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1. Cirrosis hepatica

La cirrosis hepatica es el estadio final de un proceso de fibrosis progresiva secundaria a
un dafio hepatico crdnico, caracterizdndose por la distorsidon de la arquitectura del higado y
formacién de nddulos de regeneracion. Esto puede desencadenar una hipertension portal e

insuficiencia hepatocelular.

Las principales causas de la cirrosis hepatica son el consumo de alcohol, virus de hepatitis

Cy el higado graso asociado a la obesidad (Friedman y Schiano, 2004).

En la practica clinica, el diagndstico de la cirrosis se establece en base a una biopsia
hepdtica con presencia de ndédulos de regeneracién, o por combinacién de datos clinicos
(indicios de cirrosis), analiticos (hiperbilirrubinemia, coagulopatia...) y radioldgicos (morfologia

nodular o heterogénea) caracteristicos de esta patologia.

Epidemiologia de la cirrosis

Seguln los datos mas recientes, en Estados Unidos llegaron a unas 38.000 muertes por
enfermedad hepatica crdnica y cirrosis en el 2014, lo que supuso un 1,5% del total de muertes
anuales (Kochanek et al., 2016). En Espafia, de acuerdo con los datos del Instituto Nacional de
Estadistica (http://www.ine.es/) el nimero de defunciones por esta causa ha disminuido
considerablemente, pasando de unos 6.000 casos anuales en el afio 2000 a unos 4.800 casos en

el ano 2014.

Sin embargo, existen varios factores que hacen pensar que la prevalencia de esta
patologia es mayor (Schuppan y Afdhal, 2008), ya que hay causas de enfermedad hepatica que
pueden no ser diagnosticadas, como las infecciones crénicas por virus B y C, o la
esteatohepatitis. Por otro lado, hay que tener en cuenta que la cirrosis en su fase compensada,

es indetectable durante largos periodos de tiempo.

Estadios de la cirrosis

La cirrosis se caracteriza por una fase sin sintomas evidentes, denominada “cirrosis
compensada”, seguida de una progresion a una fase de “cirrosis descompensada” caracterizada
por complicaciones derivadas de la hipertensidn portal y de la insuficiencia hepatica. En la fase
de cirrosis compensada, la presidn portal no suele provocar varices gastro-esofagicas ni ascitis.

Sin embargo, conforme el dafio hepatico avanza, esta presion aumenta y la funcidén hepatica



disminuye, dando lugar a ascitis, hemorragia digestiva, ictericia y encefalopatia hepatica. Estos

son los sintomas que marcan el paso de una fase a la siguiente.

En clinica, el estadio de la cirrosis se establece en base a las siguientes escalas de funcidn

hepatica (Tabla 1):

e Child-Pugh (Child y Turcotte, 1964): es la mas utilizada y permite clasificar la gravedad,
riesgo quirurgico y el prondstico global.
e MELD (Kamath et al., 2001): es un indice pronéstico de la cirrosis en su fase avanzada

que se aplica principalmente para la priorizacion de trasplantes hepaticos de pacientes.

Tabla 1. Escalas Child-Pugh y MELD.

Clasificacion Child-Pugh

Pardmetros/Puntos 1 punto 2 puntos 3 puntos
Bilirrubina < 2 mg/dl 2-3 mg/dl > 3 mg/d|
AlbUmina > 3,5 mg/dl 2,8-3,5 mg/d| < 3,5 mg/dl
Protrombina (Tiempo) > 50% 30-50% < 30%
Protrombina (INR) <1,7 1,7-2,3 >23
Ascitis No Leve Moderada-grave o
con diuréticos
Encefalopatia Hepatica No Grados I-1I Grados llI-IV
indice MELD

MELD= 9,6 x [Ln creatinina (mg/dl)] + 3,8 [Ln biliubina (mg/dl)] + 11,2 [Ln INR] + 6.4

INR, International Normalized Ratio

El Child-Pugh se puntta con un niumero y una letra dependiendo de la gravedad de la cirrosis: Child A <6
puntos, Child B= 7-9 puntos, Child C 2 10 puntos. INR, International Normalized Ratio; MELD, Model for

End-stage Liver Disease; Ln, logaritmo neperiano.

1.1. Alteraciones asociadas a la cirrosis

La alteracién de la funcion hepatica en cirrosis conduce a una amplia variedad de
alteraciones en la detoxificacion de distintas sustancias y metabolitos y en la sintesis y secrecion

de algunas moléculas como la albumina. Dada su relevancia en la induccién de la encefalopatia
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hepatica y en el contexto de esta tesis, se describen a continuacién algunas de las alteraciones

mas relevantes: la hiperamonemia, la inflamacién y la translocacion bacteriana.

1.1.1. Hiperamonemia

El amonio es un producto del metabolismo de proteinas y otros compuestos
nitrogenados. A concentraciones altas, es toxico y altera la funcién del sistema nervioso central

(SNC).

Normalmente, el amonio es detoxificado en el higado mediante el ciclo de la urea y es
eliminado con la orina. En tejidos como el cerebro y el musculo, el amonio se detoxifica por
incorporacion de glutamina, que se transporta al higado, donde la glutaminasa la escinde en

glutamato y amonio para, finalmente, eliminarse por el ciclo de la urea.

En enfermedades hepaticas, como la cirrosis, el amonio no es eliminado eficientemente,
aumentando asi sus niveles tanto en sangre como en cerebro, actuando como agente
neurotéxico. Datos experimentales y clinicos apoyan que la hiperamonemia juega un papel

esencial en el desarrollo de la encefalopatia hepatica (HE). (Ver apartado 2.3.1)

1.1.2. Inflamacidn

La inflamacién es la repuesta inmune del organismo frente a agresiones externas o a
agentes patdgenos. Este proceso se caracteriza por un aumento del flujo sanguineo en la zona
afectada y diversos tipos de respuestas celulares con el objetivo de aislar y destruir el agente

nocivo.

El proceso inflamatorio se puede desencadenar por agentes biolégicos (bacterias, virus,
hongos, pardsitos), por agentes quimicos (toxinas, venenos, acidos), agentes fisicos (radiaciones,
calor, frio), traumatismos, alteraciones vasculares (isquemia) o alteraciones inmunitarias

(hipersensibilidad, enfermedades autoinmunes).

En la inflamacién participan distintos tipos celulares y mediadores de la inflamacién que
son pequefias biomoléculas que median la comunicacién intercelular. Estos mediadores pueden
ser de origen lipidico (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos), proteico (citocina, factores
de crecimiento, interleucinas) y aminas vasoactivas (serotonina, histamina). Amplifican la

respuesta inflamatoria uniéndose a receptores especificos presentes en las células diana.



En el apartado 3.3.2. hablaremos en mas profundidad sobre las citocina y mediadores de

la inflamacion.

1.1.3. Translocacién bacteriana

Una complicacidon comun en cirrosis es la peritonitis bacteriana espontaneay es una causa
importante de mortalidad intrahospitalaria. Las bacterias de origen entérico atraviesan las
paredes intestinales mediante un mecanismo Illamado translocacidn bacteriana y llegan a
alcanzar nédulos linfaticos mesentéricos y desde aqui, la circulacidn sistémica. Deficiencias en
la funcion hepatica, permitirian a las bacterias permanecer en el sistema periférico y de ahi
infectar otros fluidos bioldgicos, como el liquido ascitico, llegando también a otros 6rganos tales

como el higado, el bazo o el rifidn (Such et al., 2002).

Los mecanismos responsables de promover la translocacién bacteriana son la alteracion
en el equilibrio de flora intestinal, el incremento de la permeabilidad de la mucosa de la barrera
intestinal y las deficiencias en el sistema inmunitario del paciente (Berg, 1999). En la patologia
de la cirrosis se observan estos tres mecanismos, por lo que la translocacidén bacteriana es un
factor importante a tener en cuenta. Ademas, el etanol debilita las paredes intestinales
volviéndolas mas permeables y favoreciendo el paso de las bacterias al exterior del intestino

(Kolios et al., 2006).

Una medida indirecta para detectar los niveles de bacterias intestinales que se han
translocado a sangre u otros fluidos, es la deteccién de lipopolisacaridos (LPS), que son
endotoxinas propias de la cubierta de la mayor parte de las bacterias Gram-negativas. Existen
kits comerciales para su cuantificacidn (ver apartado material y métodos).

Ademads el LPS actia como un potente estimulador de la inmunidad innata (Alexander y
Rietschel, 2001) y es usado en diversos estudios para la activacién de células del sistema inmune

(Xu et al., 2015).

1.2. Marcadores clinicos de funcion hepatica

Actualmente, en la clinica diaria, se llevan a cabo una serie de mediciones de metabolitos
relacionados con el metabolismo hepatico que nos indican si hay indicios de dafio en el higado

(ver Tabla 2). Los principales se explican a continuacion.
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-Proteina C reactiva (PCR): es una proteina de origen hepatico que se incrementa tras la
secrecion de interleucina 6 (IL-6) por macréfagos vy linfocitos T (Pepys y Hirschfield, 2003). Su
papel fisiolégico consiste en unirse a la superficie de células dafiadas o muertas para activar el
sistema del complemento y eliminarlas. Por lo tanto, se ve un aumento de esta proteina cuando

hay inflamacién en el organismo.

-Bilirrubina total: La bilirrubina es un producto derivado del metabolismo de Ia
hemoglobina. Los hematies al degradarse liberan la hemoglobina que es metabolizada a dos
moléculas, el grupo heme y el grupo globina. El grupo heme se transforma en biliverdina y esta,
en bilirrubina, a la cual se le llama "no conjugada" o indirecta. Al pasar por el higado esta
bilirrubina se conjuga con acido glucurénido transformandose en bilirrubina "conjugada" o
directa. Cuando se realiza un analisis de rutina se mide la bilirrubina total (directa mas indirecta),

donde el 70 al 85 % corresponde a la bilirrubina no conjugada o indirecta.

-Alanina aminotrasnferasa (ALT): es una enzima que se halla principalmente en las células
del higado y del rifién. También se encuentra en pequenas cantidades en el corazén y los
musculos. En condiciones normales, la concentracion de la ALT en sangre es baja, pero cuando
existe lesidn hepatica, la ALT se libera al torrente circulatorio, incluso antes de que aparezcan
signos evidentes de la lesidon, como la ictericia. La ALT es muy util para la deteccidn de la

enfermedad hepatica.

-Aspartato aminotransferasa (AST): es una enzima distribuida por las células de todo el
organismo aunque principalmente se halla en las células del higado y el corazén. También se
encuentra en pequefias cantidades en rifidn y musculos. En condiciones normales, los niveles de
AST en sangre son bajos, pero cuando existe lesion hepatica o muscular, la AST se libera al

torrente sanguineo. Por este motivo, la AST también es un buen marcador de lesidn hepatica.

-Fosfatasa alcalina (FA): es una enzima presente en varios tejidos del organismo como el
higado, hueso, rifidn, intestino y placenta. No obstante, sus concentraciones mas elevadas se
observan en células éseas y hepdticas. En el higado, la FA se encuentra en el borde de las células
que se unen para formar los conductos biliares, que drenan la bilis del higado a los intestinos.
Concentraciones elevadas de FA en sangre suelen asociarse a trastornos hepaticos u dseos. Los
niveles de la enzima pueden aumentar considerablemente cuando existe una obstruccién en los
conductos biliares. Aumentos no tan marcados se observan en hepatocarcinoma, cirrosis o

hepatitis.

-Gamma-glutamil trasnpeptidasa (GGT): es una enzima que se encuentra en muchos

tejidos del organismo, pero principalmente en higado. Participa en la degradacion del glutatién
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y en el metabolismo de detoxificacion hepatica. Niveles elevados de esta enzima serian
indicativos de una disfuncidn en la funcidon hepatica, como en caso de consumo elevado de

alcohol o patologias como colestais, hepatitis o cirrosis.

Tabla 2. Rangos fisioldgicos de los marcadores periféricos.

MARCADOR SANGRE RANGO FISIOLOGICO (DATOS HOSPITAL)
PCR 0-5 mg/L

BILIRRUBINA TOTAL 0,10-1,00 mg/dL

ALT 1-41 U/L

AST 1-37 U/L

FOSFATASA ALCALINA 30-120 U/L

GGT 1-55 U/L
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2. Encefalopatia hepatica (EH)

La Encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome neuropsiquiatrico complejo caracterizado
por una alteracién funcional del sistema nervioso central subsiguiente a un fallo hepatico. El
rango de manifestaciones clinicas varia desde alteraciones sutiles en las funciones mentales (ver
apartado 2.2), hasta coma profundo y muerte (Gazzard et al., 1986). La EH se presenta en hasta
un 50-70% de los pacientes con cirrosis (Riordan y Williams, 1997). Es una alteracion

potencialmente reversible, pero su aparicidn conlleva un mal pronéstico.

Dependiendo de la duracién y el grado de disfuncion hepatica existen dos tipos principales

de EH clinica: aguda y croénica.

-Encefalopatia hepatica aguda: estd asociada a un fallo hepatico agudo o fulminante y es
un sindrome clinico de evolucién rapida como consecuencia de una inflamacién o necrosis
masiva hepadtica. Las principales causas de este tipo de EH son las hepatitis viricas agudas,
intoxicacion por paracetamol y reacciones idiosincrasicas a farmacos. El grado de mortalidad es

muy elevado, debido en muchos casos al aumento de la presion intracraneal.

-Encefalopatia hepatica crénica: es la forma mas frecuente de EH clinica. Acompafada
por desviacién de la sangre portal a la circulacidn sistémica (EH porto-sistémica). Esto ocurre
tras una intervencidn quirdrgica (anastomosis porta-cava) en un paciente con una enfermedad
hepatica crénica o espontdneamente en pacientes cirréticos debido a la hipertension portal.
Esta desviacion de la sangre impide la correcta eliminacion en el higado de distintas sustancias
toxicas, como el amonio, que pueden de este modo, alcanzar el cerebro y alterar su funcién. En
estos pacientes se pueden producir episodios de EH clinica como consecuencia de determinados
factores desencadenantes (hemorragia digestiva, alta ingesta de proteinas, estrefiimiento,
infeccidn). Estos episodios de EH son habitualmente reversibles cuando el desencadenante es

eliminado.

La EH es un factor predictivo de mortalidad en los pacientes cirréticos. Se estima que uno
y tres afos después del primer episodio de encefalopatia hepatica clinica la mortalidad es del 40

y del 70%, respectivamente (Bustamante et al., 1999).



2.1. Encefalopatia hepatica minima (EHM)

Ademas de los tipos de EH clinica mencionados, existe una forma mas leve denominada

encefalopatia hepatica minima (EHM), en la cual se centra esta tesis.

Pacientes sin signos evidentes de EH clinica pueden presentar diversos déficits cognitivos
(percepcidn visuo-espacial, atencion, concentracién) y motores que no son detectables en un
examen neuroldgico rutinario, pero que se ponen de manifiesto cuando se realizan test
psicométricos o neurofisioldgicos adecuados. Este tipo de EH se denominaba encefalopatia
hepatica subclinica o latente, términos que hoy en dia han sido reemplazados por encefalopatia
hepatica minima o EHM (Lockwood et al., 1993, Schomerus y Hamster, 1998, Lockwood, 2000,
Ferenci et al., 2002, Amodio et al., 2004, Romero-Gomez et al., 2007).

La EHM disminuye la calidad de vida de los pacientes (Slowik et al. 2001), aumenta el
riesgo de padecer accidentes laborales, domésticos y de trafico y predispone a sufrir EH clinica.
Se han utilizado diversas baterias de pruebas psicométricas para detectar y valorar la EHM. Se
ha llegado a un consenso para utilizar los mismos test en todos los hospitales, seleccionando
como bateria de referencia, la denominada PHES (Psychometric Hepatic Encephalopathy Score)

(Weissenborn et al., 2001, Ferenci et al., 2002).

Yen y Liaw en 1990 mostraron que el 50% de los pacientes con EH minima desarrollan EH

evidente durante los siguientes 6 meses.

2.2. Alteraciones neurologicas de la EH y EHM

2.2.1. Alteraciones neuropsiquiatricas

En la encefalopatia hepatica aguda, los desérdenes neuroldgicos avanzan desde un estado
mental alterado hasta el coma. La muerte ocurre, frecuentemente, por un edema masivo del

cerebroy aumento de la presién intracraneal.

Sin embargo, la encefalopatia hepatica crénica se desarrolla lentamente y los sintomas
varian desde ligeros déficits de atencion y cambios en la personalidad en la encefalopatia
hepatica minima, a enlentecimiento psicomotor, falta de atencién y sintomas extrapiramidales
como hipomimia (falta de expresion facial) y bradiquinesia en grado | de EH, desorientacion y

comportamiento extrano en grado Il, acabando finalmente en estupor y coma en grados lll y IV
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(Weissenborn et al., 2005a). Los signos mas tempranos suelen ser alteraciones en el suefio y

cambios en el comportamiento (Weissenborn et al., 2005b).

El espectro clinico de la EH es muy amplio, por lo que su diagndstico puede ser dificil dado
que no existe un sintoma o examen de laboratorio especifico para su diagndstico. La gravedad
de la EH clinica se clasifica en 4 grados segun las manifestaciones neuropsicoldgicas. En la Tabla
3 se presentan los criterios de West-Haven para la estadificacién del estado mental en pacientes

con EH clinica.

La EH ocasional estd caracterizada por un episodio de alteracién neuropsiquiatrica debido
a un factor desencadenante y generalmente no deja huellas en los pacientes en términos de
alteraciones en los test psicométricos y del electroencefalograma (EEG). La EH recurrente se
caracteriza por episodios multiples de encefalopatia intercalados por periodos en los que la
situacién neuroldgica del paciente es aparentemente normal.

Tabla 3. Criterios de West-Haven para la estadificacion del estado mental en la Encefalopatia
Hepatica clinica (Modificado de Conn y Lieberthal, 1979).

GRADOS EH SINTOMATOLOGIA
0 Sin anormalidad detectada
1 Leve falta de atencidn e incapacidad para mantenerla, euforia, ansiedad.

Dificultad para realizar suma o sustraccidon de nimeros sencillos.

2 Letargo, apatia, desorientacion en tiempo y espacio.

Cambios obvios de la personalidad

3 Somnolencia a semiestupor, pero con respuesta a estimulos. Confusion.

Desorientacion importante.

4 Coma. Sin posibilidad de realizar pruebas de funcién mental.

2.2.2. Alteraciones cognitivas

Las alteraciones cognitivas comienzan con falta de concentracién y de atencién, asi como
de una disminucién de la capacidad intelectual. Los pacientes con EH presentan un descenso
continuo en la atencidén acompaiiado de un descenso en el estado de alerta desde el grado Il al

grado lll finalizando en coma. Incluso los pacientes que parecen no estar clinicamente afectados
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manifiestan distintos déficits de atencidn en test psicométricos, indicando una disfuncion de los
tres subsistemas que cooperan en la atencidn: vigilia (capacidad para mantener el estado de
alerta), orientacién y funciones ejecutivas (como hacer planes, deteccién de errores, resolucion
de conflictos, etc.). En fases mas avanzadas, la falta de atencion se agudiza de forma que cuando
se formula una pregunta a un paciente, frecuentemente necesita una segunda repeticién y las

repuestas son lentas y a menudo carentes de sentido (Weissenborn et al., 2005a).

Existe cierta controversia en cuanto a si existe o no deterioro en la memoria en los
pacientes con EH (Weissenborn et al., 2003). Los test psicométricos empleados para medir la
memoria en pacientes con EH evalian fundamentalmente la memoria semantica y la memoria
de trabajo (Weissenborn et al., 2005a). En los test que dependen de la atencién, como ocurre
en muchos test de memoria, es dificil saber a qué alteracién atribuir un error, a la atenciéon o a
la memoria. Existen test que permiten diferenciar entre atenciéon y memoria. Uno de ellos es la
retencién de digitos (Tewes, 1991), que mide la memoria a corto plazo, cuantificando el nimero
de digitos ordenados de forma seriada que un paciente puede recordar de forma correcta tras
haberlos escuchado o leido. Otro test de memoria a corto-plazo es la lista de palabras de Luria
(Christensen, 1984). En estos dos test los pacientes con EH obtienen peores resultados que los
sujetos control (Weissenborn et al., 2005a). El test de memoria de fotografias o dibujos mide la
memoria a largo plazo. Se muestran al paciente varias imagenes duplicadas y desordenadas y
tiene que recordar donde estaban las imagenes duplicadas y emparejarlas. En este test también

se han observado alteraciones en los pacientes con EH (Weissenborn et al., 2005b).

Los pacientes con EH presentan otras alteraciones cognitivas como alteraciones en la
percepcidn visuo-espacial que se manifiestan, por ejemplo, en la apraxia (trastorno neuroldgico
caracterizado por la pérdida de la capacidad de llevar a cabo movimientos voluntarios, a pesar
de tener capacidad fisica para hacerlos). También presentan un déficit en el proceso de
aprendizaje, mostrando dificultad a la hora de aprender nuevas tareas. Los pacientes cirrdticos
con EH obtienen peores resultados que individuos controles en pruebas de inteligencia,
aprendizaje y memoria asi como de percepcion motora y espacial (Puca et al., 1989), sin
embargo, la capacidad verbal no esta alterada. La etiologia de la cirrosis no influye en los

resultados obtenidos en estas pruebas (Rehnstrom et al., 1977).

Hilsabeck et al. (2002) mostraron que los pacientes con hepatitis crénica causada por el
virus C también muestran alteraciones cognitivas en tareas que requieren atencién, aprendizaje,

velocidad psicomotora y flexibilidad mental, indicando que estos pacientes presentan
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alteraciones psicomotoras similares a los de los pacientes con otras enfermedades crénicas

hepaticas como la cirrosis por ingesta de alcohol.

Como se ha mencionado antes, en los pacientes con EHM las alteraciones cognitivas no
son evidentes y sdlo se pueden detectar realizando test psicométricos especificos. El término
EHM se refiere a cambios sutiles en la funcion cognitiva o parametros electrofisioldgicos que
pueden ser observados en pacientes con cirrosis que no presentan evidencias clinicas de EH
(Amodio et al., 2004). Para diagnosticar la presencia de EH minima, se utiliza actualmente una
bateria (PHES) que consta de 5 test psicométricos: Test de conexidn numérica Ay B, test de la
clave de numeros, test de puntos seriados y test del trazado de linea (explicado en material y

métodos).

Los resultados obtenidos en los test de la bateria PHES se ajustan en funcion de la edad y
el nivel de formacidon de acuerdo con las tablas de normalidad de los sujetos control

(www.redeh.org).

Se considera que un paciente presenta EHM cuando en esta bateria obtiene una

puntuacion igual o inferior a — 4.

Las alteraciones en la capacidad de atencién, procesamiento de la informacién (Dhimany
Chawla, 2009), coordinacién motora, etc., tienen importantes consecuencias en la vida diaria de
los pacientes. Por ejemplo, la mayoria de los pacientes cirréticos con EHM tienen disminuida la
capacidad de conducir vehiculos (Schomerus et al., 1981, Bajaj et al., 2009). Los pacientes con
EHM presentan alteraciones en funciones de la vida diaria como la interaccidn social,
comportamiento emocional, dormir, trabajar o realizar tareas domésticas (Groeneweg et al.,

1998, Prasad et al., 2007).

2.2.3. Alteraciones motoras

En pacientes con encefalopatia hepatica crénica se presentan frecuentemente

alteraciones en la actividad y coordinacién motora (Tabla 4).

Los trastornos del movimiento pueden ser debidos a alteraciones en uno o mas de los tres
grandes sistemas motores que configuran la organizacién del sistema motor en mamiferos: via
cortico-espinal, circuitos de los ganglios basales y cerebelo (Alarcon y Giménez-Roldan, 2005).
En los pacientes con EH crdénica se han descrito alteraciones y sintomas relacionados con los tres

niveles de organizacion.
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Manifestaciones clinicas motoras relacionadas con un mal funcionamiento de los ganglios
basales (signos extrapiramidales: expresion facial, desérdenes en el habla, alteracién al andar,
estabilidad postural, bradiquinesia, etc.) se han descrito en pacientes con EHM vy cirrosis
hepatica compensada (Krieger et al., 1996, Jover et al., 2003). Alteraciones de la coordinacion
motora (cerebelares) estan presentes en pacientes con EH de grado I y Il, y alteraciones de la via
cortico-espinal en pacientes desde grado | al IV de EH (Krieger et al., 1996, Jones y Weissenborn,

1997).

Jover et al. (2005) realizaron una serie de test psicométricos para medir el deterioro
cognitivo, los signos extrapiramidales y la calidad de vida. 22 de los 46 pacientes cirréticos
estudiados manifestaron alteraciones motoras extrapiramidales y obtuvieron peores resultados

en los test psicométricos y de calidad de vida.

Compaily et al. (2010) comprobaron que la presencia de alteraciones motoras
extrapiramidales predice el desarrollo de EH clinica y que los signos avanzan a medida que
avanza la enfermedad reduciendo la calidad de vida.

Tabla 4. Alteraciones motoras en pacientes con encefalopatia hepatica (clasificacion West-
Haven) (Modificado de Amodio et al., 2004).

GRADOS EH SINTOMATOLOGIA
0 Cambios sutiles en pruebas de conexién numérica o pruebas psicométricas
1 Temblor, incoordinacidn, apraxia®
2 Asterixis?, lenguaje lento o incomprensible, ataxia®
3 Reflejos hipoactivos, nistagmo?, rigidez postural y clonus®
4 Postura descerebrada y dilatacién pupilar, reflejo oculocefalico®, ausencia de
respuesta a estimulos en estadios avanzados.

1) Trastorno de la ejecucion del movimiento aprendido que no puede ser explicado como
consecuencia de debilidad muscular, pérdida sensorial o falta de comprension o atencion a las
ordenes verbales

2) Temblor de las manos en forma de aleteo

3) Ausencia o irregularidad en la coordinacion de los movimientos musculares

4) Espasmo clénico de los musculos motores del globo ocular, que produce movimientos involuntarios

de éste en varios sentidos.
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5) Serie de contracciones ritmicas e involuntarias, de un musculo o grupo muscular por la extension
brusca y pasiva de sus tendones.

6) Se desencadena con los ojos abiertos y mediante giro de la cabeza con rapidez de un lado hacia el
otro. El paciente comatoso cuyo tallo encefdlico este intacto dirige los ojos en la direccion opuesta a

aquella en que se gira la cabeza.

Descripcion de algunas alteraciones motoras en pacientes con encefalopatia hepatica:

e Aquinesia: pobreza del nUmero de actos motores. Es un sintoma muy invalidante presente
en un buen porcentaje de pacientes cirrdticos (Spahr et al., 1996, Jones y Weissenborn, 1997,
Jover et al., 2005). La aquinesia afecta a algunos movimientos elaborados como la escritura, el
lenguaje oral (disartria acinética), el balanceo normal de los brazos al andar, la expresién facial

(faz inexpresiva y con disminucién del parpadeo) (Ferenci et al., 2002).

eBradiquinesia: enlentecimiento o reduccidn progresiva de la velocidad y amplitud de los
movimientos repetitivos. En una persona no afectada los movimientos automaticos se
desarrollan de forma involuntaria y subconsciente. En los pacientes con cirrosis hepatica se han
descrito retrasos en la iniciacion motora, debilidad y fatigabilidad al reiterar los movimientos y
enlentecimiento en la realizacidn de las tareas. Esto afecta muchos aspectos motores de su vida
diaria, como vestirse, asearse, comer, actividades manuales, etc., exigiéndoles su ejecucion
mucho mas tiempo del que para ellos era habitual. El enlentecimiento psicomotor es uno de los
primeros sintomas de la encefalopatia hepatica (Spahr et al., 1996, Jones y Weissenborn, 1997).
Incluso en pacientes con encefalopatia hepatica minima, es posible observar bradiquinesia

(Joebges et al., 2003).

e Asterixis: Es el temblor mas caracteristico que presentan los pacientes con EH (“flapping
tremor”) (Uribe et al., 1980, Jones y Weissenborn, 1997, Timmermann et al., 2002, 2004, 2005,
Paul et al., 2004). Los pacientes sufren sacudidas repentinas e involuntarias de un musculo o
grupo de musculos causadas por contracciones musculares repentinas que no pueden ser

controladas por la persona que las padece.

eRigidez: es otro de los sintomas que pueden presentar los pacientes con EH (Jones y
Weissenborn, 1997, Jover et al., 2003). Consiste en una contractura permanente de las masas
musculares, que se traduce en una dificultad creciente para la movilizacion pasiva de las

articulaciones.
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eAlteraciones de la postura: los pacientes con EH también pueden presentar trastornos

posturales y de la marcha (Burkhard et al., 2003, Mechtcheriakov et al., 2005).

