en la membrana

comoenel citosol,perola mayoractividadsedetectaenesteúltimo. Actúa sobre

la fosfatidilcolinaparaproducirácido fosfatídicoquemástardeesdegradadoa

diacilglicerol por una hidrolasadel ácido fosfatidico. Comoya se señalómás

arriba,el diacilglicerolestimulala PKC y ésta,asu vez, la NADPH oxidasa.

La generacióndirectadediacilglicerol desdePtdInsP2(vía

PLC) esun pasoprecozy transitorio,mientrasqueel diacilglicerolqueprocede

de la fosfatidilcolinaatravésde la PLD eslento peroprolongado(144).

La actividaddeestaenzimadependedelcalcio, por lo quees

estimuladaporel iónoforoA-23187 enpresenciadecalcio enel medio.Esteefecto

esbloqueadoporel EGTA, el cualproduceunadeplecciónrápidadecalcio de las

celulas. La estimulaciónde los neutrófilos con FMLP, en ausenciade calcio

extracelular,produceuna activaciónparcial de la PLD, mientrasque en las

células depleccionadasde calcio no se observaeste efecto. Estos resultados

indican queel calcio intracelulares suficienteparala activacióndela enzima,

perola actividadmáximadependedel influjo decalcio (76).

No seconoceel mecanismoexactoqueregulala estimulación

de la PLD en célulasintactas,peropodríatratarsede un efectomediadopor la
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proteína0 (145), o bienpor la vía de la PKC (146) y el calcio.

Existendiferentesevidenciasquellevan a la conclusiónde

que la activación de la PLD está involucrada en la cadenade explosión

respiratoria:

1) Estudiosmetabólicosrealizadosconprecursoresde la fosfatidilcolinamarcados

radiactivamentedemuestranquela generaciónde diacilgílcerolvíaPLD aparece

trasvariosestímulos,incluido el FMLP (147).

2) En presenciade alcoholes,la activaciónde la PLD por el FMLP produce

fosfatidil alcoholesa travésde un mecanismode transfosfatidilaciónespecífica,

y éstesecorrelacionacon unadisminucióndela generaciónde ácidofosfatídico

<148). Estudiosenlos queseañadepropanolol,un inhibidorde la hidrolasadel

ácidofosfatídico,encélulasestimuladasconFMLP y citocalasinab o fluorurode

sodio, se produceunainhibición de la producciónde anión superóxidoy una

acumulacióndeácidofosfatídico(149). Dado queel etanolproducecambiosenla

cantidad de ácido fosfatídico, el fosfatidiletanolacumuladoen los alcohólicos

pudieraalterarla función de los neutrófilos(150).

3) Los niveles de ácido fosfatídico en neutrófilos activadoscon diferentes

estímulos,secorrelacionancon la liberacióndeaniónsuperóxido(151).

La PLD activadaes un sistemaque requierela presencia

combinadadel citosol y la membrana(126,152,153).Entre los factoresde

membranaseincluyenproteínasO monoméricasdela familia Rho(145).
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EosThflpaa&A2iPLA2)

Durante la activación de los neutrófilos se produceun

aumentode ácido araquidónicoproducidopor la fosfolipasaA2 (PLA2) <154). El

ácidoaraquidónicoesnecesariotambiénparalaactivaciónde la NAiDPH oxidasa.

En los neutrófilos, la PtA2 hidroliza fosfolípidos y 1-

alkilfosfolipidos, generandodosmoléculasprecursoras,el ácido araquidónicoy

el 1-O-alldil-sn-glicero-3-fosforilcolina(lyso-PAF).Mientrasel ácidoaraquidónico

es oxidado por las cicloxigenasaso lipoxigenasashacia prostanoidesy

leukotrienios, respectivamente,el lyso-PAF es acilado por una acetil-CoA-

transferasahacia 1-O-alkil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina,el PAF. El

leukotrienioB4 y el PAFson,no sóloproductosde los neutrófilos,sino también

estimulantesde los neutrófflosporvía dereceptoresdependientesde laproteína

O. A bajasconcentraciones,el PAF, y en menosextensión,el LTB4 también

preparana los neutrófilos parapotenciarla cadenade explosiónrespiratoria

inducidaporpéptidosquimiotácticos.LasprostaglandinasE2 e 12, encontraste,

atenúanla respuestaaagonistasquimiotácticos,presumiblementeal elevarlos

nivelesdeAMPc intracelular.

Se desconoceel mecanismopor el que se activa la PLA2.

Existenevidenciasqueindicanquela PtA2 esactivadapor víade los receptores

y conla intervencióndelaproteínaO y no comoconsecuenciade los productosde
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degradaciónde la PLC (104,155).Tambiénhasidopublicadala activaciónde la

PLA2 por las subunidadesfry de la proteínaO heterotrimérica(156). No obstante,

desconocemossi el heterodímerofry actúadirectamenteo lo hacea travésde la

inactivaciónde inhibidores.

En los neutrófilos,la PLA2 existeendosformas: laprimera

es una ácidalocalizadaen los gránulosazurófilos,mientrasque la segunda

correspondea la membranaplasmática. La actividad de esta última se

incrementadurantela activaciónde los neutrófilos(157,158).Además,algunos

autoreshandetectadoactividadPLA2 enel citosolde los neutrófilos(159 - 161).

En los neutrófilosexistendostipos de PLA2:

a> una de alto pesomolecular, 85 Kda, o tipo 1 que es específicadel ácido

araquidónico;y

b) otrademenorpesomolecular,14 KDa, o tipo JI queselocalizaenlos gránulos

(162,163).

El principalalmacéndeácidoaraquidónicoenlas célulasson

los ésteresde glicerofosfolipidosenla posiciónsn-2.La PLA2 directamentelibera

ácido araquidónicodesdela posiciónsn-2de los fosfolípidos.En los neutrófilos,

el pooí predominantede araquidonatoendógenoestá repartido entre la

fosfatidiletanolamina(60%), la fosfatidilcolina(18%) y el fosfatidilinosítol(18%).

No obstante,estadistribución varía si se utiliza ácido araquidónicoexógeno
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marcadoradiactivamente(164).

Paraquela PLA2 llegueaaccederasusustrato,esnecesario

que pueda desplazarsedesde el citosol a la membranaplasmática.Este

desplazamientodependedelas concentracionesde calcio (165) ya querequiere

queestasoscilenentre300nM y 10 gM de calcio (166). En presenciade FMLP,

seliberaácidoaraquidónicosiemprequeel calcioestépresenteaconcentraciones

de 10 .tM. En presenciade FMLP y de OTPyS, la liberación de ácido

araquidónicoseproducesi el calcio estápresentea 1 1xM.

El ácidoaraquidónicoparecejugarun papelenlaexocitosis,

así como tambiénen la activacióny mantenimientode la actividadNAIJPH

oxidasa.Aunqueno seconocela localizaciónprecisade su acción(167), se ha

sugeridoqueestimulala PKC« por un mecanismode retroalimentaciónpositivo

que es dependientedel calcio (76). Algunos autoreshan observadoque la

inhibiciónde la PLA.2 no impide la fosforilaciónde la proteínap47,por lo queel

mecanismode acciónde la PLA2 seríaposteriora la PKC (168). Tambiénseha

postuladoqueel acido araquidónicoejerceríaefectosdirectossobre lasubunidad

alfa de la proteínaO heterotrimérica(169).

La actividad de la PLA2 es necesariapara estimular la

actividadde la oxidasa.Estudiosconinhibidoresde la PLA2 reducenla liberación

de ácido araquidónico,y la producciónde aniónsuperóxido,aunquepersistela
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fosforilaciónde proteínascitosólicas(p47) y la traslaciónde los factorescitosólicos

(p4’7, p6’7) a la membrana(168).

CALCIO

En los primeros estudios se observó que los neutrófilos

depleccionadosde calcio eranincapacesde producirsuperóxidoenrespuestaal

FMLP, pero esta alteración se recuperasi eran replecionadoscon calcio

extracelular(170).

Diferentesensayosutilizando un indicadorfluorescente,el

quin 2, handemostradoquelos agonistaselevanel calcio libre citosólicoen dos

fases:

1> La primera es rápida, inmediata, a los 30 segundosque siguenal

estímulo, independientedel calcio extracelular y, por ello, atribuida a la

movilizacióndelcalciodesdelos almacenesintracelulares,y siempreprecedeal

comienzode la cadenadeexplosiónrespiratoria(171)

2) La segundaelevacióndependedelcalcio extracelular(172).

Ello indica que el calcio citosólico estaríaimplicado en la

transmisiónde señala la cadenade explosiónrespiratoriay queel tiempo que

transcurrióantesdeaumentarel calciocitosólicoreflejael tiemporequeridopara
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la generaciónde concentracionesefectivasde InsP3.

Peroel aumentodel calcio intracelularno es estrictamente

esencialpara la producciónde superóxido(173). No existendudasde que en

algunascircunstancias,ademásdela vía clásicacalcio-dependiente,existeotra

paralelaqueesindependientedelcalcio y, probablementetambién,de la PKC.

El aumentodelcalciointracelularesoriginadopor la entrada

desdeel medioextracelulary por la liberación del calcio almacenadoen los

calciosomas(174>. Estosúltimos sonunasvesículasde 50-250nm de diámetro

caracterizadaspor la presenciade la proteína ligadora de calcio y por la

capacidadde liberar calcio enrespuestaal InsP3.El mecanismopor el cual el

calcioatraviesala membranaplasmáticaescontrovertido.Pareceserquecuando

el calcio intracelularesmovilizadode los calciosomas,seproduceun aflujo de

calcioa travésde la membrana(171,175).

Otros autoreshan propuestoque los canalesdel calcio son activadosbien

directamentepor el complejoreceptor1 ligandoo bienpor unmecanismodiferente

alos cambiosenel calcio citosólico (176).Además,pareceserqueel contenidode

calciode los neutrófilosestácontroladopor un transportadorNalCa.
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FOSFATIDIL-INOSITOL-3-CINASA

Ademásdela estimulacióndelastresfosfolipasas,el FMLP

tambiénestimulala fosforilacióndel inositol contenidoen los lípidos, fosfatidil

inositol (PI), PI-4Py PI (4,5)P2en la posición3 hidroxil del anillo del inositol

paraformar PI-3P, PI (3,4)P2,y PI (3,4,5)P3.El enzimaresponsablede esta

fosforilaciónesla fosfatidiil-inositol-3-cinasa(PI-3-cinasa).Aunqueno estáclaro,

seha sugeridoquesudianacelularesel PI (4,5)P2.

La PI-3-cinasapareceser un complejo heterodiméricoque

contieneunaproteínade85 KDay otrade 110KDa. La subunidadde 85 KiDa no

tieneactividadenzimáticadetectable,peropuedeserunasubunidadreguladora

responsablede la unión a tirosin-cinasas,mientras que la proteína pliO

probablementeseael elementocatalítico(134)

PROTEIN-CINASAS

La fosforilacióndelasproteínasesun mecanismoesencialen

la transmisiónde señalintracelular.Trasla introducciónselectivadegruposde

fosfato en la serna,treoninao residuosde tirosina, las proteínasse alteran,

producen cambios en su actividad enzimática, en sus propiedadesy, en

consecuencia,en modificacionesen la señalintracelular. Las protein-cinasas

puedenser subdivididasen dos clasessegúncual seansusaminoácidosdiana:
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sermao treonina,o bientirosína.

Fpsforilneión de serma 1 treonina

LaPKC esla enzimamejorconocidaqueactúasobreresiduos

de sernao treonina,catalizandosufosforilación.

Es bien conocido que la oxidasade los neutrófilos está

probablementeactivada por al menosdos vías diferentes.Una de ellas es

dependientede la PKC (177>. La ideade unavía dependientede laPKC viene

apoyadaprincipalmentepor dosexperimentos:

1) Estudiosde incorporaciónde 32PPi aproteínasde los neutrófilos,en los que

se ha encontradounacorrelaciónentreel nivel de actividadde la oxidasay el

gradodefosforilacióndeproteínas,incluyendounaproteínacitosólicade 47KiDa

(identificadamástardecomo un componentede la oxidasaactivaday referida

comop4’7).

2) El 4-j3-phorboll2-myrastate-13-acetate(PMA) activa tanto la PKC como la

cadenade explosiónrespiratoria.Unainterpretaciónracionalesqueel PMA y

otros ésteresde forbol, simulan los efectosdel diacilglicerol, un activador

fisiológico de la PKC queseunea la PKC conaltaafinidad(Kd 8nM) y con una

relaciónestequiamétrica1:1 (178).

La PKC secomportacomounacinasadependientede calcio

y de fosfolípidos,queesactivadaporel diacilglicerolo por los ésteresde forbol.
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LaPKC existecomounafamilia de múltiplesisoenzimas.Ademásde lasformas

decalcio dependientes(a, ¡3, y>, tambiénsehanidentificadovariasformasque

actúande forma independientedel calcio (8,c,O.Estasisoenzimasmuestran

especificidadtisulary distribuciónsubcelular.Les neutróffloshumanoscontienen

las isoformasa, ¡3, conpredominiode la primera(179,180).

Las protein-cinasasque se asocian con la membrana

plasmáticaestánen unaposiciónfavorableparafosforilar moléculasefectoras

unidasala membrana.En los neutrófilosestimulados,la PKC setrasladadesde

el citosol a la membranaplasmática.Este procesoes dependientedel calcio y

reversible.No se sabesi la cinasaes realmentecitosólica o está más bien

localizada en el espacioperiplasmáticosin conexión con la membrana.El

isoenzimamás abundanteen el citoplasmapareceser la PKC-13, la cual, en

contrastecon la isoenzimaa, se trasladadesdeel citosol a la membrana

plasmáticaenpresenciade calcio (76).

Pareceexistir otra PKC, denominadan-PKC, que no se

trasladaala membrana,pesa76 KDa, esdependientede la fosfatidilserinay del

diacilglicerol,peroindependientedelcalcio. Los ácidosgrasosacil-CoA de cadena

larga inhibirían esta enzima. Majumdar et al (179> hipotetizan que esta

inhibiciónpudierajugarun papelreguladorenla función de los neutrófilos,pues

su activacióncon péptidosformilados produceun incrementode estosácidos

grasos.
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Si bien la 13-PKC fosforiliza a la p47, implicada en la

generacióndesuperóxido,la n-PKC fosforiliza anumerosasproteínascitosólicas

no dependientesdelcalcio, queincluyenla p66.

La PKC tambiénfosforiliza la proteínaMARCKS, queregula

el acoplamientoreversibledelos filamentosde actinaala membranaplasmática

(181).

La PKC puede ser inhibida por diferentes sustancias

compuestosdeloro (182),la lidocaina(183), los antimaláricos(184>, el K-252ay

la estaurosporina(185).

Fn~fnri1ae4ón Jp la t4roaina

La cadenade explosión respiratoria se acompañade la

fosforilaciónde proteínasen los residuosde tirosina (186). Las proteínasque

contienenfosfotirosinaconstituyenen los neutrófilosmenosdel 1% deltotal de

fosfoproteinas.La fosforilación de la tirosina pareceestar mediadapor una

proteínaO sensiblea toxinapertusis(187). Es dependientedel magnesioy del

ATP. Es inhibida de forma dosis-dependientepor el erbstatin,inhibiendola

producciónde superóxidoinducidapor el FMLP (188,189)pero sin efectosobre

lacadenadeexplosiónrespiratoria inducidapor el ionóforodelcalcio, A23187 o

por los ésteresdeforbol (PMA) (188).
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En contraste, al añadir a los neutrófilos

electropermeabilizadosvanadato,un inhibidor de la fosfatasade la tirosina,se

produceunaacumulaciónde proteínastirosina-fosforiladasy un aumentoenel

consumode oxígeno(190).

Lasprincipalesproteínascontirosina quesonfosforiladaspor

estaenzimason p41,pS4,p66,pi04 y p116.

Se aceptaque los receptoresacopladosa la proteína O

estimulanla fosforilaciónde la tirosina, bienpor la activaciónde unatirosin

cínasao bien por la inhibición de fosfatasasde tirosina,puesambasopciones

potencialmentedeterminanla acumulacióndeproteínastirosina-fosforiladas.La

fosforilaciónde tirosina puedeserparcialmenteinhibida por toxinapertusisy,

dadoque el GTPyStambiénescapazde inducir la fosforilacióndetirosinaen

neutrófilos permeabilizados(191,192),es probable que la fosforilación de la

tirosínaseasecundariaa la activaciónde la PLC.

Otra modificacióndeproteínasdependientedela cadenade

explosión respiratoriaes la adicción reversiblede un residuo de tirosina a

proteínas(tirosinolación).En los neutrófiloshumanosactivadospor el FMLP, se

produceuna estimulaciónespecíficade la tirosinolación de tubulina que es

inhibida por la toxinapertusis(193).
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NADPH-OXTDASA

Laoxidasadela cadenarespiratoriaesunacortacadenade

transportedeelectronesunidaala membranaquereduceel oxígenoextracelular

a aniónsuperóxidoy oxida el NADPH citosólico generadopor el shuntde las

hexosasmonofosfato,el cual actúa como donantede los electronespara la

reacciónredox.El anión superóxidoes inestabley la dismutasalo convierte

rápidamenteenperóxido de hidrógenoy oxígeno.

En los neutrófilosenreposo,la NAiDPH oxidasaestáinactiva

y suscomponentes(de membranay citosólicos), separados.Perocuandolas

célulassonestimuladaspor agonistas,se ensamblarápidamentey seactivaen

la membranacitoplásmica(194 - 196).

Los componentesde la membrana plasmática están

constituidospor el citocromo b558, de bajo potencial, y compuestode dos

subunidades,de 22lDay 91KDa,y unaposibleflavoproteinarelacionadaconel

transportede electronesentreNADPH y el citocromob558 (194,197).

El citocromob558fue el primercomponenteidentificadode la oxidasa.Esuna

proteínaintegralde la membranay consisteenunasubunidad« de 22 KDa (p22-

phox) y unasubunidad13 de 91 ElDa (gp9l-phox)(198). Se ha propuestoqueel

grupohemeestávinculadoa la subunidadpequeña,la cualcontieneunaregión

con una secuenciasimilar a las zonas de unión del grupo heme de otras
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hemoproteinas.Las medicionesespectroscópicassugierenqueel citocromob558

contienemásdeun grupohemeunido a ambassubunidades.Algunos sugieren

la existenciadedos modalidadesde heme.La conexiónfuncional de doshemes

a unaflavina asegurael transpasode parejasde electronesdesdela NADPH y

la posterior transferencia al heme(s) del citocromo b558. La flavina

aparentementeseriael pasolimitante enla transferenciade electrones(76).

Quinn et al (199 - 201) handemostradola existenciadeunaproteínaO debajo

pesomolecularqueselocalizajunto y conel citocromob558en lamembranade

los gránulosespecíficosy queparececorresponderala proteínaG monomérica

Rap lA. La asociaciónde la proteínaRap lA con el citocromob558puedeestar

reguladapor la PiCA, dado que la fosforilación previene la unión de dicha

proteínaconel citocromob558.

Entrelos componentescitosólicosseconocen,unaproteínade

67 KDa, una proteínade 47 RDa y, probablemente,unaproteínade 4OKDa,

todas ellas fosforiladas (denominadasp67-phox, p47-phox, y p40-phox

respectivamente),y proteínasO monoméricasde la familia Rac(rac 1, rac 2) (202

- 204>. Estoscomponentessetrasladanala membranaplasmática,formandouna

NADPH oxidasageneradorade02- activo (205).Algunosestudiosconsideranque

el trasladode estasproteínasdesdeel citosola la membranaestáen funciónde

la intensidaddel estímuloy del tiempoy temperaturaenla exposición(206>.

Los componentescitosólicosinteraccionanentresí. Así, la
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proteínap40-phoxinteraccionafuertementeconla proteínap67-phoxy de forma

másdébil con la proteínap47-phox(207,208).El trasladodesdeel citosol a la

membranade la proteínarac 1 requierede la proteínap67-phox,mientrasque

la proteínarac2parecerequerirdela proteínap47-phox(209). Lassecuenciasde

aminoácidosdelasproteínasp4’7 y p67contienenregioneshomólogasconla 5113

o dominanteA de la familia src de las tirosin-cinasas,una región que se

encuentraen unavariedadde proteínasqueinteraccionanconel citoesqueleto.

Nauseefetal (210) hanobservadoquela fosforilaciónde lap47,dependientede

la PKC, secorrelacionaconla asociaciónde la proteínap47-phoxal citoesqueleto

y la traslaciónde las proteínasp47-phoxy p67-phoxa la membranacon el

ensamblajede la oxidasa.Smith et al (211) proponenqueen los leucocitosla

NADPH-oxidasatiene dos zonascatalíticamentefuncionalesde unión, unade

afinidadrelativamentebajaen la gp9l-phox,y otrade mayorafinidadenla p6’7-

phox.

Además,cadaunode loscomponentescitoplásmicostieneuna

función determinada.La proteínap67-phox sola puedefacilitar el flujo de

electronesdesdela NADPH al centro de la flavina de la NADPH oxidasaen

ausenciade p47-phox,produciendosureducción,mientrasquela presenciade

la proteínap47-phoxse requiereparatransferirordenadamentelos electrones

másaMa delcentrode la flavina al hemeenel citocromoy de ahíal oxígeno(212).

Algunosestudioshandemostradoqueel magnesio,perono el
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calcio, esabsolutamenterequeridoparala generaciónde equivalentesreducidos

por la NADPH oxidasa.Aparentementeel magnesiose requiereparaunir las

proteínascitosólicasa la membranaplasmáticaen el complejofuncional de la

NADPH oxidasa(213).

Uhlingeret al (214) hancaracterizadoun sistemaNADPH

oxidasa “semi-recombinante”que comprendecomponentesde la membrana

plasmáticay proteínasrecombinantesp47-phoxy p67-phox. Estos mismos

autores,enun estudioposteriorhanmostradoquela traslacióndep47-phoxfue

estimuladaporácidoaraquidónicoperono porGTPyS,dependientedelcitocromo

en aproximadamenteun 50% e independientede la proteínap67-phox. En

cambio,el ácido araquidónicoestimulóla traslaciónde laproteínap67-phox,que

requieredelcitocromoy de la proteinap47-phoxy seincrementaconGTPyS.Las

proteínasp47-phoxy p67-phoxqueseensamblancon el citocromob558lo hacen

en unarelaciónestequiométricade 1:1:1 (215).
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OBJETWOS



1.- Determinar si existe algún defecto en la función

postfagocíticade los leucocitospolimorfonuclearesde pacientescon cirrosis

hepática.

2- En casodehallaralgúndefecto,determinarel nivel en

lavía de activacióncelulardondesesitúa.

3.- Conocersi existe algunarelaciónentreel hipotético

defectoen la funciónpostfagocíticay lascaracterísticasde lacirrosishepática:

etiología, grado funcional, parámetrosbioquímicos,episodios previos de

infeccióndel líquido ascítico,ascitis,hipertensiónportal, sangradodigestivo,

etc.
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PACIENTESY METODOS



1.-PACIENTES

Seha estudiadola funciónpostfagocíticade los neutrófilosen

74 pacientesconcirrosishepáticay en un grupocontrol de 34 individuossanos.

Los controleseran20 varonesy 14 mujeresde entre29 y 79

añosy edadmediade 60±11,6años.

Los pacientescirróticos eran48 varonesy 26 mujerescon

edadescomprendidasentrelos 39 y 76 años,siendola edadmediade 59,6±10

anos.

El diagnósticode cirrosishepáticaserealizóentodoslos casos

por datosclínicos, analíticosy de imagen(gammagrafia,ecografla,tomografia

computarizada,endoscopia,radiología),y seconfirmó histológicamenteen 38

pacientes.En los 36 casosrestantesno se practicóbiopsiahepáticapor existir

afectaciónseverade la coagulación.

En todoslos pacientescirróticos seestudióla etiologíade la

cirrosis,el grado funcionalhepático,los parámetrosanaliticoshepáticos,y los

antecedenteso existenciadecomplicacionesde sucirrosis:ascitis,infeccióndel
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liquido ascítico,hemorragiadigestivapor hipertensiónportal, encefalopatía.

La etiologíade la cirrosisseestableciósobrela basede los

hábitostóxicos de los pacientes(alcohol, consumode fármacoshepatotóxicos,

adiccióna drogasintravenosas,...),la serologiade los virus hepatotropos(B, C,

D), el estudiodeautoinmunidad(anticuerposantinucleares,antimitocondriales,

antimúsculoliso, antimicrosomalesde hígadoy riñón), el estudiometabólico(

hierro, ferritina, cobre,ceruloplasmina,y alfa-1-antitripsinaen sangre,y cobre

y porfirinas en orina de 24 horas),y la existenciade enfermedadesbiliares o

patologíavenosa(insuficienciacardiaca,enfermedadveno-oclusiva,Síndromede

Budd-Chiari).

La etiologíadela cirrosisestabarelacionadaconel alcoholen

34 casos(45,9%),alcoholy VHC en 18 (24,3%),VHC en 13 casos(17,6%),VHB

en5 (6,8%),autoinmuneen 1 caso(1,3%),y no sedeterminóen3 casos(4%). (Fig

2).

Alcohol

Degconocid~

AutoiDm Ufl~

Alcohol+VHC VH B

Figura 2. Etiologíade la cirrosis.en los 74 pacientes
estudiados

VH C
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El gradofuncionalhepáticose establecióde acuerdoconla

clasificación de Child-Pugh (216,217), que valora 5 parámetros( albúmina,

actividaddeprotrombina,bilirrubina, ascitisy encefalopatía)y los puntúacon

1, 2, o 3 puntossegúnla siguientetabla:

Parámetros

Albúmina (mg/dl)

Actividad Protrombina

Bilirrubina

Ascitis

Encefalopatía

1

>3,5

>50%

<2

No

No

Puntuación

2

3-3,5

30-50%

2-3

Fácil control

Estadio1-II

3

<3

<30%

>3

Dificil control

Estadio111-1V

Posteriormente,segúnla puntuaciónglobal, la clasificación

de Child-Pughdistingue3 gradosfuncionales:el gradoA estáformadopor los

pacientescon 5 y 6 puntos;el gradoB por los pacientescon 7, 8, o 9puntos;y el

gradoC por los pacientescon 10 a 15 puntos.En el cálculodelgradofuncional,

los estadiosde la encefalopatíahepáticase definieron segúnel sistemade

Parsons-Smith(218):
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Estadio1: confusiónleve,euforiao depresión,disminuciónde la atención,lentitud

parapracticartareasmentales,irritabilidad, trastornodelpatróndelsueño.

EstadioJI: somnolencia,letargia,gran reducciónde la capacidadparapracticar

tareasmentales,alteracionesevidentesde la personalidad,comportamiento

inapropiado,desorientaciónintermitente(habitualmenteen el tiempo).

EstadioIII: somnoliento,perosele puededespertar,incapazde practicartareas

mentales,desorientaciónconrespectoal tiempo y/o al lugar,marcadaconfusión,

amnesia,algunascrisis de agresividad,hablapresente,peroincomprensible.

EstadioIV: coma.

Respectoala funciónhepatocelular,20pacientes(27%) tenían

un gradofuncionalA de laclasificacióndeChild-Pugh,20 (27%) un gradoB, y 34

(45,9%)un gradofuncional C (Fig 3).

Gradofuncional A
Gradofuncional E¡ 27,03%

27,03% 20

20

u

Figura 3. Orado de la funciónhepatocelularde los

74 enfermos con cirrosis hepática
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Les parámetrosanalíticoshepáticosestudiadosen los 74

enfermoscirróticosfueron: transaminasas(OOT, GPT), OOT, fosfatasaalcalina

(FA), bilirrubina total (B’D, albúmina,y actividaddeprotrombina.Susresultados

aparecenreflejadosenla tabla 1.

TABLA 1

Parámetro Media Rango Desv.Típica

OOT (UIII) 93,55 19-232 42,7

GPT (UI/l) 86,9 35-675 47,65

GGT (UIII) 64,08 11-248 39,97

FA (UN) 137,43 74-428 63,46

BT(mg/dl) 2,47 0,5-13 1,71

Alb (g/dl) 3,08 2-4,7 0,65

Activ.Prot(%) 62,11 29-100 17,27

En cuantoa las complicacionesde la cirrosis hepática,se

consideróqueexistíaunainfecciónespontáneadellíquido ascíticoenlos casos

que cumplíanlos criteriosde peritonitisbacterianaespontánea(PEE), ascitis

neutrocítica,y bacteriascitis(219). Así, el diagnósticode PBE se basóen un

recuentode leucocitospolimorfonuclearesmayor o igual a 250 1 mm3 y la

positividaddelcultivo del liquido ascítico;ascitisneutrocíticacuandoel recuento

depolimorfonuclearesen líquido ascíticoeramayoro igual a 500/ mm3peroel

cultivo era negativo; y bacteríascitíscuandoel cultivo era positivo con un

recuentodepolimorfonuclearesmenorde2501 mm3.
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El diagnósticodehemorragiadigestivaporhipertensiónportal

fue realizadocuandola hemorragiaera debidaa varicesesofagogástricaso

gastropatíahipertensiva.La hemorragiapor varicesseestableciócon certeza

cuandoen la endoscopiase visualizó la hemorragiaactiva ( en chorro o en

rezumado) de algunavariz o cuandoen su superficie existíanestigmasde

hemostasiareciente(coágulo adheridoo coagulo de fibrina de color blanco).

Tambiénseconsideróquelasvariceseranla causadela hemorragiacuando,en

presenciade sangrerecienteen la cavidad gástrica,eranlas únicaslesiones

potencialmentesangrantesdetectadasen la endoscopia.La hemorragiafue

atribuidaa la gastropatíade la hipertensiónportalcuandoen la gastroscopiala

mucosagástrica aparecíahiperémicay connumerosasmanchasrojas redondas

conhemorragiaaguda(220).

De los 74 pacientesconcirrosishepática,66 (89,2%)habianpresentado

durantesuevoluciónalgunacomplicaciónderivadadesuenfermedadhepática.

De ellos, 42 pacientes(56,8%) habíansufrido algún episodio de hemorragia

digestivaalta originadapor la hipertensiónportal (varicesesofagogástricasy/o

gastropatiahipertensiva).Por ello, gran parte de estos pacientesestaban

sometidosa programade escleroterapiade varices.Respectoa la ascitis,21

pacientes(28,4%)no habíanpresentadoestacomplicación,45 (60,8%)enalgún

momentodesuevoluciónacumularonliquido ascíticoperode fácil manejomédico

conrestricciónhidrosaihnacon/sindiuréticos.Ochopacientes(10,8%)presentaban

unaascitisdedificil manejo,siendoinclusonecesariasparacentesisevacuadoras

periódicasparasu control. Catorcepacientes(18,9%)habíansufrido episodios
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previos de infección del liquido ascíticocon criterios de peritonitisbacteriana

espontánea(PBE), ascitisneutrocítica,o bacteriascitis(fig 4).

Figura 4. Antecedentes de
infeccióndel líquido asciticoenlos
pacientesestudiados.

En cuantoa laencefalopatíahepática,49 pacientes(66,2%)nunca

habíanpresentadoestacomplicación,23 (31,1%)en algunaocasiónpresentaron

encefalopatíagradoJoII, y 2 pacientes(2,7%)habíandesarrolladoencefalopatía

grado111-1V. Muchosenfermoshabíandesarrolladovariascomplicaciones(Fig 5).

Figura 5. Complicaciones desarrolladas por
los pacientes con cirrosis hepática
estudiados.
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Se excluyerondel estudiolos pacientesque asociabana la

cirrosis hepática un hepatocarcinoma.Ninguno de los pacientes había

presentado,en los 15 díasprevios,síntomaso signosde infección, insuficiencia

renal,hemorragiadigestiva,o diabetesmellitus. En los pacientesque habían

sufrido sangradodigestivo previo por varicesesofágicasy que estabanen

programadeescleroterapia,la última sesióndeesclerosisfue realizadaal menos

1 mes antesde la extracciónde sangre.Ningunode los individuosestudiados

habíarecibidoen los últimos 3 mesesmedicamentosquepudieraninterferir con

la función de los neutrófilos (esteroides,benzodiacepinas,anti-H2).

Despuésde serinformados,todoslos sujetosincluidosen el

estudiodieronsuconsentimientoparaparticiparenel mismo.
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II. METODOS

A. AISLAMIENTO DE NEUTRÓFILOS

En todoslos individuosestudiados,trasun periodode reposo

y ayuno de al menos6 horas, se extrajeron20 ml de sangrevenosa. Les

neutrófilosse aislarona partir de estasangrefresca,utilizando CPD (citrato

fosfato dextrano)comoanticoagulante,tal comodescribeBoyum (221) pero con

una ligera modificación del método (222). Los eritrocitos se sedimentarona

temperaturaambientecon dextranoal 6% (peso/volumenP/V) en 0,15M de

cloruro sódico hastauna concentraciónfinal de dextranodel 1,3% (P/V). El

sobrenadanterico en leucocitosserecogióy centrifugóa 1200 rpm durante10

mmutosatemperaturaambiente.El sedimentocelularobtenidoseresuspendió

en 5 ml detampónfosfato salino sin calcioni magnesio(PBS,Flow Lab LiC.) y

sedepositósobreun volumenigual deLymphoprep(sodiummetrizoate9,6% w/v),

Ficolí 5,6% (w/v; NycomedAS, Pharma,Torshov,Norway), centrifugándosea

continuación a 1970 rpm durante15 minutos a temperaturaambiente.El

sedimentoobtenidofue resuspendidoen 2 ml dePBS paraprocederala lisis de

loseritrocitoscontaminantes.Paraello seañadieron6 ml de aguadestiladapre-

enfriada,seesperó15 a20 segundosy despuésseañadieron2 ml de CíNa 3,6%

(P/V) para restablecerla isotonicidad.La solución se centrifugó a 1000 rpm

durante10minutosa temperaturaambiente,paraeliminarla hemoglobina.Este

pasode lisis/lavadoserepitió tantasvecescomofueraprecisohastaobteneruna

suspensióndeneutrófiloslibre de eritrocitos.La preparaciónfinal conteníamás

de un 95% de neutrófilosviables. La viabilidad celular se evaluóde forma
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rutinariaantesy despuésdecadaexperimentopor el ensayode exclusiónde azul

tripánal 0,1% (p/v). Lesneutrófilosfueroncontabilizadosen unacámaradeNew

Baber,e inmediatamentefueronutilizadosenlos distintosensayos.