2.2.4. Otras alteraciones neuropsiquiatricas

Ademas de las alteraciones cognitivas y motoras se pueden observar en pacientes con EH
otras alteraciones neuropsiquidtricas. Se han descrito irritabilidad, apatia, trastornos de la
conducta, cambios en el apetito, mirada fija, amnesia, cambios en el temperamento y en la
personalidad. Algunos pacientes pasan de la depresién a la euforia en pocos minutos. Otros
pacientes presentan sélo depresiéon o euforia alternadas con un temperamento estable. Los
sintomas paranoicos suelen ser comunes durante el estupor como resultado de las dificultades
en la percepcion y la interpretacidn. También pueden aparecer alucinaciones (Sherlock et al.,
1954).

Un 50% de los pacientes con cirrosis hepdtica presentan alteraciones del suefio
caracterizados por somnolencia durante el dia, sobre todo a primeras horas, letargia y sopor,
mientras que durante la noche la calidad del suefio estd disminuida, duermen menos tiempo y

el suefio esta fragmentado (Cordoba et al., 1998).

2.3. Factores implicados en la EH clinicay minima

En el desarrollo de la encefalopatia hepatica (tanto clinica como minima) estan implicadas

diversas alteraciones, descritas a continuacidn, las cuales pueden actuar de forma sinérgica.

2.3.1. Hiperamonemia

El amonio es esencial en la homeostasis del nitrégeno y participa en la sintesis de
importantes compuestos pero a concentraciones elevadas en sangre y cerebro, resulta téxico,
provocando alteraciones funcionales en el sistema nervioso central (Gerok y Halissinger, 1984,
Cooper, 1993, Felipo y Butterworth, 2002). Por ello, los niveles de amonio en sangre y en
cerebro se encuentran estrictamente regulados por distintas reacciones que mantienen el

equilibrio entre su formacién y su eliminacion.

Los mecanismos patogénicos de la encefalopatia hepatica no estan bien establecidos. Sin

embargo, parece claro que la hiperamonemia es uno de los principales responsables de este

16



Introduccion | Alba Mangas Losada

proceso. Existen datos experimentales y clinicos que apoyan el papel de la hiperamonemia en

el desarrollo de la encefalopatia hepatica:

1.- Los factores desencadenantes de la EH y del coma hepatico en pacientes cirréticos

van asociados a un aumento de los niveles de amonio.

2.- El funcionamiento del higado en las deficiencias congénitas del ciclo de la urea es
normal, excepto en la detoxificacion del amonio. En estas situaciones también se produce
encefalopatia hepatica. Los niflos nacidos con hiperamonemia debida a una deficiencia
congénita en el ciclo de la urea, presentan retraso mental y el grado del mismo se correlaciona

con el nivel y la duracién de la hiperamonemia neonatal (Msall et al., 1984).

3.- Los tratamientos clinicos que revierten la EH van dirigidos a reducir los niveles de
amonio: reduccion de la ingesta proteica, control de la flora bacteriana intestinal productora de
amonio mediante antibidticos o reduccion de la absorcidn del amonio intestinal mediante

acidificacion del lumen con lactulosa o lactitol.

4.- Existe una buena correlacién entre la severidad de los sintomas neurolégicos en los

pacientes y la concentracion arterial de amonio que presentan (Clemmesen et al., 1999).

5.- La neuropatologia que se manifiesta en la encefalopatia hepatica es similar a la
observada como consecuencia de la exposicién del cerebro a niveles altos de amonio. Tanto en
EH aguda como en la exposicidon aguda a amonio en los modelos animales, los astrocitos se
hinchan provocando edema cerebral. Esta complicacidon se presenta en pacientes con sindromes
hiperamonémicos agudos (fallo hepatico agudo, sindrome de Reye, enzimopatias congénitas del
ciclo de la urea, etc.) y se correlaciona con los niveles de amonio alcanzados en esos pacientes

(Clemmesen et al., 1999).

En la EH crdnica y en la exposicidn crénica a amonio, los astrocitos sufren alteraciones
morfoldgicas y funcionales similares, apareciendo los denominados astrocitos de Alzheimer tipo
Il. Estas alteraciones se observan tanto en pacientes con fallo hepatico crénico como en
pacientes con hiperamonemia crdnica debida a enzimopatias congénitas del ciclo de la urea
(Michalak y Butterworth, 1997), en ratones con hiperamonemia inducida por inyecciéon de

ureasa (Gibson et al., 1974) y en cultivos de astrocitos expuestos a amonio (Norenberg, 1987).

Todos los datos anteriores apoyan que la hiperamonemia juega un papel esencial en el

desarrollo de la EH.
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2.3.2. Inflamacion

La inflamacién es una respuesta bioldgica del organismo frente a un estimulo externo
considerado patolégico. Por lo tanto, es un mecanismo de defensa cuya funcidn principal es
eliminar el origen del dafio, sin embargo, no siempre es una respuesta beneficiosa. En ciertas
enfermedades, el sistema inmunoldgico puede atacar a sus propias células provocando

respuestas inflamatorias dafiinas y llevando al organismo a un estado de inflamacidn crénica.

2.3.2.1. Inflamacién en pacientes con EH. Sinergia entre hiperamonemia e inflamacion.

En pacientes con fallo hepatico agudo, la inflamacién periférica estd asociada con la
progresion de la EH (Rolando et al., 2000). La hiperamonemia y la inflamacién actuan

sinérgicamente en la induccién y el grado de severidad de la EH.

Existe una correlacién entre los niveles séricos de TNFa (citocina proinflamatoria) y la
severidad de la EH en pacientes con fallo hepdtico crdnico. Los pacientes en grado | de EH
presentan concentraciones de TNFa mds bajas que los que estdan en grado Il, siendo los
pacientes en grado IV los que muestran las concentraciones séricas de TNFa mas altas (Odeh et

al., 2004).

Shawcross et al. (2004) demostraron que la inflamacién agrava las alteraciones
neurolégicas producidas por la hiperamonemia en pacientes cirréticos. Administraron a
pacientes cirrdticos una solucidon de aminoacidos para inducir hiperamonemia, la cual provocé
un deterioro de la funcidn neuropsicolégica (evaluada mediante test psicométricos) cuando los
pacientes presentaban inflamacion pero no tras la resolucidn de la misma. Estos datos indican
que la inflamacion y la hiperamonemia tienen efectos sinérgicos en la induccion de las
alteraciones neuroldgicas en EH. Estos mismos investigadores, comprobaron posteriormente
que la inflamacién determina el grado de severidad de la encefalopatia en pacientes cirrdticos
con EH avanzada. Los niveles de inflamacidn eran superiores en pacientes con EH en grado 4
respecto a los de grado 3, mientras que los niveles de amonio eran similares en ambos grupos

(Shawcross et al., 2011).

En 2012 (a) Felipo et al. llevaron a cabo un estudio con pacientes de diferentes etiologias
que presentaban distinto grado de hiperamonemia e inflamacién. Concluyeron que en pacientes
con enfermedades hepaticas, el deterioro cognitivo puede aparecer antes si los niveles de

hiperamonemia e inflamacién son los suficientemente elevados y que uno de estos factores por
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si solo, no provoca deterioro cognitivo, es necesaria la combinacién de ambos y un cierto nivel

para provocar un deterioro en la cognicidn, incluso en pacientes sin enfermedad hepatica.

Montoliu et al. (2009) mostraron que la IL-6 e IL-18 estan aumentadas en pacientes
cirréticos con EHM comparadas con pacientes sin EHM y que existe una correlacién entre los
niveles de IL-6 e IL-18 en suero y el grado de EHM. Los pacientes con niveles mas altos de IL-6 e
IL-18 presentaron un peor resultado en la bateria de test psicométricos realizados en el estudio,
sugiriendo que alteraciones relacionadas con la IL-6 e IL-18 podrian contribuir al deterioro
cognitivo en la EHM y que sus concentraciones en sangre podrian ser Utiles para distinguir

pacientes cirréticos con y sin EHM.

2.3.3. Neuroinflamacion

El cerebro esta protegido de influencias externas por la barrera hematoencefalica (BHE).
Cuando se produce una infeccidn las citocina no pueden atravesar la BHE directamente, por lo
tanto son incapaces de producir un efecto directo en el cerebro. No obstante, el sistema inmune
es capaz de transmitir sefiales al cerebro para que produzca una respuesta durante los procesos
inflamatorios. La respuesta inmunitaria del SNC se produce fundamentalmente por la activacion
de la microglia, considerada como los macréfagos residentes del SNC (Bentivoglio et al., 2011).
La microglia es muy sensible a los cambios que suceden en su entorno, constituyendo la primera
linea defensiva del cerebro frente a una agresion (Lehnardt, 2010). La microglia activada se
acumula en las zonas dafiadas y expresa genes relacionados con la inflamacién, produciendo
citocina proinflamatorios, enzimas relacionadas con el estrés oxidativo y nitrosativo, moléculas

de adhesion y radicales libres (Gonzéalez-Scarano y Baltuch 1999, Block et al., 2007).

Los astrocitos también participan en la respuesta inmunolédgica del SNC frente a
agresiones. La activacidn de astrocitos se produce de forma gradual con cambios progresivos
que influyen a las neuronas vecinas y a células no neuronales (Sofroniew y Vinters 2010). Los
astrocitos activados secretan citocina y quimiocinas participando en la respuesta inmunitaria

innata y adaptativa (Farina et al., 2007).

2.3.3.1. Neuroinflamacién en pacientes con EH

Los estudios sobre neuroinflamacién en EH se han iniciado recientemente, por lo que

todavia existen pocos estudios en humanos. Cagnin et al. (2006) utilizaron la tomografia de
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emisiéon de positrones (PET) en 5 pacientes cirréticos con EHM. Uno de los mecanismos
propuestos como causante de la perdida de funcién cerebral en los pacientes con EH es la
desregulacion de la sintesis de neuroesteroides. Esta desregulacién esta relacionada con un
receptor (antes llamado “peripheral type benzodiazepine receptor” (PBBS) que ahora se conoce
con el nombre de “translocator protein” (TSPO)) que se expresa en células gliales activadas y
puede ser medido in vivo por su unién a un ligando especifico marcado con C! mediante la
técnica de PET. En el estudio de Cagnin et al. (2006) concluyen que la EH se asocia con el
aumento de la deteccién de este ligando en el cerebro de pacientes, reflejando un aumento del
receptor TSPO, sugiriendo la idea de una activacidn mayor en las células gliales de pacientes con

EH.

Se ha demostrado que existe un aumento de la expresion de TSPO en cerebro de
pacientes cirréticos fallecidos por coma hepatico (Lavoie et al. 1990). El aumento de TSPO en EH
crénica podria ser consecuencia de una activacion de la microglia aunque esto no se ha

estudiado en humanos.

El principal cambio patoldgico en cerebro en EH crénica se caracteriza por la presencia de
astrocitos de Alzheimer tipo Il (Solitare, 1972, Martin et al., 1987) que se caracterizan por el
ensanchamiento celular y la falta de citoplasma. El edema cerebral y el aumento de la presion
intracraneal suponen un dafo que ocurre en el 80% de los pacientes con EH crénica (Lee, 2012,
Jalan et al., 2004, Larsen et al., 2000) y representa la causa mas frecuente de mortalidad en estos
pacientes (70% de mortalidad) (Lee, 2012, Jalan et al., 2004, Larsen et al., 2000, Shawcross y
Wendon, 2012).

Estudios recientes apoyan la idea de que la EH en enfermedades hepaticas crénicas esta
causada por una alteracién en le comunicacién neuronal, resultado de una neurotrasmision

alterada (Felipo, 2013).

El fallo en la comunicacién neuronal se ha comprobado mediante estudios de
electroencefalografia, mostrando una menor activacién neuronal relacionada con los déficits de

atencién en pacientes con EHM (Felipo et al., 2012b).

La presencia de inflamacidn, tanto periférica como central, se ha visto que contribuye a
las anormalidades neuro-comportamentales observadas en EH crénica (Jayakumar et al., 2015).
Estos estudios muestran que la neuroinflamacién juega un papel esencial en el deterioro

cognitivo y motor en la EH.
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3. El sistema inmunitario y la respuesta inflamatoria

3.1. Vision general del sistema inmunitario

El sistema inmunitario es el encargado de proteger al organismo frente a infecciones y
agresiones, tanto de origen externo como propias del sujeto. Estd compuesto por un conjunto
de células especializadas y una serie de factores que participan en la defensa contra el agente
patégeno. Existen dos lineas de defensa principales, la respuesta innata y la respuesta
adaptativa. Ambas se encargan de detectar y eliminar el patégeno discriminando lo propio de lo
ajeno y cooperan de manera eficiente permitiendo la comunicaciéon célula-célula mediante
receptores de superficie y mensajeros solubles, denominados citocinas. La respuesta innata
estimula y modula la respuesta adaptativa, y la respuesta adaptativa potencia la actividad de la

respuesta innata (Chaplin, 2010).

3.2. Papel de los diferentes tipos de leucocitos en sangre

Las células del sistema inmune pueden dividirse, de forma general, en dos categorias
funcionales segun el tipo de respuesta en la que participen: la respuesta innata y la respuesta

adaptativa (Hoebe et al., 2004).

La inmunidad innata es un sistema de defensa que ha ido evolucionando hasta
reconocer patrones conservados caracteristicos de diversos patdgenos y suele ser la primera
linea de defensa. La inmunidad adaptativa, por el contrario, es una innovacién evolutiva mas
reciente y permite una respuesta inmunitaria mas compleja, asi como la llamada “memoria
inmunoldgica” (Netea et al., 2016). La respuesta inmunitaria adaptativa es especifica de los
anticuerpos y requiere el reconocimiento de antigenos que no son propios durante un proceso
llamado presentacién de antigenos. La especificidad del antigeno permite la generacién de
respuestas que se adaptan a patdgenos especificos o a las células infectadas por estos patégenos

(Male et al., 2013).

Las células que participan en el sistema inmunitario innato son los
monocitos/macréfagos, los granulocitos polimorfonucleares, los linfocitos natural killer o NK,

los mastocitos y las plaquetas.
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Los monocitos de circulacidn periférica, los macréfagos (diferenciados de los monocitos
y que residen en los tejidos) y los granulocitos polimorfo-nucleares (neutréfilos, basofilos y
eosinofilos) se encargan de la funcidn fagociticas principalmente frente a microbios

extracelulares.

Los linfocitos NK participan fundamentalmente en la defensa contra a microorganismos

intracelulares y son responsable de la muerte de las células infectadas por virus.

Los mastocitos y plaquetas son indispensables en la induccidn y el mantenimiento de la

inflamacion.

Un grupo especializado de células denominado células presentadoras de antigeno (CPA)
sirve de puente entre la respuesta innata y la adaptativa. Capta y procesa antigenos de manera
que puedan ser reconocidos por los linfocitos T mediante receptores especificos (Male et al.,

2013).

Las células encargadas de la respuesta adaptativa son los linfocitos. Tanto los linfocitos
T como B reconocen a los antigenos a través de receptores muy especificos para el antigeno que
se expresan de forma clonal (MacDonald et al., 1993). Los linfocitos se diferencian y maduran a
través de células troncales en los llamados érganos linfaticos primarios y una vez que pasan su
fase de diferenciacidn independiente de antigeno, emigran por torrente sanguineo hasta actuar
en los érganos linfaticos secundarios. Aqui pasan de ser linfocitos naive a ser linfocitos efectores
tras el reconocimiento del antigeno especifico (Chaplin, 2010). Los linfocitos T y B efectores se
convertirdn en los responsables de las respuestas inmunitarias celulares y humorales,

respectivamente.
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Figura. 1. Esquema del desarrollo de los linfocitos B y linfocitos T. (Modificado de Parkin y
Cohen, 2001). MHC, Complejo Mayor de Histocompéthd.

3.2.1. Respuesta humoral: papel de los linfocitos B

Los linfocitos B son productores de anticuerpos para neutralizar toxinas, prevenir que
los microorganismos patdgenos se adhieran a las mucosas, activar el complemento y ayudar en

la fagocitosis y en la citotoxicidad, entre otras funciones.

Los anticuerpos son secretados por las células B maduras, pero durante el desarrollo de
estas células, actian como moléculas de membrana, haciendo el papel de receptor. Asi, son
capaces de internalizar los antigenos y procesarlos para presentdrselos a los linfocitos T a través
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). En este caso seria una respuesta
dependiente de células T. Otro tipo de respuesta, independiente de linfocitos T, vendria
efectuada por los linfocitos B cuando los antigenos tienen numerosos epitopos repetidos que se
unen a los receptores IgM de las células B activando directamente la secreciéon de
inmunoglobulinas. Sin embargo, al no haber formacién del centro germinal, ni una maduracion,
ni afinidad por un antigeno especifico, no habria generacidon de células de memoria que

confieren inmunidad a largo plazo.

Los linfocitos B inmaduros expresan IgM especificas de antigeno, una vez que maduran,
también pueden expresar en su superficie otros tipos de inmunoglobulinas, como IgD, y una vez
que se forman las células plasmaticas, producen una gran cantidad de Igs, sobre todo IgG, IgA e

IgE. (Chaplin, 2010).

23



3.2.2. Respuesta celular: papel de los linfocitos T

Los linfocitos T tienen en su membrana una serie de receptores asociados al complejo
CD3 para desencadenar una via de seializacidn celular cuando el antigeno se une a su receptor.
La agregacion del receptor causa una fosforilacidn de tirosinas en la cola citopldsmica del
complejo CD3 y la transduccion de sefiales hacia el nucleo permite la activacion de genes

implicados en la proliferacion de los linfocitos T. Asi es como sucede la respuesta celular.

Las células dendriticas son las estimuladoras mas potentes de los linfocitos T naive.
Mediadores inflamatorios inducen la expresiéon de moléculas coestimulatorias, lo cual hace que
aumente la probabilidad de que ocurra la presentacidén antigeno-receptor de los linfocitos T

(Chaplin, 2010).

Los linfocitos T maduros se producen en el timo y se liberan al torrente sanguineo. Estas
células se consideran inmunolégicamente naive hasta el momento en que se encuentran con
una célula presentadora de antigeno (CPA) y se produce la Ilamada sinapsis inmunoldgica entre
el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y el receptor de célula T (TCR). También se
producen otras uniones entre el linfocito y la CPA para aumentar el estimulo, estas son las
moléculas coestimuladoras, como el receptor CD28. El reconocimiento del antigeno da pie a la
proliferacién de las células T y su diferenciacion a células efectoras. Una vez que la infeccién o
el dafio han sido eliminados, no conviene mantener el mismo nimero de linfocitos efectores en
sangre, por lo que la mayoria de los linfocitos T activados mueren por apoptosis. Sin embargo,
un porcentaje de ellos sobrevive y mantiene una especificidad por el antigeno mucho mas
elevada que las células naive. Esto es lo que da efectividad y rapidez a una segunda respuesta
inmune tras la primera activacion. Estas células que mantienen una memoria inmunoldgica son

los linfocitos T de memoria.

Los linfocitos T naive y de memoria se distinguen, ademas de por su funcionalidad, por
los marcadores que expresan en membrana, como en el caso del receptor CD45, que puede
presentar diferentes isoformas. En el caso de los linfocitos T naive humanos, se detecta
principalmente la isoforma CD45RA. Durante el curso de la activacién celular, los linfocitos T

cambian la expresién del receptory pasan a expresar laisoforma CD45R0 (Berard y Tough, 2002)

Los linfocitos CD45RO+ ademas, pueden dividirse en dos subpoblaciones, los
CD62L+CCR7+ también llamados de memoria central y los CD62L-CCR7- también llamados de

memoria efectora (Sallusto et al., 1999).
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Los linfocitos de memoria central son capaces de entrar en los nddulos linfaticos a través
de las células endoteliales y exhiben unas caracteristicas de funcion migratoria parecida a las
células naive, mientras que las de memoria central, expresan receptores homing que les

permiten entrar en tejidos no linfoides (Mackay et al., 1990).

Por lo tanto, los linfocitos T de memoria central y efectora, proporcionan funciones
complementarias ante una segunda infeccidn, donde las efectoras tienen una respuesta local
inmediata y las de memoria central generan rapidamente un gran nimero de efectoras desde

los érganos linfoides secundarios (Berard y Tough, 2002).

Los linfocitos T efectores se dividen, principalmente, en dos tipos, los T helper (Th)
positivos para CD4 y los T citotdxicos positivos para CD8, en funcidon de la molécula de superficie
que exprese. Los Th CD4+ a su vez, se diferencian en varios tipos de linfocitos efectores en
funcién de las citocinas inductoras que haya en el medio y se caracterizan por el patréon de
citocinas que secretan y por la expresion de factores de transcripcion especificos (Zhu et al,,
2010). Juegan un papel fundamental en el reconocimiento del antigeno y la activacién de otros
tipos celulares mediadores de la respuesta inmune, entre ellos los linfocitos B, encargados de la

respuesta humoral.

Los citotéxicos CD8+ se encargan de la actividad antiviral y antitumoral. Tienen actividad
citotdxica directamente sobre la célula diana, uniéndose a ella por receptores especificos que
reconocen partes de antigenos de células patogénicas y llevandola a la muerte celular a través

de una serie de enzimas, como las perforinas. (Chaplin, 2010).

La mayoria de linfocitos CD4 son CD28+ y requieren la participacién del TCR para su
activacion, y la del CD28 como coestimulador. Sin embargo, hay una poblaciéon de CD4+CD28-
que poseen una habilidad proinflamatoria sin la necesidad de la estimulacidn por una CPA.
Ademas, esta poblacion esta implicada en procesos inflamatorios en varias enfermedades como
la atherosclerosis, infecciones virales crénicas o procesos autoinmunes (Broux et al. 2012a, Maly

y Schirmer 2015).

En estados patoldgicos, la poblacién de CD4+CD28- representa una senescencia celular
prematura debido a una activacion persistente, por lo que el aumento de esta poblacion se

puede considerar como un biomarcador de inmunosenescencia temprana (Vallejo et al. 2004).

Ademas, esta poblacién de linfocitos CD4 tiene caracteristicas distintas al resto de los

CD4 helper ya que tienen un fenotipo citotdxico, propio de los CD8, y son capaces de producir
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perforinas y granzimas B que pueden lisar células endoteliales y dafiar el tejido. También,
pueden secretar grandes cantidades de TNFa y de IFNy promoviendo un ambiente

proinflamatorio (Dumitriu, 2015, Maly y Schirmer 2015, Dumitriu et al., 2009).

Se diferencian, ademads, de las CD4+CD28+ en que expresan en su membrana el receptor
CX3CR1 (Broux et al., 2012b) por lo que mediante quimio-atraccidn, van a migrar a sitios con un
gradiente alto de CX3CL1, ligando que recibe también el nombre de fractalkina, que es

producida, entre otras, por células endoteliales (Jones et al., 2010).

Teniendo en cuenta las caracteristica de este tipo celular, no es de extrafiar que se hayan
encontrado infiltraciones de CD4+CD28- en cerebro de pacientes con esclerosis multiple (Broux
et al., 2012b, Scholz et al., 1998). Esta infiltracion estaria mediada por el CX3CR1/CX3CL1 vy
amplificada por la IL-15, la cual también amplifica las propiedades patogénicas de esta

subpoblacién de CD4+CD28- (Broux et al., 2015).

Los CD8 también pueden carecer de la molécula coestimuladora CD28. Esta poblacion
de CD8+CD28- se caracteriza por una baja capacidad proliferativa y son llamadas CD8
reguladoras. Tienen capacidad supresora como las CD4 T reguladoras pero se diferencian de
ellas en que funcionan predominantemente a través de la accién de mediadores solubles, como
laIL-10 y el TFGP (Ceeraz et al., 2013, Arosa, 2002). Cada vez mas evidencias apoyan la idea de
un papel regulador paralas CD8+CD28- en la supresidn inmune de patologias como cancer (Filaci

et al., 2007) o enfermedades autoinmunes (Tulunay et al., 2008).

3.2.2.1 Diferenciacion de los linfocitos T helper CD4

A continuacidn detallamos, en el esquema, los tipos de linfocitos CD4, las citocinas que

los inducen, las que secretan y sus principales factores de transcripcién.
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Figura. 2. Linfocitos CD4 efectores. Se muestran las interleucinas que inducen la diééeion
de cada subtipo celular, el factor de trascripci@racteristico y la producion de las principales
interleucinas de cada subpoblacion.

En cuanto a la funcién que desempefia cada uno, también existen diferencias muy

notables.

Los Thl juegan un papel dominante en la proteccidon contra infecciones bacterianas y
reconocen agentes infecciosos intracelulares. Producen interleucinas que incluyen Ia
proliferacién de otras células T, incluida la accion paracrina de las propias Thl y también de las
CDS8 citotdxicas. Ademas son productoras del interferén gamma (INFy) que activa macrofagos
para eliminar patdgenos intracelulares como micobacterias, hongos o protozoos. (Zhu et al.,
2010, Zhu y Paul, 2010). En la Figura 2 vemos el TBX21 como factor de trascripcion caracteristico

de los TH1.

Los Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-13 que favorecen la produccion de anticuerpos y la
expansion de eosindfilos. Su factor de trascripcidon caracteristico es GATA3. La respuesta de los
Th2 se asocia a patégenos extracelulares, helmintos y alergias. Por otra parte, la respuesta

mediada por IL-4 se considera antiinflamatoria ya que bloquea la sintesis de citocinas
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proinflamatorias como la IL-1, TNFa, IL-6 y el MIP (macrophage inflammatory protein) (Zhu y

Paul, 2010).

Los Th17 se caracterizan por su papel en la defensa contra organismos patdgenos, sobre
todo bacterias extracelulares y hongos y por su desencadenamiento de procesos inflamatorios
en enfermedades autoinmunes (Noack y Miossec, 2014). También se les ha relacionado con el
mantenimiento del tejido epitelial y afectaciones de la barrera intestinal. (Blaschitz y Raffatellu,
2010). Producen principalmente IL-17 capaz de provocar una reaccién de inflamacién masiva en
tejido debido a la gran distribucién de los receptores de esta interleucina. Se han detectado
receptores para la IL-17 en casi todos los tipos de células del higado, incluyendo hepatocitos,
células de Kupffer, células epiteliales biliares y endoteliales (Ge y You, 2008). En la diferenciacion
de los TH17 se activan factores de transcripcién como RORC y STAT3. En articulos como el de
Huppert et al. en 2010, se demuestra que los Thl7, a través de la IL-17, son capaces de afectar
a la integridad de la barrera hemato encefidlica, a través de mecanismos que implican un
aumento de las especies reactivas del oxigeno y como consecuencia, una disminuciéon de
proteinas de unién entre las células endoteliales de la BHE. También secretan IL-21 e IL-22,
aunque estas son caracteristicas de otros tipos celulares de CD4 efectores. (Korn et al., 2009,

Rutz et al., 2013).

Los Th22 se definen por la produccién de la interleucina con el mismo nombre (IL-22),
ademas de secretar TNFa e IL-13. Sin embargo, investigaciones en los ultimos afios indican que
la IL-22 puede ser producida por varios tipos de linfocitos T activados, incluyendo a los Th22,
Th17, Thl y algunas células no linfoides (Jia y Wu 2014). Los CD4 naive adquieren un fenotipo
de Th22 en presencia de IL-6 y TNFa, fomentado por la IL-1B y se inhiben en presencia de altas
concentraciones de TGFB (Duhen et al., 2009). Los Th22 sin embargo, no producen IL-17, ni IFNy.
Se definen también por la expresion del factor de transcripcion aryl hydrocarbon receptor (AHR),
apenas indetectable en otros CD4 efectores como Th17 o Thl. Otra similitud con los Th17 es que
expresa en membrana el receptor CCR6, cuyo ligando, el CCL20 (Schutyser et al., 2003), atrae
por quimioatraccion a estos tipos celulares hacia epitelios inflamados y juegan diferentes
papeles en formacion de tumores, dafios en piel y 6rganos digestivos y en enfermedades

inflamatorias (Paulissen et al., 2015).

Los Tfh o T helper foliculares tienen como funcién principal ayudar a los linfocitos B a
producir anticuerpos en respuesta al reconocimiento de antigenos por parte de los linfocitos T.
También inducen y controlan los cambios en la trasposicién y en la hiperpermutaciéon somatica

de la formacién de inmunoglobulinas (Ma et al., 2014). Esto ocurre principalmente en los centros
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germinales. Ademas, los Tfh son productores, fundamentalmente, de la IL-21 cuya funcién es la
estimulacién de la diferenciacion de los linfocitos B en células formadoras de anticuerpos a
través del receptor de la IL-21 (King et al., 2008). Expresan BCL6 como factor de transcripcién

caracteristico.