B. NÚMERO Y TIPO DE EXPERIMENTOS(TABLA 2)

Enun total de 163experimentosrealizadosen 74 pacientes

y 74 experimentosrealizadosen 84 controlesseha estudiadola producciónde

anión superóxidoen neutrófilostrasserestimuladoscon distintassustancias:

Formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP), zimosan opsonizado, factor de

necrosistumoralalfa (TNF), fluoruro sódico(FNa), fluoruro de aluminio (FM),

el ésterde forbol PMA, y el ionóforo del calcio A23187. Cadauna de estas

sustanciasactúaaun nivel diferenteen la víadeactivacióndela oxidasa(Fig 6).

02

-4
02-

Figura 6. Vías de activación de la oxidasa en los neutrofilos

A: Agonista R: Receptor O: ProteínaO PLC: FosfolipasaC
DG: Diacilglicerol PKC: Protein-cinasa-C PA: Ac Fosfatidico
PLD: FosfolipasaD Ins3P:Inositol-trifosfato P: Fosforilación
FC: factorescitosólicos

Zimosan
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Así, en42 pacientescirróticosy en 19 controleslos neutrófilos

seestimularoncon FMLP, queactúaanivel de receptor;el zimosanopsonizado,

otra sustanciaque actúa a nivel de su receptorespecífico localizado en la

membranadelneutréifio, seempleóenotros9 pacientescon cirrosisy enotros 4

controles.Además,del grupo inicial (pacientesy controlesestimuladoscon

FIVILP), encinco pacientesconcirrosishepáticay endoscontrolesseemplearon

como estímulosTNF, FMLP, y se realizó una preincubaciónprevia de los

neutrófilosconTNF antesdeserestimuladoscon FMLP.

Del grupoestimuladoconFMLP, en20 cirróticosy 8 controles

seutilizó tambiénel FNa,queestimulala proteinaO, y en 15 deestospacientes

y en 6 de los controles,secompararonlos resultadosdela estimulacióncon FNa

y conlos del FM.

En los 22 cirróticos y 11 controles restantesdel grupo

estimuladocon FMLP seempleóel estímuloconPMA, queestimulala protein-

cínasa-C.En 17 cirróticos y en 9 controlesde estossujetos,la estimulaciónse

realizósimultáneamenteconel FMLP y el PMA.

En un grupo distinto de 23 cirróticos y 11 controles,los

neutrófilosfueronestimuladosconel ionóforo de calcio,A23187,queactúaanivel

de los canalesdelcalcio.
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TABLA 2.

Estímulo Cirrosis Controles

FMLP 42 19

Zimosanopsonizado 9 4

TNF 5 2

FMLP+TNF 5 2

FNa 20 8

FM

FMLP+ FNa

A23187

PMA

FMLP+PMA 17 9

C. PREPARACIÓNY OPSONIZACIÓNDEL ZIMOSAN

El zimosanse preparó siguiendoel método descrito por

Bonneyetal (223).Laspartículasde zimosansesuspendieronenPBS (20 mg de

zimosanporml de PBS)y sehirvieron a 1000Cdurante2 horas.Posteriormente

se lavaron3 vecescon PBS y el sedimentofinal seresuspendióen PBS a una

concentraciónde20 mg/mi, almacenándosecongeladoa~2OoC.

La opsonizacióndel ziniosanseobtuvo al añadir1 ml desuero

frescopor 10 mg de zimosan,incubarlo durante20 minutosa 370 C en baño

maría, para posteriormentecentrifugarlo a 2800 rpm durante 10 minutos,

resuspenderloen CíNa 0,9% y lavarlo 4 vecescon CINa -
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D. MEDIDA DE LA PRODUCCIÓN DEL ANIÓN

SUPEROXIDO

La liberacióndel anión superóxido(02-) se midió por la

reduccióninhibida por superóxidodismutasa(SOD> del ferricitocromoc en un

ensayodiscontinuo(224).

Todoslos ensayoso experimentosfueronrealizadospor duplicado.

LascélulasseresuspendieronentamponHepes-Olucosa(l5OmM CíNa, 1,2mM

Cl2Mg, 1,3mM Cl2Ca, 5,5mM glucosa,lOmM Hepes,a un PH de 7,5) a una

concentraciónde 1x106célulasporml. Se añadiócitocromoc aunaconcentración

de 900gg/ml. Las células se preincubarondurante5 minutos a 370C con

citocalasinab (5gg/ml).Añadiéndoseentonceslos diferentesestímulos,cadauno

de los cuales,comohemosya visto, actúapor distintasvíasenla activacióndela

oxidasa:

- PMA (esterdeforbol, queestimulala protein-cinasa-C)adosisde lgg/ml.

- FMLP (formil-metionil-leucil-fenilalanina,queactúaanivel de receptor)a dosis

de 107M.

- Zimosanopsonizadoa dosisde 1 mg/ml

- RNa adosisde 20 mM.

FAl formadoal mezclarFNa 5 mM y CIAI 10 jtM

El ionóforo de calcioA23187adosisde 10p.M.

TNF adosisde 1 ng/ml (10 U/ mí)
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Trasañadirlos estímulos,seincubarondurante15 minutos

a 370C en un baño con agitaciónconstante.La reacciónse paró colocandolos

tubossobrehielo. Despuéssecentrifugaronlos tubosa 1600 rpma40C durante

15 minutos y se recogieron los sobrenadantesque se leyeron en un

espectofotómetroa 550nm.Se hicieroncontrolesenparalelocon SOD (lOgg/ml>

paraasegurarquela reduccióndel citocromoc reducidofue debidaúnicamente

al 02- generadodurantela estimulacióncelular.

La formaciónde 02- se expresóen nmolesde citocromo c

reducidodurante15 minutosy pormillón decélulas(nmolescitocromoc / iSmin

¡ millón decélulas).

E. REACTIVOS

Todoslos reactivosutilizadosfueronde origenanalítico.El

dextrano,FNa, ClAl, PMA, FMLP, ionóforo de calcio A23187, zimosan,y

citocalasinab, procedíandeSigmaChemicalCo (St Leuis, MO, USA). El PMA,

FMLP, ionóforo del calcio A23187, y citocalasinab fueron disueltosen

dimetilsulfóxido (DMSO) paraconseguirunasconcentracionesde lmg / 500g1,

íO~ M, lOmM y lOmg/ml, respectivamente.

El citocromoc, TNF-« y SOD seobtuvierondeBoehringer-Mannheim(Barcelona,

España).

Todoslos reactivosfueronetiquetadosy almacenadosa -200Chastasuutilización.
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fr~ODQESflDSThO

1. ESTA]JISTICADESCRIPTIVA

De lasvariablescuantitativassehaconsignadoel tamaño(n),

la media (x), la desviacióntípica (d) y los valoresmínimo y máximo. De los

caracterescualitativossehareflejadola frecuenciaabsolutay el porcentaje.

2. ESTADÍSTICAANALÍTICA

Sehanrealizadodiferentescomparacionesintergrupos.Para

ello se utilizó la t de Studento el análisis de la varianza(ANOVA). Si la

diferenciaera significativa se aplicó la pruebade Newman-Keuls.Entre las

variablesnuméricas,se buscaronlos coeficientesde correlación que salían

significativos.Sehaconsideradosignificativala p< 0.05.
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RESULTADOS



-Dos
1.

A. RESPUESTAALOS ES’ITMULOS UTILIZADOS

Inicialmentepretendimosconocersi los neutrófilos de los

pacientesconcirrosishepáticasoncapacesde responderaestímulosproduciendo

radicalessuperóxidosesencialespara su función. Paraello, estudiamospor

duplicado 42 pacientescirróticos y 19 controles.Tras su aislamientolos

neutrófilos fueron estimuladoscon FMiLiP (N-formil-metionil-fenilalanina,

productoderivadode la síntesisproteicabacteriana)a dosis de ío~ M. Esta

sustanciaactúaanivel de un receptorespecificolocalizadoenla membranade

los neutrófilos.Hallamosquela produccióndeaniónsuperóxido,expresadaen

nanomolesde citocromocreducidodurante15 minutosy por millón decélulas,

estabadescendidaen los pacientescon cirrosis hepáticaen relacióncon los

controles( 15 ±8,4 frentea 25 ±7 nmolescitocromoc reducido/ 15 mm / millón

células,respectivamente)(Fig 7). Siendolaproducciónmediadesuperóxidoen

los cirróticosde58,8±25,3%(rango:14,8 - 100%),respectoa loscontrolesencada

uno de los experimentos.Estadisminuciónfue estadísticamentesignificativa (

p <0,001) entreambosgrupos.De los 42 pacientesestudiados,solamenteen 4

(9,52%)la respuestafue normal.

Paradescartarquela disminucióndela respuestaal FMLP fuera

originadapor un defectoespecíficoaesteestimulo,estudiamosla respuestade
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los neutrófilosa otro estímulodiferentequeactúaatravésde la vía agonista-

receptor. Paraello utilizamosel zímosanopsonizadoa dosis de 1 mg/ ml

previamentepreparadocomo seindica en materialy métodos. La producción

mediade anión superóxidoen respuestaa esteestimulo fue en los pacientes

cirróticos de 5,8 tE 5,8 nmolesde citocromoc reducido/15 minutos1 millón de

células,mientrasqueen los controlesfue de 8,9 ±6,4 nmolesde citocromoc

reducido/ 15 mi.nutos/ millón decélulas(Hg 7). Ello suponiaqueenlos cirróticos

la respuestafue el 54,4±5,5%de lo queocurríaen los controles.A pesarde ello,

estasdiferenciasno alcanzaronsignificaciónestadística.
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Fig 7. Producciónde superóxidopor los neutrófilos
(nmolesdecitocromoc reducido¡ 15 minutos¡ millón
de células),alestimulara nivel de receptorconFMLP
o zímosan.
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Conel mismofin estimulamostambiénlos neutrófilosconel

factor de necrosistumoral alfa (TNF). Estacitoquinaelevala respuesta

celulara otros estímulos,trasaumentarla afinidadde estosa susreceptores.

Por ello podríamosesperar,que la preincubaciónde los neutrófiloscon TNF

aumentede forma llamativala respuestadeestascélulasal FMLP, queactúa,

comohemosvisto, vía receptor.Esteestudiodemostróque 1 ng/ml ( 10 U/mí) de

TNF-alfa no ejerce ningún efecto sobre la producciónde superóxidoen los

neutrófilos, tantode los controlescomodelos pacientesconcirrosishepática.Sin

embargo,cuandolos neutrófilosfueronpreincubadosdurante30 minutoscon

TNF, la respuestaal FMLP aumentóen los controles ( 18±8,2 vs 26,6 ±13

nmolesde citocromocreducido1 15 mm i millón de célulasconFMLP y FMLP

previapreincubaciónconTNF, respectivamente)perono enlos neutrófilosde los

pacientescirróticos (13,4±7,1 vs 12,9±2,9nmolesdecitocromoc reducido/ 15

mm / millón decélulas,respectivamente).(Fig8). Estosresultadossugierenque

la débil respuestade los neutrófilosde loscirróticosa los estímulosqueactúan

anivel de la membranay de receptoresno sedebeaun defectoenla interacción

de esosestimulantescon susrespectivosreceptores.
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Fig 8- Producción de anión superóxido por los
neutrófilos (nmoles de citocromo c reducido /15
minutos / millón de células), después de su
estimulacióncon TNFy/o FMLP.
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a CORRELACIÓN CLÍNICA.

Puestoque los neutrófilos de los pacientescon cirrosis hepática

presentabanunaalteraciónenla capacidadde producciónde aniónsuperóxido

antelos estímulosqueactúana travésde sureceptor,seestudiósi estaalteración

guardabaalgunarelacióncon lascaracterísticasde la cirrosishepática(Tablas

3 y 4).
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TABLA 3. Característicasde los pacientescirróticosestimuladoscon FMLP.

- Edad:60±9,9años

- Sexo:28 varonesy 14 mujeres

- Etiologíade la cirrosis: alcohol 22 pacientes
alcoholy VHC 9pacientes
Virus C 7 pacientes
VHB 2 pacientes
criptogenética 1 paciente
autoinmune 1 paciente

- Insuficienciahepática:gradoA 5 pacientes
gradoB 10 pacientes
y gradoC 27 pacientes

- Ascitis: No 2 pacientes
Ascitis de fácil manejo 34 pacientes
Ascitis de dificil manejo 6 pacientes

- Encefalopatía:No 20 pacientes
Si 22 pacientes

- Antecedentesde infeccióndel líquido ascitic« 9 pacientes

- Antecedentesde hemorragiadigestivapor hipertensiónportal: 32 pacientes

- Parámetrosbioquímicos:OOT87,9±42U11
OPT78,6±48,2U71
GOT64±47,4U11
FA 147,2±79,1UII
BT 2,9±2mg/dl
Albúmina 2,9±0,6g/dl
Actividad de protrombina58,8±19%
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TABLA 4. Característicasde los pacientescirróticosestimuladoscon zimosan

- Edad:58,9+6,2

- Sexo:4varonesy 5 mujeres

- Etiologíade la cirrosis:alcoholy VHC 5 pacientes
VilO 3 pacientes
VHB 1 paciente

- Insuficienciahepática:gradoA
gradoB
y gradoC

- Ascitis: No
ascitisde fácil manejo
y ascitis de dificil control

- Encefalopatía:No
Sí

5 pacientes
3 pacientes
1 paciente

6 pacientes
2 pacientes
1 paciente

8 pacientes
1 paciente

- Antecedentesde infeccióndel líquidoascítico 1 paciente

- Antecedentesdehemorragiadigestivapor hipertensiónportal: 3 pacientes

- Parámetrosbioquímicos:GOT75,5±28,1UIl
GPT92,1±37,2UR
GGT 58,4±26,8UIl
FA 134,3±25,8UIl
BT 1,6*0,7 mg/dl
Albúmina 3,6±0,3g/dl
Actividad de protrombina67,9±9,4%
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El estudiodelaproducciónde superóxidopor los neutrófilos

en respuestaal FMLP no se correlacionóestadísticamentecon el grado de

insuficienciahepatocelularde los pacientesconcirrosishepática.En efecto,esta

producción estuvo reducida significativamenteen todos los cirróticos con

independenciade su grado de insuficienciahepatocelular.Mientras que el

estimulode los neutrófilosde controlescon FMLP setraduceen unaproducción

de superóxidode 25 ±7 nmolesdecitocromocreducido/ 15 minutos1 millón de

células,los decirróticos enestadioA producen12,5±8,7 (49,4+28,1%respectoa

los controles)nmolesde citocromoc reducido/ 15 mm / millón decélulas;los de

cirróticos B con 12,3±3,2(60,3±19,7%) nmolesde citocromoc reducido/ 15

minutos/millónde célulasy los de cirróticos C 16,1±9(60,1±26,3%)nmolesde

citocromoc reducido¡ 15 min/ millón decélulas. Lasdiferenciashalladasentre

los distintosgradosfuncionales,no eranestadisticamentesignificativas(Fig 9).
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Hg 9. Produccióndesuperóxido(nmolesdecitocromo
c reducido 1 15 minutos /millón de células) por los
neutrófilos estimuladoscon FMLP, en individuos
sanoscontrolesy pacientescon cirrosishepática,en
diferentesgradosde insuficienciahepática(Ci:cirrosis
hepática).

Sin embargo,la respuestade los neutrófilos al zimosan

opsonizadosedeterioróprogresivamenteamedidaqueprocediandecirróticoscon

peorfunciónhepática.En los cirróticos de gradoA, la producciónde superóxido

no se diferenciabade la hallada en los controles (controles: 8,9 nmolesde

cítocromo c reducido / 15 minutos / millón de células; grado A: 8,7±5,8

(66,8±23,5%)nmolesde citocromoeredueido/15 minutos1 millón decélulas).En

los delgradoB 2,1 tE 3,2 (41,3+42%)nmolesde citocromoc reducido1 15 minutos

/ millón de células; y en el de grado C 1,03 (20%). Aunque tomandoen

consideraciónel valorabsolutode la producciónde superóxidoen cadaunode los
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experimentosno observamosdiferenciassignificativas,al compararel porcentaje

derespuestadecadapacienterespectoalos controlessi encontramosdiferencias

quealcanzaronsignificaciónestadística(p <0,05>.

Analizandocadauno de los parámetrosqueconstituyenla

clasificaciónde Child-Pughobservamoslos siguientesdatos:

- Ascitis: Cuandolos neutrófilosfueronestimuladoscon FMLP la producciónde

superóxidoen los pacientescon ascitisfue de 14,8±8,1 nmolesde citocromoc

reducido/ 15 minutos/ millón decélulas(59,2±24,5%),mientrasqueen aquellos

queno presentabanestacomplicaciónfue de 13,9±9,7 nmolesde citocromoc

reducido/15 minutos¡ millón de células(52 ±37,2%). Estasdiferenciasno eran

significativas. Cuando se empleó el zimosanopsonizadocomo estímulo los

resultados fueron diferentes. La producción de anión superóxido fue

significativamente mayor (pc 0.05) en los pacientesque aún no habían

desarrolladoascitis(10±9nmolesdecitocromoc reducido1 15 minutos/ millón de

celulas (72,3±27,1%)),que en los que si la presentaban( 0,6±0,5nmolesde

citocromoc reducido/15 minutos/millón decélulas(14,7±9,2%).

- Encefalopatía:En los pacientescon antecedentesde encefalopatía, la

producciónde aniónsuperóxidotrasel FMLP (14 ± 7,9 nmolesde citocromoc

reducido/ 15 minutos1 millón decélulas(58,2±25,4%))fue ligeramentemásbaja

que en los cirróticos sin esosantecedentes( 15,5 ±8,4 nmolesde citocromoc

reducido/ 15 minutos 1 millón de células(59,5*25,2%)),pero esasdiferencias

tampocoalcanzaronla significaciónestadística.
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Lasdiferenciasfueronmásclarascuandoseutilizó zimosancomoestimulode los

neutrófilos,sin embargo,el bajo númerode pacientesestudiadosque habían

tenido encefalopatíaimpiden asegurarque exista una relación entre la

encefalopatíay labajarespuestade los neutrófilosal zimosan.Así, enausencia

deencefalopatíala producciónde superóxidofue de 7,5 ±8 nmolesde citocromo

c reducido/ 15 minutos1 millón de células(57,2 ±34 %) en los pacientessin

encefalopatía,y en el único con encefalopatíade 1,03 nmoles.decitocromo c

reducido1 15 minutos/ millón decélulas(20%).

- Albúmina, biirrubina y actividadde protrombina:No se observóninguna

correlaciónsignificativaentrelos nivelesdeestosparámetrosy laproducciónde

superóxidotrasel estímuloconFMLP, siendolos coeficientesdecorrelación:-0,18,

-0,03, y -0,01, respectivamente.Tampocoobservamoscorrelacionessignificativas

cuandoempleamosel zimosancomoestimulante,aunquefueronpositivaspara

la albúminay la actividad de protrombina (0,48 y 0,14, respectivamente)y

negativoparalabilirrubina (-0,25).

En relacióncon la etiologíade la cirrosishepáticatampoco

encontramosdiferenciasestadísticasenla cuantíadeproducciónde superóxido

en respuestaal FMLP. En todos los gruposetiológicosestarespuestaestuvo

igualmentedescendida,exceptoenel pacienteconcirrosisautoinmune.Mientras

queen los controlesla producciónde aniónsuperóxidofue de 24,97±7 nmolesde

citocromoc reducido1 15 minutos1 millón de células,en los alcohólicosestaba

descendidaal 55,5±24,6%, siendola producciónmediade superóxidode 13,6±
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6 5 nmolesde citocromoc reducido1 15 mm í millón decélulas. En los pacientes

concirrosisy serologíapositivaparael virus de la hepatitisC estabadescendida

a 10±3,5nmolescitocromocreducido!15 min/ millón de células,(42,1±13,5%>.

Cuando ambosfactoresetiológicos, alcohol y virus C, estabanpresentesla

respuestaestabatambiéndisminuida, 19,2+ 8,8 nmolesdecitocromoc reducido

/ 15 minutos/ millón de células(75,9±17,9%).Del mismomodorespondieronlos

pacientesconserologíapositivaparael virus B o en el que el estudioetiológico

fue negativo , siendolos porcentajesde respuestarespectoa los controlesde

62,7±37,3%, y 46,7%,respectivamente(18,1±13,5 y 8,5 nmolesdecitocromoc

reducido/ 15 mm 1 millón decélulas,respectivamente).

El mismo defecto detectamoscuandolos neutrófilos fueron estimuladoscon

zimosan,pero tampocoen este casohallamosdiferenciasentrelos diferentes

gruposetiológicos.A pesarde ello, enlos pacientesconcirrosispor VHC y etanol

la respuestafue superiorqueen pacientescon cirrosispor el VilO ( 10,5+9,6

nmolesde citocromoc reducido!15 minutos/ millón de células,72,4±32,8%,y 2,8

+ 2,9 nmolesdecitocromoc reducido1 15 minutos1 millón decélulas,32±30,8%,

respectivamente.

Tampocohubo diferenciassegúnqueexistierao no infección

previadel líquido ascitico.Así, por ejemplo,tras la estimulacióncon FMLP la

producciónde superóxidoen los 9pacientesquehabíanpresentadoPBEfue de

15,6 + 6,9 nmoles de citocromo c reducido / 15 minutos /millón de células

(65,3+25,2%> frentea los 14,5+ 8,5 nmolesde citocromoc reducido/15 minutos
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/millón de células (57,1±25,1%)producidospor los pacientessin infecciones

previas.En el grupode pacientesestimuladoscon zimosansolamenteunohabía

desarrolladoinfección del líquido ascítico,y el descensoen la producciónde

superóxidofue evidente:1,03nmolesdecítocromocreducido/15 minutos1 millón

de células(11,5%).

Tampocoel antecedenteo no de hemorragiadigestivapor

hipertensiónportal se relacionó con la alteración de los neutrófilos para

responderal FMLP (16,3 + 14 nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos1

millón de células,56,1+25,3%,frente a16,5+8 nmolesde citocromoc reducido/

15 minutos /millón de células, 67,6±23,4%,respectivamente).Con zimosan

observamoscambiossimilares:6±9,3 (39,3 ± 36%) vs 8,4 + 2,3 (80,7+ 17,2%)

nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón decélulas.

Los nivelesde enzimasde colestasis(OGT y FA) tampoco

demostraroncorrelaciónconla respuestade los neutrófilos al FMLP (0.12y 0.25,

respectivamente).Porel contrario,la correlaciónconlas transaminasas(OOT y

GPT)fue significativamentepositivaconcoeficientesdecorrelaciónde 041 y 0.37

(pc 0.01y pc 0.05, respectivamente)cuandoconsideramoslos valoresabsolutos

de la producciónde superóxido,pero no cuandoconsideramoslos porcentajes,

respectoa los correspondientescontroles(0,27 y 0,25). Tampocoobservamos

correlacionessignificativascuandoutilizamosel zimosancomoestímulo.

81



II. ESTIIVTITT>ACTÓN A NIVEL DE LA PROTEíNA G

A. ESTÍMULOSUTILIZADOS.

El siguientepasolo dedicamosaexplorarla proteínaO. Para

ello utilizamosel fluorurosódico(FNa) y el fluoruro dealuminio (FAl).

Cuando estimulamoslos neutrófiloscon FNa a dosisde 20

mM, observamosquela respuestade los pacientescirróticos estabadescendida

enrelacióna la obtenidaen los controles( 11,1 ±4,6 frentea22,6±7,1 nmoles

decitocromocreducido/15 mm /miltón decélulas,respectivamente,p< 0,001).La

producciónmediaglobal de anión superóxido,en porcentajerespectoa cada

control, estabareducidaal 50,8±22,5%,siendola distribuciónpor rangosde

frecuenciala siguiente:

Rangodeporcentaje Númerode pacientes(%)

0-25% 2 (10%)

26-50% 7 (35%>

51-75% 7 (35%)

76-100% 4 (20%)

Dadoqueel FNarequieredelaluminiocomocofactorparala activar

la función de los neutrófilos,en 15 pacientescon cirrosishepáticay 6 controles

comparamosla respuestaala estimulacióncon FNa adosisde 20 mM conla que

siguea laestimulaciónconFAl (formadopor la unión de FNa 5mM y clorurode
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aluminio (AlC13) a dosisde 10 gM). Tambiénestosexperimentosnos mostraron

que la respuestaestabadisminuidaen los pacientescirróticos frente a los

controles( 11,5+ 5,8vs 18,5±5,6 nmolesdecitocromoc reducido/ 15 mm / millón

de células,respectivamente,p <0,05). En porcentaje,la produccióndelanión

superóxidoestabareducidaal 61±27,8% en relacióncon los controles. En la

distribuciónpor frecuenciasningúnpacienteteníaunareduccióntanmarcada

comoparaencontrarseentreO y 25%;encambio7 (46,7%)pacientespresentaban

unareducciónentreel 26 y el 50% delos controles;3 (20%) entreel 51 y el 75%

y 5 ((33,3%) mayor del 76% de la producción total de superóxido respecto a los

controles. Dospacienteshabíanproducidoigual cantidadde aniónsuperóxido

quelos pacientescontrolesencadauno de los experimentos.

Al compararla respuestadeestegrupodepacientesalos estímulos

con FNa y FAl, no seobservarondiferenciasestadísticamentesignificativas,ya

quela mediade producciónde radicalsuperóxidofue de 11,4±5,3 y 11,5±5,8

nmolesdecitocromocreducido/15 mm 1 millón decélulas,respectivamente,y los

porcentajesrespecto a los controles fueron de 54,5±23,5% y 61±27,8%,

respectivamente(Fig 10).
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Fig 10. Producciónde superóxidopor los neutrófilos
(nmolesdecitocromoc reducido/ 15 minutos1 millón
de células)trasla estimulaciónanivel de la proteína
O con FNay FM.

Setratabadepacientesenquienessehabíarealizadotambién

el estímuloscon FMLP. La respuestaobtenidaa estosdosestímulosfue 11,1±6

(50,8±23,1%>y 11±5,3(44±17,6%)nmolesde citocromoc reducido!15 minutos/

millón decélulas,respectivamente.La respuestaa susrespectivoscontrolesfue

de 22,6±7,6y 25,3±7,7nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón de

células tras el estímulocon FNa o FMLP, respectivamente.Estos resultados

indicanquela respuestade los neutrófilosdecirróticos eraigualmenteanormal

tras cualquierade ambosestímulos.Además,en 5 pacientescirróticos y en 2

controleslos neutrófilosfueronestimuladossimultáneamentecon FMLP y FNa,

sin que con ello lográramosmejorar la producción de superóxidopor los
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neutrófilos de cirróticos (Fig 11).
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Fig 11. Comparaciónen la producciónde superóxido
(nmolesde citocromoereducido/ 15 minutos/ millón
decélulas)al estimularanivel dereceptory/o proteína
O.

PMLP FNa FMLP+FNa

Cirrosis hepática
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B. CORRELACIÓN CLINICA

Al igual queencontramoscuandolos neutrófilos fueron

estimuladosanivel de receptor,tambiénhallamosunaprofundaalteraciónenla

produccióndesuperóxidoal estimularlos neutrófilosanivel de la proteínaO. Por

ello quisimossabersi esetrastornoteníaalgunarelaciónconlascaracterísticas

de la cirrosishepática.(Tablas5 y 6).
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TABLA. 5. Característicasde los cirróticos estimuladoscon FNa.

- Edad:60,5±10años

- Sexo: 13varonesy 7 mujeres

- Etiologíade la cirrosis:Alcohol 12 pacientes
VHC 5 pacientes
Alcoholy VHC 3 pacientes

- Insuficienciahepática:gradoA 3 pacientes
gradoB 5 pacientes
grado C 12 pacientes

- Ascitis: No 1 paciente
leve 18 pacientes
dificil manejo 1 paciente

- Encefalopatía:No 10 pacientes
grado1-II 10 pacientes

- Antecedentesde infeccióndel líquido ascitico 4pacientes

- Antecedentesde hemorragiapor hipertensiónportal 17pacientes

- Parámetrosbioquímicos:GOT 78,8±33,3U/l
GPT 74,5+38,8U/l
OOT 52,3±37,8Uñ
FA 136,1+70U/L
BT 2,33+1mg/dl
Albúmina 3±0,7g/dl
Actividad deprotrombina60,6±14,7%
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TABLA 6. Característicasde los pacientescirróticos estimuladoscon FM

- Edad: 60,7±10,5años

- Sexo:10 varonesy 5 mujeres

- Etiologíade la cirrosis:Alcohol 8 pacientes
VHC 4pacientes
alcoholy VHC 3 pacientes

- Insuficienciahepática:gradoA 3 pacientes
grado B 3 pacientes
gradoC 9 pacientes

- Ascitis: No 1 paciente
de fácil control 14 pacientes

- Encefalopatía:No 8 pacientes
grado 1-II 7 pacientes

- Antecedentesde infeccióndel liquido ascítico 3 pacientes

- Antecedentesdehemorragiadigestivapor hipertensiónportal: 13 pacientes

- Parámetrosbioquímicos:OOT87,9±29,9U/l
GPT86,2±34,5U/l
GGT 54,6±41,5U/l
FA 118,7±25,9UIl
BT 2,43±1,1mg/dl
Albúmina 3,1±0,7g/dl
Actividad de protrombina63,1+15,5%
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Paradeterminarsi estedefectoen la producciónde anión

superóxidotrasel estimulode los neutrófilosconFNa estabaenrelaciónconel

gradofuncionalde la enfermedadhepática,realizamoscomparacionesentrelos

diferentesgruposdecirróticos.

Medianteel análisisde lavarianzay tomandoenconsideraciónel valorabsoluto

de la producción de anión superóxidoen cada uno de los experimentos,

observamosquela respuestaeramenorcuantomásaltaerala puntuaciónenla

clasificaciónde Child-Pugh.En efecto,la producciónmediade aniónsuperóxido

fue de 16,9±1,6 nmolesdecitocromocreducido1 15 mm /millón decélulasenlos

cirróticos con grado funcional A; de 11,7 + 1,4 en los que teníanun grado

funcionalB; y de 10,5±2paralos queestabanengradofuncionalC. A pesarde

ello, estasdiferenciasno fueronestadísticamentesignificativas.

Sinembargo,al compararel porcentajede respuestade cada

pacientecon respectoa los controles,sí pudimosencontrardiferencias,que

alcanzabanla significaciónestadística.En los pacientescon cirrosisen grado

funcionalA, el porcentajede respuestafue el 84,3±8,7 % de laencontradaen

susrespectivoscontroles.En los pacientescon gradofuncional B la respuesta

descendióal 54,6±23,5 % y en los pacientescon gradoC el porcentajeal 40,8±

16,9%. Al aplicarla pruebade Newman-Keulsdeterminamosque lasdiferencias

eranestadiísticamentesignificativasentrelos gradosA y O , y entrelos gradosA

y B, perono entrelos gradosfuncionalesB y C. Así pues,esteanálisisdemuestra

queexisteun defectoen la función de los neutrófilosqueestanto másllamativo

89



cuantomásavanzadoesel gradode insuficienciafuncionalhepática (Fig 12).
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Fig 12. Producción de superóxido por los neutrófilos,
estimuladoscon FNa enindividuossanoscontrolesy
pacientesconcirrosishepáticaendiferentesgradosde
insuficienciahepática.

En la valoraciónpor separadodecadaunadelasvariables

queinfluyen enel gradofuncionalhepáticohallamoslos siguientesresultados:

- Ascitis: Aquellospacientesqueno habíantenidonuncaascitispresentaronuna

disminuciónen la produccióndesuperóxidoal 84,3±8,7 %(16,9+ 2,7 nmolesde

citocromo c reducido1 15 minutos 1 millón de células),mientrasque los que

presentabanestacomplicaciónestaproducciónerasólode 44,8±19,4% (10,9±

6 nmoles de citocromo c reducido / 15 minutos 1 millón de células). Estas

diferenciaseranestadísticamentesignificativas(p <0.001).

90



- Encefalopatía:Los pacientescon cirrosis sin antecedentesde encefalopatía

respondieroncon mayorproducciónde superóxidoque aquellosotros con ese

antecedente.En efecto, 59,1±25,1%(14,1+ 6,1 nmolesdecitocromoc reducido!

15 minutos!millón decélulas)enel primergrupo frentea42,5±18,6% (9,4±5,2

nmolesde citocromoc reducido1 15 minutos/ millón decélulas),enel segundo.

Estasdiferencias,sin embargo,no eransignificativas.

- Albúmina:Observamosunacorrelaciónpositiva (p <0.05)entrelos nivelesde

albúminay la capacidadde los neutrófilospararespondera estosestímulos.El

coeficientedecorrelaciónentreambasvariablesfuede 0,59 (Fig 13).

- Actividad de protrombina:Tambiénobservamosque existíaunacorrelación

positivasimilar (r: 0,52) entrela actividad deprotrombinay la respuestade los

neutrófilos (Fig 14).