Las Treg o T reguladoras son una poblacidn de linfocitos efectores cuya funcidn principal
es la supresion de la actividad deletérea de otros linfocitos T. Participan en otras funciones como
la prevencion de enfermedades autoinmunes manteniendo la tolerancia a lo propio
(Kleinewietfeld y Hafler, 2014). Secretan principalmente TGFB e IL-10 aunqgue estas citocina no
son especificas de este tipo celular ya que son secretadas por otras muchas células del sistema

inmune. (Corthay, 2009). Expresan FoxP3 como factor de transcripcidn caracteristico.

Ademas, de interés notable para este trabajo es el hecho de que las T reguladoras estén
relacionadas con el deterioro cognitivo de ciertas enfermedades que cursan con inflamacion. En
experimentos con modelos animales, como en el articulo de Nguyen et al. (2012) estudian el
papel de las T reguladoras como moduladoras del comportamiento patoldgico de ratones con
dafio hepatico. Comparando un modelo donde se lleva a cabo la deplecidn de las T reguladoras
y después infundiendo de nuevo este tipo celular, llegan a la conclusién de que las T reguladoras
restauran el comportamiento patoldgico de los ratones a través de la inhibicion de monocitos
circulantes y de la producciéon de IL-6, con su subsiguiente sefializacién a través del endotelio

cerebral.

En otro articulo, Dansokho et al. (2016), el aumento de T reguladoras en modelos
animales de Alzheimer, restaura la funcidn cognitiva asociada a la enfermedad, sugiriendo un

papel beneficioso de las T reguladoras en la patofisologia de esta enfermedad.

3.2.3. Papel de los monocitos y macréfagos

Los monocitos son uno de los tipos celulares encargados de mediar la inflamacion y la
defensa innata. Recientemente, se han definido tres tipos de monocitos en sangre periférica en

funcién de los marcadores de superficie CD14 y CD16 (Ziegler-Heitbrock et al., 2010).

e (CD14++CD16-: también llamado clasicos, tienen actividad fagocitica y anti microbiana pero una
baja produccion de citocinas. Constituyen el 90-95% de los monocitos circulantes.
e (CD14++CD16+: también llamados intermedios, tienen actividad proinflamatoria y producen

activamente TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-23. Constituyen sobre un 5% de los monocitos circulantes.
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e (CD14+CD16++: también llamados no-clasicos, tienen actividad antiinflamatoria y producen

principalmente IL-10. Constituyen el otro 5% de los monocitos circulantes.

En condiciones de inflamacidn. los monocitos migran de la sangre al tejido siguiendo una
sefializacion de quimio-atraccidn por factores de crecimiento y citocinas proinflamatorias. Una
vez en el tejido, se diferencian a macréfagos (Shi y Palmer, 2011). En funcidn del ambiente, los
monocitos se van a diferencias en macréfagos de tipo M1 o proinflamatorios, o de tipo M2 o

antiinnflamatorios (Bosca et al., 2015).

Los macroéfagos tipo M1 se diferencian en presencia de INFy, LPS o TNF y expresan enzimas
como la iNOS (Oxido Nitrico Sintasa inducible) (Ghosh et al., 2015) y la c¢GKIl (Kinasa Il
dependiente de GMPc) (Liao et al., 2015). Los de tipo M2 se diferencian en presencia de IL-4,
IL-13 0 IL-10 y hay varios subtipos en funcidon de las rutas metabdlicas que se desencadenen. En

general tienen respuestas antiinflamatorias y expresan enzimas como la arginasa-1 (Hardbower

et al., 2016).

Los macrofagos interaccionan con los linfocitos T para activarlos en érganos diana y a su vez,
ellos mismos se activan por las citocina producidas por los linfocitos T, principalmente el TNFa
(Khera et al.,, 2012, Raveney et al., 2010). Con ello, los macréfagos producen metabolitos
secundarios téxicos como el dxido nitrico, que puede matar a las células del su alrededor.
Finalmente tiene funcidn fagocitica, y esas mismas proteinas fagocitadas, pueden presentarlas

a los linfocitos, actuando los macréfagos como células presentadoras de antigenos.

3.3. Mecanismos implicados en la inflamacidn periférica

3.3.1. Marcadores de la inflamacion: CD69

El CD69 es conocido como una molécula de activacién temprana y es miembro de una
familia de receptores de membrana implicados en la transduccidn de sefales en los procesos de
inflamacién. La expresion de CD69 en humanos es inducida en la mayoria de los linajes
hematopoyéticos, incluyendo linfocitos B y T, NKs o neutréfilos, mientras que se expresa

constitutivamente en monocitos, plaquetas y ciertas células epidérmicas (Marzio et al., 2008).

La bibliografia ha descrito siempre al CD69 como un marcador de activacion leucocitaria,
relacionado con la activacion de diferentes subtipos de linfocitos y con la patogénesis de la

inflamacidn cronica.
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Sin embargo, investigaciones mas recientes han propuesto nuevos roles para el CD69.
En ciertos estudios (Martin y Sanchez, 2011, Martin et al., 2010) se ha demostrado que el CD69
actua como un regulador negativo de la diferenciacién de los linfocitos proinflamatorios Th17.
Ratones deficientes para CD69, en estos articulos, han mostrado una mayor capacidad de

diferenciacién de los linfocitos CD4 de memoria a Th17 tanto in vivo como in vitro.

Experimentos funcionales y bioquimicos (Gonzalez-Amaro et al., 2013) han demostrado
que cuando existe una senal especifica del antigeno captada a través de los receptores de
linfocitos T, se induce la expresién de CD69 en membrana y esto activa STAT5, un represor
negativo de la diferenciacion de los Th17. Sin embargo en ausencia de CD69, STAT3 es el que
prevalece actuando como activador de la expresion del RORCy con ello, la diferenciacion de los

Th17.

Por lo tanto, se propone al CD69 como un regulador de la balanza que existe entre
linfocitos proinflamatorios, Th17 y antiinflamatorios, Treg en humanos, lo que muestra al CD69
como una diana terapéutica importante para enfermedades que cursan con una desregulacion

del sistema inmune (Gonzalez-Amaro et al., 2013).

Ademas de esta actuacion en la diferenciacién de linfocitos, el CD69 tiene otro papel
importante en la distribucion de estos tipos celulares. Estudios como el de Shiow et al. en 2006,
proponen al CD69 como regulador negativo de la salida de linfocitos desde érganos secundarios
a periferia, lo que estaria implicado un cambio en la localizacién de los subtipos linfocitarios en

sangre y la permanencia de células de memoria en los 6rganos linfoides secundarios.

Los linfocitos CD4 de memoria son cruciales para el mantenimiento de la inmunidad
adquirida. La mayoria de ellos residen en nichos estromales de medula dsea hasta que se
requiere su salida a la circulacidn periférica (Shinoda et al., 2012). En este articulo del 2012, los
investigadores demuestran que ratones deficientes para CD69 tienen linfocitos CD4 efectores
incapaces de trasladarse en medula ésea y permanecer alli para diferenciarse a células de
memoria. Como consecuencia, no se producen anticuerpos de alta afinidad, ni células
plasmaticas de memoria. Con esto demuestran que el CD69 es critico para la generacién y el

mantenimiento de linfocitos T de memoria.

Teniendo en cuenta las multiples funciones en las que puede estar implicado el CD69 en
linfocitos, es importante distinguir entre una expresion temprana en células CD4 naive, que estd
asociada a una activacién aguda en la célula y la expresién del CD69 en células CD4 de memoria,

que se asocia a un estado de resting de la célula en el nicho folicular (Schoenberger, 2012).
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3.3.2. Mediadores de la inflamacion: las citocina

En este trabajo estudiamos, principalmente, las citocina, como mediadoras de la

inflamacién periférica.

La principales citocina proinflamatorias que participan en la respuesta inflamatoria son
el factor de necrosis tumoral a o TNFa, la IL-6 y la IL-1B, asi como las IL-12 e IL-18. También
interferones como el gamma (IFNy). Ademas interleucinas proinflamatorias mas especificas de

ciertos procesos inflamatorios son la IL-17, IL-21 e IL-23 y la citocina CCL20.

Las principales interleucinas antiinflamatorias son la IL-4, la IL-13 y la IL-10. También el
transforming growth factor beta (TGFB) aunque tiene funciones aparentemente contrarias en

funcién de su concentracion.

Las células que producen TNFa son principalmente monocitos/macréfagos, linfocitos T,
neutréfilos, mastocitos y células endoteliales (Feldmann et al., 2001). /n vivo, la citocina que se
secreta al principio del proceso inflamatorio es el TNFa cuyos niveles séricos en ratones
aumentan 30 minutos después de un estimulo inflamatorio (Tracey et al., 1987). Si se bloquea
la liberacion de TNFa en respuesta a un estimulo inflamatorio in vivo, la expresion de otras
citocina como IL-1 o IL-6 se reduce (Fong et al., 1989), sugiriendo que TNFa es esencial para la
iniciacion o amplificacion de la liberacién de IL-1 e IL-6. Este dato junto con experimentos
analogos in vitro (Brennan et al., 1989) indican que el TNFa coordina la respuesta de citocina
tras un dafo. El TNFa induce diversas quimiocinas y moléculas de adhesién (Doukas y Pober,
1990), lo que acelera la atraccién de leucocitos inflamatorios al lugar del dafio y la liberacién de
mas TNFa. Ademds el TNFa aumenta la funciéon del sistema inmune aumentando la proliferacién
de linfocitos T, aunque exposiciones excesivamente prolongadas al TNFa producen

inmunosupresion (Yokota et al., 1988, Gordon y Wofsy, 1990).

Las interleucinas (ILs) son una familia de polipéptidos pertenecientes al grupo de
citocinas. Son secretadas principalmente por leucocitos. Su principal funcién es regular las
funciones relacionadas con este tipo de células: activacidn, diferenciacion o proliferacién celular,
secrecion de anticuerpos, quimiotaxis y regulacién de otras citocinas. La IL-6 es una citocina
pleiotrépica que esta implicada en la regulacidn de la respuesta inflamatoria. La producen, entre
otros, los fibroblastos, las células endoteliales, los macrofagos y los linfocitos (Gabay, 2006). La
sefializacion de la IL-6 juega un papel importante en el desencadenamiento de la inflamacion,
tanto crénica, como aguda. Su liberacion es inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a

TNFa (Scheller et al., 2011).
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La IL-1 la producen los macréfagos, monocitos y células dendriticas en respuesta a la
liberacion del TNFa (Feldman et al., 2001). Existen 3 isoformas IL-1q, IL-1B, IL-1RA. La IL-1B esta
implicada en la patogénesis de diferentes enfermedades que cursan con inflamacién como

artritis reumatoide (Gattorno et al., 2008) o la enfermedad de Crohn (Kahle et al., 1992).

La IL-12 es producida por los macréfagos, monocitos y otras células presentadoras de
antigenos. Promueve la activacion de la inmunidad celular activando las células T helper de tipo
1(Th1)y estimula la producciony citotoxicidad de las células T citotdxicas y de las células Natural
Killer (NK). Tiene un efecto sinérgico con el TNFa en la induccion de INFy (Luckheeram et al.,

2012).

La IL-18 es una citocina proinflamatoria producida por monocitos y macréfagos e induce
la activacién de NKs y de linfocitos T (Dinarello et al., 2013). Ademas, estimula la produccion del

IFNy e incrementa el efecto de la IL-12.

El IFNy es otra citocina producida por linfocitos T activados y por NKs e interviene
principalmente en la activacion de macréfagos. Ademas, tiene una actividad antiviral, mediada
por la respuesta de linfocitos Th1, por lo que se clasifica también como citocina proinflamatoria

(Luckheeram et al., 2012).

La IL-17 juega un papel importante en la inflamacidn, inmunidad y autoinmunidad y ha
sido relacionada con enfermedades de caracter autoinmune, tales como artritis reumatoide o
esclerosis multiple (Lubberts et al., 2005, Gonzalez-Garcia et al., 2009). Es un citocina
proinflamatoria que actia sobre varias dianas, como células epiteliales, endotelios,
monocitos/macréfagos y linfocitos. Es producida principalmente por los Th17. Estimula la
produccién de otras citocinas proinflamatorias como la IL-1B, la IL6, el TNFa y también otras
moléculas como prostaglandinas de macrofagos o células epiteliales que hacen que se mantenga

los niveles de inflamacidn elevados (Chen y Zhou, 2015).

La IL-22 tiene un papel sinérgico con la IL-17 y el TNFa. Como ya hemos dicho
previamente, es producida principalmente por los Th22, aunque también la pueden producir los
Th17 (Jia y Wu 2014). Las principales dianas de esta interleucina son las células epiteliales, los
hepatocitos, células del pancreas y algunos tipos de fibroblastos. En estas células, la 1L-22
fomenta la produccién de péptidos antimicrobianos y la expresion de genes involucrados en la
diferenciacidn y supervivencia celular, por lo que estd implicada en la primera linea de defensa

contra patégenos microbianos y la homeostasis epitelial (Wolk et al., 2006).
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La IL-21 es una citocina pleiotrépica producida principalmente por linfocitos T foliculares
(Tfh). Tiene diversos efectos sobre varios tipos celulares, como CD4, CDS8, linfocitos B,
macréfagos, monocitos o células dendriticas. Dentro de los linfocitos T es producida, ademas,
por los Th17. También induce su propia expresiony la de la IL-17 (Suto et al., 2008), ademas de
inducir la diferenciacién de los Th17 (Korn et al., 2007) e inhibir la diferenciacion de las Treg
(Attridge et al., 2012). Una de las funciones principales que lleva a cabo la IL-21 es la de la
activacion de los linfocitos B (Ozaki et al., 2004, Moens y Tangye, 2014), que se explica en mas
detalle en el apartado 3.3.3.2. Otras funciones bioldgicas de esta interleucina incluyen la
contribucidn a la proliferacién y actividad citotdxica de los CD8 (Liu et al., 2007), la maduracion

funcional de las NK (Brady et al., 2010) y la activacidn de los monocitos (Vallieres y Girard, 2013).

La IL-23 es secretada por células dendriticas y macréfagos activados. Su funcién en la
respuesta inmune es regular la proliferacién de los Th17. Ademds induce a los CD8 citotdxicos
de memoria a proliferar y producir interleucinas proinflamatorias. Se ha descrito esta citocina

como fundamental en el control de la inflamacidn de tejido periférico.

La IL-4 es una citocina antiinflamatoria responsable del control de la inflamacién del
cerebro. La IL-4 reduce la produccién de COX-2 y de mediadores inflamatorios como TNFa e IL-
1B por microglia activa in vivo e in vitro (Furlan et al., 2000, Ledeboer et al., 2000). La IL-4 es
producida por un tipo de linfocito T helper, los Th2, que a su vez también secretan otras

interleucinas antiinflamatorias como la IL-13.

Otra interleucina antiinflamatoria es la IL-10. La producen principalmente los monocitos
de tipo no clasico (antiinflamatorio) y también linfocitos By T, principalmente T reguladoras. Es
una citocina pleiotrdpica con funcién reguladora en la inflamacién. Por una parte, tiene un
efecto positivo en la supervivencia de las células B, su proliferaciéon y la produccién de
anticuerpos. Por otra parte, tiene un efecto negativo sobre la produccién de citocinas de los CD4
y moléculas coestimuladoras de macréfagos. Sin embargo, algunas investigaciones han
mostrado que la IL-10 inhibe el LPS y los productos bacterianos mediante la induccién de citocina
proinflamatorias como el TNFa (Opp et al., 1995), IL-1B (Opp et al., 1995), IL-12 (Aste-Amezaga
et al., 1998) y el IFNy (Varma et al., 2001).

El TGFB pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento y es también una citocina
mediadora de la respuesta inmune. Es una proteina multifuncional que controla la proliferacion
y diferenciacién de muchos tipos celulares. Muchas células sintetizan TGFB y tienen receptores

para ella. Puede promover tanto la diferenciaciéon de los Th17 como de las T reguladoras en
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funcién de la concentracidn a la que se encuentre. A altas concentraciones, favorece la supresién
del factor de trascripcion RORC a través de un aumento de FOXP3, y con ello suprime la
expresion de la IL-17, favoreciendo, por tanto, el desarrollo de las T reguladoras. A bajas
concentraciones, junto con IL-6 e IL-21, favorece la expresidon de la IL-17 y el receptor de IL-23,

promoviendo la diferenciacion de las Th17 y la supresién de las T reguladoras (Zhou et al., 2008).

El CCL20 (o MIP-3) es una citocina con una gran capacidad quimio-atrayente para
linfocitos. Se induce por factores microbianos como el LPS o citocina inflamatorias como el TNFa
y el IFNy, mientras que es inhibido por la IL-10. El CCL20 se expresa en varios tejidos y células
como en linfocitos de la periferia, néddulos linfaticos, células endoteliales e higado. Se une al
receptor CCR6 y provoca una atraccion quimica dependiente de gradiente a las células que
expresen dicho receptor (como las Th17 y las Th22) para atraerlas a tejido inflamado. Se ha
descrito que estas dos moléculas, CCL20 y CCR6, estan implicadas en patologias hepaticas y
carcinomas hepatocelulares (Affo et al., 2014). Sin embargo, el papel del CCL20 en el dafio

hepatico cronico no se conoce.

El CXCL13 es otra citocina implicada en procesos inflamatorios cuyo papel principal es la
guia de linfocitos B hacia los centros germinales, formados por linfocitos B activados y linfocitos
T efectores, principalmente Th foliculares, ademas de células dendriticas y macrdfagos. Esta
citocina es secretada por las células dendriticas foliculares y los Tfh. Ademas la IL-21 actia como
co-estimuladora de la produccién del CXCL13. De esta manera, tras la secrecidon de CXCL13 desde
los foliculos linfoides, se produce un gradiente de esta citocina que atrae hacia los centros
germinales a las células positivas para su receptor CXCR5, presente en linfocitos B y Tfh. (Pereira
et al., 2010). Por lo tanto, niveles elevados en plasma de CXCL13 estan relacionados con una

mayor actividad en los centros germinales (Havenar-Daughton et al., 2016).

La IL-15 es miembro de una familia de citocinas a la que también pertenece la IL-2, con la
que esta muy relacionada por tener una estructura similar. Se expresa de manera constitutiva
en un gran numero de tipos celulares como monocitos, macréfagos, células dendriticas,
queratinocitos, fibroblastos y algunas células nerviosas. Se encarga de regular la homeostasis

celular en la respuesta inmune innata y adaptativa (Lodolce et al., 2002, Todd et al., 2001).

La CX3CL1, también llamada fractalkina, es una quimocina sintetizada en las células
endoteliales como proteina de membrana con un dominio N-terminal que se libera y se secreta.
Su receptor especifico, CX3CR1, se expresa en monocitos y linfocitos (como es el caso de los

linfocitos CD4+CD28-). La fractalkina unida a membrana funciona como una molécula de
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adhesidn para las células que presentan su receptor y la parte secretada tiene una funcion de
qguimioatraccion. Por lo tanto, la funcidn principal de esta citocina es la regulacién de la adhesion
entre leucocitos y células endoteliales. La produccion de la fractalkina se estimula con la

presencia de TNFa, IL-1, LPS e INFy (Imaizumi et al., 2004)

3.3.3. Citocina de interés y sus vias de actuacion

3.3.3.1. Papel del STAT3 en linfocitos: vias de sefalizacion de la IL-6, IL-17, IL-21 e IL-22

STAT3 (Signal Transducers y Activators of Transcription 3) es un factor de transcripcion
perteneciente a la familia de las STAT, un grupo de proteinas citopldsmicas que responden a
citocinas y factores de crecimiento. (Mali, 2015). STAT3 es uno de los principales mediadores de

las funciones desempefiadas por la IL-6.

Tanto la IL-6 como el STAT3 han sido propuestos recientemente como los principales
reguladores de la diferenciacion de las Th17, que a su vez, mediante la secrecion de IL-17, activan
de nuevo la expresion de la IL-6, formando un bucle de retroalimentacién positiva (Camporeale

y Poli, 2012).

Ademas de la IL-6, otras citocinas también desencadenan la fosforilacion de STATS3,
como la IL-21 (Wan et al,, 2015) y la IL-22 (Sabat et al., 2014) que pueden desencadenar la
activacion de STAT3 en linfocitos T como factor de transcripcion para regular genes implicados

en procesos celulares incluyendo la proliferacién, supervivencia, activacién y diferenciacion.

La IL-21 al unirse a su receptor, induce la expresion y produccion de IL-17 mediante la
ruta del STAT3. Ademas STAT3 puede unirse directamente al promotor de la IL-21 activando su
produccién (Wei et al., 2007). La IL-6 por si misma también induce la produccién de IL-21 (Suto
et al., 2008) e induce la expresion del AHR (factor de transcripcidn de los TH22) mediante la via
del activacion del STAT3 (Stobbe-Maicherski et al., 2013), por lo que todas estas interleucinas

estan intimamente relacionadas en los procesos inflamatorios.

Cuando las interleucinas se unen a su receptor, se desencadena la activacién de la ruta
de JAK/STAT que termina activando, por fosforilacion, el factor de transcripcion STAT3. La
fosforilacién del STAT3 hace que se traslade al ndcleo y desencadene la expresion de un paquete
de genes, entre los que se encuentra RORC (Camporeale y Poli, 2012), el BCL6 (Cui et al., 2011),
y el AHR (Stobbe-Maicherski et al., 2013), factores de transcripcion que desencadena la

secrecién de IL-17, IL-21 e IL-22 en linfocitos CD4 (Camporeale y Poli, 2012, Backert et al., 2014).
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En el articulo de Yang et al., 2007 se observa cdmo la sobreexpresion de STAT3 da como
resultado un gran aumento de las células productoras de la IL-17 y se relaciona con un aumento
de RORC. Y por el contrario, una deplecién de STAT3 en linfocitos CD4 resulta en una dramatica

reduccién del nimero de Th17.

En conclusién, la IL-17, la IL-6, la IL-21 y la IL-22 participan en un bucle de activacion en
el que STAT3 conduce a los linfocitos T naive a la diferenciacién en linfocitos Th17, Tfh y Th22
que son productores de IL-21, IL-22 y de IL-17, que actla como estimulador de la expresién y

secrecion de IL-6.

IL-6 IL-21 IL-22

STAT3 B
@—® RORC \ IL-17

2 BCL6 e r' IL-21
VA ./iﬂl// W | AHR N N

Figura. 3. Via de sefializacion del STAT3 en linfocitos T. Esquema representativo de la produccion
de IL-17, IL-21 e IL-22 por la via de fosforilaci@iel STAT3 desencadenado por la union de la
IL-6, la IL-21 o la IL-22 a su receptor. FT: factde trascripcion.

t

3.3.3.2. Papel de diferentes citocina sobre los linfocitos B y los centros germinales

La respuesta de las células B estad guiada por la integracion de sefiales a partir del
receptor de células B (BCR) y los recetores de citocina. La unién de la IL-21 a su receptor en la
membrana del linfocito B desata la ruta de transcripcién dependiente de STAT3 para la

generacion de células plasmaticas y produccion de inmunoglobulinas. (Berglund et al., 2013).

La funcién principal de las células B es producir anticuerpos especificos de antigenos.
Esta produccién es llevada a cabo por dos poblaciones de células B efectoras: las células de

memoria que circulan por sangre periférica y responden rapidamente cuando reconocen un
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antigeno y las células plasmaticas de larga vida, que secretan constitutivamente grandes
cantidades de anticuerpos especificos de alta afinidad. Ambas poblaciones son generadas a
partir de las células B naive en los centros germinales de tejido linfoide secundario. Estos centros
germinales se establecen cuando las células B encuentran un antigeno especifico y reciben
sefiales por parte de los linfocitos T foliculares para su crecimiento, supervivencia, seleccion vy

diferenciacion.

La IL-21 es la citocina con mas influencia sobre las células B humanas (Ozaki et al., 2004).
Induce la secrecién de IgM, IgG e IgA en las células B maduras. Cuando la IL-21 se une a su
receptor activa una cascada de seializacidn, que provocan la fosforilacion de STAT1, STAT3 y
STATS5 desencadenando la ruta de transduccion que acaba en la produccién de las

inmunoglobulinas (Berglund et al., 2013).

Los linfocitos B naive, se organizan en foliculos primarios alrededor de las zonas de
linfocitos T y son atraidos por quimiocinas, como el CXCL13, producido por células dendriticas
foliculares (Pereira et al., 2010). El receptor para este ligando, CXCL13, es el CXCR5 que se
encuentra presente en las células B y las Tfh y esta atraccién es la responsable de promover la

entrada de los linfocitos B en los foliculos (Laurent et al., 2010).

Tras la activacion de las Tfh, se produce un aumento en la expresion del receptor en
membrana CXCR5 y ocurre una migracion de los linfocitos foliculares hacia los foliculos donde
se hallan las células B (Laurent et al., 2010). Una vez alli, se produce la unién Tfh-linfocito By se

desencadena la respuesta estimuladora.

Una vez que los linfocitos B ya han sido activados pasan a organizarse en foliculos
linfoides secundarios, donde se encuentran los centros germinales que albergan a los linfocitos
activados que van a producir anticuerpos de alta afinidad para un antigeno concreto (Thorbecke

et al., 1994).

La expresion de CXCL13 es dependiente de otra citocina, la linfotoxina alpha 1 beta 2
(LTa1B2), que la expresan en su membrana los linfocitos B una vez activados por la ruta de
activacion del CXCR5 al unirse al CXCL13. Las células dendriticas foliculares (CDF) expresan el
receptor para la LTalP2 y tras esta unidén se promueve la produccion y secrecién de la CXCL13
por parte de estas CDF (Pereira et al., 2010, Sheny Fillatreau, 2015). Por lo tanto, se produce un

bucle de retroalimentacion positiva entre estos tipos celulares y sus citocina.
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Ademas, los linfocitos Th17 también expresan en su membrana la LTal1B2, por lo que
activaran también a las CDF para la produccion de CXCL13 y sus interleucinas, la IL-17 y la IL-22
también son capaces de fomentar la formacién de foliculos linfoides actuando directamente

sobre células estromales, como las CDF, productoras de CXCL13 (Grogan y Ouyang, 2012).

3.4. Relacion entre el sistema periférico y el sistema nervioso central (SNC)

El cerebro tiene su propio sistema inmune que es activado tanto por factores del SNC,
como del sistema de inmunidad periférica. Por ello, por ejemplo, la administraciéon parenteral
de agentes pirégenos (como LPS o IL-1B), no solo causa una inflamacidn sistémica, sino también,

una inflamacién en el SNC (Simard y Rivest, 2005).

Existen varias hipdtesis de como la inflamacion periférica puede comunicarse con el

cerebro e inducir una respuesta similar en su sistema inmunitario.

En los drganos circunventriculares se ha detectado la presencia de receptores de tipo
Toll o TLR y receptores de interleucinas que se activan tras el reconocimiento de agentes
patdgenos o citocinas especificas (Laflamme y Rivest, 2001, Van Dam et al., 1998), por lo que se
propone esta comunicacion directa como una de las posibles vias de actuacion de moléculas

periféricas sobre el SNC (Figura 4A).

La sefalizacion de citocinas es otro mecanismo que media la respuesta cerebral a los
estimulos periféricos (Figura 4B). Las citocinas utilizan tanto vias neurales (Goehler et al., 1999)
como humorales (Laflamme y Rivest, 2001) para comunicar el sistema periférico con el nervioso.
Y ademas, pueden ser transportadas al SNC a través de la BHE (Banks, 2005). Una vez que
atraviesan la barrera, activan la microglia (células inmunes residentes en el tejido nervioso), la

cual induce y propaga la sefial de las citocinas a través del SNC (Block et al., 2007).

Otro mecanismo propuesto es la infiltracion de células sanguineas en el cerebro a través
del paso de la BHE (Figura 4C) (D’Mello et al., 2009, Fabene et al., 2008). Se cree que el
reclutamiento de los leucocitos en cerebro se inicia a partir de proteinas quimioatrayentes que
produce la microglia del cerebro tras su activacion por la sefializacién de citocina (D’Mello et al.,

2009).

A nivel de la BHE, los leucocitos circulantes se adhieren a las células endoteliales via

interaccion entre moléculas de adhesién, como las selectinas y sus correspondientes ligandos
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leucocitarios (D’Mello et al., 2009, Fabene et al., 2008). Tras la union, viene un proceso de
rodamiento y extravasacion a través de la BHE donde provocaran una inflamacién local. Esta
inflamacién provoca alteraciones en la neurotransmision, tanto por la disgregacién de la BHE,

como por efectos directos de las citocina en las células del sistema nervioso (Fabene et al., 2008).

La BHE es una estructura importante implicada en la comunicacion sangre-cerebro. Esta
compuesta por células endoteliales conectadas entre si por uniones tight junction y pueden
interaccionar con los astrocitos del SNC. En condiciones fisioldgicas, esta barrera proporciona
proteccion al SNC regulando la entrada de sustancias del plasma. A parte de moléculas
liposolubles, gases y agua que entran por difusién simple, existe transporte activo para ciertas
moléculas como electrolitos, glucosa o aminodcidos. Moléculas grandes como proteinas no son
capaces de atravesar la barrera. (Lu et al., 2009, Strbian et al., 2008).

Estudios en el efecto de la inflamacion sistémica periférica sobre la BHE muestran que,
dependiendo de la severidad en la inflamacién inducida, existe un rango en la disgregacion de
la barrera desde una ausencia de dafio en caso de inflamacién leve hasta dafos severos en la
barrera que permitirian el paso de moléculas mas grandes como iones o proteinas (lvens et al.,
2007, Seiffert et al., 2004) que pueden alterar la homeostasis del ambiente del SNC dando lugar

a alteraciones patoldgicas en la actividad neuronal (Tomkins et al., 2007).

Otra evidencia de la relacidn de la inflamacion periférica con el cerebro, nos la dan los
experimentos con inhibidores de TNFa. La neutralizacion de esta citocina mediante la
administracién de un anticuerpo anti-TNFa a nivel periférico, previene el deterioro cognitivo en
modelos de diferentes patologias. (Sahin et al., 2015, Belarbi et al., 2012). Ademas, la infusion
directa de TNFa en el ventriculo lateral de ratas, tiene un efecto parecido a la inflamacidn

periférica a nivel neuronal (Riazi et al., 2010).
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Figura 4. Relacion entre el sistema periférico y el SNC. (Modificado de Dendrou et al., 2015).
A: Activacion de linfocitos a través de TLRs de orgaciocunventriculare®: Activacion de la
microglia del SNC a través de citocina de periféialnfiltracion de leucocitos de la periferia.
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4. Alteraciones en el sistema inmunoldgico de
pacientes cirroticos

4.1. Higado cirrético y alteraciones inmunologicas

Se sabe que en higado cirrdtico se producen una serie de alteraciones inmunolégicas,
tales como la disfuncion fagocitica en neutrdfilos, disminucidon de la actividad de las NK,
expansion del TNFa por parte de los monocitos y un aumento de citocina proinflamatorias (Lario

et al., 2013, Girdn-Gonzalez et al., 2004).

Una vez que un agente tdxico, como el LPS, entra en la circulacidn portal, es reconocido
por los hepatocitos y los macrdofagos del higado, las células de Kupffer. Si los niveles de
endotoxina son elevados, estas células hepaticas van a liberar citocinas inflamatorias y quimio-

atrayentes para reclutar neutréfilos y otras células mediadoras de la inflamacion.

Cuando se produce el dafio hepatico, las células de Kupffer se activan y actian como
fuente de mediadores inflamatorios, incluyendo citocinas proinflamatorias, como el TNFa, IL-
1B, IL-6 0 IL-12, ion sUper 6xido, dxido nitrico, eicosanoides, quimiocinas y enzimas proteoliticas,

produciendo un aumento de la citotoxicidad (Neuman et al., 2015).

Ademas, atraen a células del sistema periférico mediante quimiocinas como la familia
del MIP (macrophage inflammatory protein) que van a conducir hacia el tejido inflamado células
con funcidon fagocitica, como neutrofilos, y otras que van a aumentar el ambiente
proinflamatorio y citotdxico como monocitos y linfocitos, con el fin de controlar la infeccién o

agente causante del dafo hepatico (Kolios et al., 2006).

Uno de los rasgos mas comunes en los pacientes con cirrosis es la linfopenia,
especialmente, de las células T helper y se suele atribuir al secuestro esplécnico (Lario et al.,
2013). Diversos estudios en humanos y modelos animales, documentan una reduccién de células
Th naive en enfermedades hepaticas de diversa etiologia (Yonkers et al., 2011, Aseni et al., 1988

o en Aoki et al., 1993).
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Figura 5. Linfopenia en pacientes cirréticos. Modificado de Lario et al., 2013.

En el articulo de la Figura 5 presentan varias causas que explicarian una deficiencia en la
inmunidad de los pacientes con higado cirrético, centrandose exclusivamente en los linfocitos
CD4. En primer lugar, un defecto en la timopoyesis provocaria una menor produccion de
linfocitos Th naive, referidos como linfocitos recién formados en el timo que conservan el
marcador celular CD31. Por otra parte, el mayor secuestro esplénico provocaria la disminucion
de la poblacién de linfocitos Th naive circulantes (en el esquema los refieren como CD31- naive)
y por ultimo, un aumento de la translocacién bacteriana, muy comun en pacientes cirréticos,
provocaria una mayor activacién en los linfocitos de memoria y un aumento en la muerte celular

por apoptosis tanto en la reserva de células naive, como en las de memoria.

Ademas, la linfopenia es un desencadenante de la autoinmunidad debido a la expansién
clonal de linfocitos T autoreactivos. En un ambiente linfopénico, el reconocimiento de lo propio
induce que algunas células T se expandan mediante un mecanismo conocido como proliferacion

espontdnea (Le Campion et al., 2009).

En los pacientes cirréticos también se detectan niveles alterados de interleucinas en
suero, como consecuencia de la alteracién de los distintos tipos celulares del sistema
inmunitario. Se ha propuesto el estudio de estas citocina como posible diana terapéutica en el
tratamiento de los pacientes con enfermedad hepatica (Hammerich y Tacke, 2014) y se ha

estudiado el efecto que las citocina tienen directamente sobre el higado.

La IL-17, por ejemplo, promueve la fibrogénesis hepatica a través de la activacidn de las
células estrelladas hepaticas y facilita el desarrollo de cancer de higado a través del
reclutamiento de células mieloides supresoras (Lan et al., 2009). Por otra parte, la IL-22 protege

del desarrollo de fibrosis y esteatohepatitis (Yang et al., 2010) aunque participa en el desarrollo
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del carcinoma hepatocelular (Jiang et al., 2011). La IL-10 es antiinflamatoria y tiene funcidn
protectora durante el dafio hepatico crénico y la fibrogénesis (Thompson et al., 1998). La IL-6
tiene un papel controvertido, ya que aunque tiene un papel critico en la fase aguda de dafio
hepatico (Yeh y Chen, 2010) pero la sefializacién de esta interleucina es protectora durante la

progresion de la fibrosis (Streetz et al., 2003).

4.2. La enfermedad hepatica y la autoinmunidad

Las enfermedades autoinmunes, incluyendo la diabetes tipo 1, la esclerosis multiple, la
artritis reumatoide y el lupus, entre otras, afectan al 4% de la poblaciéon occidental y se
caracterizan por la generacién de auto-anticuerpos contra antigenos propios (Thorsby y Lie,
2005). En muchos casos existe infiltracién linfocitaria en érganos diana y destruccidon de sus

propias células. Estas enfermedades suelen ser crdnicas y no tener un tratamiento adecuado.

La presentacién de antigenos y la activacion de las células T parece ser la clave en el
desarrollo de la respuesta autoinmune (Simmonds et al.,, 2005). Esto ha promovido la
investigacion de las rutas implicadas en estos procesos, incluyendo como diana de estudios en
las enfermedades autoinmunes, moléculas como el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). Este receptor es también conocido en humanos como antigeno leucocitario humano o
HLA que a su vez puede ser dividido en varias subclases y regiones (Horton et al., 2004). A
grandes rasgos, diferenciamos el MHC clase | que es reconocido por los linfocitos T CD8 y el MHC

clase Il que es reconocido por los linfocitos T CD4 (Choo, 2007).

Importantes estudios se han centrado en el papel del HLA clase Il en la presentacién de
antigenos a los linfocitos T CD4 ya que se han encontrado fuertes asociaciones con la mayoria

de las enfermedades autoinmunes (Gough y Simmonds, 2007).

En ciertas enfermedades hepdaticas también se ha detectado un componente
autoinmune. Este es el caso de la hepatitis autoinmune o la cirrosis biliar primaria. Aunque estas
enfermedades se consideren autoinmunes en naturaleza, la etiologia y el efecto del ambiente

todavia permanecen sin ser esclarecidos (Washington, 2007).

Las T reguladoras son imprescindibles para el mantenimiento de la tolerancia propia y
la homeostasis celular. Se ha visto que los pacientes con cirrosis biliar primaria muestran una
frecuencia reducida de CD4 T reguladoras (CD4+CD25+CD127-) circulantes (Rong et al., 2009) y

ademas, que las CD8 T reguladoras (CD8+CD28-) tienen una capacidad reducida para evitar la
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proliferacidn de las células efectoras en los pacientes con cirrosis biliar primaria en comparacion

con los controles sanos (Bernuzzi et al., 2010).

En hepatitis autoinmune también se ha detectado que las T reguladoras son inestables
a la hora de regular la respuesta inmune debido, ademas de a la reduccién del nimero celulary
la disfuncionalidad, al aumento de la conversidon de T reguladoras en efectoras (Grant et al.,

2015).

En enfermedades hepaticas crdnicas, especialmente en cirrosis descompensadas, se ha
detectado, también, auto-anticuerpos y un aumento en los niveles de gammaglobulinas en

suero (Wegener et al., 1986).

La hipergammaglobulinemia es un marcador histoldgico para formas de fibrosis
avanzadas (Maruyama et al., 2007) y puede jugar un papel importante en la progresién de la
enfermedad hepatica (Watt et al., 2004). Se cree que la hipergammaglobulinemia es debida a la
reduccion de la eliminacién de inmunoglobulinas por parte del higado (Tanaka et al., 2007).
Ademas, niveles elevados de IgG e IgM son importantes biomarcadores para la hepatitis

autoinmune y la cirrosis biliar primaria, respectivamente (Czaja, 1996, Alvarez et al., 1999).
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El objetivo de esta tesis es la caracterizacién de los cambios en la inflamacién periférica

asociados especificamente a la presencia de EHM en pacientes con cirrosis hepatica.

Para alcanzar este objetivo analizamos los cambios en el inmunofenotipo y en el patrén

de expresion de citocinas en pacientes cirréticos con o sin EHM, en comparacién con controles

sin dafio hepatico. Para ello, abordamos una serie de objetivos concretos:

1. Clasificar los pacientes del estudio segun la presencia o ausencia de EHM.

2. Caracterizar las diferentes alteraciones neurolégicas mediante test psicométricos que

evaltan funciones cognitivas y motoras especificas en pacientes con EHM.

3. Caracterizar las alteraciones en el sistema inmunolégico en pacientes sin y con EHM,

analizando los siguientes parametros:

Subpoblaciones de  monocitos:  clasicos  (CD14++CD16-), intermedios
(CD14++CD16+) y no clasicos (CD14+CD16++).

Poblaciones de linfocitos proinflamatorios CD4+CD28- y de CD4 y CD8 naive y de
memoria.

Activacion de linfocitos Ty B medida por el marcador de activacién temprana CD69
y por los niveles de IgG.

Diferenciacion de los linfocitos CD4+ a los diferentes subtipos efectores: Thl, Th2,
Th17,Th22, iTreg o Tfh.

Niveles de citocinas en suero: IL-6, IL-10, TNFa, CCL20, CXCL13, IL-15, CX3CR1, TGFB,
IL-21, IL-17, IL-12, IL-18, IL-1P e IL-22.

4. Relacionar los cambios observados en la inflamacidn periférica con las alteraciones

neuroldgicas asociadas a la aparicion de la EHM.

5. Estudiar la capacidad de los parametros alterados para diagnosticar la presencia de

EHM.
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1. Pacientes y controles

En el presente estudio se seleccionaron 187 pacientes con cirrosis hepatica diagnosticada
por biopsia hepdtica o por combinacidon de criterios clinicos, analiticos y radiolégicos
procedentes del servicio de Digestivo del Hospital Clinico Universitario de Valencia. En el estudio
también participaron 98 sujetos sanos, como grupo control. Todos los individuos participaron
en los estudio después de dar su consentimiento informado. El proyecto fue aprobado por los

Comités Eticos del hospital, y se desarrollé de acuerdo con la Declaracién de Helsinki (1975).
Los criterios de exclusion aplicados para la seleccion de pacientes fueron:

e Deterioro cognitivo resultante de otra patologia neuropsiquidtrica

*  Consumo de alcohol en los Ultimos 6 meses

¢ Insuficiencia hepatica avanzada (indice MELD > 25)

e Encefalopatia hepatica clinica (escala de West-Haven > 1)

¢ Hepatocarcinoma u otra patologia con una supervivencia estimada menor a 3 meses
e Derivacidn porto-sistémica intrahepatica transyugular o shunt porto-sistémico

quirdrgico o peritonitis bacteriana espontanea
En el grupo de sujetos sanos se descartd cualquier enfermedad hepatica.

En primer lugar, se reviso la historia clinica de los pacientes vy, se analizaron y registraron

las siguientes variables:

e Datos demograficos: edad, sexo y nivel de formacién

e Etiologia de la cirrosis (alcohol, virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis B, etc.)

¢ Presencia de otras patologias (cancer, diabetes, EPOC, insuficiencia renal, hipertension
arterial, etc.)

e Descompensaciones: presencia de varices esofagicas, episodios anteriores de
encefalopatia hepatica, presencia de ascitis, hipertension portal.

e Parametros séricos de laboratorio (enzimas indicadoras de la funcidn hepatica,
bilirrubina, albimina, hemograma, marcadores tumorales, etc.)

e Calculo de los indices de funcién hepatica Child-Pugh y MELD

¢ Tratamiento farmacoldgico del paciente

¢ Habitos dietéticos (restriccidn proteica, etc.)
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En segundo lugar, se citd a los pacientes y los controles para que acudieran en ayunas, se
les tomd una muestra de sangre y realizaron, el mismo dia, la bateria de test psicométricos

descrita mas adelante.

1.1. Extraccidn de sangre

Las muestras de plasma se extrajeron en tubos BD Vacutainer de 5 mL con EDTA como
agente anticoagulante. Dichas muestras se centrifugaron a 3000 x g, 10 minutos a temperatura
ambiente (TA). Se recogié el sobrenadante y se conservd a -80 °C en alicuotas de diversos

volumenes.

Las muestras de suero se extrajeron con tubos BD Vacutainer de 5 mL sin EDTA y se
centrifugaron a 3000 x g, 10 minutos a TA. Se recogio el sobrenadante y se conservd a -80 °C en

alicuotas de diversos volumenes.

Una muestra de sangre de unos 25 mL se tomé en tubos BD Vacutainer con EDTAy no se
centrifugd, para la posterior obtencion células mononucleares y medicidn instantanea del

amonio (protocolos descritos mas adelante).

Otra muestra de sangre se tomo en un tubo PAXgene® (Blood RNA Tube) de 2,5 mL para
la extraccidn y estabilizacion de ARN intracelular a partir de sangre total para llevar a cabo un
analisis de transcriptomica (protocolo descrito mas adelante). Los tubos se conservaron en
vertical de 2 a 72 horas a temperatura ambiente, después a -20 °C durante 24 horas para

finalmente, conservarlos a -80 °C.

Ademas, obtuvimos un tubo de sangre de 2,5 mL con citrato, como agente anticoagulante,
para el estudio de las poblaciones leucocitarias mediante citometria de flujo (protocolo descrito

mas adelante).

1.2. Realizacion de los test psicométricos

Los test psicométricos se realizaron el mismo dia de la extraccién de la sangre. Tras firmar
un consentimiento informado, los controles y pacientes realizaron una serie de test, que se
describen a continuacion, para la clasificacion de los pacientes con o sin encefalopatia hepatica

minima y para el estudio de posibles alteraciones cognitivas y motoras.
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2. Clasificacion de pacientes con Encefalopatia
Hepatica Minima

2.1. PHES

Para la clasificacion de los pacientes se utilizé la bateria de test psicométricos PHES
(Psycometric Hepatic Encephalopathy Score) considerada como “gold standard” para el
diagnéstico de la EHM (Weissenborn et al., 2001; Ferenci et al., 2002). Esta bateria esta

compuesta por cinco test psicométricos:

1. Test de Digitos y Simbolos (DST): evalua la velocidad de procesamiento y la memoria de
trabajo. Consiste en una serie de nimeros (1-9) cada uno de los cuales lleva asociado un simbolo
diferente (Figura 6A). El sujeto debe escribir debajo de cada numero, el simbolo que le
corresponde, en un tiempo de 90 segundos. El test se puntlda con el nimero de aciertos

realizados en dicho tiempo.

2. Test de conexion numérica A (NCT-A): evalla la velocidad de procesamiento y la
atencién. Consiste en un conjunto de numeros (1-25) colocados de forma desordenada y el
sujeto tiene que unirlos en orden ascendente, de menor a mayor, trazando lineas sin levantar el

rotulador del papel (Figura 6B). Se puntia con el tiempo que se tarda en realizar la tarea.

s . ' 1" " o

Figura 6. Bateria de test psicométricos PHES. A: DST.B: NCT-A.C: NCT-B.D: SD.E: LTT

3. Test de conexion numérica B (NCT-B): evaltia la velocidad de procesamiento y la
atencién, afiadiendo cierta dificultad al anterior. Consiste en un conjunto de nimeros (1-13) y
letras (A-L), colocados de forma desordenada donde el sujeto tiene que unir los nimeros y las

letras de forma alterna por orden ascendente (1-A-2-B-3...-L-13) trazando lineas entre ellos sin
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levantar el rotulador del papel (Figura 6C). Se puntta con el tiempo que se tarda en realizar la

tarea.

4. Test de puntos seriados (SD): evalla la coordinacién visoespacial. Consiste en un
conjunto de circulos donde el sujeto tiene que marcar con el rotulador un punto en el centro, lo
mas rapido y centrado posible (Figura 6D). Se puntia con el tiempo que se tarda en realizar la

tarea.

5. Test de linea quebrada (LTT): evalta la coordinacidn visoespacial. Consiste en realizar
un recorrido con un rotulador entre dos lineas con tramos rectos y curvos, donde el sujeto debe
evitar tocarlas y salirse del recorrido (Figura 6E). Se puntuia con el tiempo que se tarda en realizar
la tarea. Si el sujeto ha cometido fallos se punttian sumando segundos, en funcién a la gravedad

del fallos (tocar las lineas o salirse de ellas), al tiempo registrado al terminar el ejercicio.

Calculo del PHES:

Para el calculo numérico del PHES se utiliza una aplicacidon informatica utilizando los
valores de referencia obtenidos para la poblacion espafiola por la Red Espafiola de Encefalopatia
Hepatica (Romero-Gémez et al.,, 2006). La aplicacion se encuentra en la pagina web

http://www.redeh.org . Se introducen los siguientes parametros:

e Edad del sujeto
¢ Nivel de estudios (afios estudiados)
e Puntuacion de cada test: nUmero de aciertos en el DST y tiempo de realizacién de la

tarea, en segundos, en el resto de los test

Una vez introducidos estos datos, el programa, mediante un ajuste con la edad y el nivel
de estudios, puntua cada test con un valor numérico (nUmero entero) positivo o negativo en
funcién de si el sujeto ha realizado la tarea mejor o peor de lo esperado, respectivamente. La
suma total de estas puntuaciones individuales nos da el valor global del PHES. Se considera un

paciente con EHM cuando la puntuacion global es menor o igual a -4.
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3. Estudio de las alteraciones cognitivas

3.1. Test de Stroop de colores y palabras

El test de Stroop de Colores y Palabras (Stroop, 1935) es una prueba de flexibilidad
cognitiva que evalula el funcionamiento del sistema de atencion. Este test ha sido utilizado para
el estudio de multiples patologias relacionadas con procesos cognitivos, como la dislexia,
esquizofrenia y lesiones cerebrales (Golden CJ, Stroop Color and Word Test, Adaptacion de TEA

Ediciones, 2001).

Se ha utilizado este test en esta tesis porque existen estudios que indican que los
pacientes con EHM muestran déficits de atencion (Amodio et al., 2005, Felipo et al., 2012, Bajaj

et al., 2013).
» Realizacién del test:
La prueba consta de tres partes (Figura 7) en las que se muestran diferentes estimulos:

e Tarea congruente: contiene una matriz de 10 filas de cinco palabras cada una con
nombres de cuatro colores (azul, rojo, amarillo, verde) impresos en tinta de color negro
(Figura 7A).

e Tarea neutra: contiene una matriz de 10 filas de cinco circulos impresos en diferentes
colores (azul, rojo, amarillo, verde) (Figura 7B).

e Tarea incongruente: contiene una matriz de 10 filas de cinco palabras cada una con
nombres de los cuatro colores utilizados en las anteriores, impresas en tinta de diferente

color al correspondiente a la palabra escrita (Figura 7C).

B) Q)

Figura 7. Test de Stroop. A: Tarea congruent®: Tarea neutraC: Tarea incongruente
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El individuo dispone de 45 segundos para leer las palabras de la primera tarea, otros 45
segundos para nombrar los colores de la segunda y otros 45 segundos para nombrar el color de
la tinta en la que estan escritas las palabras de la tercera tarea. Deberda nombrar el maximo

numero de items en el tiempo establecido.
» Puntuacién:

En este test obtenemos tres puntuaciones directas principales: nimero de palabras (P),
numero de colores (C) y nimero de palabras-colores (PC). Los errores no se tienen en cuenta
pero producen una puntuacidn directa menor, ya que el sujeto es detenido para que repita el
elemento. Una vez obtenidos los valores de P, Cy PC, se corrigen segun la edad del individuo si

éste supera los 44 afios (Golden, 2001):

Parametro corregido Adultos de 45-64 aiios Adultos de 65-80 aiios
PALABRAS (P) P+8 P+14
COLORES (C) C+4 c+11
PAL-COL (PC) PC+5 PC +15

A partir de estos parametros corregidos (P, C, PC) se calcula un pardmetro denominado
“Interferencia”, que mide la capacidad del individuo para separar los estimulos de nombrar
colores y palabras, suprimiendo la respuesta de lectura y concentrandose en la tarea de nombrar
los colores. Para determinar la puntuacién de la interferencia pura se calcula la diferencia entre

PCy la PC estimada (PC’).
PC'=(CxP)/(C+P)
Interferencia = PC - PC’

Una vez tenemos la puntuacién directa (corregida) de P, C, PC y el valor de la
“Interferencia”, la interpolamos en una tabla normalizada para la poblacion espafiola (Golden,

2001) con los valores correspondientes a la puntuacién definitiva del test (puntuacidn T).
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3.2. Test d2

El test d2 proporciona una medida concisa de la atencidn selectiva/sostenida y de la
concentracion mental, ya que evalla la capacidad de atender selectivamente a ciertos aspectos
relevantes de la tarea mientras se ignoran los irrelevantes de una forma rapida y precisa.

Requiere una actividad de concentracion en estimulos visuales.

En este test se reflejan tres componentes de la conducta atencional: velocidad o cantidad
de trabajo realizado en un determinado tiempo; calidad de dicho trabajo (precisidn) y relacidn

entre velocidad y precisidn (Brickenkamp R, Test d2, Adaptacidn de TEA Ediciones, 2009).

> Realizacion del test:

El test consiste en una hoja compuesta por 14 lineas con 47 caracteres cada una, las cuales
contienen como estimulo visual las letras “d” y “p” acompafiadas de una o dos pequenfias rayitas
en la parte superior de cada letra, en la inferior, o en ambas. El individuo tiene 20 segundos por
linea para revisar, de izquierda a derecha, el contenido y marcar sélo las “d” que contengan dos
rayitas en total (las dos arriba, las dos debajo o una arriba y otra debajo), siendo éstos los

un

estimulos correctos o relevantes. Las demas combinaciones (“p” con o sin rayitasy “d” con una,

tres o cuatro rayitas) se consideran irrelevantes y no deben ser marcadas (Figura 8).

- items correctos
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Figura 8. Test d2.

> Puntuacion:

Las puntuaciones que podemos obtener de este test son multiples:

e Total de respuestas (TR): es el niUmero de casilla al que corresponde la uUltima marca de
cada linea. La suma de la TR de las 14 lineas nos proporciona una medida de la velocidad

de procesamiento y cantidad de trabajo realizado.
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e Total de aciertos (TA): es el nUmero de elementos relevantes que han sido marcados. La
suma de la TA de las 14 lineas es una medida de la precision del procesamiento.

¢ Omisiones (0): numero de errores por omisidn, es decir, elementos relevantes no
marcados hasta el dltimo elemento marcado. Se suman las O de las 14 lineas.

e Comisiones (C): nimero de errores por comisidn, es decir, elementos irrelevantes
marcados hasta el Ultimo elemento marcado. La suma de C de las 14 lineas nos
proporciona una medida de la precision del procesamiento y del control inhibitorio.

e Efectividad total en la prueba (TOT): Se calcula como la diferencia de TR total y los
errores totales de las 14 lineas (TOT = TR — (O+C)).

+ indice de concentracién (CON): Se calcula como la diferencia de total de aciertos y
errores por comisién (CON = TA — C) de las 14 lineas. Este parametro es una medida de

concentracion.

Una vez obtenidos todos los pardmetros descritos, consultamos en los baremos (segun el
grupo de edad del sujeto) para anotar la puntuacién centil (indica el tanto por ciento de sujetos
de la poblacién normativa a que dicho sujeto es superior en el test) que corresponde a cada

variable.

3.3. Test de claves oral

Esta prueba mide la velocidad de procesamiento y atencion selectiva. La tarea es muy
similar al test de “Simbolos y Digitos” de la bateria PHES, pero en este caso, se le muestran al
sujeto simbolos asociados a nimeros y éste tiene que, verbalmente, relacionar en 90 segundos

todos los simbolos posibles con sus nimeros correspondientes (Figura 9A).

La puntuacién de la prueba es el nUmero de aciertos que el sujeto realiza.
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Figura 9. Test orales. A: Claves oralB: Digitos DirectoC: Digitos InversoD: Letras y NUmeros
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3.4. Test de digitos oral

Esta tarea es un subtest de la bateria Wais (Wechsler Adults Intelligence Scale) vy, esta

compuesta por dos subtest:

Digitos directo: Mide la atencidn selectiva. La prueba consiste en bloques de dos series de
numeros, empezando primero por series cortas que se van alargando conforme pasamos de
bloque (Figura 9B). La tarea se realiza leyéndole al sujeto los nimeros de la serie y los tiene
gue repetir a continuacion en el mismo orden. Cuando el sujeto acierta la serie se le puntua
con un “1”, y cuando la falla con un “0”, de manera que la prueba acaba cuando la
puntuacion de todas las series del mismo bloque es igual a “0”. La puntuacion del test es la
suma de series que se ha acertado.

Digitos inverso: Mide la memoria de trabajo y activa la zona frontal del cerebro. La prueba
es similar a la de “Digitos Directo”, pero en este caso el sujeto tiene que memorizar la serie
de nimeros que se le lee y repetirlos ordenadamente de manera inversa (Figura 9C). Se

corrige de la misma manera que la anterior.

Obtenemos una puntuacion global del test de Digitos sumando las dos puntuaciones.

3.5. Test de letras y niumeros oral

Este test mide la memoria de trabajo, teniendo mas carga de memoria de trabajo que el

de Digitos, ya que es mas complicado. Se basa en bloques de tres series que contienen letras y

numeros mezclados, que van aumentando el nimero de elementos conforme avanza la prueba.

Leemos al sujeto la serie y este debe decir en voz alta los elementos de manera que ordene

primero todos los nimeros de forma ascendente y después todos las letras alfabéticamente.

(Figura 9D). La correccidn se realiza igual que en los test de digitos orales y la prueba no acaba

hasta que no se fallen las tres series de un mismo bloque.
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4. Estudio de alteraciones en la coordinacion
motora

Para el estudio de alteraciones en la coordinacién motora, se escogieron dos test de facil

realizacion y corta duracion.