- Bilirrubiria: Porúltimo, la correlaciónentrela respuestade los neutrófilosy las

tasasde bilirrubina séricafue negativa(r: - 0,54) (Fig 15).
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Figura 13. Correlación entrela producciónde superoxidoy albuminaséricaen
pacientesconcirrosishepática
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Al analizarotras característicasde la cirrosishepática,no

comprobamosquelaetiologíade laenfermedadtuvieraningunainfluenciasobre

la capacidadderespuestade los neutrófflos.En los pacientescon cirrosisasociada

al alcohol, la producciónde aniónsuperóxidofue tansolo de 9,8±4,9 nmolesde

citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón decélulas(47,7±25,1%respectoasus

controles).En los pacientescon VilO positivoestafue de 14,3±8,2 nmolesde

citocromoc reducido!15 minutos! millón de células(42,4±13%)y en los pacientes

conetilismoy VHC fue de 15,6±4 nmolesdecitocromoc reducido/ 15 minutos!

millón decélulas<76,9±4,9%).No obstante,observamosque, al igual que sucedió

cuandoutilizábamosun estímuloqueactúaanivel de receptor(FMLP o zimosan),

en los pacientescon cirrosis relacionadacon alcohol y VilO la producciónde

superóxidofue mayorqueen aquellosotros en los quela etiologíaeraunifactorial

(Fig 16).
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Fig 16. Producción de superóxido en pacientes con
cirrosishepáticadeetiologíaetílicay/o VHC.
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Los neutrófilos de los pacientesque habíansufrido una

infección del líquido ascítico (peritonitis bacteriana,ascitis neutrofilica, o

bacteriascitis)mostraronunarespuestamásdeficitariaqueaquellosqueno se

habíaninfectado.En efecto,laproduccióndesuperóxidofue en los primerosde8,6

±6,4nmolesdecitocromoc reducido1 15 minutos/ millón de células(39,4±25,8%

respectoasuscontroles)mientrasqueenlos últimos fue de 12,6±5,8 nmolesde

citocromocreducido/ 15 minutos/ millón decélulas(53,6±22,3%).Sinembargo,

estadiferenciano alcanzósignificaciónestadística.

Tampoco se observarondiferenciassignificativas entrelos

pacientesquehabíanpresentadohemorragiadigestivapor hipertensiónportaly

aquellosotros sin esteantecedente.No obstante,habíaciertatendenciaa una

menorproducciónde aniónsuperóxidoen los primeros [ 11,3±6,2 nmolesde

citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón de células(49,1±21,9%conrespectoa

suscontroles)]queenlos últimos [14,6 ±4,4 nmolesde citocromoc reducido/ 15

minutos/ millón de células(60,2±32,6%)].

Entrelos parámetrosbioquímicosconsiderados,ademásde los

ya expuestos,encontramosunacorrelaciónpositivasignificativa(r: 0,45; pcO.05)

sóloentreel porcentajede respuestade los neutrófilosy los nivelesde GOT (Fig

17). Con el restode los parámetrosanalizados(OOT, GPT, FA), asícomocon la

edady el sexode los pacientes,no hallamoscorrelaciónsignificativaalguna.
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Figura 17. Correlación entre la producción de superoxido y GGT en pacientes
con cirrosis hepática

Cuandocomparamosla respuestade los neutrófilos al FM

entrelos diferentesgruposde sujetosobservamosque, al igual quesucedióal

utilizar el FNa como estimulo, la producciónde anión superóxidoeramenor

cuantomayorerael gradode insuficienciahepatocelularexistente.No obstante

las diferenciasno alcanzaronsignificaciónestadística.Los pacientescon grado

funcionalA tuvieronunaproduccióndesuperóxidode 13±6 nmolesde citocromo

c reducido/ 15 minutos/ millón decélulas,lo querepresentabael 66,1±19 % de

suspropioscontroles.En lospacientescon gradofuncional B, estaproducciónfue

de 12,7+ 8 nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón de células(61,5

+36,2 %) y los delgradofuncional C de 10,6±5,7 nmolesde citocromoc reducido

1 15 minutos/ millón de células(59,1±30,4%).
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Al analizarcadauno de los componentesdel gradofuncional

de Child-Pughhallamoslos siguientesresultados:

- En los pacientesque no habíandesarrolladonuncaascitis, la producciónde

superóxidofue mayor [ 13 ±6nmolesdecitocromoc reducido1 15 minutos/ millón

de células(66,1 ±19% respectoa suscontroles)]que en aquellosotros que sí

habíanpresentadoascitis[ 11,1±6 nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos

1 millón de células(59,7±30,2 %fl, peroestasdiferenciasno eransignificativas.

- Los pacientesquehabíanpresentadoencefalopatíaporto-sistémicarespondieron

algomenosal estimulocon FAl queaquellosotrosqueno la habíandesarrollado

[11,6 ±6,2 nmolesdecitocromoc reducido!15 minutos/ millón decélulas(66,9

+ 30 %) vs 11,4±6nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón decélulas

(55,8 ±26,7% )). Sin embargo,estas diferenciasno eran estadísticamente

significativas.

- Noobservamosningunacorrelaciónquefuerasignificativaentrela producción

de aniónsuperóxidoy los nivelesséricosde albúmina(r: 0,02)o de actividadde

protrombina(r: 0,15).

- Porúltimo, existíaunacorrelaciónnegativa,no significativa,entrela producción

de superóxidoy los nivelesséricosdebilirrubina (r: -0,25).

Tampocoencontramosquela etiologíade la cirrosis tuviera

algunarelación con la respuestade los neutrófilos al FM, si bien de nuevo

observamosuna mayor producción de superóxidoen pacientescon cirrosis

alcohólicay virus C. Así, la respuestaal FM en los pacientesconcirrosisetílica
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fue de 9,9 +

(61,6 ±26,1

reducido/ 15

y de 16,7 ±

(76,8±21,9

4,2 nmolesde citocromocreducido/15 minutos1 millón de células

% respectoa suscontroles), de 10,8 + 7,2 nmolesde citocromo c

minutos/ millón decélulas(47,9±35 %) enlos infectadospor VHC

6,7 nmoles de citocromo c reducido / 15 minutos / millón de células

%) en los queexistíanambasetiologías.

Aunque los pacientesque habíanpresentadohemorragia

digestivapor hipertensiónportal tuvieron una menor producciónde anión

superóxido[ 10,9 + 5,9 nmolesde citocromoc reducido¡ 15 minutos1 millón de

células(57,1±27,9%>] quelos queno presentaronestacomplicación[(15,5 + 4,1

nmoles;86,2±8,8%)], lasdiferenciasno fueronsignificativas.

Al comparar la respuestade los neutrófilos de aquellos

pacientesquehabíansufrido algúnepisodiode infeccióndel líquido ascíticocon

lade los quecarecíande esacomplicación,observamosquelas diferenciasno eran

estadisticamentesignificativas.Así, laproducciónde superóxidoen pacientescon

episodiospreviosde infecciónfue de 12,1+5,7 nmolesde citocromoc reducido¡ 15

minutos1 millón de células( 74,6+36,4% respectoa suscontroles)y en pacientes

sin episodiosprevios de 11,4±6,1nmolesdecitocromoc reducido!15 minutos1

millón decélulas(57,6±26,1 %).

Tampocoencontramoscorrelacionessignificativas con otros

parámetrosbioquímicosconsiderados[GOT (r:0,11),FA (r:O,14), GOT (r:-0,36),

OPT(r:-0,2)] ni con la edadde los pacientes(r:0,31).
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IB. ESTINTrTLACIÓN A NTVEL DE LOS CANALES DET

.

CALCIO

A. RESPUESTAA LOS EST MIJLOS UTILIZADOS

Comohemosvisto hastaahoralos neutrófilosde los pacientes

concirrosisteníanunarespuestareducidacuandoeranestimuladosa nivel de la

membrana,ya seade los receptoreso de la proteínaO. Este defectopudiera

debersebienanivel de los primerospasosquellevanala activaciónde la oxidasa

obienennivelesmásposterioresy próximosa la NADPH-oxidasa(verfigura 6).

Con el fin de explorar las vías de transmisiónde señaldefectuosasen esos

enfermos,utilizamos estímulosqueno precisarande receptoreso de la proteína

O paraactivarla oxidasa.

Inicialmenteempleamosel ionóforo de calcio,A23187,a dosis

de lOgM, el cual abrelos canalesdel calcio permitela entradade calcioen las

células.De estaforma estudiamos23 pacientesy 11 controles.La producciónde

aniónsuperóxidoporlos primerosfue de 9,1 + 2,8nmolesde citocromoc reducido

/ 15 minutos/ millón de célulasy de 9,4±2,8 nmolesde citocromoc reducido/ 15

mmutos/ millón decélulasenlos controles(Figura 18). Estosdatossuponenque

la produccióndesuperóxidofueen los pacientescirróticos del96,6±5,3 % de los

controles,con un rangoque osciló entreel 81,7 % y el 100%. Comovemos,la

respuesta de los neutrófilos al ionóforo de calcio no se diferenciaba

significativamentede la normalidad.
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Fig 18. Produccióndesuperóxido(nmolesdecitocromo
c reducido/15 minutos / millón de células)tras su
estimulaciónconA23187.

B. CORRELACIÓN CLÍNICA

Aunque en el grupo completo de pacientescirróticos no

observamosningunaalteraciónen la respuestaal estimulocon el ionóforo de

calcio, A23187, estudiamossi en estos pacientespudiera existir alguna

caracteristicaqueestuvieraenrelacióncon unapeor respuestade los neutrófilos

al ionóforo (Tabla7).
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TABLA 7. Característicasde los pacientescirróticos estimuladosconA23187.

- Edad:59+ 10,8años

- Sexo: 16 varonesy 7 mujeres

- Etiologíade la cirrosis:Alcohol 12 pacientes
VHC 3 pacientes
alcoholy VHC 4 pacientes
VHB 2 pacientes
Desconocida 2 pacientes

-Insuficienciahepática:gradoA 10pacientes
gradoB 7 pacientes
y gradoC 6pacientes

- Ascitis:No 13 pacientes
ascitisde fácil control 8 pacientes
ascitisde dificil manejo 2 pacientes

- Encefalopatía:No 21 pacientes
sí 2 pacientes

- Antecedentesde infeccióndel líquido ascítico 5 pacientes

- Antecedentesde hemorragiadigestivapor hipertensiónportal: 7 pacientes

- Parámetrosbioquímicos:OOT 110,9±45,2U/l
OPT 104,3+45,9UA
OOT 66,5±30,1U/l
FA 120,7±30,4U/l
BT 2±1mg/dl
Albúmina 3,2±0,6g/dl
Actividad de protrombina66,4±15,7%
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Al compararentresí laproducciónde aniónsuperóxidoenlos

tres grados de insuficiencia hepatocelular,encontramosque no existían

diferenciassignificativas,esdecir, en todoslos casoseranormal.En efecto, los

pacientescongradoA defunciónhepáticatuvieronunaproducciónde superóxido

de 9,1±2,5nmolesdecitocromoc reducido!15 minutos!millón de células( 95,1

±6,3% respectoa los controles),los de gradoB, de 9,5±2,6 nmolesdecitocromo

creducido!15 minutos!millón decélulas(97,1±5,8%) , y los de gradoC, de 8,8

±1,7nmolesdecitocromocreducido1 15 minutos1 millón decélulas(98,4±2%).

Las diferenciasentrelos distintosgruposno eransignificativas(Fig 19).

2 4 6 8

nmoles de citocromo c

U Cii grado O Ci grado H

III Ci grado A EJ Controles

Fig 19. Produccióndesuperóxido(nmolesdecitocromo
c reducido!15 minutos!millón de células)conA23187
en pacientesconcirrosishepáticaen diferentesgrados
de insuficienciahepática.Cicirrosishepática.

o lo
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Al valorarcadauno de los parámetrosincluidosen el grado

funcionalhepáticotampocoobservamosquela respuestaal A23187estuvieraen

relacióncon cualquiera de ellos. Asi, los pacientescon ascitis tuvieron una

producciónde anión superóxidode 9,1±2,6 nmolesde citocromoc reducido/ 15

minutos/ millón de células(98,5 ±2% en relacióncon suscontroles),mientras

quelos queno la teníanrespondieroncon9,8±2,4nmolesde citocromoc reducido

/ 15 minutos/ millón de células ( 95,1 + 6,6 % ), pero estadiferenciano era

significativa.

Los dospacientesconantecedentesde encefalopatíahepática

respondieronal ionóforo de forma idéntica a los controles ( 100%) y los que

carecíande ellosligeramentemenos[(96,2±5,5 %), (9,6 ±2,5 nmolesde citocromo

c reducido1 15 minutos1 millón decélulas)].

El cálculode los coeficientesdecorrelación entrela respuesta

de los neutrófilosal estímulocon A23187 y los nivelesde albúmina(r: 0,16),

biilirrubina total (r: 0,06),y actividaddeprotrombina(r: -0,12),mostrósucarencia

designificaciónestadística.

Tampocola etiologíaparecíainfluir significativamenteen la

respuestade los neutrófilosal A23187. En los pacientescon cirrosisetílica la

producciónde superóxidofue de 9,4 ± 2,7 nmolesde citocromoc reducido 1 15

minutos/ millón decélulas(96,9±6,5% respectoasuscontroles),enlos pacientes

conserologíapositivaparael virus O, de 10,2±1,5nmolesdecitocromoc reducido

/ 15 minutos/ millón decélulas(98,4 ±2,7 %), en los casosenlos que seasociaba

el alcoholy el VHC, de 10,1±2,3nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos/
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millón decélulas(94,2 ±5,2%), en pacientescon VHB, de 10,7±3,8 nmolesde

citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón de células(94,5±0,9%), y en los dos

pacientesconestudioetiológico negativo7,2 ±0,3nmolesde citocromoc reducido

1 15 minutos1 millón decélulas(98,9±1,5 %).

Tampocoobservamosdefectosni diferenciassignificativasen

pacientesquehabíanpresentadoepisodiospreviosde infeccióndel liquido ascítico

o de hemorragiadigestivapor hipertensiónportal. Laproducciónde superóxido

del primerode estosgruposfue de 8,3± 1,8 nmolesde citocromoc reducido/ 15

minutos1 millón de células(99,6±0,9 %), y de 9,5 + 2,7 nmolesde citocromoc

reducido / 15 minutos / millón de células ( 98,1 ±3,9%)en el segundo.Los

pacientesque no sufrieron ningunade estascomplicacionesrespondieroncon

produccionesde9,9±2,5 nomolesde citocromoc reducido/ 15 minutos1 millón de

células(95,7± 5,7 %) y 9,5 ±2,4 nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos1

millón de células( 95,9±5,8%), respectivamente.

Al compararestarespuestaconla edadde los pacientes(r:

0,11), nivel de transaminasas[ OOT (r: 0,23), GPT (r: 0,31)], o enzimasde

colestasis[OOT (r: 0,14), FA (r: 0,32)], tampoco se hallaron coeficientesde

correlaciónsignificativos.

103



IV. FSTIMTILACIÓN A NiVEL DE LA PROTEIN CINASA O (PRO

)

A. RESPUESTAA LOS ESTÍMULOS UTILIZADOS

Dado que la vía dependientedel calcio parecíafuncionar

correctamenteen estosenfermos,el siguientepasofueutilizar el esterde forbol,

4-j3-forbol-12-mirastato-13-acetato(PMA), aunasdosisde 1 gg/ml. Estasustancia

estimula la PKO al simular el efectodel diacilglicerol (Fig 6). Estaparte del

estudio incluyó 22 pacientescirróticos y 11 controles.Traseste estímulo, la

producciónde superóxidoen los pacientesconcirrosis fue de 55 ± 13 nmolesde

cítocromocreducido1 15 minutos1 millón de células(90,5±10,8%; 69,7-100%)

lo cual no sediferenciabasignificativamentede lo halladoen los controles(56,7

±13,2nmolesdecitocromoc reducido/15 minutos/ millón decélulas)(Fig 20).

Los neutrófilosdeestospacientestambiénfueronestimulados

con FMLP ( que actúa a nivel de receptor), y su respuestaestaba

significativamentereducidaenrelaciónconel grupocontrol (65,9±30,2%). La

producciónde superóxidofue de 18,3±9 ninolesde citocromoc reducido1 15

minutos1 millón de célulasen los pacientesconcirrosishepáticay de24,7±7,2

nmolesde citocromoc reducido1 15 minutos1 millón de célulasenlos controles

(pcO,05).

De este grupo de pacientesy controles, 17 cirróticos y 9

controlesfueronestimuladossimultáneamentecon ío~M FMLP y 1 gg/ ml PMA.

104



La respuestaen este caso fue similar a la observadacuando empleamos

únicamentePMA. La producciónde superóxidofue de 53,2 ± 11,9 nmolesde

citocromocreducido¡ 15 minutos¡ millón de célulasen los pacientescirróticos (

91,8±13,2%) y de 55,6±7,6 nmolesdecitocromocreducido1 15 minutos1 millón

decélulasen los controles.(Fig 20).
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Fig 20. Produccióndesuperóxido(nmolesdecitocromo
c reducido/ 15 minutos / millón de células>por los
neutrófilos tras la estimulacióna nivel de PKC y/o
receptor.