4.1. Test de coordinacion bimanual

Este test consiste en un tablero perforado con dos matrices de 4 filas con 10 agujeros cada
una (Figura 10A). La prueba consiste en pasar unas clavijas metalicas de una matriz a la otra del
tablero. Las clavijas se han de pasar con ambas manos simultdnea y simétricamente, por filas, de
fuera hacia dentro. Esta tarea se realiza 2 veces en cada direccién y se puntia con el tiempo que
se tarda en pasar las clavijas de una matriz a otra. Se suman las centésimas de minuto de los
cuatro intentos y mediante una tabla estandarizada para el test se le da un valor de percentil al
tiempo de realizacidn, segun el sexo del individuo, puesto que la tipificacion del test mostré que

las mujeres necesitan mas tiempo para realizar la tarea.

4.2. Test de coordinacion visomotora

Este test consiste en un tablero con una matriz de 6 filas y 6 columnas de perforaciones
rectangulares, con diferente orientacion, en las cuales se tienen que encajar unas piezas metdlicas
utilizando solo la mano dominante. (Figura 10B). Se realiza por filas, de izquierda a derecha y todas
las piezas caben en cualquier agujero, siempre que se coloquen en la orientacién correcta. La
prueba se realiza dos veces y se puntua segun el tiempo que se tarda en colocar todas las piezas.
Se suma el tiempo en centésimas de minuto de los dos intentos y mediante una tabla
estandarizada para el test se le da un valor de percentil al tiempo de realizacidn, segun el sexo del

individuo, por el mismo motivo que el test anterior.
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Figura 10. Test de coordinacién motora. A: Bimanual.B: Visomotora.

5. Determinacidon de amonio en sangre

La medicion del amonio en sangre se realizd con el aparato Ammonia Checker 1l (o
PocketChem BA; Arkray Factory, Inc) que utiliza como reactivo un kit (Ammonia Test Kit II;
Arkray Factory, Inc) que mide los niveles de amonio en la sangre basandose en el método de la
micro-difusién. Este método tiene como ventaja respecto a otros, una medicion simple, rapida
y exacta, requiriendo un volumen pequefio de muestra. La rapidez de este ensayo es muy
importante ya que la concentracién de amonio en la muestra aumenta conforme aumenta el

tiempo transcurrido desde la extraccidn de la sangre.

El kit de reactivo consiste en unas tiras que contienen una capa receptora de muestra
compuesta de acido bdrico (42,6 mg) e hidroxido sddico (18,7 mg) y una capa indicadora

compuesta de verde de bromocresol (4,0 mg).

Cuando se aplica la muestra a la capa receptora de la tira, el agente amortiguador de pH
impregnado (tampdn borato) se disuelve volviendo alcalina la muestra. Los iones amonio (NH,4?)
de la muestra pasan, por el pH alcalino, a amonio gas (NHs) que pasa a través de los poros del
distanciador al indicador (verde de bromocresol), produciendo color. El grado de coloracion es
proporcional a la concentracion de amonio gas producido, por lo que el aparato determina

cuantitativamente el nivel de amonio en la muestra midiendo el color de la tira.

Para llevar a cabo la medicién, aplicamos 20 ul de sangre total recién extraida en el centro
de la capa receptora de la tira. Después de 180 segundos, quitamos el distanciador de la tiray

la colocamos en la unidad éptica del dispositivo de medida, con la mancha de color de la capa
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indicadora mirando hacia abajo. El nivel de amonio aparece en la pantalla en umol/L. El rango
de deteccién de éste método es de 7-286 umol/L. Los niveles esperados en adultos sanos son

menores de 54 pumol/L.

6. Aislamiento de células mononucleares (PBMC)

Las células mononucleares de sangre periférica, del inglés, Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMC) son, en conjunto, monocitos y linfocitos. Reciben este nombre por poseer un Unico

nucleo redondeado.

Las células mononucleares se aislan por centrifugacion en un gradiente de densidad con
el reactivo Lymphoprep™ (Palex Mediacal SA). De esta manera, los eritrocitos y el resto de la
fraccion celular de la sangre quedaran en el fondo del tubo, separados del halo de PBMC por el

Lymphoprep™. El plasma quedara en la parte superior (Figura 11).

Para el aislamiento de las PBMC, mezclamos la sangre recogida en tubos con EDTA (unos
25 mL). Con este volumen de partida, llevamos a cabo una serie de centrifugaciones y lavados

que se detallan a continuacion.

En primer lugar, diluimos la sangre en NaCl 0.9% en una proporcion 1:1 para después
verter con cuidado la sangre sobre el Lymphoprep en tubos corning de 15 mL con 1 volumen de
Lymphoprep por cada 2 volimenes de sangre. Centrifugamos a 800 x g, 30 minutos a
temperatura ambiente (TA) en una centrifuga de rotor basculante y con un programa de
centrifugacion sin freno. Recogemos la fase blanquecina (el halo de PBMC) junto con el plasma
y lo pasamos a un tubo corning de 50 mL y llenamos hasta el doble de volumen con RPMI 1640
(Biowest) para lavar el exceso de Lymphoprep que pudiese quedar. Centrifugamos a 1000 x g,
10 minutos a TA. Resuspendemos el pellet en 6 mL de RPMI 1640 (Biowest) pasdandolo a un tubo

corning de 15 mL. Centrifugamos a 1000 x g, 10 minutos a TA.

En caso de que el pellet que obtengamos esté rojo, lo que significa que contiene
eritrocitos, afiadimos un paso extra de lisado: resuspendemos el pellet en 1 mL de Ortho-
immune Lysing Reagent® (Ortho Diagnostic Systems, Raritan, USA), dejemos actuar 30-60

segundos y centrifugar a 250 x g, 5 minutos a TA.
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Por ultimo, resuspendemos el pellet en 3 mL de RPMI y separamos 10 ul para contar el
numero de células con la cdmara Neubauer (Marienfeld-Superior). Hacemos una dilucion de la
muestra con azul de tripan (Tripan Blue Solution, 0.4%, Sigma) en proporcion 1:1. Cargamos 10
ul de la dilucidn en la cdmara Neubauer y contamos al microscopio el nimero de células vivas.
(Sacamos el promedio de células vivas que hay en los 16 cuadrantes de la cdAmara y este valor lo
multiplicamos por el factor de dilucién con el azul de tripan (en nuestro caso el valor es 2) y por

la constante 10.000 para obtener el nimero de células por mililitro (céls/mL)).

Una vez que sabemos el numero de células vivas de la muestra, volvemos a centrifugar
(1000 x g, 5 minutos a TA) para resuspender el pellet en suero bovino fetal inactivado teniendo
en cuenta el volumen necesario para poner una cantidad de 5 millones de células por mililitro

en cada criotubo y afiadimos DMSO (10% del volumen final) para criopreservar las células.

Congelamos los criotubos de manera progresiva para mantener en todo momento su
maxima integridad. Primero los congelamos dentro del Mr.Frosty (Nalgene™), previamente
lleno con isopropanol, a -80 °C para asegurarnos su congelacién progresiva de -1 grado por

minuto. Y una vez pasadas al menos 24h, ya podemos almacenarlos en el congelador de -80 °C.
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Figura 11. PBMC. Separacion de células mononucleares anfds y( después R) de la

Lymphoprep™e__

centrifugacion.
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7. Medida relativa de proteinas a partir de las PBMC
aisladas de la sangre mediante la técnica de
western blot

Una vez aisladas y conservadas a -80 °C las muestras de PBMC, las descongelamos y

procesamos para extraer la proteina total.

La descongelacion debe ser lo mas rdpida posible para evitar que el DMSO dafie las
células. Lavamos la muestra con PBS 1X (NaCl 137 mM, KCL 2,68 mM, Na2HP0O4 6,4 mM, KH2PO4
anhidro 1,47 mM pH 7,4) para eliminar los restos. Centrifugamos (500 x g, 5 minutos, TA) y
resuspendemos el pellet en tampédn de lisis (HEPES pH 7,4 20nM, NaCl 100nM, Triton X100 1%,
NaF 50nM, B-glicerofosfato 10nm, PMSF 1mM, ortovanadato 1mM, Pic 2 uL/mL). Incubamos
durante 15-30 minutos en hielo y volemos a centrifugar (13000 x g, 10 minutos, 4 °C).
Recogemos el sobrenadante, lo sonicamos durante 3 pulsos de 10 segundos y a continuacion,
determinamos la concentracién de proteina con el método colorimétrico BCA (BCA Protein
Assay Kit, Thermo Scientific). Este método consiste en la adicion de dos reactivos (Reactivo A:
carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bicinconinico y tartrato de sodio en hidréxido
de sodio 0,1 M. Reactivo B: sulfato clprico 4%) a la muestra diluida que nos va a dar una reaccion
colorimétrica cuya absorbancia puede ser registrada por un lector de placas. El valor obtenido
en dicho registro se extrapola en la curva patrédn a partir de los valores obtenidos por

concentraciones conocidas de BSA (Albimina de suero bovino, del inglés Bovine serum albumin).

Tras la extraccion y cuantificacion de la proteina total de la muestra, realizamos la

técnica de western blot para la inmunodeteccidn de proteinas concretas.

Separamos las proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida del (10-12%) con SDS
(dodecilsulfato sddico). Cargamos la misma cantidad de proteina en cada pocillo disuelta en
tampon de carga 2X (Tris-HCI 0,5 M a pH 6,8, glicerol 5%, SDS 10%, 2-mercaptoetanol 2,5%,

bromofenol 1%).

Los geles de poliacrilamida constan de dos zonas de diferente concentracién de
acrilamida: gel “stacking” (Tris base 0,125 M, 0,1% SDS a pH 6,8, acrilamida 3,9%, bisacrilamida
0,015%, APS 0,04% y TEMED), que concentra la muestra en una banda estrecha antes del inicio
de su separacién y gel “running” (Tris base 0,4 M, 0,1% SDS, pH a 8,8, acrilamida 8%,

bisacrilamida 0,2%, APS 0,04% y TEMED), en el que las proteinas se separan segln su masa
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molecular relativa. El tampdén empleado para la electroforesis contiene Tris base 0,3%, 0,02%

SDS, glicina 1,5%. La intensidad de la corriente fue de 25 mA por gel.

Una vez terminada la electroforesis transferimos las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa en tampdn de transferencia (Tris base 0,025 M, glicina 0,05 M) y a una corriente
de 400 mA durante 2 horas. A continuacidn, bloquemos las membranas con BSA al 5% en TBS-
Tween 1X (NaCl 0,15 M, Tris Base 50 mM, Tween-20 0,05%, pH 7,5) durante 1 hora a
temperatura ambiente y lavamos varias veces con TBS-Tween 1X antes de incubar la membrana

con el anticuerpo primario, diluido en la solucién de bloqueo, durante toda la noche a 4 °C.

Volvemos a lavar la membrana y la incubamos con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con la enzima fosfatasa durante 1 hora a temperatura ambiente en

agitacién.

Finalmente, lavamos de nuevo con TBS-Tween 1X y damos un ultimo lavado con tampdn
sustrato (NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, Tris-HCl 100 mM a pH 9,5). Revelamos la membrana
utilizando un método colorimétrico para la enzima fosfatasa con una solucidn de revelado (NaCl
100 mM, MgCl2 5 mM, Tris-HCl 100 mM, 0,6% stock NBT (Nitroblue-tetrazolium), 0,35% stock
BCIP (5-Br-4-Cl-3-indolilfosfato), pH 9,5).

La reaccion colorimétrica nos da un precipitado de color morado en forma de bandas en

funcién de la cantidad de proteina presente en la membrana.

Las imagenes fueron capturadas en un escaner Hewlett Packard Scanjet 5300C vy la
intensidad de las bandas cuantificadas con el programa Alphalmager 2200 (AlphaEaseFC 2200
for Windows, Cambridge, UK).

Utilizamos la actina como control de carga para hacer relativas a este control endégeno,
la cantidad de las proteinas de interés encontradas en la muestra. Los datos se expresan en

porcentajes referentes a la poblacion control.
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Tabla 5. Tabla de los anticuerpos utilizados:

ANTICUERPO DILUCION 12 ESPECIE CASA COMERCIAL ANTICUERPO DILUCION 2°

PRIMARIO SECUNDARIO*

STAT3 1:1000 Conejo  Cell Signaling a-rbb fosfatasa 1:4000
(rbb) (ref. 9132) alcalina

PSTAT3 1:2000 Conejo  Cell Signaling a-rbb fosfatasa 1:4000
(rbb) (ref. 9145) alcalina

MMP9 1:2000 Conejo  Millipore a-rbb fosfatasa 1:4000
(rbb) (ref. AB19016) alcalina

IL-21 1:500 Conejo  Abcam a-rbb fosfatasa 1:4000
(rbb) (ref. ab5978) alcalina

B-ACTINA 1:4000 Raton Abcam a-ms fosfatasa 1:4000
(ms) (ref. ab6276) alcalina

*Todos los secundarios son de la casa comercial Sigma

8. Medida de la expresion génica a partir de PBMC
aisladas de la sangre

8.1. Aislamiento de ARN total

En primer lugar, para el aislamiento del ARN total de las PBMC utilizamos el kit de
extraccién RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare) siguiendo el protocolo de purificacion
de ARN total a partir de células aisladas. El protocolo consiste en una serie de purificaciones en
columna seguida de una digestién del acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico mediante una

enzima desoxirribonucleasa (DNasa).

A continuacién, determinamos la concentracion y pureza del ARN mediante el uso del
Nanodrop ND-2000 (Nanodrop, LabTech International). Comprobamos la pureza del ARN
atendiendo al ratio de absorbancia A=260 nm/A=280 nm, de manera que valores comprendidos

entre 1,8 y 2,0 nos indican un ARN en buen estado.
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8.2. Retro-transcripcion del ARN

La reaccion de retrotranscripcion se lleva a cabo mediante una RT-PCR. Se hizo en un
Unico paso en el que el ARN total se retrotranscribe a ADN complementario con el kit High-
Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems). Para ello utilizamos un termociclador T-100
(Biorad).

Las condiciones de PCR se detallan a continuacién: 10 minutos a 25 °C, 60 minutos a 37
°C (x2) 5 minutos a 85 °C, 30 segundos a 4 °Cy se mantiene a 10 °C finales. El volumen final de
la reaccién es de 20 ul y la concentracién inicial de ARN puede variar en funcion de las
necesidades manteniendo siempre la misma cantidad de ADN complementario para la PCR

cuantitativa.

8.3. PCR cuantitativa (qPCR)

Las reacciones de gPCR se realizan por duplicado en placas de 96 pocillos (Applied
Biosystems). Cuantificamos la expresién de cada gen de interés relativa a la expresion de un

control enddgeno de expresidon constitutiva, en este caso utilizamos el HPRT.

En todos los casos utilizamos sondas tagman ® (Applied Biosystems) conjugadas con el

fluoréforo FAM (ver Tabla 6) y el Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems).

La reaccion de gPCR se lleva a cabo en un termociclador ABI Prism 7900 sequence
detection system (Applied Biosystems) con el software StepOne 2.1 con las siguientes
condiciones de amplificacidn: 40 ciclos de 10 minutos a 95 °C, 15 segundos a 95 °Cy 1 minuto a

60 °C.

El incremento (fold change) de la expresion del gen se calcula en las muestras los
pacientes (sin y con EHM) respecto a los controles mediante el método de AACT donde AACT =
ACT (muestra) — ACT (control = media de los valores CT de todas las muestras controles), y el

segundo ACT es el CT del gen constitutivo HPRT menos el CT del gen de interés (Tabla 6).
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Tabla 6. Sondas utilizadas para medir los niveles de expresidn de los genes de interés.

GEN DE INTERES REFERENCIA SONDAS TAQMAN ©
HPRT Hs02800695_m1
AHR Hs00907314_m1
RORC Hs01076122_m1
BCL6 Hs00153368_m1
FOXP3 Hs01085834_m1
TBX21 Hs00203436_m1
GATA3 Hs00231122_m1

9. Estudio de activacion de linfocitos in vitro a partir
de las PBMC

Partimos de nuevo de las PBMC aisladas de sangre total y conservadas a -80 °C para

cultivar los linfocitos CD4 y activarlos para su posterior estudio.

En primer lugar, la descongelacion debe ser rapida como ya mencionamos
anteriormente en el apartado 7. Una vez descongelado el vial en bafio de 37 °C, se lava con
medio RPMI 1640 (Biowest) y se centrifuga (500 x g, 10 min, TA) para obtener el pellet del que
partiremos siguiendo el protocolo del kit comercial de aislamiento de CD4 (CD4 T Cells Isolation
Kit Human, Miltenyi Biotec). Este protocolo consiste en una serie de lavados con un buffer (PBS
1X, pH 7.2, 0.5% FBS (Suero Bobino Fetal, del inglés Fetal Bovine Serum) y 2mM EDTA y la

incubacién en frio de las mezclas de anticuerpos:

1. Mezcla de anticuerpos biotinilados monoclonales anti proteinas humanas contra CDS,
CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRy/S, y CD235a (Glycophorin A).
2. Mezcla con microesferas conjugadas con anticuerpos monoclonales anti biotina (isotipo

IgG1 de ratén) y anti anticuerpo CD61 (isotipo IgG1 de ratdn).

Una vez que las células han sido incubadas con estos anticuerpos, se pasan por unas
columnas de filtrado (LS MACS columns, Miltenyi Biotec) imantadas a un soporte magnético
(Separator MidiMACS, Miltenyi Biotec). Las células CD4+ son recogidas tras el paso de la muestra
por la columna por deplecién de células no marcadas con anticuerpos magnéticos (seleccién

negativa).
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Tras aislar las células CD4+, las contamos en la cdmara Neubauer y las resuspendemos
en medio RPMI con 10% FBS + 1% penicilina-estreptomicina (a 1 millédn de células por mililitro)
junto con anticuerpo anti-CD28 (Becton Dickinson) (0,5 pug/mL) y las sembramos en placas de
48 pocillos previamente incubadas con un anticuerpo anti-CD3 (Becton Dickinson) (0,5 pg/mL

en PBS toda la noche a 4 °C), a 0,5 millones de células por pocillo.

Para el control de activacion de este experimento también sembramos un pocillo con

células CD4+ aisladas sin el anticuerpo CD28 en el medio.

Tras 6h de activacion en el incubador (37 °C, 5% C02), se recoge el medio de cultivo de
las células, donde podremos medir todas las citocinas que hayan sido secretadas. Por otra parte
recogemos el pellet celular de linfocitos CD4 activados y sus controles no activados. Se guardan

todas las muestras en el congelador a -80 °C (Figura 12).

Céls en suspensién Céls adheridas
/—\tEsferas magnéticas
conjugadas

Seleccion
negativa

l Placa pre-incubada con CD3

= ITE
+/-CD28 e 6h w Sobrenadante
T e
0,5M céls/pocillo  |° Z — Guardar a -80°C
Pellet celular

RPMI+FBS(10%)
Figura 12. Modelo experimental del aislamiento y activacion de linfocitos CD4+. Céls, células.

Una vez guardada la muestra, utilizamos el sobrenadante del cultivo celular para medir,
por ELISAS (explicadas en el siguiente apartado), las interleucinas IL-17, la IL-22 y el TNF-a y

utilizamos el pellet celular para medir la IL-21.
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10. Determinacion de parametros bioquimicos en
suero, plasma y medio de cultivo

El suero y plasma de la sangre de pacientes se obtuvo y procesé como se ha explicado
en el apartado 1.1. Una vez guardado a -80 °C descongelamos la alicuota necesaria para medir
el pardmetro de interés. En el caso del medio de cultivo de los linfocitos activados, procedemos
de la misma manera teniendo en cuenta la dilucién necesaria para cada citocina y utilizando

como blanco, en caso de necesitarlo, el medio de cultivo sin células.

10.1. Medida de citocinas en suero o medio de cultivo

Todas las citocinas, en su mayoria interleucinas fueron medidas en suero por ELISA en

kits comerciales siguiendo el protocolo correspondiente a cada uno de ellos (Tabla 7).

A continuacion se detalla el protocolo general de cuantificacién colorimétrica por ELISA,

teniendo en cuenta que cada kit comercial puede tener sus variaciones en el mismo.

Se emplea una placa de 96 pocillos recubiertos con un anticuerpo monoclonal contra la
citocina humana de interés para que se una la que esté presente en la muestra de suero, plasma
o medio. Se hace una curva de calibrado acorde al rango de deteccion del kit comercial,
utilizando el estandar proporcionado y haciendo las diluciones recomendadas. Se afiade el
volumen necesario de los estandares y de las muestras a los pocillos y se incuba durante el
tiempo requerido. La citocina presente en el suero se unird al anticuerpo, a su vez unido a la
placa. Se lava varias veces con solucién de lavado especifica del kit comercial y se aspira los
pocillos para eliminar todo aquello que no se haya unido. Se afiade el anticuerpo de deteccién
biotinilado. Se incuba durante el tiempo especificado por el protocolo y se formard un complejo
anticuerpo-antigeno (anticuerpo biotinilado). Se vuelve a lavar la placa, se afiade estreptavidina
conjugada con peroxidasa y se incuba de nuevo el tiempo necesario. Se lavan los pocillos con
solucidon de lavado y se afiade el sustrato TMB (3,3°, 5,5 -tetramethylbenzidine) que produce un
compuesto con una intensidad de color proporcional a la cantidad de citocina de interés
presente en la muestra. Tras la reaccion colorimétrica, se afiade la solucion de Stop que suele
ser un acido para parar la reaccion y se lee la absorbancia a 450 nm en el lector de placas

(Multiskan Ascent).
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En algunos casos, en vez del complejo biotina-estreptoavidina-peroxidasa, se utilizan

anticuerpos conjugados que se revelan con otra sustancia colorimétrica proporciona por el kit.

Los resultados se calculan extrapolando la absorbancia obtenida en las muestras en la

curva patron de los estandares que nos indica la concentracién de citocina presente (pg/ul), en

funcién de la absorbancia leida.

Tabla 7. Kits comerciales ELISA

CITOCINAS KIT COMERCIAL

IL-6 Human IL-6 Platimun ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS213/2

IL-18 Human IL-18 Platimun ELISA eBioscience ref. BMS267/2CE

IL-10 Human IL-10 Quantikine ELISA R&D systems ref. D1000B

INFy Human IFn-y Quantikine ELISA R&D systems ref. DIF50

IL-12 Human IL-12 Quantikine ELISA R&D systems ref. D1200

IL-17 Human IL-17 High Sensitivity ELISA eBioscience ref. BMS2017HS

IL-23 Human IL-23 Platimun ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS2023/3

IL-21 Human IL-21 Platimun ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS2043

IL-13 Human IL-13 Platimun ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS231/3

CCL20 Human CCL20/MIP-3a. Quantikine ELISA R&D systems ref. DM3A00

IL-4 Human IL-4 High Sensitivity ELISA eBioscience ref. BMS225HS

TGFB Human TGF-B1 Platimun ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS249/4

TNFa Human TNF-a Quantikine High Sensitivity ELISA R&D systems ref. HSTAOOD
IL-22 Human IL-22 Platinum ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS2047

CXCL13 Human CXCL13/BLC/BCA-1 Quantikine ELISA Kit R&D systems ref. DCX130
IL-15 Human IL-15 Quantikine ELISA Kit R&D systems ref. D1500

CX3CL1 Human CX3CL1/Fractalkine Quantikine ELISA Kit R&D systems ref. DCX310
IL-1B Human IL-1beta Platinum ELISA Affymetrix eBioscience ref. BMS224/2

Human CX3CL1/Fractalkine Quantikine ELISA Kit R&D systems ref. DCX310

10.2. Determinacion de LPS en suero

Para determinar los niveles de LPS (lipopolisacdridos) en suero usamos un kit comercial

de deteccién de endotoxina bacteriana (Limulus amebocyte lysate (LAL) chromogenic endpoint

assay, Hycult biotech. HIT302).
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El suero, plasma y otros fluidos bioldgicos pueden contener componentes inhibidores
de la endotoxina, por lo que calentamos la muestra, previamente diluida un tercio, a 75°C
durante 5 minutos para neutralizarlos. Ademas de esto, utilizamos muestras con agua libre de

endotoxina en vez del reactivo de LAL como control negativo.

El procedimiento fue como el de una ELISA, en una placa de 96 pocillos, ponemos una
curva estandar de concentracion conocida, y las muestras y sus controles con y sin el reactivo,
respectivamente. Se deja incubar durante 30 minutos a TAy después se lee la absorbancia a 405

nm en un lector de placas (Multiskan Ascent).

A partir de la curva patrdn, calculamos, extrapolando los valores las concentraciones de

nuestras muestras.

10.3. Medida de proteinas en plasma

10.3.1. Medida de Inmunoglobulina G (IgG) en plasma

A partir del plasma extraido de la sangre total, cuantificamos la concentraciéon de
proteinas por el método BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific). Calculamos el volumen

necesario para obtener la misma cantidad de proteina en cada muestra.

Cargamos la cantidad deseada en un gel de poliacrilamida al 12% para llevar a cabo la
inmunodeteccién de la IgG por western blot (ver apartado 7). Utilizamos el anticuerpo anti IgG
humana conjugado con fosfatasa alcalina, monoclonal de ratdn, (Sigma ref. A2064) a una

dilucion de 1:4000.

10.3.2. Medida de la metalopeptidasa MMP9 en plasma

A partir del plasma extraido de la sangre total, cuantificamos las muestras de la misma
manera que en el apartado anterior y procedemos directamente a la inmunodeteccion

mediante la técnica de western blot explicada previamente (apartado 7).

En este caso utilizamos el anticuerpo anti la proteina MMP9 (ver referencia y dilucion

en la Tabla 5).

72



Material y Métodos | Alba Mangas Losada

11. Estudio de transcriptomica a partir de sangre
total

Para la realizacion de este estudio utilizamos el sistema PAXgene Blood RNA (producido
por QIAGEN GmbH para PreAnalytiX), que consiste en los tubos de recogida de sangre (PAXgene
Blood RNA Tubes) y el kit para purificacion de acidos nucleicos (PAXgene Blood RNA Kit). El
sistema proporciona la recogida, almacenamiento y transporte de sangre asi como la

estabilizacion del ARN intracelular a partir de sangre total para su posterior analisis.

Seguimos las instrucciones del kit para la purificacion de acidos nucleicos. En primer
lugar, centrifugamos los tubos PAXgene Blood RNA Tubes durante 10 minutos a 3000-5000 x g
con un rotor oscilante. Para garantizar una hemolisis completa, nos tenemos que asegurar de
que la muestra de sangre ha estado en la mesa incubdndose durante al menos 2 horas a

temperatura ambiente (15-25°C).

Después, retiramos el sobrenadante por decantacion o pipeteo. Afiadimos 4 ml de agua
libre de ARNasa al pellet y agitamos el tubo en el vortex hasta que el pellet se disuelva.
Centrifugamos durante 10 minutos a 3000-5000 x g. Aspiramos y desechamos todo el

sobrenadante.

A continuacién, afiadimos 350 pl de tampdn de resuspension, y agitamos con el vortex
hasta que el pellet esté disuelto totalmente. Pipeteamos la muestra en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml y afiadimos 300 ul de tampdn de unién y 40 ul de proteinasa K.
Agitamos en el vortex durante 5 segundos para mezclar e incubamos durante 10 minutos a 55°C

en el bloque térmico con agitador a 400 rpm.

Depositamos el lisado directamente en una columna PAXgene Shredder spin column

provista por el kit y centrifugamos 3 minutos a velocidad maxima (sin exceder las 20000 x g).

Transferimos cuidadosamente todo el sobrenadante de la fraccién eluida a un tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml nuevo.

Anadimos 350 pl de etanol (96% de pureza), mezclamos con el vortex y centrifugamos
brevemente (1-2 segundos a 500-1000 x g) para eliminar las gotas del interior de la tapa del
tubo. La centrifugacion no debe durar mas de 1-2 segundos, ya que podria formarse un pellet

de 4cidos nucleicos que reduciria el rendimiento del ARN total.
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Pipeteamos los 700 pl de muestra en una columna PAXgene RNA spin column y
centrifugamos 1 minuto a 8000-20000 x g. Colocamos la columna en un tubo de procesado de 2

ml nuevo y desechamos el tubo de procesado anterior que contenia el eluido.

Pipeteamos el resto de la muestra en una columna PAXgene RNA spin column vy
centrifugamos durante 1 minuto a 8000-20000 x g. Colocamos la columna en un tubo de 2 ml

de procesado nuevo y deseche el tubo de procesado anterior.

Pipeteamos 350 ul de tampdn de lavado 1 dentro de la columna y centrifugamos

durante 1 minuto a 8000-20000 x g. Desechamos el tampdn eluido.

Afadimos 10 pl de la solucién madre de DNasa | a 70 pul de tampén de digestion de ADN
en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Mezclamos por inversidon y lo centrifugamos

brevemente para recoger el liquido residual de las paredes del tubo.

Pipeteamos la mezcla (80 pl) directamente en la membrana de una columna PAXgene

RNA spin column y la dejamos durante 15 minutos a temperatura entre 20-302C.

Pipeteamos 350 pl del tampdn de lavado 1 en la columna PAXgene RNA spin column'y
centrifuguamos durante 1 minuto a 8000-20000 x g. Colocamos la columna en un tubo de

procesado nuevo y desechamos el anterior.

Pipeteamos 500 pl de tampdn de lavado 2 y centrifugamos durante 1 minuto a 8000-

20000 x g. Colocamos la columna en un tubo de procesado nuevo y desechamos el anterior.

Volvemos a afiadir 500 pl de tampdn de lavado 2 a la columna y centrifugamos durante

3 minutos a 8000-20000 x g.

Desechamos el tubo de procesado y colocamos la columna en un tubo de procesado

nuevo. Lo centrifugamos durante 1 minuto a 8000-20000 x g.

Desechamos el tubo de procesado que contenia el eluido y colocamos la columna en un
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Afiadimos 40 ul de tampdn de elucién directamente en la

membrana y centrifugamos durante 1 minuto a 8000-20000 x g para eluir el ARN.
Repetimos el paso de elucién anterior usando 40 pl de tampdn de elucion.

Incubamos la muestra durante 5 minutos a 65 °C para la desnaturalizacion de ARN en el

bloque térmico. Después de incubarlo, lo ponemos inmediatamente en hielo.
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Si las muestras de ARN no van a utilizarse inmediatamente, las guardamos a -20 o -80°C.
Como el ARN se mantiene desnaturalizado después de congelar y descongelar varias veces, no

es necesario repetir la incubacion a 65 °C.

Para una cuantificacién precisa del ARN por absorbancia a 260 nm, diluimos la muestra
en 10mM Tris-Cl, pH 7,5 y la cuantificamos mediante el espectrofotémetro NanoDrop ND1000,
NanoDrop Technologies. Para la confirmacién de la calidad se utilizo el bioanalizador RNA 6000

Nano Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Partimos de 200 ng de ARN total con un RIN (nimero de integridad del ARN) de entre
7,3 y 8,4 para obtener ARN complementario marcado con Cyanine 3-CTP (Cyanine 3-
Aminoallylcytidine-5'"-Triphosphate) usando el kit Low Input Quick Amp Labelling Kit, One-Color
(Agilent p/n 5190-2305).

A continuacién, siguiendo las instrucciones del kit de array comercial One-Color
Microarray-Based Gene Expression Analysis (Agilent p/n G4140-90040), 600 ng de ARN
complementario marcado se hibridan con el SurePrint G3 Human Gene Expression Microarrays
v3 8X60K (Agilent p/n G4858A-072363). Para mas informacién sobre este disefio, visitar la

pagina web http://www.genomics.agilent.com/article.jsp?crumbAction=push&pageld=1516.

El array fue escaneado en el escaner Agilent Microarray Scanner (Agilent G2565C) de
acuerdo con la instrucciones del fabricante y los datos fueros analizados usando el software

Agilent Feature Extraction Software 11.5.1.1.

12. Estudio de poblaciones leucocitarias a partir de
sangre total mediante citometria de flujo

Para el estudio de las poblaciones leucocitarias utilizamos la técnica de
inmunodeteccién mediante la citometria de flujo. Las células aisladas pasan por el interior de
una corriente, a través de un sensor que detecta una propiedad especifica. En este caso la
medida se realiza a través de la excitacion de fluorocoromos incorporados a la célula que marcan
una proteina a través de la cual, obtenemos una medida indirecta del tipo celular que nos

interesa.

Partimos de sangre total extraida en un tubo que contiene EDTA para impedir la

coagulacion de la muestra y acto seguido procedemos a incubar las células con los anticuerpos
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seleccionados para después, pasar la muestra por el citdmetro (Gallios flow cytometer, Beckman

Coulter).

Es importante tener en cuenta la autoflorescencia de la propia muestra, para lo cual,
pondremos 50 pl de sangre EDTA en 1 tubo de citdmetro. Afadimos 2 mL de BD FACS Lysing
Solution 1x (BD Biosciences) como solucidn de lisis e incubamos 10 minutos en oscuridad a TA.
Pasaremos por el citometro esta muestra como control negativo de la posible autoflorescencia
de la muestra bildgica para considerar solamente la florescencia emitida por la excitacion del

fluoréforo Unido a nuestra proteina de estudio.

Para el analisis posterior utilizamos el software Kaluza Analysis Software (Beckman

Coulter).

12.1. Estudio cuantitativo de cada una de las poblaciones leucocitarias.

Para el estudio general de las poblaciones leucocitarias partimos de 50 ul de sangre

EDTA en 1 tubo de citdmetro donde afiadimos los siguientes anticuerpos:

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en citometria.

ANTICUERPO FLUOROFORO CASA COMERCIAL
CD45 KO Beckman Coulter
CD14 PB Biolegend

CD19 APC AlexaFluor700 Beckman Coulter
CD3 APC Biolegend

CD4 ECD Beckman Coulter
CD8 PC7 Beckman Coulter
CD56 PE Immunostep

Afiadimos 2 mL de BD FACS Lysing Solution 1x (BD Biosciences) y dejamos incubar 10
minutos a TA y en oscuridad. Afiadimos 50 pl de Flow Count (Beckman Coulter), para la
cuantificacion exacta de células por microlitro y medimos en citdmetro. Identificacmos las

poblaciones como se explica a continuacion:

¢ Leucocitos: son células marcadas con CD45.

¢ Neutrdfilos: se reconocen por la morfologia dentro de la poblacién CD45+.
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¢ Monocitos: ademas de reconocerse por la morfologia dentro de la poblacién CD45+
los marcamos especificamente con CD14 y CD16.
¢ Linfocitos: se reconocen por la morfologia dentro de la poblacién CD45+ y dentro
de ellos subdividimos la poblacion en:
¢ Llinfocitos B: marcados con CD19 dentro de poblacién acotada para
linfocitos.
¢ Llinfocitos T: marcados con CD3 dentro de la poblacién acotada para
linfocitos.
¢ Linfocitos T CD4: son células CD4+ y CD8- dentro de la poblacion de
linfocitos T (CD3+).
¢ Linfocitos T CD8: son células CD8+ y CD4- dentro de la poblacion de
linfocitos T (CD3+).
e Natural Killers (NK): marcados con CD56 dentro de poblacién acotada para

linfocitos.

12.2. Estudio de marcadores de activacion de las diferentes poblaciones
celulares.

Para este estudio partimos de la misma muestra afadiendo ademas un anticuerpo
(contra CD69) que nos indica el grado de activacion de las diferentes poblaciones reconocidas

segln el protocolo anterior. Procedemos de la misma manera que en el apartado 12.1.

ANTICUERPO FLUOROFORO CASA COMERCIAL

CD69 Alexa fluor 488 Biolegend

12.3. Estudio de la poblacion de monocitos

Partimos de 50 pul de sangre EDTA en 1 tubo de citémetro donde afiadimos los siguientes

anticuerpos:

ANTICUERPO FLUOROFORO CASA COMERCIAL
CD45 KO Beckman Coulter
CD14 PB Biolegend

CD16 APC Beckman Coulter
CD56 PE Immunostep
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Afiadimos 2 mL de BD FACS Lysing Solution 1x (BD Biosciences) y dejar incubar 10
minutos a TA y en oscuridad. Afiadimos 50 pl de Flow Count (Beckman Coulter), para la

cuantificacidn exacta de células por microlitro y medimos en citémetro.

En este caso la poblacién de interés son los monocitos, que en un primer momento
identificamos por la morfologia dentro de la poblacién de células CD45+. Corroboramos la
poblacién excluyendo a linfocitos y neutréfilos gracias al CD14 y CD16 y eliminamos también la

poblacién de las NK identificdAndolas con el CD56.

Una vez que tenemos acotada la poblacién de monocitos, queremos ver tres estadios

diferentes, seglin van perdiendo el CD14 van adquiriendo el CD16:

¢ -Monocitos clasicos: CD14++CD16-
¢ -Monocitos intermedios: CD14+CD16+

e -Monocitos no clasicos: CD14-CD16++

12.4. Estudio de la poblacion de linfocitos T

Para el estudio mas exhaustivo de la poblacidn linfocitaria llevamos a cabo un nuevo
protocolo con una serie de anticuerpos especificos para cada una de las subpoblaciones

celulares de los linfocitos Ty su estado de maduracion y activacion.

12.4.1. Poblaciones naive y de memoria

Partimos de 50 ul de sangre EDTA en 1 tubo de citémetro donde aifadimos los siguientes

anticuerpos:

ANTICUERPO FLUOROFORO CASA COMERCIAL
CD45 KO Beckman Coulter
CD3 APC Biolegend

CD4 ECD Beckman Coulter
CD45RO APCCY7 Biolegend
CD45RA PERCPCy5.5 Biolegend

CD62L FITC Biolegend

CCR7 PECy7 Biolegend
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Afiadimos 2 mL de BD FACS Lysing Solution 1x (BD Biosciences) y dejamos incubar 10
minutos a TA y en oscuridad. Afiadimos 50 pl de Flow Count (Beckman Coulter), para la
cuantificacion exacta de células por microlitro y medimos en citdmetro. Identificacmos las

poblaciones como se explica a continuacion:

Primero identificamos la poblacién de linfocitos por morfologia dentro de las células
CD45+, después la de linfocitos T (CD3+) y separamos en una poblacion CD4+ (linfocitos CD4 o
helper) y otra CD4- (linfocitos CD8 o citotdxicos). A partir de ahi estudiamos las siguientes

poblaciones especificas:

* Linfocitos CD4 naive: son los linfocitos T CD4+CD45RA+CD45R0-

* Linfocitos CD4 de memoria: son los linfocitos T CD4+CD45RA-CD45R0O+

¢ Linfocitos CD4 de memoria central (MC): son los linfocitos T
CD4+CD45R0+CD62L+CCR7+

¢ Linfocitos CD4 de memoria efectora (ME): son los linfocitos T
CD4+CD45R0O+CD62L-CCR7-

* Linfocitos CD8 naive: son los linfocitos T CD4-CD45RA+CD45R0-

* Linfocitos CD8 de memoria: son los linfocitos T CD4-CD45RA-CD45R0O+

¢ Linfocitos CD8 de memoria central (MC): son los linfocitos T CD4-
CD45R0O+CD62L+CCR7+

¢ Linfocitos CD8 de memoria efectora (ME): son los linfocitos T

CD4-CD45R0O+CD62L-CCR7-

12.4.2. Linfocitos T auto-reactivos

Para identificar esta poblacién partimos de los 50 pl de sangre EDTA del protocolo

descrito en el apartado 9.3.1 y afiadimos ademas el anticuerpo:

ANTICUERPO FLUOROFORO CASA COMERCIAL

CD28 PB Biolegend

Procedemos de la misma manera y finalmente identificamos dos poblaciones dentro de

los linfocitos T (CD3+):

¢ Linfocitos CD4 carentes de las molécula coestimuladora CD28: CD4+CD28-

¢ Linfocitos CD8 carentes de las molécula coestimuladora CD28: CD4-CD28-
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12.4.3. Linfocitos T reguladores (Treg)

Para el estudio de un tipo celular concreto de linfocitos CD4, las células Treg, se llevd a cabo
un panel nuevo de anticuerpos procediendo a tratar la sangre de manera similar a la descrita

hasta ahora para las subpoblaciones de linfocitos T. Llevamos a cabo dos protocolos distintos:

» Inmuno-deteccién de superficie: Partimos de 50 pl de sangre EDTA en 1 tubo de

citdmetro donde afiadimos los siguientes anticuerpos:

ANTICUERPO FLUOROFORO CASA COMERCIAL
CD45 KO Beckman Coulter

CD4 ECD Beckman Coulter
CD25 PE Biolegend

CD127 APCeFluor78 Affymetrix eBioscience

Afadimos 2 mL de BD FACS Lysing Solution 1x (BD Biosciences) y dejamos incubar 10
minutos a TA y en oscuridad. Afiadimos 50 pl de Flow Count (Beckman Coulter), para la

cuantificacidn exacta de células por microlitro y medimos en citémetro.

Identificamos mediante morfologia los linfocitos dentro de la poblacién CD45+ y a partir
de ahi, la poblaciéon de estudio mediante marcadores de superficie celular, los linfocitos T

reguladores CD4+CD25Me"CD127"

» Inmuno-deteccién intracelular: Partimos de 100 pl de sangre EDTA en 1 tubo de

citdmetro donde afiadimos los siguientes anticuerpos:

ANTICUERPO FLUOROFORO CASA COMERCIAL
CD45 KO Beckman Coulter
CD4 ECD Beckman Coulter
CD25 PE Biolegend

Afadimos tras la permeabilizacion

FOXP3 Alexa fltor 488 BD

Tras la incubacién habitual con los anticuerpos de superficie, ahora es necesario seguir
un protocolo extra para la permeabilizacién de la célula para la inmunodeteccion de un factor

de transcripcion intracelular, el FoxP3 que nos sirve también como medida indirecta de las Treg.
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Afiadimos 2 mL de Stain Buffer (Human FoxP3 Buffer Set BD Pharmingen™) para lavar.

Centrifugamos a 250 x g, 10 minutos y eliminamos el buffer de lavado.

Para fijar las células, resuspendemos el pellet en el buffer residual y afiadimos 2 mL de
1x Human FoxP3 Buffer A (Human FoxP3 Buffer Set BD Pharmingen™) e incubamos 10 minutos
a TA, protegido de la luz. Centrifugamos a 500 x g, 5 minutos y quitamos el fijador. Para lavar las
células, resuspendemos el pellet en 2 mL del buffer y centrifugamos a 500 x g, 5 minutos y

eliminamos el sobrenadante.

Para permeabilzar las células, resuspendemos el pellet en el buffer residual y afiadimos
0,5 mL of 1X working solution Human FoxP3 Buffer C (Human FoxP3 Buffer Set BD Pharmingen™)
e incubamos 30 minutos a TA protegido de la luz. Volvemos a repetir el paso de lavado y
afiadimos el anticuerpo anti FoxP3 (ver Tabla). Incubamos 30 minutos a TA protegido de la luz.
Repetimos el paso de lavado, resuspendemos en buffer y afiadimos 100 ul de Flow Count
(Beckman Coulter), para la cuantificacidon exacta de células por microlitro. Finalmente medimos en

citdmetro.

Identificamos mediante morfologia los linfocitos dentro de la poblacién CD45+ y a partir
de ahi miramos el % de células positivas para FoxP3 acotado para linfocitos, para linfocitos T
CD4 (CD4+FoxP3+)y para linfocitos T CD4 T reguladores (CD4+CD25"e"CD127'°“FoxP3+). Ademas

de la intensidad de emisidn del fluoréforo para FoxP3 en las Treg.

Ademas de los porcentajes de células positivas, también podemos saber el nimero de

células positivas por pl gracias al Flow Count (Beckman Coulter).
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Figura 13. Citometria. Ejemplo de estrategia de seleccién para los litdec€D4 y CD&aive y

de memoria.

13. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + EEM (error estandar de la media) del nimero
de sujetos indicados en cada caso. Se realiza un analisis ANOVA de una via seguido de test de
Tukey para comparar medias poblacionales por parejas cuando comparamos mas de dos grupos

a la vez o utilizamos el test de Student cuando comparamos las medias de dos grupos entre si.

Utilizamos estos andlisis estadisticos porque asumimos homogeneidad vy
homocedasticidad de la muestra. La n de la nuestra es lo suficientemente grande como para
asumir normalidad en la distribucién de la muestra y lo corroboramos con el test de Shapiro-

Wilk. Con el test de Levene comprobamos la igualdad de varianzas.
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Para las correlaciones hemos llevado a cabo un andlisis de correlacion bivariada con el
coeficiente de correlacion de Spearman en el caso de ser variables discretas o de Pearson, en el

caso de ser variables continuas. El intervalo de confianza es del 95%.

Para analizar la capacidad diagnostica de las variables se han utilizado las curvas COR
(Caracteristica Operativa del Receptor) con un intervalo de confianza del 95%. También se han
hecho regresiones logisticas multivariadas y univariadas utilizando la presencia de EHM como

variable dependiente.

Para la correccién de los p valores del estudio de transcriptdomica, con el fin de evitar
falsos positivos, se llevd a cabo un test miultiple de correccién de p valor propuesto por

Benjamini y Hochberg en 1995 para obtener los p valores ajustados.

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas estadisticos Graphpad Prism 5

y SPSS Statistics 22.
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1. Estudio de la cohorte de pacientes y controles

1.1. Composicion de los diferentes grupos y etiologia de la enfermedad
hepatica.

Se muestra en la Tabla 10 la composicién de los diferentes grupos experimentales:
controles, pacientes sin EHM (S_EHM) y pacientes con EHM (EHM). No existen diferencias
significativas entre los tres grupos en cuanto a sexo ni edad. Las etiologias principales de los
cirroticos que participan en el estudio son el alcohol y los virus de la hepatitis C o B. También
mostramos datos del Child Pugh y el MELD, donde tampoco vemos diferencias significativas

entre los dos tipos de pacientes.

Tabla 10. Cohorte de controles y pacientes implicados en el estudio.

Controles Pacientes

S_EHM EHM
Total de individuos 98 125 62
Sexo (M/F) 51/47 99/26 43/19
Edad" 57+1 60+ 1 64+1
Alcohol e 56 25
HBV/HCV e 51 22
Alcohol +HBV/HCVY e 4 6
Otros 14 9
Child PughA/B/C - 103/22/0 41/17/4
MELD 9+0,3 10+0,4

Los valores se expresan en mediaxEEM. M, masculino; F, femenino; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis
Cvirus. MELD, model end stage liver disease.

1.2. Caracteristicas clinicas.

No hay indicios de mayor dafio hepatico en los pacientes con EHM comparados con los
pacientes sin EHM. A continuacién mostramos en la Tabla 11 los niveles de las enzimas

hepaticas, y otros marcadores mas generales de inflamacién o dafio hepatico.
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Tabla 11. Niveles en sangre de los marcadores de dafio hepatico y endotoxemia.

Controles Pacientes
S_EHM EHM

PCR (mg/L) 2,1+0,35 4,0+0,8* 4,0 £0,9*
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,58 +0,07 1,21 £0,11** 1,21 £0,14*
ALT (U/L) 19+2 35+ 6* 41 + 7%
AST (U/L) 2142 50 + 9% 61+ 9*
Fosfatasa alcalina (mU/mL) 98 +18 242 + 28** 259 + 27**
GGT (U/L) 24+3 156 + 35* 145 + 34*
Amonio (umol/L) 11+0,5 26 + 2%*** 33 £ 3H**
LPS (EU/mL) 0,65%0,1 1,23 £0,2* 1,7+0,3*

Los valores estan expresados en mediazEEM. S_EHM, sin encefalopatia hepatica minima; EHM,
encefalopatia hepdtica minima; ALT, alanina aminotrasferasa; AST, aspartato aminotrasferasa; GGT,
gamma-glutamyl transpeptidasa; PCR, proteina C reactiva. Los asteriscos (*) representan diferencias
significativas con el control. No existen diferencias entre los dos tipos de pacientes en ningun caso. (*
p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).

En primer lugar analizamos los marcadores clinicos de funcién hepatica a partir de las
analiticas de sangre de los pacientes cedidas por el hospital y observamos que no existen
diferencias significativas entre los pacientes con EHM y el grupo sin EHM. Sin embargo, como
cabe esperar, ambos tipos de pacientes tienen aumentados los parametros estudiados (PCR,

billirubina total, ALT, AST, FA, GGT) respecto a los controles (ver valores en Tabla 11).

En segundo lugar, estudiamos los niveles de amonio en sangre ya que es el principal
contribuyente de las alteraciones cerebrales en la EH. Ambos tipos de pacientes presentan unos
niveles de amonio muy elevados respecto al control (p<0,001 en ambos casos) y aunque en
pacientes con EHM el aumento es mayor, no encontramos diferencias significativas entre ellos,
lo que cabe esperar a la vista de que el daifo hepatico no es mayor en los pacientes que empiezan

a presentar deterioro cognitivo.

En tercer lugar, medimos los niveles de LPS en suero para comprobar si esta era la causa
de la activacién del sistema inmunoldgico en los pacientes con EHM y vimos que los niveles de
LPS estaban aumentados de la misma manera en pacientes con y sin EHM respecto a los
controles. Por lo que no podemos asociar un aumento de endotoxemia en sangre con la

alteracion cognitiva en nuestros pacientes (ver Tabla 11).
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1.3. Estudio de alteraciones cognitivas y motoras
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Para el estudio de las capacidades cognitivas y motoras en los pacientes cirréticos y en

los controles llevamos a cabo una serie de test psicométricos explicados en el apartado 3y 4 de

material y métodos. Los resultados de las pruebas se muestran en la siguiente Tabla.

Tabla 12. Alteraciones cognitivas y motoras.

p EHM vs.

Test CONTROL S_EHM (pvs.CRT)  EHM (p vs. CRT) S_EHM
Alteraciones cognitivas
PHES?® 00,2 -1+0,1 (p=0,002) -7 +0,3 (p<0,001) p<0,001

DST® 00,1 010,04 (ns) -1+0,1 (p<0,001) p<0,001

NCT-A® 010,04 00,03 (ns) -1+0,1 (p<0,001) p<0,001

NCT-BS 00,1 010,1(ns) -2+0,2 (p<0,001) p<0,001

SD® 0+0,03 00,04 (ns) -1+0,1 (p<0,001) p<0,001

LTTS 00,1 010,1(ns) -2+0,1 (p<0,001) p<0,001
Stroop

Tarea congruente® 112+4 103 + 2 (p=0,046) 79 + 3 (p<0,001) p<0,001

Tarea neutra®® 82+2 73 £ 2 (p=0,05) 58 + 2 (p<0,001) p<0,001

Tarea incongruente®®® 46+ 1 40 + 1 (p=0,01) 31+ 1 (p<0,001) p<0,001

Interferencia®®®® 0,34+0,8 -2,6%0, (p=0,04) -3+0,9 (p=0,04) Ns
Test de claves oral

Aciertos 51+1 40 + 1 (p<0,001) 24 + 1 (p<0,001) p<0,001

Errores 0,7+0,2 1,2+0,2 (ns) 1,6 £ 0,2 (p=0,022) Ns
D2

Total de respuestas 355+31 314 + 13 (ns) 185 + 26 (p<0,001) p<0,001

Total de aciertos 130+ 11 115+ 4 (ns) 73 + 7 (p<0,001) p<0,001

Omisiones 24+ 6 21+ 4 (ns) 25+ 6 (ns) Ns

Comisiones 1+0,3 51 (ns) 12 + 4 (p=0,013) Ns

Efectividad total en la prueba®  365+19 301+ 10 (p=0,006) 194 + 17 (p<0,001) p<0,001

indice de concentracién®? 133+8 111 +4(p=0,041) 61 + 8 (p<0,001) p<0,001
Test de digitos oral

Aciertos test directo 9+0,3 7,8+0,2 (p=0,001) 6,8 +0,3 (p<0,001) p=0,003

Aciertos test inverso 6,2+0,4 4,9+0,1(p<0,001) 3,5+0,2(p<0,001) p<0,001
Test de letras y nimeros oral

Aciertos 99+0,4 7,2+0,2(p<0,001) 4,8+0,4(p<0,001) p<0,001
Alteraciones motoras

Coordinacién bimanual (min) 1,8+0,03 2+0,04 (ns) 3+0,18 (p<0,001) p<0,001

Coordinacién visomotora (min) 2,3 +0,07 2,6 £ 0,06 (ns) 3,6 +0,13 (p<0,001) p<0,001

SValores ajustados segln el cdlculo estandar del PHES. *NUumero de palabras **Numero de colores,
***Numero de items, ****Valor calculado. 2TOT: valor calculado, **CON: valor calculado. DST: Test de
Digitos y Simbolos, NCT-A: Test de conexion numérica A, NCT-B: Test de conexién numérica B, SD: Test de
puntos seriados, LTT: Test de linea quebrada, ns: no significativo.
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1.3.1. Alteraciones cognitivas en pacientes con EHM

En primer lugar utilizamos la bateria de test del PHES para la clasificacién de los
pacientes con y sin EHM, como se ha explicado anteriormente. Como vemos en la Tabla 12, los
pacientes sin EHM ya presentan una pequefa diferencia respecto a los controles en la
puntuacion general del PHES, pero no se ve reflejada en ninguno de los cinco test de la bateria
en particular, donde la media de las puntuaciones de los pacientes sin EHM no difiere de la de
los controles. Por el contrario, los pacientes con EHM (puntuacion del PHES menor o igual a -4)
presentan una gran diferencia respecto tanto a la poblacion control, como a los pacientes sin
EHM en la puntuacion general del PHES (-7+0,3, p<0,001) y en la de cada uno de los cinco subtest
gue componen la bateria del PHES: el test de digitos y simbolos, el test de conexidon numérica A,
el test de conexidén numérica B, el test de puntos seriados y el test de linea quebrada. En todos
ellos vemos un empeoramiento de cada una de las tareas en los pacientes con EHM respecto a

controles y pacientes sin EHM.

1.3.1.1. Atencion selectiva

Para la evaluacidn de la atencién selectiva y la flexibilidad cognitiva, se utilizo el test de
Stroop de colores y palabras (Stroop, 1935). Los resultados indican que los pacientes con EHM
muestran un déficit en la atencion selectiva, obteniendo peores resultados en el test que los
sujetos control y que los pacientes sin EHM (ver datos en Tabla 12), los cuales muestran también
una deficiencia de atencidn selectiva respecto a los controles, pero no tan agravada como en los

pacientes con EHM (ver datos en Tabla 12).

Otra prueba de atencidén selectiva y velocidad de procesamiento mental es el test de
Claves oral. Este test pertenece a la bateria WAIS (Wechsler Adult Intelligence Scale) que evalla
diferentes funciones cognitivas. Los pacientes con EHM tienen un importante déficit de atencidn
y en la velocidad de procesamiento en comparacién con los controles y con los pacientes sin
EHM. Los pacientes sin EHM también presentan menor velocidad de procesamiento, ya que no
son capaces de realizar tantos aciertos como los controles. Observamos una media de 24
aciertos por parte de los pacientes con EHM y unos 40 aciertos por parte de los pacientes sin
EHM en la realizacidn de este test. Los controles en cambio, tienen una media de 51 aciertos en

el tiempo establecido.
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1.3.1.2. Atenciodn selectiva-sostenida y concentracion mental

Para evaluarla utilizamos el test d2. Los resultados de este test, indican un déficit en la
atencion selectiva/sostenida y la concentracion mental en los pacientes con EHM en
comparacion con los controles, como vemos en un menor nimero de respuestas y de aciertos y
mayor numero de fallos de comisién. Los pacientes sin EHM también muestran cierto déficit en
comparacion con los controles, ya que se encuentran en percentiles inferiores en pardmetros
que miden la efectividad total de la prueba (TOT) y el indice de concentracién (CON), sin
embargo, estos parametros muestran un empeoramiento mayor en los pacientes con EHM (ver

Tabla 12).

1.3.1.3. Memoria de trabajo

Evaluamos la memoria de trabajo mediante el test de Digitos oral y el test de Letras y
Numeros oral (bateria WAIS). En pacientes sin EHM ya existe un empeoramiento en el nimero
de aciertos, tanto directos como inversos, en ambos tipos de test. En pacientes con EHM el
numero de aciertos es menor que en pacientes sin EHM y controles, mostrando una diferencia
significativa con ambos grupos. En el test de letras y nimero los pacientes con EHM tuvieron
una media de casi 5 aciertos en total, mientras que los pacientes sin EHM tuvieron una media

de unos 7 aciertos y los controles de casi 10 aciertos, el doble que en pacientes con EHM.