B. CORRELACIÓN CLÍNICA.

Se realizarondiferentesgruposen los pacientescon cirrosis

hepáticaparaaveriguarsi algunacaracteristicade la hepatopatíaserelacionaba

conunamenorproducciónde superóxidoantelaestimulaciónanivel de la PKC.

En la tabla8 sedetallanlas característicasde estospacientes.
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TABLA 8. Característicasde los pacientescirróticos estimuladosconPMA.

- Edad:59,5±9,9 años

- Sexo: 15 varonesy 7 mujeres

- Etiologíade la cirrosis:Alcohol 10 pacientes
alcoholy VHC 6 pacientes
VRO 2 pacientes
VHB 2 pacientes
Autoinmune 1 paciente
etiologíadesconocida 1 paciente

-Insuficienciahepática:gradoA 2 pacientes
gradoB 5 pacientes
gradoO 15 pacientes

- Ascitis: No 1 paciente
de fácil control 16 pacientes
dificil manejo 5 pacientes

- Encefalopatía:No 10 pacientes
si 12pacientes(un pacientegrado111-1V)

- Antecedentesde infeccióndel líquido ascítico 5 pacientes

- Antecedentesdehemorragiadigestivaporhipertensiónportal: 15 pacientes

- Parámetrosbioquímicas:GOT 96,1+46,8U/l
OPT 82,4±54,8UIl
OOT74,6±52,1U/l
FA 157,4±85UIl
BT 3,4±2,5mg/dl
Albúmina 2,7±0,5g/dl
Actividad deprotrombina57±21,9%
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Como era de esperaren una respuestaque eranormal, el

estudiode la producciónde anión superóxidotras el PMA en pacientescon

diferente gradode insuficienciahepáticamostró que no existíanalteraciones

significativas.Así, en los pacientescon grado funcional A la producciónde

superóxidofue de 50 ±22,6nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón

decélulas(82,4±16,8% de los controles),enlos pacientescon gradofuncionalB,

de 46,9±16,1nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos1 millón decélulas(

82,4± 11 %), y en los pacientesde gradofuncional O, de 58,4±10,3nmolesde

cítocromoc reducido1 15 minutos1 millón decélulas(94,3 ±8,6%).

La valoraciónindependientede cadauna de las variables

utilizadasparadeterminarla funciónhepáticamostrólos siguientesresultados:

- Ascitis: la producciónde aniónsuperóxidoenlospacientessin ascitisfue de 50

±22,6nmolesdecitocromocreducido!15 minutos!millón de células(82,4±16,8

%) y en lospacientesconascitisde55,5±12,6nmolesdecitocromocreducido/15

minutos 1 millón de células (91,3 ± 10,4 %). Estas diferencias no fueron

significativas.Tampocohabíadiferenciasentrelos pacientescon ascitisde fácil

control ( 57,2 + 12,6 nmolesde citocromoc reducido 1 15 minutos / millón de

células;91,3±10,4%)y los quesuascitiseradificilmentecontrolada( 50,6±14,5

nmolesdecitocromoereducido/ 15 minutos1 millón de células;82,4±12,3%).

- Encefalopatía:la existenciao no de encefalopatíano influyó significativamente

en la producciónde superóxidoenlos pacientescon cirrosis:60,4±9,5nmolesde

citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón de células(97,9±4,2 %) y 48,6±14,4
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nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón de células(81,6 ± 9,6 %),

respectivamente.

- Bilirrubina: no hallamosningunacorrelaciónsignificativaentrela producción

de superóxidoy los nivelesdebilirrubina (r: 0,14).

- Actividad deprotrombina:existíaunacorrelaciónnegativano significativaentre

la producciónde aniónsuperóxidoy la actividaddeprotrombina(r: - 0,27).

- Albúmina: hallamostambiénunacorrelaciónnegativaentrela respuestaa PMA

y los nivelesde albúmina(r: - 0,48, p<O,O5).

Tampocohallamosdiferenciasquefueransignificativasenla

producciónde anión superóxidopor los neutrófilos de los diferentesgrupos

etiológicos.En efecto, en las cirrosis alcohólicasfue de 57,4 ± 14,7 nmolesde

citocromoc reducido1 15 mnutos/ millón de células(93,1 ±10,2 %). En los de

etiologíaviral C, de 60,7 ±11,8nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos1

millón decélulas(84,6±18,2%). Cuandocoincidíanel alcoholy el VHC, de 54,8

+ 10,8nmolesdecitocromoc reducido/ 15 minutos1 millón de células(96,9 ±2,8

%). Si la causade la enfermedadfue unainfecciónpor el VHB, de 47,3±18,8

nmolesdecitocromocreducido1 15 minutos1 millón de células( 78 ±10,6%). En

el pacientecon cirrosis autoinmune,53,3 nmolesde citocromoc reducido1 15

minutos/ millón de células(76,2 %). Por último, en un pacientecon cirrosisde

etiologíadesconocidafue de 37,6nmolesde citocromoc reducido1 15 minutos1

millón decélulas( 77,9% delcontrol).
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Tampocohallamosdiferenciassegúnquehubieraexistido o no

infecciónpreviadel líquidoascítico.Así, enlos pacientesquehabíanpresentado

estacomplicación, la producciónde superóxidofue de 56,4± 18,6 nmolesde

citocromoc reducido/ 15 minutos/ millón de células(90,7±13%), y enlos que

no la habíantenido,de 54,6±11,7nmolesdecitocromoc reducido/ 15 minutos!

millón decélulas<90,5±10,6%).

Enlos pacientesconantecedentesde hemorragiadigestivapor

hipertensión portal la respuesta de los neutrófilos al PMA no fue

significativamentedistinta de la halladaen los pacientessin esteantecedente:

55,2± 15 nmolesde citocromoc reducido/ 15 minutos1 millón de células(92 ±

10,1 %), y 54,7±8,3 nmolesde citocromoc reducido1 15 minutos/ millón de

células(87,3± 12,5 %), respectivamente.

No seobservócorrelaciónsignificativaentrela respuestade

los neutrófilosde los pacientescon cirrosishepáticay la edadde estos(r: 0,21),

susnivelesdetransaminasas[OOT (r: 0,03), OPT (r: 0,03)], o de los enzimasde

colestasis[OOT (r: 0,11), FA (r: 0,1)].
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Las infeccionesconstituyenuna complicaciónfrecuentey

gravedela cirrosishepática,contribuyendoala elevadamorbi-mortalidadde los

pacientescon estapatología(4,9,10).

En los sujetos cirróticos se han observadodiferentes

alteracionesen los mecanismosde defensacontralasinfecciones,entrelasque

destacan:los trastornosde la barreraintestinal,lasanomalíasde la actividaddel

sistemamonocitico-macrofágico,las alteracionesde la inmunidadhumoraly

celulary las disfuncionesde los neutrófilos(11,12).

En relación con esto último, algunos estudios (64) han

sugeridoqueen el suerodelos cirróticosexistiríansustanciasquealteraríanla

función de los neutrófilos. Sin embargo,otros trabajos(65) defiendenque el

defectoradicaen las propiascélulas,ya que estáalteradala quimiotaxis, la

fagocitosis y, secundariamente,su capacidadpara destruir las bacterias

ingeridas.

Cuandolos neutrófilos fagocitanlas bacteriaso entranen

contactoconun algúnestimulantequímicoseproducesudegranulacióny sufren
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una serie de cambios coordinadosque constituyenla cadenade explosión

respiratoria,durantela cual,y atravésdelcomplejoenzimáticode la NADPH-

oxidasa,setransformael oxigenomolecularen aniónsuperóxido(71). Lacadena

de explosión respiratoriageneratambiénperóxido de hidrógeno(H202), un

productoderivadode la dismutacióndelaniónsuperóxido.Este,en presenciade

cloro y de la mieloperoxidasade los gránulos de los neutrófilos, forma

hipocloritos,los cualesparticipanen la génesisde cloraminas,y finalmenteen

la destrucciónbacteriana(71).

Existenpocosestudiospublicadossobrelasalteracionesde los

mecanismosmicrobicidasdelos neutrófilosen lospacientescon cirrosishepática.

Además,los escasosestudiosexistentesson heterogéneose incompletos.Así,

algunos estudios se refieren únicamentea pacientesetílicos (65), y las

alteracionesdetectadasfueronatribuidasal alcohol. En otrostrabajos,aunque

seestudiancirrosisde distintasetiologías,el númerodepacientesincluidosera

muy pequeño(225), o existieronotrosfactoresque, ademásde la cirrosishepática

podrían alterar la respuestade los neutrófilos (226,227>. Con las reservas

impuestaspor las limitacionesde esosestudios,de ellos sepuedenextraerdos

conclusiones.La primeraimplica a los metabolitosdeloxígenocomoresponsables,

al menosen parte,de la función defectuosade los neutrófilosde pacientescon

cirrosis hepática.La segunda,rechazaque este defecto esté mediado por

inhibidoresséricosde la funciónleucocitaria.
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Sepuedenempleardosmétodosparamedir la producciónde

metabolitosreactivosdel oxígeno. El primero mide la producciónde anión

superóxidoliberadode las célulasa travésde la reduccióndel ferricítocromo c

(65). El segundoutiliza laquimioluminiscencia,dependientebiende un análogo

luciferin, Cypridina,o biendel luminol, paramedirenun casola producciónde

peróxidode hidrógeno,o en elotro el complejoformadopor la unióndeperóxido

de hidrógeno,mieloperoxidasay cloro, respectivamente(227). Ambos métodos

puedenrealizarsecon muestrasde sangrecompletao con preparacionesde

neutrófilosaislados.Nosotrosempleamosel métodode la reduccióndelcitocromo

c, ya queéstemide la producciónde superóxidodeoxígenosin la intervenciónde

otros productosde la degranulaciónde los leucocitos neutrófilos. Además,

utilizamospreparacionesdeneutrófilosaisladosdemuestrasde sangreperiférica

con el fin de descartarotrosfactorespresentesenla sangrepudieraninterferir

en la funciónde los neutrófilos.Pordichomotivo, el presenteestudioanalizala

funciónintrinsecade los neutrófilos.

Está bien establecidoque la capacidadde los diferentes

estímulosparainducirla liberaciónde superóxido,dependede la naturalezadel

agonistautilizado, la cantidado dosisde estimulantes,duracióndelestímulo,y

delestadode los neutrófilosprevio al estímulo(71).

La influencia de la naturaleza del estímulo sobre la

producciónde superóxidola apreciamosclaramentealestimularlos neutrófilos
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de controlesy cirróticos con los distintos estímulosy dosis: FMLP ( 1o-~ M),

zimosanopsonizado(1 mg/mí), FNa (20 mM), FM (FNa 5 mM y C13Al lOgM),

A23187 ( lOgM), PMA (1 ~ig/ml). Aunqueel tiempo de estimulaciónfue en todos

los casosde 15 minutos,la respuestaqueobtuvimosa cadaestímuloy con las

dosisempleadas,tanto en los neutrófilos de los pacientesconcirrosishepática

comoenlos controles,fue enordendecrecientela siguiente:

PMA>FMLP> FNa > FM > A23187> Zimosan

Estímulo Controles Cirrosis

PMA 56,7±13,2 55±13(90,5%)

FMLP 25±7 15±8,4(59,9%)

FNa 22,6±7,1 11,1±4,6(49%)

FM 18,5±5,6 11,5±5,8(62,1%)

A23187 9,4±2,8 9,1±2,8(96,6%)

Zimosan 8,9±6,4 5,3+5,8(65,2%)

Enlos estudiosen los quesemidela producciónde superóxido

por el método de reduccióndel citocromo c, las concentracionesutilizadas,el

tiempo de estimulación,y la totalidad de células sobre las que actúanson

diferentesencadauno de ellos.Así, Rajkovicy Williams (65), empleandocomo

estimulantes2SOpxgde zimosany 4nM de PMA en un volumenfinal de lSOi.il de

HBSS, obtuvieronmayoresrespuestastrasel estímuloconPMA. Laffi et al (225)

utilizaron tambiénzimosany PMA, pero a dosisde 10 mg/ml y 100 ng/ mí,
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respectivamente,pero hallaron respuestasdiscretamentesuperiorescon el

zimosan.Además,el tiempo de estimuloy el númerode célulasestimuladasfue

diferenteen cadaestudio:10 minutosy 1,25x ío~ células, en el primeroy 15

minutosy un millón de célulasenel segundo.Así, parecequeesimportanteno

compararel valor absolutoentrelos diferentesestímulos,sino que se deben

compararlasrespuestasde los cirróticosacadaestímuloconlos obtenidosenlos

controlescon el mismo estímulo, las mismasdosisy las mismascondiciones

experimentales.Porestarazón,cadaexperimentorealizadoencirróticosincluía

tambiénmedicionesparalelasencontroles.Con ello calculamoselporcentajede

respuestaobtenidaen cadapacienteenrelaciónconla halladaen suscontroles,

lo cualexpresa,mejorquelos valoresabsolutos,la magnituddeldefecto.

Encuantoal estadode los neutrófilosprevioalaestimulación,

aunqueno semidió la producciónde superóxidoenpreparacionesde neutrófilos

en reposo,dadala selecciónde los pacientesy controles (sin infecciones,o

situacionesque estimulen a estascélulas como puedenser determinados

tratamientoso enfermedadescomodiabetes,hepatocarcinoma,...)hayque asumir

quelasanomaliasdetectadasprecedeny no sonunaconsecuenciade la infección.

En el presentetrabajosehanutilizado diferentesestímulos

queactúanadistintosnivelesenla vía deactivaciónde la NAiDPH-oxidasa(Fig

6). El objetivohasido conocersi existealgúndefectointrínsecoenlos mecanismos

microbicidasdependientesdel oxígenoen los neutrófilosdepacientescon cirrosis
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hepáticaquejustifique, al menosenparte,la susceptibilidadde estospacientes

a lasinfecciones.Tras detectarla existenciade estedefecto,el siguientepasofue

localizarel nivel dondeseencuentra.Finalmente,intentamoscorrelacionarese

defectoconlas característicasde la cirrosis.

Partimosdelestimulode los neutrófilosanivel deun receptor

localizadoen su membranaplasmática.Paraello empleamosun agente,que

puedeconsiderarsefisiológico,ya queconsisteenpéptidosformiladosliberados

porlasbacterias,el FMLP (formil-metionil-fenil-alanina).Estasustanciaactúa

interaccionandoconsureceptorespecífico(R-FMLP) localizadoen la membrana

y en los gránulosespecíficosdesplazadosala membranacuandoel neutrófiloes

estimulado(81). Tras este estímuloobservamosque la producciónde anión

superóxido(medidamediantela reduccióndeferricitocromoc) en lospacientes

cirróticos estabasignificativamentereducidaenrelacióna los controles:15+8,4

(59,9%) frentea 25+7nmolesde citocromoc reducido¡ 15 minutos1 millón de

células,p<O.OOl. Solamenteen cuatropacientesla respuestafue normal.Para

descartarque el defecto se limitara a un receptorespecífico,repetimosla

estimulaciónde los neutrófilosconzimosanopsonizado,el cualactúaatravésde

un receptorespecífico,diferentedelR-FMLP. Tambiénen estecasohallamosuna

reducciónen la produccióndesuperóxido( 5,8±5,8vs 8,9±6,4nmolesdecitocromo

c reducido 1 15 minutos¡ millón de células;65,2%).Aunque estedescensono

alcanzósignificaciónestadísticaprobablementeello sedebióal reducidonúmero

de pacientesestudiados.No obstante,creemosqueel zimosanopsonizadono es
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unestimulanteidóneoparaconocersi el defectode los neutrófiloses intrínseco,

ya queen el procedimientoparala opsonizacióndelzimosanseutiliza suero.En

los escasostrabajospublicadosqueutilizan estimulantesqueactúana travésde

los receptorestambién se refiere que la respuesta de los neutrófilos está

reducida.Así, Rajkovicy Williams (65)demostraronqueexistíaunadisminución

significativa(p<O.Ol> de la produccióndesuperóxidoen los neutrófilosenel 45%

de los pacientescirróticosestimuladoscon zimosanopsonizadoencomparación

con los controles.Laffi et al (225), al compararla respuestade 10 pacientes

cirróticos con 10 controles a este mismo estimulante,hallaron que en los

pacienteseramenordel50%delos controles(pCO.05). Porúltimo Ueharay Sato

(227), midiendo la quiniioluminiscencia con Cypridina luciferin y luminol, tras

el estímuloconFMLP, encontraronquela respuestade los pacientescirróticos fue

del 50%y 60%, respectivamente,de la halladaen los controles(P<0.05).

Por lo tanto,nuestrosresultados,al igual queen los escasos

existentesen la literatura, indican queexiste un defectoenlos mecanismosde

producciónderadicalesmicrobicidasdeloxígeno.Estedefectopodríalocalizarse

bien en el propio receptoro bien másallá, en cualquierpunto de la vía de

activaciónde la NAiDPH-oxidasa.