1.3.2. Alteraciones motoras en pacientes con EHM

Evaluamos la coordinacion motora mediante los test bimanual y visomotor. En ambos
test los pacientes con EHM necesitan un tiempo bastante superior para realizar las tareas en
comparacion a los pacientes sin EHM y los controles. Tardaron unos 3 minutos en realizar el test
bimanual y casi 4 minutos en el visomotor, mientras que los pacientes sin EHM tardaron 2 y 3

minutos, respectivamente y los controles alrededor de 2 minutos en ambos test.
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2. Estudio de las poblaciones leucocitarias en
sangre periférica

2.1. Analisis cuantitativo de las poblaciones leucocitarias en sangre

Analizamos mediante citometria de flujo, todas las poblaciones leucocitarias en sangre
y vimos que los pacientes, tanto con EHM como sin EHM, presentaban una disminucién en el
numero total de leucocitos. Atendiendo a las poblaciones por separado, observamos una bajada
en el nimero de células en linfocitos totales y en neutréfilos. Dentro de los linfocitos
observamos una disminucién de aproximadamente el 30-40% en linfocitos T, tanto CD8 como
CD4 y de algo mds del 20% en linfocitos B. Los datos nos muestran una bajada significativa para
los dos tipos de pacientes, mas pronunciada en los pacientes con EHM, sin embrago, no hay

diferencias estadisticas entre ellos (ver Tabla 13).

Ya que los linfocitos son el tipo celular en el que se centra esta tesis, analizamos las
poblaciones de los diferentes subconjuntos y observamos que, de nuevo, los dos tipos de
pacientes presentan el mismo grado de linfopenia. Vemos disminuido el nimero total de
linfocitos en sangre en las poblaciones naive, de memoria (memoria central y memoria efectora)

y negativos para CD28, tanto en los CD4, como en los CD8 (ver Tabla 13).

Podemos concluir que la leucopenia en pacientes cirrdticos no esta asociada a la

aparicion de EHM.
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Figura 14. Poblaciones leucocitarias en los tres grupos experimentales. Imadgenes de citometria.
SS,Sde Scatter o detectores de dispersion lateral vs. CD45. S_EsiMencefalopatia hepética
minima. EHM, encefalopatia hepatica minima. Célhjlas.
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Tabla 13. Niveles en sangre de las diferentes poblaciones leucocitarias.

S —
Media+SEM (x10°9/L) % de disminucién respecto a los

controles
Controles (ps;sE.I::“:T) b 5:' I(\ZART) S_EHM EHM
Leucocitos 7+0,3 5+0,4 *** 4,7+0,3 *** 2716,2 33+4,3
Linfocitos 2,310,1 1,6+0,2 *** 1,310,1 *** 31+7,1 42+5,7
Monocitos 0,5£0,03 0,5£0,04 0,4£0,03 2,1£9,3 1416,3
Neutréfilos 4+0,3 2,8+0,3 *** 2,7+0,2 ¥** 28+7,1 31+6,1
Linfocitos T 1,6:0,1 1,1$0,1 ¥¥*  0,9:0,1 *** 3147,2 4115,9
LinfocitosTCD4  1,1:0,06  0,840,07 ***  0,6£0,06 *** 30466 41151
Linfocitos TCD8  0,6£0,04 0,40,06 **  0,4£0,05 *** 33£10,1 40181
Linfocitos B 0,2440,02 0,18:0,04*  0,19:0,03 * 21£12,7 24£11,9
NKs 0,020,004  0,02¢0,004  0,0240,002 0 0
Linfocitos T CD4
Naive 4,5£0,7 1,2£0,3 ¥¥*  (,9£0,2 *** 2045 2846
Memoria 6,9+1 3,5£0,7 ** 3,6£0,7 * 51410 51£10
'c\:':‘:'::lr ia 5,740,7 2,1£0,4 ***  2,740,6 ** 47411 3647
2’::::3:: 1,8£0,4 0,740,2 * 0,6£0,3 * 3119 3749
CD4+CD28-  59+14 1,5£0,5 ** 1,7+0,9* 29414 2619
Linfocitos T CD8
Naive 3,240,3 1,8+0,40 * 1,6£0,2 * 4948 55£13
Memoria 2,4£0,2 1,1£0,3%* 1,1£0,3 * 48+12 44£11
'c\:':‘:'::lr ia 0,940,1 0,4£0,1 *** 0,740,1 * 70£10 4749
2’::;:3:: 2,240,3 0,9£0,2 ** 0,740,3 ** 34413 39£10
CD8+CD28- 4,306 2,240,6 * 240,4 * 47410 50+14

S_EHM, sin encefalopatia hepatica minima. EHM, encefalopatia hepatica minima. *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001
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2.2. Distribucidn en porcentajes de las poblaciones leucocitarias en
sangre

En el porcentaje de cada una de las poblaciones estudiadas respecto al total de
leucocitos, observamos que habia un ligero aumento significativo en la poblacién de monocitos,
en ambos tipos de pacientes (70,4 en controles, 10+0,7 (p<0,01) en pacientes sin EHM y 10+0,5
(p<0,01) en pacientes con EHM) (datos expresados en % de mediatEEM).

En paralelo, hay una pequefa reduccidon en linfocitos totales que no llega a ser
significativa (34+1,8 en controles, 32+1,7 en pacientes sin EHM y 2912 en pacientes con EHM
(datos expresados en % de mediatEEM).

En el resto de poblaciones los porcentajes se mantienen sin cambios respecto al control,
ni entre tipos de pacientes (ver Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de los diferentes tipos celulares sobre el total de leucocitos. Porcentaje
de monocitos, neutrdfilos, linfocitos, linfocitos CD#hfocitos CD8, linfocitos B y Nk sobre el
total de leucocitos en sangre. S_EHM, sin enceftiahepatica minima. EHM, encefalopatia
hepatica minima. *p<0,01.
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2.3. Estudio de los monocitos en sangre periférica

> Poblacion

Estudiamos la poblacién de monocitos mediante citometria de flujo y de acuerdo a los
marcadores CD14 y CD16, establecimos los tres subgrupos de monocitos circulantes. Los clasicos

(CD14++CD16-), los intermedios (CD14++CD16+) y los no clasicos (CD14+CD16++) (Figura 16A).

Los pacientes cirrdticos sin EHM mostraron un aumento en el porcentaje de monocitos
intermedios pro-inflamatorios (7£0.5%, p<0,05) en comparacidn con los controles (4,1+0,3%).
En los pacientes con EHM el aumento del porcentaje de monocitos pro-inflamatorios fue mayor
llegando hasta el 9,5+0,8% (p<0,001 respecto a controles y p<0,05 respecto a los pacientes sin

EHM).

En paralelo a este aumento, vimos una disminucién en el porcentaje de los monocitos
clasicos, no-inflamatorios, que suelen representar mas del 90% de la poblacién de monocitos,
en pacientes sin EHM (86,7+0.7%, p<0,05) y mas acusada en pacientes con EHM (83,9+1,1%,

p<0,001 respecto a controles y p<0,05 respecto a los pacientes sin EHM).

En el tercer grupo de monocitos no clasicos, de cardcter anti-inflamatorio, no vimos ningin

cambio, manteniendo un porcentaje de aproximadamente el 3% en todos los grupos (Figura 16).
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10°+ T 103 —T 10°% I —
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) —+
8 101_90,3t0,8°/9 4,1+0,3% |01-186'7io'7% 7+0,5% 102_83,9t1,1%_ 9,5+0,8%| 8
O g = ; a
A % o
10 - — 10" . S 10 8
—
Q
3
10° 10° 10° [e)]
>
3+0,2% 3,3+0,3% 3,2+0,3% g
14 - :".
10 No-clasicos 9 No-clasicos 107 No-clasicos 8
- T DRk P et | T T LU B | T T LU R —
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» CD16

Figura 16A. Poblacion de monocitos en sangre periféricdmagen de citometria: CD14 vs
CD16 acotada para monocitos para distinguir lassudpoblaciones: clasicos, intermedios y no
clasicos. Los datos se expresan en porcentajeedietEEM de cada poblacion en cada grupo
experimental.
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Figura 16B. Poblacion de monocitos en sangre periférica. Gréafica de los diferentes subtipos de
monocitos (clasicos, intermedios y no clasicosYenelular sobre el total de monocitos. El *
representa diferencias significativas ente pacgegteontroles (p<0,05; ***p<0,001) y ela
representa diferencias entre S_EHM (sin encefdphepatica minima) y EHM (con
encefalopatia hepatica minimajy.p<0,05).

> Activacion

El analisis de activacion de monocitos con el marcador de activacidon temprana CD69, nos
muestra que no hay diferencias en el porcentaje de células positivas para CD69 en ninguno de
los tres grupos (Figura 17). Hay que tener en cuenta que este dato esta tomado sobre el total de
monocitos, donde la mayoria tiene el fenotipo no inflamatorio y no sobre cada uno de los

subtipos celulares. Y que ademds, el CD69 se expresa de manera constitutiva en monocitos.
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Figura 17. Porcentaje de células CD69+sobre el total de monocitos.
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2.4. Estudio de los linfocitos en sangre periférica

2.4.1. Linfocitos T
> Poblacion

Como ya hemos visto previamente en el apartado anterior, los linfocitos T tienen una
disminucién del 30 y 40% en los pacientes sin y con EHM, respectivamente, respecto a los
controles. Ademas, no hemos visto diferencia significativa en el porcentaje de los linfocitos T

sobre los leucocitos totales en ninguno de los grupos experimentales (ver Figura 15).

Partiendo de esta base, vamos a estudiar los dos tipos principales de linfocitos T, los que
presentan el receptor de membrana CD4 o linfocitos T helper, y los que presentan el receptor

de membrana CDS8 o linfocitos citotdxicos.

A partir de aqui, el primer paso, fue estudiar la distribucién de estos dos tipos de linfocitos
Ty después, estudiamos sus poblaciones por separado. Vimos que la distribucion de CD4 y CD8
en pacientes era la misma que en controles (Figura 18A), por lo que se mantiene el ratio de

CD4/CDS8 alrededor de 2 en los tres grupos experimentales (Figura 18B).

1 CONTROL B S_EHM mm EHM

A B
80+
34
— .
o ‘3-’ 60+
sA a ,| —T
50 3
© o 401 a
(8] 3 [¥)
o\° o -3 1
2 20 5
0 0
CD4 cDs CONTROL  S_EHM EHM
Helper Citotoxicos

Figura 18. Linfocitos helper (CD4+) y citotdxicos (CD8+). A. Porcentaje de linfocitos CD4 y CD8
sobre el total de linfocitos T (CD3+B. Ratio CD4/CD8 en los tres grupos experimentales.

> Activacion

De nuevo, medimos la activaciéon de la poblacidon de linfocitos T con el marcador de

activacion temprana CD69. Observamos que el porcentaje de células positivas para CD69, dentro
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de la poblacién de CD3, esta aumentado de forma selectiva en los pacientes con EHM (4,2+0,9%)
con un valor de p<0,01 respecto a controles (1,610,2%) y p<0,05 respecto a pacientes sin EHM
(2,3+0,3%) (Figura 19). Por lo tanto concluimos que existe una activacidn general de linfocitos T

exclusiva en los pacientes con EHM.

(o)
]
Q

Figura 19. Porcentaje de células CD69+
sobre el total de linfocitos T. El * representa
diferencias significativas ente pacientes y
controles (*p<0,01) y el a representa
diferencias entre S_EHM (sin encefalopatia
hepatica minima) y EHM (con encefalopatia
hepatica minimay p<0,05.
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2.4.1.1. Linfocitos helper CD4
> Poblacion

Para estudiar mas a fondo la poblacién de los CD4, miramos la distribucién de los linfocitos
naive hasta los de memoria, segun van perdiendo la proteina de membrana CD45RA y van
adquiriendo el CD45R0. En primer lugar vimos una disminucién del porcentaje de los CD4 naive
de los pacientes, tanto sin EHM como con EHM, comparado con los controles, bajando desde

aproximadamente un 30% hasta un 21% en ambos grupos (p<0,05).

En paralelo, observamos un aumento en la poblacién de linfocitos CD4 memoria subiendo
desde un 55,7+3,3% en controles hasta un 66,4+2,1%, p<0,05 y 68,9+2,5%, p<0,01 en pacientes
sin EHM y con EHM, respectivamente (Figura 20A y 20B).

Por lo tanto vemos un desplazamiento desde la poblacién de linfocitos CD4 naive hasta la

poblacién de memoria, la cual se ha activado tras una respuesta inmune, en pacientes cirrdticos.

Al ver que existe un cambio en los pacientes cirréticos en las poblaciones de linfocitos CD4
de memoria, estudiamos también los diferentes tipos de linfocitos de memoria que existen, por
una parte los de memoria central (CCR7+CD62L+) y por otra los de memoria efectora (CCR7-
CD62L-). No observamos ningln cambio en la distribucidn de los linfocitos de ambos tipos de
memoria en pacientes respecto controles. Se mantiene un porcentaje de aproximadamente el
40% de linfocitos CD4 de memoria central y un 15% de linfocitos de memoria efectora respecto

al total de los CD4 en todos los grupos experimentales (Figura 20C).
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Por ultimo, estudiamos la poblacidn de linfocitos CD4 con o sin la proteina de membrana
CD28. A los linfocitos CD4 negativos para CD28 los llamamos linfocitos autoreactivos, ya que
tienen la capacidad de activarse sin una molécula coestimulatoria que desencadene la activacién
de la célula tras la unién del linfocito con una célula presentadora de antigeno mediante las
proteinas CD28 y CD3. En este caso, observamos que, de forma exclusiva en los pacientes con
EHM, existe un aumento significativo de la poblacién llamada autoreactiva de CD4+CD28- sobre
el total de CD4. Observamos que en pacientes con EHM existe un 38,9+6,2% (p<0,05 respecto a
controles y a pacientes sin EHM) de las células CD4+ que son negativas para CD28 en
comparacion con un 15,6+3,9% en controles y un 22,4+3,5% en pacientes sin EHM. En
concordancia, existe una disminucién significativa (p<0,05) exclusiva en los pacientes con EHM
respecto a los controles y a los pacientes sin EHM en la poblaciéon de CD4 que son CD28+, que

constituyen un 80-90% de la poblacién de CD4 en individuos controles sanos (Figura 20D).
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Figura 20. Poblacidon de linfocitos helper CD4. A. Imagen de citometria de las poblacionaise

y de memoria (en funcion de la expresion de CD4§RM45R0O) acotado para los CD4 totales.
Los datos se expresan en porcentajes de mediatBEMada poblacion en cada grupo
experimentalB. Porcentaje celular de los linfocitos CBelve y de memoria sobre el total de los
CDA4C. Porcentaje celular de los linfocitos CD4 de mamoentral y efectora sobre el total de
los CD4.D. Porcentaje celular de los linfocitos CD4 autotizas y no autoreactivos (CD28-/+)
sobre el total de los CD4. El * representa difel@nsignificativas ente pacientes y controles
(*p<0,05; **p<0,01) y ela representa diferencias entre S_EHM (sin enceftilbgeepatica
minima) y EHM (con encefalopatia hepética minirf@p<0,05).
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> Activacion

Medimos la activacidn de la poblacion de linfocitos T CD4 con el marcador de activacion
temprana CD69. Observamos que el porcentaje de células positivas para CD69, dentro de la
poblacién de CD4 totales, estd aumentado de forma selectiva en los pacientes con EHM
(2,2+0.6%, p<0,05 respecto a controles (1+0,2%) y p<0,05 respecto a pacientes sin EHM
(1,1+0,2%) (Figura 21). Por lo tanto, concluimos que existe una activacion general de linfocitos

T helper exclusiva en los pacientes con EHM.

Para atender a cada una de las poblaciones de CD4 estudiadas, analizamos el porcentaje de
células CD69+ para cada una de las poblaciones y vimos que a excepcion de la poblacién de
linfocitos CD4 de memoria efectora, donde no se observa ningiin cambio en el porcentaje de
células positivas para CD69, en todas las demas poblaciones de CD4 estudiadas, vemos un
aumento significativo del porcentaje del marcador de activacion CD69 de manera selectiva en
los pacientes con EHM. De esta manera, vemos que tanto en la poblaciéon de CD4 naive como en
la de memoria, de memoria central, los CD4+CD28- y los CD4+CD28+ observamos una aumento
de practicamente el doble en el porcentaje de células CD69+ respecto a los controles y los

pacientes sin EHM, que no muestran ninguna diferencia con la poblacidn control (ver Figura 21).
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Figura 21. Activacion de linfocitos helper CD4. A. Imagen de citometria de las células CD69+
acotado para los CD4 totales. Los datos se expresaporcentajes de mediatEEM de la
poblacion activada en cada grupo experimenBal. Porcentaje celular de los linfocitos
CD69+CD4+ acotado sobre los CD4 totdleRorcentaje celular de los linfocitos CD69+CD4+
naive y de memoria acotado sobre los CD4 total2sPorcentaje celular de los linfocitos
CD69+CD4+ de memoria central y efectora acotadoesiols CD4 totale€. Porcentaje celular
de los linfocitos CD69+CD4+ autoreactivos y no aedativos acotado sobre los CD4 totakds

* representa diferencias significativas ente pdery controles (<0,05; **p<0,01) y ela
representa diferencias entre S _EHM (sin encefdphepatica minima) y EHM (con
encefalopatia hepéatica minima).p<0,05).
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2.4.1.2. Linfocitos citotoxicos CD8
> Poblacion

Para estudiar poblacidn de los CD8 citotdxicos, medimos los mismos parametros medidos

en la poblacién de CD4 y vimos los resultados descritos a continuacion.

En primer lugar, no vimos ninglin cambio en los porcentajes de los CD8 naive ni de memoria
en los pacientes respecto a los con los controles, manteniéndose en todos los casos en un
porcentaje alrededor del 47%, aproximadamente, en el caso de los CD8 naive y del 30% en los
de memoria en todos los grupos experimentales. Por lo tanto, no existe el desplazamiento hacia
la adquisicion de CD45R0O en estas poblaciones como habiamos observado en el caso de los

linfocitos CD4 (ver Figura 22Ay 22B).

En concordancia con este dato, no observamos ningln cambio en la distribucién de los
linfocitos de memoria, ni en memoria central ni en memoria efectora. Se mantiene un
porcentaje de aproximadamente el 15% de linfocitos CD8 de memoria central y un 40% de
linfocitos de memoria efectora respecto al total de los CD8 tanto en controles como en ambos

tipos de pacientes (Figura 22C).

Estudiamos, también, la poblacion de linfocitos CD8 con o sin el receptor de membrana
CD28. A los linfocitos CD8+CD28- los llamamos linfocitos T supresores, y se incluyen dentro de

los linfocitos T con funcién reguladora, en vez de citotdxica, como la mayoria de CD8.

En este caso, observamos que en los pacientes sin EHM existe un aumento significativo de
la poblacion supresora CD8+CD28- sobre el total de CD4 (60,8+4,5%, p<0,05 respecto a los
controles que muestran un 38+7,8%). En el caso de los pacientes con EHM la diferencia es incluso
mayor mostrando un porcentaje del 77,3+4,7% con una p<0,001 respecto a los controles y una

p<0,05 respecto a los pacientes con EHM (Figura 22C).

En paralelo, existe una disminucion significativa de la poblacién no supresora en los
pacientes sin EHM (39,2+4,5%, p<0,05) respecto a los controles (57,418,3%) y una disminucion
aun mayor en pacientes con EHM mostrando un porcentaje del 22,7+4,7% con p<0,001 respecto

a controles y p<0,05 respecto a pacientes sin EHM (Figura 22D).
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Figura 22. Poblacion de linfocitos citotéxicos CD8. A. Imagen de citometria de las poblaciones
naive y de memoria (en funcién de la expresion de CD4yR¥D45R0) acotado para los CD8
totales. Los datos se expresan en porcentajes diexfi#M de cada poblacion en cada grupo
experimentalB. Porcentaje celular de los linfocitos CBedve y de memoria sobre el total de los
CD8C. Porcentaje celular de los linfocitos CD8 de mamoentral y efectora sobre el total de
los CD8.D. Porcentaje celular de los linfocitos CD8 supresgrno supresores (CD28-/+) sobre
el total de los CD8. El * representa diferencigmsicativas ente pacientes y controlep<(®,05;

*** n<0,01) y ela representa diferencias entre S_EHM (sin enceftibeepéatica minima) y
EHM (con encefalopatia hepatica minima)p€0,05).
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> Activacion

Medimos la activacidn de la poblacion de linfocitos T CD8 con el marcador de activacion
temprana CD69. Observamos que el porcentaje de células positivas para CD69, dentro de la
poblacién de CD8 totales, estd aumentada de la misma manera en pacientes con y sin EHM

respecto al control.

Después, analizamos el porcentaje de células CD69+ para cada una de las poblaciones de
CD8 estudiadas y vimos que las CD8 naive presentaban un porcentaje de activacion mayor en
los dos tipos de pacientes por igual, 5,2+1% (p<0,01) y 5,7+1,3% (p<0,01) sin EHM y con EHM,
respectivamente, frente al control con un valor de 1,7+0,3% (ver Figura 23C). Sin embargo, los
CD8 de memoria no presentaban ninglin cambio en el porcentaje de células CD69+ en ninguno

de los tres grupos de estudio (Figura 23C).

Esta ausencia de cambio en el marcador de activacion la vemos también en los dos tipos de

linfocitos CD8 de memoria, tanto central como efectora (Figura 23D).

Por ultimo, miramos la activacién de las células supresoras CD8+CD28- y observamos que
presentaban un aumento en el porcentaje de células CD69+ en los dos grupos de pacientes, sin
diferenciarse entre ellos (4,31£0,9%, p<0,05 y 4,5+1%, p<0,01 sin y con EHM, respectivamente,
frente al control con un valor de 1,9+0,2%) (ver Figura 23E). Lo mismo ocurre con el dato e
activacion de las CD8+CD28+ (3,1+0,5%, p<0,05 y 3,0%#0,8%, p<0,01 sin y con EHM,
respectivamente, frente al control con un valor de 1,640,3%) donde volvemos a ver un

porcentaje mayor en ambos tipos de pacientes con respecto al control.
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Figura 23. Activacion de linfocitos citotéxicos CD8. A. Imagen de citometria de las células
CD69+ acotado para los CDS8 totales. Los datos geesan en porcentajes de mediatEEM de la
poblacién activada en cada grupo experimenBal. Porcentaje celular de los linfocitos
CD69+CD8+ acotado sobre los CD8 totale?0orcentaje celular de los linfocitos CD69+CD8+
naive y de memoria acotado sobre los CD8 total@sPorcentaje celular de los linfocitos
CD69+CD8+ de memoria central y efectora acotadoesiols CD8 totaless. Porcentaje celular
de los linfocitos CD69+CD8+ supresores y no supessacotado sobre los CD8 totales*
representa diferencias significativas ente pacsent®ntroles ($<0,05; **p<0,01). S_EHM (sin
encefalopatia hepatica minima) y EHM (con encetdlaghepatica minima).
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2.4.2. Linfocitos B

> Poblacion

Como ya se describe en el aparatado 2.1y 2.2 la poblacién de linfocitos B esta disminuida
en pacientes respecto a controles pero mantiene la misma proporcion dentro del total de

leucocitos.
> Activacion

De la misma manera que con los monocitos y linfocitos T, medimos la activacion con la
proporcién de células positivas para CD69. Vimos que los pacientes con EHM, de forma selectiva,
tienen una activacién mayor que los pacientes sin EHM y los controles presentando un
porcentaje del 0,32+0,04%, p<0,05 respecto al grupos S_EHM que tienen un 0,18+0,03% vy

p<0,05 respecto a los controles que presentan un 0,19+0,03% de activacion (Figura 23A).

En concordancia con este dato, vimos que hay una mayor cantidad de IgG en plasma de
pacientes con EHM que en pacientes sin EHM y que en controles. Las inmunoglobulinas son el
principal producto de los linfocitos B activados, por lo que medimos la cantidad de IgG presente
en el plasma, tanto la cadena ligera de 25KDa, como la cadena pesada de 50KDa y en ambos
casos vimos un aumento exclusivo en los pacientes con EHM. Un aumento del 171+16%
(p<0,001) sobre los controles en el caso de la cadena ligera y un aumento del 155£12% (p<0,05)
sobre los controles en el caso de la cadena pesada. En el caso de pacientes cirrdticos sin EHM

no vimos ningun cambio significativo respecto al control (ver Figura 23B).
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Figura 23. Activacion de linfocitos B. A. Porcentaje celular de los linfocitos B CD69+ adot
sobre los linfocitos B totales (CD19B).Nivel de IgG en plasma, tanto la cadena ligeracta
cadena pesada de la inmunoglobulina. Imagen deemesiot encima de la grafica. El *
representa diferencias significativas ente pacgegteontroles (<0,05; ***p<0,001) y ela
representa diferencias entre S_EHM (sin encefdphepatica minima) y EHM (con
encefalopatia hepatica minimaj.p<0,05).
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2.3. Estudio de la diferenciacion de los distintos subtipos de linfocitos CD4

Los linfocitos helper CD4 parecen presentar cambios en su fenotipo de manera exclusiva

en los pacientes con EHM, por lo que decidimos estudiarlos mds a fondo.

Como ya hemos explicado en la introduccion (apartado 3.2.2.1), los linfocitos CD4 se
pueden diferenciar a distintos subtipos caracterizados por la expresién de factores de

transcripcién caracteristicos y por la produccién de ciertas interleucinas.

2.3.1. Estudio de los factores de trascripcion

Estudiamos la expresidon del RNA mensajero de los distintos factores de transcripcion
caracteristicos de los diferentes subtipos de CD4 en las PBMC y observamos que el factor AHR
(caracteristico de los TH22) y el BCL6 (caracteristico de los Tfh) estdn aumentados de manera
significativa y selectiva en los pacientes con EHM, respecto al control y al resto de pacientes sin
EHM. Vemos un aumento del 2,1+0,4 (p<0,01) sobre el control en la expresién de AHR y un
aumento de 1,4+0,1 (p<0,01) sobre el control en el caso del factor BCL6. Los controles estan
representados por el valor 1. Con ello, asumimos que estos dos subtipos celulares podrian estan
aumentados en pacientes con EHM, respecto al total de CD4, es decir, que la diferenciacién de

los T helpers estaria siendo favorecida hacia los linfocitos Th22 y Tfh.

En el caso de FoxP3 y GATA3 vemos una disminucidn significativa (p<0,05) en los dos
tipos de pacientes respecto del control, lo que se corresponderia con una disminucidn de los

linfocitos de funcién antiinflamatoria, las T reguladoras y las TH2, respectivamente.

Por ultimo, no observamos ninglin cambio en la expresién de RORC (caracteristico de
las TH17) ni en TBX21 (caracteristico de las TH1), por lo que suponemos que la diferenciacién de
estos tipos celulares no se estd viendo afectada en ninguno de los dos tipos de pacientes

cirréticos (ver Figura 24 para todos los factores de transcripcion).

109



[ CONTROL
BN S_EHM
B EHM

*%

N
1

Nivel de expresion
FT/HPRT

AHR RORC BCL6 FOXP3 TBX21 GATA3

Figura 24. Nivel de expresion de los distintos factores de transcripcion caracteristicos de los

las distintas subpoblaciones de linfocitos CD4. FT, factor de trascripcion. HPRT, como gen
enddgeno normalizador. Controles=1. El * represdiitaencias significativas ente pacientes y
controles (p<0,05; **p<0,01) y ela representa diferencias entre S_EHM (sin enceftibbpa
hepatica minima) y EHM (con encefalopatia hepatigama). ¢ p<0,05).

2.3.2. Estudio de la secrecidn de citocinas in vitro

Para este estudio, aislamos las células CD4+ del total de células mononucleares de
sangre y las cultivamos (tal como se explica en material y métodos) para estudiar las citocinas
gue secretan los CD4 al sobrenadante, con el fin de caracterizar los subtipos celulares presentes

en nuestros pacie ntes.

Lo que observamos es que en los casos en los que no afiadimos coestimulador (CD28 y
CD3), ya vemos un aumento en la presencia de ciertas citocinas en el sobrenadante de pacientes
con EHM respecto a controles y a pacientes sin EHM, donde no observamos ninguna diferencia.
En el caso de las IL-21 y el TNFa, solo vemos una tendencia de incremento, que se convierte en

un aumento significativo en el caso de la IL-17 y las IL-22 (Figura 25).

Cuando le afiadimos el coestimulador, vemos en todas la interleucinas analizadas en
este experimento un aumento significativo en los pacientes con EHM respecto al control y
respecto a los pacientes sin EHM, que aun con coestimulacién siguen sin mostrar ninguna
diferencia con respecto al control. Sabemos que el tiempo de estimulacidn del experimento, 6
horas, es suficiente para que se exprese el mMRNA de las interleucinas en linfocitos sanos, pero
no lo es para que se traduzcan y se secreten al medio. Por esta razdn, ni en linfocitos de
pacientes sin EHM ni en controles vemos la diferencia entre las muestras sin CD28 y las muestras

con CD28 afiadido exdégenamente. Sin embargo, en pacientes con EHM vemos que la secrecion
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es mucho mayor y mas alin, cuando afiadimos el coestimulador. Podemos presuponer que estos
linfocitos, mas concretamente refiriéndonos a los Th17, Th21 y Th22, ya estan activados en
sangre (como hemos visto con el aumento selectivo del CD69 en linfocitos de pacientes con
EHM) y por ello ya tienen las interleucinas sintetizadas para secretarlas incluso antes de afadir

el estimulo externo.