Para completarla valoracióndel comportamientode los

receptoresen los neutrófilosde los cirróticos,estimulamosestascélulasconTNF.

Esta citoquina tiene la propiedadde alterar la actividad fagocitariade los
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leucocitospolimorfonucleares.Por una parte, aumentala resistenciaa las

infeccionesy, por otra,intervieneen los mecanismosfisiopatológicosasociadosa

muchasenfermedades.Susefectosbiológicosseinician cuandoseuneados tipos

de receptoresespecíficos,R55 y R75, que interaccionanentre sí y están

localizadosenla superficiede los neutrófilos(228). Se sabequeel TNF aumenta

la respuestaal leucotrienioB4 (LTB4) (229), al factoractivadorde lasplaquetas

(PAF) (230), y al FMLP, estímulostodos ellos, que actúana nivel de esos

receptores.El TNF, cuando es utilizado como estímulo único, es un débil

activadorde los neutrófilos (231). Tsujimoto st al (232) demostraronque el

tratamientode los neutrófilos con TNF inducía la liberación de pequeñas

cantidadesde superóxidotras30 a 120 minutosde incubación.La incubación

durantetiemposmáscortoscon TNF no pareceprovocarningunaliberaciónde

superóxido(233). Sin embargo,la preincubaciónde los neutrófilos con TNF

potenciala respuestadeesascélulasal FMLP y determinaun aumentosinérgico

de la producción de superóxidoque es dependientede la dosis, tiempo y

temperatura(233).No seconoceel mecanismoexactopor el cualla preincubación

con TNF refuerzala respuestaal FMLP pero se ha propuestoque el TNF

aumentaríael númeroy/o la afinidadde los receptoresparael FMLP (234).

Al utilizar el TNF comoúnicoestímulodurante15 minutos

(tiempoempleadoconel restode los estímulos),comprobamosquelos neutrófilos

tanto de los individuoscontrolescomode los pacientes,no produjeronsuperóxido.

Esteresultadocoincideconlo referidoenla literatura,enla quesedescribeque

el TNF esun débil estimulantedirectode lascélulasy queprecisaal menosde
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30 minutos de incubaciónpara inducir la liberación de superóxido (232>.

Probablementeno obtuvimosrespuestasal sermenorel tiempode estimulación

o incubaciónempleado.En cambio,cuandopreincubamoslos neutrófiloscon TNF

durante30 minutos y acontinuaciónlos estimulamoscon FMLP, la respuestade

los neutrófilosde controlesaumentórespectoala logradatrasel estímulosólo

conFMLP, demostrandoasíel efectosinérgicodelTNF con el FMLP descritoen

la literatura. Sin embargo,cuandoestomismolo hicimos en los pacientescon

cirrosishepáticano observamosesteefecto.Estosresultadosapoyanaúnmásla

hipótesisdequeexisteenlos neutrófilosde los cirróticos un defectointrínsecoen

sufunción.Puestoqueel TNF actúaanivel de receptor,y quesuefectosinérgico

con el FMLP lo realizatrasaumentarel númeroy/o afinidadde los receptores,

pasamosaexplorarla función de los neutrófilostrassuestimuloanivelesmás

próximos ala oxidasa,prescindiendode los receptores.

Tras la interacción del agonistacon su correspondiente

receptorseproducela activacióndeunaproteínaO. Porello, el siguientepaso

fue estimularestaproteína,evitandoal receptor.Paraello seempleó fluoruro

sodico (FNa) y fluoruro de aluminio (FM). Estos fluoruros son potentes

estimulantesdela cadenade explosiónrespiratoriapor su accióndirectasobre

la proteínaO, sin actuarsobrelos receptoresde superficie.No empleamosel

OTPyS,un conocidoestimulantede la proteínaO trasunirseasusubunidada

y causarla disociaciónde lassubunidadesfry (234);porqueparasu utilizaciónes

precisopermeabilizarlascélulascon el consiguienteriesgode pérdidade enzimas
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y proteínasa travésde los porosproducidosen la membranacelular (104). A

concentracionesde 2OmM , comolasquehemosempleadoen estetrabajo,el FNa

activa las proteínasreguladorasde los nucleótidosde guanina,y provoca la

activaciónespecíficade la proteínaO. Esta, asu vez regulala actividadde la

fosfolipasaC (Oplc) y generafosfatosde inositol (133). El motivo de utilizar

ambosestímulos,FAI y FNa, fue, además,compararambosestímulos.Estudios

micialesparecíanindicar queeraprecisola presenciadel aluminiocomocofactor

del flúor para lograr una efectiva estimulaciónde la proteína O. El FM

interaccionaríacon el ODP unido a la subunidadalfa de la ProteínaO,

mimetizandoel fosfato gammadel GTP y promoviendoasí la activaciónde la

Proteína0 (234). Trabajosmásrecientesno parecenconfirmar la necesidaddel

aluminioparalograr la activacióndela ProteínaO medianteel flúor (133). Los

resultadosobtenidostrasel estimulocon FNao con FM fueronmuy similares

tanto en controlescomoen pacientes,lo quepareceindicar queno esprecisoel

aluminio como cofactordel flúor para lograr la activación de la proteínaO.

Además,observamosquela respuestade los neutrófilosde pacientescon cirrosis

hepáticaestabareducidarespectoa loscontroles,tantoal emplearFNacomoFM,

y sin diferenciassignificativasal compararambosestímulos.No conocemosla

existenciade trabajosprevios en los que se hayaestudiadola producciónde

superóxidopor losneutrófilosde pacientesconcirrosisestimuladosa nivel de la

ProteínaO. Es más, los pacientesquefueronestimuladossimultáneamentea

nivel del receptory de la proteínaO con FMLP y FNa, respectivamente,no

respondieronaningunode estosestímulos.Ello indicaque el defectono radica

119



en el receptor,ya quesi fueraasíal estímulode la proteínaO le seguiríauna

respuestanormal.

Comohemoscomentadomásarriba,el flúor esun activador

especificode la proteínaO queregulala actividadde la fosfolipasaC (133).Esta

enzimaactúasobreel inositol presenteen los fosfolípidosde lasmembranas,

preferentementesobreel fosfatidilinositol4,5 bifosfato (PtdInsP2),produciendo

diacilglicerol(DG> e inositoltrifosfato(InsP3).El primeropermaneceasociadoa

la membranaplasmáticay activa directamentela protein-cinasaO (PKC), un

estimulantede la NADPH-oxidasa.El InsP3esliberadoal citosol y se une a

receptoresespecíficosexistentesenorganelasqueacumulanel calcio intracelular

y estánlocalizadasen la vecindadde la membranaplasmática.La unión del

InsP3 a estosreceptoresinduce la liberaciónde calcio y el aumentode la

concentracióndecalcio intracelular(137). Esteúltimo incrementopuedeactivar

la proteincinasadependientedelcalcioy determinarla activacióncelular.

Puestoque el estímulo de la ProteínaO no se siguió de

ningunarespuestaen los pacientescirróticos, pasamosaexplorarotrosniveles

de la activacióncelular.Dadoquecarecemosdeestímulosdirectosde la PLC, que

no seana travésde la proteínaO, empleamosotros que actúana nivel del

diacilglicerol (DO) y del inositol trifosfato (InsP3).

Con ese fin utilizamos el ionóforo de calcio A23187, que

reproducelos efectosdel InsP3,aumentandolos nivelesde calcio intracelular,y

el PMA. quemimetizalos del DO sobrela PKC . Además,lasfosfolipasasA2 y D
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son enzimascuyaactividaddependedel calcio y, en ciertoscasos,su actividad

específicaaumentaconsiderablementetrasel tratamientode lascélulascon los

ionóforosde calcio.

Al emplearel ionóforo de calcio A23187,observamosque la

respuestade los neutrófilosde los pacientesconcirrosishepáticaerasimilar a la

de los controles,con unaproducciónmediade superóxidode 96,6±5,3%, y que

ningunode los pacientestuvo una producciónmenor del 80% respectoa los

controles.Ello pareceindicarnosque la vía de activacióndependientede los

canalesdel calcio funcionacorrectamenteen estospacientesy sugierequeel

defectoen la vía de activaciónde la oxidasadetectadamediantelos estímulosa

nivel de membranadeberíalocalizarseaotronivel. No hemosencontradoen la

literatura revisadatrabajosen los quesehayamedidola producciónde anión

superóxidoen pacientescirróticos tras el estímulode los neutrófilos con el

ionóforo decalcio A23187.En el estudiodeLaffi etal (225) semidió la producción

de superóxidotrasel estímulocon zimosanopsonizadoy conel esterde forbol,

PMA. Peroestosautoresutilizaron el ionóforo decalcioA23187 comosustancia

queactivaen los neutrófilosla síntesisde PAFy de LTB4, asícomotambiénla

liberaciónde ácido araquidónico(principalproductoderivadode la acciónde la

fosfolipasaA2). Ellos observaronque en los pacientescirróticos existía una

disminución de la producciónde PAF y LTB4, y de la liberación de ácido

araquidónico. Estos autores concluyeron que la síntesis reducida de los

mediadoreslipídicos pudieraestarrelacionadocon una baja actividadde la

fosfolipasaA2. Aunqueestosdatospudieranparecerdiscordantescon los que
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hemosobtenidoen nuestroestudiocon el ionóforoA23187,enrealidadno lo son,

ya que la activaciónde la fosfolipasaA2 y, por tanto, la liberaciónde ácido

araquidónico,estádeterminadano soloporel calcio intracelularsinotambiénpor

unavía dependientede la proteína0 (71). La falta de respuestaque nosotros

obtuvimosal estimularla proteínaO explica la bajaactividadde la fosfolipasa

A2 queLaffi et al (225)hallantrasel estímulocon zimosano FMLP.

Comoestímulodela PICOutilizamosel esterdeforbol, PMA,

el cualsimulael efectode suactivadorfisiológico,el diacilglicerol.Este seunecon

granafinidada la PKC y la activa(178). El diacilglicerolsegeneraapartir del

inositol bifosfato (PtdInsP2),atravésde la víade la fosfolipasaC, y apartir de

la fosfatidilcolina,porla víade la fosfolipasaD (144). Los resultadoshalladosal

actuar sobre la PKC, estimulandocon PMA, no mostraronque existieran

diferenciassignificativasentreneutrófilosde los pacientescirróticosy los de los

controles.Esmás,el rangodeproducciónde superóxidoenlos cirróticos respecto

a los controlesosciló entreel 69,7%y el 100%.Además,estegrupode cirróticos

habíasido estimuladotambiéncon FMLP y la respuestaa estepéptidohabía

estado significativamentedescendidarespectoa los controles. Estos datos

contrastancon los publicadospor Rajkovic (65) y Laffi et al (225), quienes

observaronunamenorproduccióndeaniónsuperóxidoenlos pacientescirróticos

tantoalestimularla PKC conel PMA, comoal hacerloanivel de un receptor.No

obstante,hay quedestacarquela producciónde superóxidoen los 40 cirróticos

de la seriedeRajkovic y Williams (65) fue de 26.93nmoles(rango8.7 - 35.8)y
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en suscontrolesde 30.66nmoles(rango26.1. - 36.4) y quesolamente16 de esos

cirróticos (40%) teníanunarespuestareducidaal PMA. Por lo queestosdatos,

condisparidaden la respuestade lospacientes,y el pequeñonúmerode casos(10

pacientes)valoradospor Laffi et al (225) nos deben de hacer ser cautosal

establecercomparaciones.

Dado que los neutrófilos respondieroncorrectamenteal

estímulocon el PMA, pareceque en esosenfermosestáconservadala vía de

activaciónde la oxidasaqueseinicia enlaPKC. No podíamosatribuir el defecto

detectadoensusneutrófilosaalgúnfallo enlos componentesdeesavía. Además,

es bien conocidoque, la vía de la PKC no esla única vía de activaciónde la

NADPH-oxidasade los neutrófilos (71,177).Así, sesabequela PKC producela

fosforilaciónde los residuosdesermay treoninay secundariamentela activación

deesaoxidasa.Tambiéndurantela activacióncelularseproducela fosforilación

de la tirosina,mediantela tirosin-cinasa.Algunostrabajoshandemostradoque

existeun efectosinérgicoentreel estímuloconPMA y con OTP-yS(o FMLP) lo

queseatribuyea queunade lasvíasdeestimulaciónpor el OTPyS(o FMLP) se

inicia con la fosforilación de la tirosina (104). La fosforilación de la tirosina

tambiénpareceestarmediadapor unaproteínaG (187,191,192), y no tiene lugar

si la cadenadeexplosiónrespiratoriaestáinducidaporel ionóforoA23187o por

los ésteresde forbol (188). Nosotrosno observamosque existiera un efecto

sinérgicoal estimularlos neutrófilosconPMA y FMLP, lo quepodíaatribuirse

al fracasodel FMLP. Es más, todoslos estímulosquehabíanfallado al actuar

sobre los neutrófilos de pacientescon cirrosis hepáticateníanen común su
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dependenciade la ProteínaO.

Al analizaren conjuntolos resultadosobtenidos,podemos

afirmarqueen los neutrófilosdepacientesconcirrosishepáticaexisteun defecto

mtrínsecoen la funciónpostfagociticaqueseexpresapor unamenorproducción

deaniónsuperóxidotrasel estímulocon determinadosestímulos.Aunqueexisten

algunostrabajospreviosquedemostraronla existenciadeestedefecto, no seha

evaluadode forma exhaustivael mecanismopor el que seproduce.Laffi et al

(225) propusieronquela endotoxemiacrónicaqueexisteen los cirróticos,como

consecuenciade un defecto en el sistemamonocítico-macrofágícoy por las

anastomosisarterio-venosas,pudieraactivarpermanentementealos neutrófilos

y hacerlosrefractariosa estímulosposteriores.Sus propuestasse apoyanen

datosobtenidosenneutrófilosde cirróticosencondicionesbasales,sin someterlos

aningúnestímulo.Hallanquela producciónbasalde superóxidoerasuperiora

la de los controles,y quetras estímulosdiversosla respuestafue menor.En

contrade lo halladopor Laffi et al (225), Rajkovicy Williams (65) observanque

la producciónbasalde superóxidopor los neutrófilosde cirróticoserasimilar a

la de los controles.Aunque nosotrosno hemoscuantificadoespecíficamentela

producción basalde superóxidoen neutrófilos, tras el tratamientode los

neutrófilos con TNF durante15 minutos, tiempo insuficientepara obtener

respuesta,la producciónde superóxidofue nulatantoencirróticos,comoenlos

controles.Ello, junto conlas condicionespreviasde los pacientesseleccionados

(sin infecciones,enfermedadesy tratamientosquepuedanalterarla funciónde
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los neutrófilos)y, fundamentalmente,quela respuestaadeterminadosestímulos

seasimilar a la de los controles,nos hacedudarque el defectodetectadosea

consecuenciadelestímulopermanentede esascélulasy que,por el contrario,se

trata de un defectoespecíficode lasvíasde activaciónneutrofilica.

Cuandoutilizamosestímulosvehiculizadospor la ProteínaO

FMLP, zimosan, fluoruro sódico, fluoruro de aluminio ) la producción de

superóxidoestuvo reducida de formasignificativa,mientrasquela respuesta

aestímulosno dependientesde la ProteínaO (ionóforo de calcio A23187,

ésterde forbol PMA) no se diferenciódeforma significativade la queseobtuvo

en los controles. Porello, podemosconcluir,queexisteun defectoenla función

microbicida,oxigeno dependiente,de los neutrófilos de pacientesconcirrosis,

y que este defecto muy probablementese encuentra localizado en los

mecanismosde activación de membrana,y más concretamentea nivel de la

ProteínaO.

Seríaposiblequela localizacióndeldefectode los neutrófilos

enpacientesconcirrosishepática,anivel de los mecanismosde activaciónde la

membranaplasmática,tuviera relacióncon las propiedadesfisico-quimicasde

éstay queesténalteradasen los neutrófilos,al igual queparecesucederen otras

células (por ejemplo, en los hepatocitos>por la enfermedadhepática.Varios

estudiosrealizadoscon modelosanimales(235) y con pacientescon afectación

hepática (236), han revelado alteracionesen la fluidez de la membrana

plasmáticade los hepatocitos.Estasalteracionespodríanexplicarsepor un mayor

contenidode colesteroly tendríanimplicacionesfisiopatológicasimportantes.Por
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ello, se especulaque puedanrelacionarsecon las alteracionesfuncionales

observadasen los pacientesconenfermedadhepática(236).

Otrode los objetivosquenosplanteamosfue el de conocersí

el defectoen el funcionalismode los neutrófilos se correlacionabacon alguna

característicaparticularde la cirrosishepática.

En los trabajosiniciales los estudiosde funcionamientode

neutrófilos se limitó a pacientescon cirrosis etiica. Este es el caso de los

pacientesanalizadospor Rajkovicy Williams (65) queestabanrelacionadoscon

el alcohol.Solo, apartir de 1993 comenzarona aparecerestudiosenlos quese

incluyeronpacientesconcirrosisdedistintasetiologías(225,226,227,237>.En los

primeros trabajos el fracaso de los neutrófilos se atribuyó al alcohol. Los

mecanismosinvocadosincluíanla toxicidaddirectadelalcoholsobrela médula

ósea,las alteracionesqueesteagenteproduceen el metabolismodel folato y la

mainutriciónsevera,debidaadeficienciasenla dietay malabsorción,frecuente

enestosenfermos.Sachset al (238> observaronenpacientesintoxicadosde forma

agudacon alcohol quedescendíatransitoriamentela producciónde superóxido

en respuestaal PMA o el FMLP, que serecuperóa los 6-10 días.Los autores

sugirieronqueel etanolpudieratenercomodiana célulasmásmadurasquelos

promielocitos,posiblementelos metamielocitos.

Laffl et al (225) fueronlos primerosenestudiarpacientescon
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cirrosishepáticadeetiologíano alcohólica.Susdatosrevelaronquelos pacientes

con cirrosishepáticano alcohólicateníanconservadala quimiotáxis,la fagocitosis

y la actividadcandidicida.Peroobservaronquela produccióndeaniónsuperóxido

estabareducida,descartandoal alcoholcomocausadel defecto.A conclusiones

similaresllegaron Ueharay Sato (227) al estudiar la función microbicida,

oxígeno-dependiente,de los neutrófilosdecirróticos decausano alcohólica(virus

B y virus C)

Ennuestroestudionohemosencontradorelaciónalgunaentre

la respuestadefectuosadelos neutrófilosy laetiologíade la cirrosishepática.El

queel númerode pacientesconcirrosishepáticarelacionadacon el virus de la

hepatitisB, o de naturalezaautoinmuneo desconocidaseapequeño,impide que

podamosestablecerunacorrectacorrelaciónentreestasetiologíasy el defectoen

la producciónde superóxido.Sin embargo,el númerodepacientescon cirrosis

hepáticaalcohólica,por virus de la hepatitisC, o por ambosfactoresetiológicos

(alcoholy virus de la hepatitisO) erasuficientementealto. Portanto los pacientes

concirrosishepáticaetílicacomoaquellosotrosde origenviral, respondieronde

forma similar a los diferentes estímulos. Tan solo observamosuna mayor

produccióndeaniónsuperóxiidocuandoenun mismopacientecoexistíanambos

factoresetiológícos. Por tanto,no confirmamos,tal comoaparecereflejadoen las

últimaspublicaciones(225, 227), unarelacióndirectaentrela reducciónen la

produccióndesuperóxidoy la exposiciónal alcohol,dadoqueel mismotrastorno

existe en cirróticos sin este factor etiológico. Probablementeel defecto en el

funcionalismode los neutrófilosde lospacientesconcirrosishepáticaestémásen
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relacióncon la existenciade la hepatopatíaquecon suetiología.

Tambiénvaloramosla influencia delgradodeinsuficiencia

hepáticaen la capacidadde producciónde anión superóxido.En un estudio

prospectivorealizadopor Caly y Strauss(4) sobrela incidenciade infecciones

bacterianasen pacientescon cirrosis hepáticase sugirió que existía una

asociaciónentre la severidadde la enfermedadhepáticay la incidencia de

infecciones. Prueba de ello era que los pacientesinfectadospertenecían

predominantementeal gradofuncional C dela clasificaciónde Child-Pugh.Por

estamayorsusceptibilidada lasinfeccionesde los pacientesconmayorseveridad

de la hepatopatíasehapensadoqueladeficienciaen el sistemadefensivoestaría

presentepreferentementeen estegrupode pacientes.Aunquela mayoríade los

trabajosqueestudianpacientesconinsuficienciahepatocelularsevera,es decir,

en gradofuncional C dela clasificacióndeChild-Pugh,encuentranunareducción

en la producciónde superóxido,existencontroversiassobreel comportamiento

funcional de los neutrófilos de pacientescon cirrosis hepáticae insuficiencia

hepáticaleve o moderada(gradosfuncionalesAy B de la clasificaciónde Child-

Pugh,respectivamente).Así, por ejemplo, Laffi et al (225) encontraronquela

quimiotaxis y la fagocitosisestabaconservadaen los cirróticos con grado

funcionalB o C, aunqueexistíaunadisminuciónen la producciónde superóxido

en ambos estadiosfuncionales. Sin embargo, García-Gonzálezet al (237)

observaronquela quimiotaxisy la fagocitosisestabandisminuidasen los estadios

funcionalesA y B. Nosotrostambiénhemosobservadouna reducciónen la
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producción de anión superóxidoen los pacientescon función hepatocelular

conservadaen grado funcional A, si bien esaalteraciónera muchomayoren

pacientescongradosfuncionalesB o C. Ahorabien, si al utilizar el FMLP como

estimulanteno observamosdiferenciasenla producciónde superóxidosegúnel

grado funcional de los cirróticos, cuando utilizamos los fluoruros como

estimulantela producciónde superóxidoeraprogresivamentemenora medida

que la función hepatocelularestabamásdeteriorada.No disponemosde una

explicaciónfirme queexpliquepor quéexiste unarelaciónclaraentreel grado

funcionaly la reducciónen la producciónde aniónsuperóxidocuandoutilizamos

los fluoruroscomoestímulantes,perono cuandoempleamosel FMLP. Es posible

queello dependadela naturalezadelestimuloo del nivel precisodondeactúe.

Puestoqueel gradofuncionaldepende,enparte,de lastasas

séricasde albúmina,y de la bilirrubina, y de la actividadde protrombina,es

razonableque observáramosunacorrelaciónentreestasvariablesy la respuesta

de los neutrófilosal estímuloconfluoruro sódico.Ya otros autoresseñalaronla

relaciónexistenteentrela hiperbilirrubinemiay las infeccionesen los cirróticos,

siendoel nivel de la bilirrubinemiadirectamenteproporcionala la severidadde

los procesosinfecciososy al dañohepático(4). Algunosautoreshanatribuidoa

la bilirrubina un efectoinhibidordelprocesode activaciónde la oxidasadebido

ala naturalezahidrofóbicadel tetrapirrol (239).

Aunque Uehara y Sato (227> no correlacionaron

específicamentelos gradosde Child con la capacidadde generarradicales

derivadosdel oxígeno,tambiénhallaronqueexistíauna correlaciónnegativa

129



entrela quimioluminiscenciay los valoresdebilirrubina sérica,y positivaconlos

valores de albuminemia.Sin embargo,no observaronque la producciónde

superóxidoserelacionaracon los nivelesséricosde las transamínasas.Nosotros

sí hallamosunacorrelaciónsignificativaentrela respuestaal estimuloconFMLP

y los nivelesdeOOTy GPT, perosólo cuandoconsideramoslos nivelesabsolutos

de la producciónde superóxidoy no cuandolo que comparamosfueron los

porcentajesde respuesta,por lo que dudamosque tengavalor, ya que esa

correlaciónno seobservótrasotros estímulos.Así pues,nuestrosresultados,al

igual quelos de Ueharay Sato(227), indicanquela funciónhepatocelular(por

ejemplo,de síntesisde proteínas)y no las necrosishepatocelulares,eslo quese

relacionaconla alteracióndela función microbicida,oxígeno-dependiente,de los

neutrófilos.

En esteestudiotambiénhemospercibidoque los pacientes

quehabíandesarrolladoascitiso episodiospreviosde encefalopatía,presentaron

unamayorreducciónde laproducciónde superóxido.Si bienello no siemprefue

significativo. No hemoshalladoen la literaturatrabajosquesehayanocupado

deanalizarespecíficamenteestosfactoresenrelaciónconla producciónde anión

superóxido.Perotanto la ascitiscomola encefalopatíahepáticason variables

incluidasen los gradosde Child-Pugh, por lo que es lógico esperarque los

pacientescon estascomplicaciones,y por tanto con mayorpuntuaciónen esta

clasificación,presentaranun mayordeteriorode la funciónde susneutrófilos.

Con los resultadosobtenidos,y en concordanciacon datos

130



reflejadosen estudiosprevios, podemosdecir que en los neutrófilos de los

pacientescon cirrosis hepáticaexiste un defecto en la producciónde anión

superóxidoqueapareceya en aquellosconfunciónhepatocelularconservada,pero

que se acentúaa medida que se deterioramás la función hepatocelular.La

actividadinflamatoriay el gradode lasnecrosisno parecetenerningunarelación.

También analizamos la influencia de otros factores

(hipertensiónportal y episodiospreviosde infección del líquido ascítico)en la

respuestade los neutrófilosdepacientescon cirrosis.

La hipertensiónportal es una de las complicacionesmás

gravesquepuedeoriginar de lacirrosishepática.Los pacientesingresadospor

hemorragiadigestivasecundariaahipertensiónportal tienenun mayorriesgode

infecciones;son sometidosmásfrecuentementea exploracionesinvasivasque

producenbacteriemias,puedentenerdisminucióndelnivel de conciencia,conel

consiguienteriesgode aspiraciones,hipovolemia,aumentoen lapermeabilidad

intestinal, etc... Incluso las infecciones pueden precipitar una recidiva

hemorrágicaprecoz.No hemosanalizadola función de los neutrófilos en el

momentoagudode la hemorragiadigestiva,ya quesesabequeestasituaciónla

altera. Lo quehemosvaloradoes, fueradelepisodioagudo,si aquellospacientes

que, en algún momentode su evolución, habíanpresentadouna hemorragia

digestivapor hipertensiónportal teníanuna alteraciónen la producciónde
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superóxido.Estefactor no ha sido estudiadoentrabajosprevios.Hallamosque

los neutrófilos de aquellos pacientesque habían sufrido esta complicación

respondierona la estimulacióncon FMLP o flúor con unamenorproducciónde

superóxidoquelos queno habíantenidoestacomplicación,aunquelasdiferencias

no fueronsignificativas. Estamenorproducciónde anión superóxidopor los

neutrófilospudieracontribuir,junto conotros factores,a la mayorfrecuenciade

infeccionestraslashemorragiasdigestivas.

También hemosestudiadola función de los neutrófilos de

pacientesquehabíandesarrolladoinfeccionesespontáneasdel liquido ascitico.

Un defecto en el funcionalismo de estos leucocitos justificaría que la

susceptibilidada las infeccionesestuvieraaumentada.Porello, era de esperar

que la producciónde aniónsuperóxidoestuvieraparticularmentereducidaen

estospacientes,sin embargo,no esesteel resultadoqueobtuvimosencontrade

lo esperado,la respuestade los neutrófilosal estímuloconFMLP o FM fue mayor

en los pacientescon antecedentesdeperitonitisbacterianaqueen aquellosque

carecíandeél. Aunquenosotroshemosmedidola producciónde superóxidoenlos

neutréifiosdesangreperiférica, tambiénpodríansersubsidiariosde estudiolos

neutrófilos del líquido ascítico, y comprobarasí su funcionalismoen estas

situaciones.Además,en la fisiopatologíade la infección del líquido ascitico

intervienenotrosmuchosfactores,talescomolasalteracionesenlos mecanismos

de defensa inmunológica, el sobrecrecimientobacteriano intestinal, las

alteracionesen la barreraintestinal, el poderopsónicodel liquido ascítico,la
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disminuciónde laactividaddelsistemamonocitico-macrofágico,y lasalteraciones

de la inmunidadhumoralinespecíficaséricay del líquido escítico.

En resumen,demostramosqueexisteuna disminuciónde la

producciónde aniónsuperóxidopor los neutrófilos de los enfermosconcirrosis

hepática,quees independientementede laetiologíade la enfermedad,no tiene

relaciónconlos nivelesdetransaminasas,que apareceinclusoenpacientescon

función hepáticaconservada,pero queseacentúaa medidaque sedeteriorala

funciónhepatocelular.Estetrastornopudieracontribuira la mayorincidenciade

infeccionesen estosenfermos,en particularen los quepresentanhemorragias

digestivaspor hipertensiónportal.No hemosobservadoqueel defectoseamayor

en los pacientescon antecedentesde infección del liquido ascítico,pero ello

probablementese debea queen la apariciónde estacomplicaciónintervienen

otros muchosfactores.
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CONCLUSIONES

1.- En lospacientesconcirrosishepáticaexisteunaalteración

en el funcionalismo de los neutrófilos, que se manifiesta por una menor

produccióndeaniónsuperóxido.Estaalteraciónno pareceestardeterminadapor

inhibidorespresentesenel suerodeestospacientessinoqueesintrínsecaa los

neutrófilos.

2.- La menor producción de anión superóxidono parece

deberseaunaalteraciónen los receptoressituadosenlamembranacelularde los

neutrófilos ya que este defecto lo reconocimoscuando las células fueron

estimuladascon estímulosqueutilizan receptoresdiferentes.

3.- Lasvíasdeactivacióncelulardependientesdelcalcioy de

la PKC parecenestarindemnesya querespondencorrectamenteal A23187y al

PMA.

4.- La disminuciónenla producciónderadicalessuperóxido

seponede manifiestoal utilizar estímulosque actúanactivandola ProteínaO,

motivopor lo quesituamosel defectode estascélulasaesenivel.
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&- El defectofuncionalde los neutrófilosde los cirróticos no

pareceserdebidoal alcohol,ya quetambiénsedetectaenlascirrosisde otras

etiologías.

6.- Este defecto se relacionacon la función hepática.Se

detectacuandoaúnestáconservada,pero empeoraa medidaque lo hace la

funciónhepática.La actividadinflamatoriay necróticano pareceninfluir sobre

la función de los neutrófilos.Los neutrófilos de pacientescon antecedentesde

hemorragia digestiva, pero no los que tienen antecedentesde peritonitis

bacterianaespontánea,muestranunatendenciaatenerunamenorproducción

de aniónsuperóxido.
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RESUMEN

Las infeccionesconstituyenuna complicación frecuentey

gravede la cirrosishepática.Se hanobservadodiferentesalteracionesen los

mecanismosde defensade los pacientescirróticos que podrían explicar la

susceptibilidada las infecciones.Entre éstasdestacanlos trastornosen la

barreraintestinal, las alteracionesen la actividad del sistemamonocitico-

macrofágico,lasanomalíasen la inmunidadhumoraly celulary las disfunciones

de los neutrófilos.

Cuandolos neutrófilosingierenbacteriaso entranencontacto

con un estímulose producesu degranulacióny sufrenuna serie de cambios

coordinadosqueconstituyenlacadenadeexplosiónrespiratoria,durantela cual,

y atravésdelsistemaenzímáticode la NAJJPH-oxidasa,setransformael oxigeno

molecularenaniónsuperóxido.Dosmoléculasde aniónsuperóxidointeraccionan

paragenerarH202, el cual enpresenciade cloroy mieloperoxidasaformanácido

hipoclórico. Este participa en la génesis de cloraminas, que son las que

finalmenteprovocanla muertebacteriana.

Existenpocosestudiospublicadossobrelas alteracionesde los

mecanismosmícrobicidasde los neutrófilosen pacientesconcirrosishepática.

Nuestrotrabajoha pretendidoconocersi en los pacientesconcirrosishepática

existeun defectoen el funcionalismode los neutrófilosquelos incapacitepara

destruira lasbacteriasfagocitadasy, por lo tanto,quecontribuyaa aumentarla

susceptibilidada las infecciones.Además,hemosintentadolocalizarel nivel

dondeseencuentraesedefectoy, finalmenteestablecersi existe algunarelación
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entreestedefectoy algunacaracterísticade la cirrosis.

Tras la estimulación de los neutrófilos con diferentes

sustancias,nuestrosresultadosindican que existe un defectointrínsecoen la

funciónpostfagocíticaen los neutrófilosdepacientescon cirrosishepáticaquese

expresapor una menorproducciónde anión superóxido.Cuandoutilizamos

estímulosvehiculizadospor la proteína O (FMLP, zimosan, FNa, FM) la

producciónde superóxidoestuvoreducidade formasignificativa,mientrasque

la respuestaa estímulosno transmitidosatravésde la proteínaO (ionóforode

calcio, PMA), no sedíferencióde forma significativade la queseobtuvoenlos

controles.Porello, estedefectomuyprobablementeseencuentrelocalizadoen los

mecanismosde activación de membrana,y másconcretamentea nivel de la

proteínaO.

Tambiénhemosobservadoqueestedefectoenla producción

de anión superóxidopor los neutrófilos de pacientescon cirrosis hepáticaes

independientede la etiologíade la enfermedad,no tienerelacióncon los niveles

detransaminasas,pero sí con el gradodeinsuficienciahepática.Se reconoceen

pacientescon funciónhepáticaconservada,pero seacentúaprogresivamentea

medidaqueempeorael gradodeinsuficienciafuncionalhepática.Estetrastorno

pudieracontribuir a la mayorincidenciade infeccionesenestosenfermos,en

particularen los quepresentanhemorragiadigestivaporhipertensiónportal. Sin

embargo,no hemosobservadoqueestedefectoseamayoren los pacientescon

antecedentesde infeccióndel liquido ascítico,quizásporqueen la apariciónde

estacomplicaciónintervienenotrosmuchosfactores.
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