Ademas, las células CD4+CD28-, que también hemos visto que estan aumentadas en
pacientes con EHM, al tener una capacidad de activacion innata, no necesitan la presentacion
de ningun antigeno ni la unién a su CD28, ya que carecen de él y son capaces de secretar ciertas
interleucinas como la IL-17 (Pieper et al., 2014). Este tipo celular, por tanto, podria explicar un

aumento en la IL-17 en ausencia del coestimulador CD28.
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Figura 25. Nivel de interleucinas en sobrenadante de cultivo de celular de linfocitos CD4
aislados en presencia o ausencia del activador CD28. (—ausencia / + presencia). El * representa
diferencias significativas ente pacientes y coafrojvalor=1). (p<0,05; **p<0,01) y ela
representa diferencias entre S EHM (sin encefdphepatica minima) y EHM (con
encefalopatia hepatica minimay.p<0,05;a0 p<0.01;a00 p<0.001).

2.3.3. Estudio de las T reguladoras

Hicimos un estudio mds exhaustivo de los linfocitos CD4 T reguladores ya que en muchas
patologias se han relacionado con el deterioro cognitivo. Por una parte estudiamos el nimero
de este subtipo celular en sangre mediante la identificacién de los marcadores CD25 y CD127
(CD4+CD25"e"CD127'%) y por otra parte, nos centramos en el factor de trascripcion Foxp3 en
linfocitos. Los resultados obtenidos nos indican un aumento en el porcentaje de las T

reguladoras sobre el total de las CD4 en pacientes cirrdticos respecto a los controles sanos, pero
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sin diferencias entre con o sin EHM (2,3+0,2%, p<0,01 en pacientes sin EHM y 2,2+0,2%, p<0,05
en pacientes con EHM, respecto al control que supone el 1,4+0,1%; Figura 26A). Sin embargo,
teniendo en cuenta la linfopenia en los pacientes cirrdticos, el nimero total de células T
reguladoras en sangre se ve disminuido respecto a los controles, pero de nuevo sin diferencias
entre pacientes con o sin EHM (7,3+1%, p<0,01 en pacientes sin EHM y 8,5+1,2%, p<0,05 en
pacientes con EHM, respecto al control que supone el 14+2,1%; Figura 26B). En cuanto al estudio
del factor de transcripcion FOXP3 en las T reguladoras, no vemos diferencias ni en el nimero de
células T reguladoras positivas para FOXP3, ni en la intensidad de expresidn del factor de

transcripcién en las T reguladoras medido mediante citometria (Figuras 26Cy 26D).
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Figura 26. Estudio de las T reguladoras en sangre. A. Porcentaje de T reguladoras sobre el total
de CD4.B. Numero de cellas T reguladoras por microlitrasangre C. porcentaje de células
FOXP3+ sobre el total de T reguladosintensidad (en unidades de citometria) del fador
trascripcion FOXP3 en las T reguladoras. El * repnga diferencias significativas ente pacientes
y controles (valor=1). (<0,05; **p<0,01). S_EHM (sin encefalopatia hepatica minimajj
(con encefalopatia hepatica minima).
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3. Estudio de los niveles de citocinas en suero

Se realizd un estudio de un gran nimero de citocinas en suero para ver las diferencias entre
los grupos experimentales. Lo observado fue que, por lo general todas lo citocinas pro-
inflamatorias estan aumentadas en pacientes y el aumento es mayor o exclusivo en los pacientes

con EHM en ciertas citocinas (Figura 27). A continuacién comentamos cada una de ellas:

¢ LalL-6 presenta un aumento significativo en los pacientes sin EHM del 231+22% (p<0,01)
sobre los controles (que suponen el 100%) y un aumento aun mayor, del 416+55%
(p<0,001) en los pacientes con EHM sobre los controles, mostrando también una
diferencia significativa (p<0,001) entre ambos tipos de pacientes. La IL-6 puede ser
producida, entre otros, por monocitos activados, que ya hemos visto que su porcentaje
estd aumentado en EHM (apartado 2.3) y también por linfocitos T (apartado 2.4.1).
Tendria un efecto directo sobre su receptor en las células endoteliales (también en la
BHE), promueve la diferenciacién de los Th22, los Th17 y los Tfh y ademas induce las
rutas de sefalizacion del STAT3 y de la secrecion del CCL20 desde las células
endoteliales.

¢ La IL-21 presenta un aumento significativo del 262166% (p<0,05) en los pacientes sin
EHM sobre los controles, y un aumento aun mayor, del 557£122% (p<0,001) en los
pacientes con EHM sobre los controles, mostrando también una diferencia significativa
(p<0,05) entre ambos tipos de pacientes. La IL-21 es producida, principalmente por los
Tfh, aunque también la pueden producir los TH17 y su principal funcién es la activacidn
de linfocitos B. Como hemos visto en el apartado anterior, los pacientes con EHM
presentaban un porcentaje mayor de células B activadas (apartado 2.4.2) que concuerda
con un aumento de IL-21 en suero. También, favorece la diferenciacién de los mismos
Tfhy de los Th17 e inhibe la diferenciacion de las T reguladoras inducidas. Tiene un papel
fundamental en la formacidn de centros germinales y el mantenimiento de los mismos
y actla como coestimuladora de la CXCL13 (que también vemos aumentada en
pacientes con EHM).

e Lla IL-23 presenta una tendencia no significativa de aumento en ambos tipos de
pacientes respecto al control. 138+34% y 185+43% en pacientes sin y con EHM,
respectivamente. Una funcién importante es la promocidn de la diferenciacién de los

Th17.
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La IL-17 presenta un aumento significativo en ambos grupos de pacientes respecto al
control, pero no hay diferencias significativas entre ellos. Vemos un aumento de
168+21% (p<0,01) en pacientes sin EHM y un 220£37% (p<0,01) en pacientes con EHM.
La producen, principalmente, los Th17 y tiene funcién proinflamatoria sobre varias
células dianas, entre ellas las endoteliales de la BHE. Ademas, induce la liberacion de
CXCL13, implicada en la formacién de centros germinales.

El TGFB presenta una disminucion significativa en ambos tipos de pacientes. Vemos un
55+5% (p<0,001) sobre los controles, en los pacientes sin EHM y un 451£5% (p<0,001),
en los pacientes con EHM. No existe diferencia significativa entre los dos tipos de
pacientes. El TGFB es un citocina antiinflamatoria, producida por la T reguladoras, entre
otras células. En altas cantidades promueve la diferenciacidn de las T reguladoras y a
bajas concentraciones, favorece la diferenciacion de las Th17 e inhibe la diferenciacion
del FoxP3 (en el aparatado 2.3.1 vemos una disminucion de las expresion de FoxP3 en
las CD4 en ambos tipos de pacientes).

La IL-10 presenta un gran aumento significativo en ambos grupos de pacientes respecto
al control, pero no hay diferencias significativas entre ellos. Vemos un aumento de
321+73% (p<0,001) en pacientes sin EHM y un 725£79% (p<0,001) en pacientes con
EHM. Aunque, por lo general, es una interleucina antiinflamatoria, es una proteina
pleiotrépica con diversas funciones. Es producida por células de caracter
antinflamatorio, como los monocitos no clasicos y por las T reguladoras. En los primeros
no vimos cambio en la distribucion de la poblacién de monocitos (ver apartado 2.3) y en
las T reguladoras hemos visto una disminucién de la expresion de FoxP3, su factor de
transcripcién. Por lo tanto, podemos achacar este gran aumento a los linfocitos B
especificos productores de IL-10.

El INFy y la IL-12 son dos citocinas producidas por monocitos proinflamatorios y
linfocitos Thl y a su vez promueven la diferenciacion de estos Thl. En el INFy vemos un
aumento del 150% aproximadamente en ambos pacientes con una p<0,05 sobre los
controles. En la IL-12 solamente vemos un aumento significativo de 146+14% p<0,01 en
los pacientes con EHM. No vemos cambios en los restantes grupos.

La IL-18 presenta un aumento significativo del 127+11% (p<0,05) en los pacientes sin
EHM sobre los controles, y un aumento aun mayor, del 178+21% (p<0,001) en los
pacientes con EHM sobre los controles, mostrando también una diferencia significativa
(p<0,05) entre ambos tipos de pacientes. La producen monocitos pro inflamatorios

(hemos visto que estan aumentados en EHM) y tiene un efecto general proinflamatorio.
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La IL-4 y la IL-13 son dos interleucinas producidas por los Th2 y de caracter anti-
inflamatorio. No vemos ninglin cambio en estas citocinas.

El CCL20, también llamado MIP-3q, presenta un gran aumento significativo del 532+53%
(p<0,001) en los pacientes sin EHM sobre los controles y un aumento ain mayor, del
723+88% (p<0,001) en los pacientes con EHM sobre los controles y (p<0,05) también
sobre los pacientes sin EHM. Es producida, principalmente, por macréfagos
proinflamatorios y por células endoteliales. Su secrecion es inducida por la IL-6 y el TNFa
y tiene funcidn de quimioatraccion de células que presentan su receptor CCR6, como las
Th17 ylas Th22. Porlo tanto, un gradiente de CCL20 en tejidos inflamados va a promover
la migracién de linfocitos proinflamatorios a ese lugar.

El TNFa presenta un aumento significativo del 159+11% (p<0,01) en pacientes sin EHM
respecto al control y del 212+21% (p<0,001) en pacientes con EHM respecto al control
y (p<0,05) respecto a los pacientes sin EHM. El TNFa es producido por los monocitos
activados y por los Th22 y a su vez, promueve la diferenciacién de estos linfocitos.
Concuerdan nuestros datos en los aumentos de estos dos tipos celulares. Ademds tiene
receptores en células endoteliales, pudiendo provocar un efecto directo en la BHE.

La IL-1B muestra un aumento significativo solamente en el grupo de pacientes con EHM
(127+18%, p<0,05) respecto a controles. La producen los monocitos activados y también
tiene receptores en células endoteliales, pudiendo provocar un efecto directo a través
de la BHE.

La IL-22 presenta un aumento selectivo en los pacientes con EHM (134+13, p<0,05
respecto al control y p<0,05 respecto a pacientes sin EHM). La producen principalmente
los Th22 y también pueden producirla los Th17. Tiene un papel sinérgico con la IL-17 y
el TNFa y participa en la liberacién de CXCL13, implicada en la formacién de centros
germinales.

CXCL13 presenta un aumento significativo del 202+13% (p<0,01) en los pacientes sin
EHM sobre los controles, y un aumento aun mayor, del 335£26% (p<0,001) en los
pacientes con EHM sobre los controles, mostrando también una diferencia significativa
(p<0,001) entre ambos tipos de pacientes. Su papel principal es la guia de linfocitos B
hacia los centros germinales (explicado en detalle mds adelante).

IL-15 presenta un aumento significativo del 136£10% (p<0,05) en los pacientes sin EHM
sobre los controles, y un aumento aun mayor, del 265+26% (p<0,001) en pacientes con

EHM sobre los controles, mostrando también una diferencia significativa (p<0,001)
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entre ambos tipos de pacientes. La pueden producir astrocitos y macréfagos infiltrados
y puede atraer y promover la migracion de los CD4+CD28- a través de la BHE.

CX3CL1, también llamada fractalkina. Presenta un aumento significativo del 125+6%
(p<0,01) en los pacientes sin EHM sobre los controles, y un aumento atiin mayor, del
160+£7% (p<0,001) en paciente con EHM sobre los controles, mostrando también una
diferencia significativa (p<0,001) entre ambos tipos de pacientes. Se expresa en células
endoteliales activadas y su funcidn principal es atraer a leucocitos con el receptor

CX3CR1, como los linfocitos CD4+CD28-.
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4. Estudio del factor de trascripcion STAT3 en PBMC

Cuando la IL-6, la IL-21 o la IL-22 se unen a sus receptores de membrana en linfocitos
desencadenan una cascada de sefializacién que hace que se fosforile el factor de trascripcion
STAT3 y que se trasloque al nucleo promoviendo la sintesis de genes tales como BCL6, RORC o
AHR en el caso de los linfocitos T CD4 o de genes implicados en la produccion de

inmunoglobulinas, en el caso de los linfocitos B.

En pacientes con EHM existe un aumento de la IL-6, la IL-21 y la IL-22 en suero y un
aumento en el factor de trascripcion BCL6 y AHR, aunque no en RORC, en las PBMC. Ademas,
tienen un mayor contenido de IgG en plasma, producida por los linfocitos B. Para estudiar el
factor responsable de estas rutas de activacién, medimos la proteina STAT3. Observamos que
en pacientes con EHM, la proteina STAT3, aunque no esté mas aumentada en cantidad, si que
presentaba un mayor porcentaje de fosforilacién respecto a controles y a pacientes sin EHM.
Mds de un 30% de la proteina STAT3 esta fosforilada (activada) en pacientes con EHM, mientras
que en controles no llega al 10% y los pacientes sin EHM no presentas diferencias significativas

con el control (Figura 28A, 28B y 28C).

Para relacionar estos parametros se hicieron correlaciones bivariadas con los posibles
parametros relacionados y observamos que los dos parametros que nos daban correlaciones
positivas significativas con el porcentaje de fosforilacion de STAT3 fueron el factor de
transcripcién BCL6 y el ligando CXCL13, con un coeficiente de correlacién de Pearson de 0,59
(p<0,01) y 0,6 (p<0,001), respectivamente (Figura 28D). Este resultado sugiere que la ruta donde
vemos la activacidn de STAT3 no es la de la diferenciacién de Th17, ni de los Th22, sino mas bien

la de los linfocitos foliculares y la secrecidon de CXCL13 en los foliculos germinales.
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Figura 28. Estudio del factor de transcripcion STAT3. A. Nivel de Stat3 en las PBMCs (porcentaje
sobre los controlesB. Porcentaje de proteina fosforilada sobre la prattital. El * representa
diferencias significativas ente pacientes y coagof**p<0,01) y el representa diferencias entre
S _EHM (sin encefalopatia hepéatica minima) y EHMn(emcefalopatia hepatica minimaj. (
p<0,05).C. Imagen de western blott de la proteina Stat3 fdatta y Stat3otal. D. Tabla de
correlacion de Pearson entre la proteina Stat®rteda y el factor de transcripcion BCL6 y la
citocina CXCL13.
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5. Estudio de la metalopeptidasa MMP9 en plasma

MMP9 (Matriz Metalopeptidasa 9) es una clase de enzima que pertenece a la familia de
zinc-metaloproteinasas implicadas en la degradacion de la matriz extracelular. Es secretada por
linfocitos y monocitos y su produccién es inducida por factores como el TNFa. La mayoria de las
MMPs se secretan como pro-proteinas inactivas que se activan cuando se escinden por
proteinasas extracelulares. La enzima codificada por este gen degrada coldgenos y otras

proteinas de la matriz extracelular.

MMP9, junto con elastasas, parece ser un factor regulador en la migracién de neutrofilos
a través de la membrana basal. Ademas, juega un papel importante en la activacidon de células
del sistema inmune, degradando matriz extracelular, activando la IL-1B y ayudando a la

liberacion de varias quimiocinas.

Medimos esta proteina en plasma de pacientes y controles y observamos que en los
pacientes con EHM, la pro-MMP9 liberada a plasma presenta un aumento del 133+12% (p<0,05)
sobre los controles (100%) y sobre los pacientes sin EHM (p<0,05) que no presentan cambios

respecto al control.

Sin embargo, en el caso del péptido activo, no encontramos ninguna diferencia entre los
tres grupos de estudio, por lo que suponemos que la forma activa se ha degradado o no

detectamos su aumento.
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Figura 29. Estudio de la metalopeptidasa MMP9. A. Nivel de la proteina precursora de MMP9
en plasma (porcentaje sobre los controles). El pregenta diferencias significativas ente
pacientes y controles. {%0,05). B. Porcentaje del péptido activo del MMP®O. Imagen de

western blott de la proteina MMP9 (precursor y piépactivo). S_EHM (sin encefalopatia
hepatica minima) y EHM (con encefalopatia hepaticama)
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6. Estudio del antigeno leucocitario humano (HLA)
en sangre total.

En la Tabla 14 resumimos los genes pertenecientes a HLA-A )

subunidades del MHC (complejo mayor de histocompatibilidad) clase | -
l=1

o clase Il en los que se ha encontrado una alteracion. El analisis se llevo
a cabo mediante transcriptomica a partir de sangre total, como -
-
explicamos en el apartado 11 de Material y Métodos. HLA-C o a
N 8 7] | -
En la Tabla 14 podemos observar que los isotipos HLA-DPB2 y HLA-S :
HLA-DRB5 pertenecientes al complejo MHC clase Il (unién a los CD4) -
tienen un nivel de expresién disminuido en los pacientes con EHM -
HLA-DR ~ -
respecto a los controles y respecto a los pacientes sin EHM. Estos § ot
i : . HLA-DQ 7 | | =
ultimos, no presentan cambios respecto al control. Esto podria estar -

=

afectando a la activacion de los CD4 por parte de los leucocitos propios 1 A pp Yl )

de los pacientes con EHM, ya que al estar disminuida la expresion de

Figura 30. Esquema

del gen que codifica
capaz de distinguir lo propio de lo ajeno pudiendo atacar a las células  para el HLA.

los antigenos leucocitarios humanos, el sistema inmune no va a ser

del propio individuo. Esto es, precisamente, lo que ocurre en los

procesos de autoinmunidad.

En el caso de los isotipos perteneciente al MHC clase I, vemos que el decremento de la
expresion es detectado tanto en pacientes con EHM, como sin EHM (excepto en el HLA-F) y no
vemos diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes, solo respecto al control.
Podemos presuponer que los linfocitos que se activan uniéndose al MHC clase |, los citotoxicos
CD8+, pueden activarse por células propias del sistema inmune, siendo incapaz de reconocerlas
como propias. Asi, tanto en pacientes sin o con EHM vemos una posible activacién autoinmune

en los linfocitos CDS8.

Estos datos coinciden con la activacion vista con el marcador CD69 tanto en linfocitos CD4 como
en CD8. En el caso de los CD4 vemos una activacion mayor exclusiva de los pacientes con EHM
(al igual que la disminucién de isotipos de MHC clase 1), mientras que en el caso del marcador
CD69 en los CD8, vemos un aumento en ambos tipos de pacientes sin diferencias entre ellos, al

igual que en la disminucién de la expresion de MHC clase |.
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Tabla 14. Analisis de los diferentes isotipos del complejo de HLA. Estudio de transcriptomica en
sangre total.

S_EHM vs. CRT EHM vs. CRT EHM vs. S_EHM
MHC clase Il Incremento  pvalor Incremento pvalor Incremento pvalor
HLA-DPB2 - ns -0,840 0,008 -0,778 0,009
HLA-DRB5 - ns -0,828 0,041 -0,898 0,021
MHC clase |
HLA-C -0,546 0,022 -0,479 0,041 - Ns
HLA-G -0,408 0,030 -0,467 0,015 - Ns
HLA-H -0,609 0,024 -0,520 0,049 - Ns
HLA-J -0,561 0,029 -0,648 0,014 - Ns
HLA-F - ns -0,900 0,002 - Ns

ns: no significativo. Incremento respecto al control=1
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7. Estudio de la capacidad predictiva de parametros
estudiados en el diagndstico de la encefalopatia
hepatica minima

7.1. Correlacion entre los diferentes parametros estudiados y las
alteraciones cognitivas y motoras de los pacientes con EHM

Se realizd un estudio de correlaciones bivariadas entre los diferentes parametros
analizados vy los resultados de los test que evaltan las capacidades cognitivas y motoras en los

pacientes estudiados.

7.1.1. Alteraciones cognitivas

Atencidon selectiva: en la Tabla 15 se muestran los coeficientes de correlacion
estadisticamente significativos entre los parametros estudiados y los resultados de los test

utilizados para evaluar la atencién selectiva, el Stroop y el test de claves oral.

Como observamos en la Tabla 15, existen correlaciones entre los niveles de interleucinas en
suero o las alteraciones leucocitarias con el deterioro de la capacidad de atencién de los
pacientes. Observamos que hay correlaciones con coeficiente negativo entre la mayoria de las
interleucinas y citocinas proinflamatorias y el nimero de items o aciertos de los diferentes test.
Por el contrario, existe una correlacién con coeficiente positivo entre la concentracion de TGFB,
citocina antiinflamatoria, en suero y el nimero de items o aciertos de los diferentes test. Por lo
tanto, un ambiente proinflamatorio y la falta de componentes antiinflamatorios, esta

relacionada con los déficits de atencidn en estos pacientes.

Por otra parte, la disminucién en el nimero de leucocitos en sangre correlaciona
positivamente con el nimero de aciertos en los test y negativamente con el nimero de fallos.
Este dato nos da la idea de que los pacientes con mayor grado de leucopenia tienen menos

aciertos y mas fallos en las tareas de atencidn selectiva.

Por ultimo, vemos que las correlaciones de los diferentes subtipos de linfocitos CD4 y CD8
nos indican que a mayor numero de linfocitos de memoria y menor de linfocitos naive (es decir,
mayor activacion linfocitaria), menos aciertos y mas fallos en atencién cometen los pacientes
del estudio. También un mayor nimero de linfocitos autoreactivos en sangre correlaciona con

un peor resultado en cuanto a los aciertos de estos test.
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Tabla 15. Correlaciones bivariada de diferentes pardmetros con la puntuacién de los test que

evallan la atencion selectiva.

Coeficientes de

correlacion de Atencion selectiva
Pearson
Stroop Test de claves oral
Tarea Tarea Tarea
Parametros congruente Neutra incongruente Aciertos Errores
(N2 palabras) (N2 colores) (N2 items)

IL-6 -0,224%** -0,234%** -0,234%** -0,308***
IL-21 -0,218* -0,206* -0,260**
IL-17 -0,285** 0,192*
TGFB 0,322* 0,400** 0,436** 0,450***
IL-10 -0,204* -0,237*
IL-18 -0,264**
CCL20 -0,357%** -0,238** -0,314*** -0,371%**
TNFa -0,364** -0,359** -0,396** -0,481***
IL-22 -0,288*
CXCL13 -0,336** -0,394** -0,345** -0,481***
IL-15 -0,338** -0,394**
CX3CL1 -0,243* -0,256* -0,316** -0,471%**
IgG 50KDa -0,359* -0,423* -0,412*
IgG 25KDA -0,546** -0,463** -0,478** -0,594***
GATA3 0,377*
AHR -0,431* -0,461*
Leucocitos(x10e9u/L) 0,407** 0,353** 0,373** 0,382** -0,274*
Linfocitos(x10e9u/L) 0,298* 0,281* 0,356** 0,316*
Neutrdfilos(x10e9u/L) 0,403** 0,327* 0,353** 0,409** -0,303*
Linf. T(x10e9u/L) 0,259* 0,325*
Linf. T CD4(x10e9u/L) 0,290* 0,289* 0,363** 0,283*
CD4 Memoria -0,276*
Cb4 MC -0,270*
CD4 ME 0,317*
CD4+CD28- -0,360** -0,285*
CD8 Naive 0,268*
CD8 Memoria -0,281*
Cb8 MC -0,371** 0,328*
CD8 ME 0,380** -0,294*
CD8+CD28- -0,308*

(*p<0,05; **p<0,01, ***p<0.001). MC, memoria central; ME, memoria efectora.
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Atencidn selectiva-sostenida y concentracion mental: en la Tabla 16 se muestran los
coeficientes de correlacidn estadisticamente significativos entre los parametros estudiados y los
resultados de las puntuaciones del test D2 utilizado para evaluar la atencién selectiva-sostenida

y la concentracién mental.

En la Tabla 16 podemos sacar una conclusidn parecida que en las correlaciones de la
atencién selectiva. En este apartado, se observa que el deterioro en la atencidn selectiva-
sostenida y la concentracion mental estan relacionadas con un ambiente proinflamatorio, con
el paso de los linfocitos naive a memoria, el aumento de linfocitos autoreactivos y con la
deteccion de la activacion temprana por parte del marcador CD69 en varias poblaciones

linfocitarias.

Se observa que la mayoria de citocinas proinflamatorias correlacionan con un menor
numero de aciertos, algunas como la IL-18 y las IL-22, con un mayor numero de fallos y en

general, con una menor efectividad total en la prueba y menor indice de concentracion.

La activacion de linfocitos T, tanto CD4, como CDS8, detectada mediante el marcador CD69,
presenta correlaciones positivas con el nimero de fallos (omisiones y comisiones) y negativas

con el nimero de aciertos y la efectividad y concentracion de la prueba D2.
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Tabla 16. Correlaciones bivariada de diferentes pardmetros con la puntuacion del test que

evalua la atencidn selectiva-sostenida y concentracién mental.

Coeficientes de

correlacion de Atencidn selectiva-sostenida y concentracion mental
Pearson
D2
Parametros Total de Total de
respuestas  aciertos  Omisiones  Comisiones TOT? CON?22

TGFB 0,369* 0,499%** 0,528*** | (,554%**
IL-18 0,269* 0,366**
IL-13 0,893**
CCL20 -0,265* -0,340** -0,307*
TNFa -0,320* -0,386** -0,314*
IL-22 0,491 ***
CXCL13 -0,495*** -0,373** -0,480**  -0,377**
IL-15 -0,358** -0,257* -0,316* -0,303*
CX3CL1 -0,397** -0,370** -0,514**  -0,387**
IgG 25KDa -0,490%*
AHR -0,481** 0,446* -0,437* -0,544**
CD4 Naive 0,287*
CD4 Memoria -0,292* -0,341* -0,315%*
CD4 ME 0,379** 0,343*
CD4+CD28- -0,361* -0,413** -0,308*
CD8 Memoria -0,329* -0,337%*
CD8 ME 0,399** 0,296*
CD8+CD28- -0,336*
CD69+(CD3) -0,306* -0,287*  -0,301*
CD69+(CD4 Mem.) 0,283*
CD69+(CD4 MC) 0,362**
CD69+(CD8 Naive) -0,275*
CD69+(CD8 MC) 0,318* 0,469**
CD69+(CD8 ME) 0,400**
CD69+(CD8+CD28-) -0,284*

TOT: efectividad total en la prueba, CON: indice de concentracién. (* p<0,05; ** p<0,01, ***p<0.001). MC,
memoria central; ME, memoria efectora.
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Memoria de trabajo: en la Tabla 17 se muestran los coeficientes de correlacion
estadisticamente significativos entre los parametros estudiados y los resultados de las
puntuaciones de los test que evallan la memoria de trabajo, el test de digitos oral y el test de

letras y nimeros oral.

Respecto al estudio de la memoria de trabajo de nuestros pacientes observamos que un
ambiente proinflamatorio medido por las citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-21, CCL20, TNFa...)
correlaciona con un menor numero de aciertos en los test evaluados. Mientras que,
componentes antiinflamatorios como el TGFB o los factores de transcripciéon GATA3 y FoxP3,

presentan correlaciones positivas con el nimero de aciertos.

Se observa que a mayor grado de leucopenia, obtenemos peores resultados en el nimero
de aciertos de los test de digitos oral y test de letras y nimeros oral y a que el paso de linfocitos
naive a memoria y la expansiéon de los CD4 autoreactivos, correlaciona con un menor nimero

de aciertos y por lo tanto peores resultados en las test que evalian la memoria del trabajo.
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Tabla 17. Correlaciones bivariada de diferentes pardmetros con la puntuacion de los test que

evaltan la memoria de trabajo.

Coeficientes de correlacion de

Pearson Memoria de trabajo
Test de letras y
Test de digitos oral numeros oral
Parametros Aciertos test Aciertos test Aciertos
directo directo

IL-6 -0,256** -0,195*
IL-21 -0,243** -0,310** -0,289**
TGFB 0,422%** 0,401%** 0,464***
IL-10 -0,262**
IL-18 -0,176*
CCL20 -0,271** -0,287*** -0,290***
TNFa -0,357** -0,431*** -0,429***
CXCL13 -0,275* -0,352**
IL-15 -0,327** -0,362** -0,271%*
CX3CL1 -0,244*
IgG 25KDa -0,440* -0,414*
GATA3 0,359*
FOXP3 0,483**
Leucocitos(x10e9u/L) 0,206 0,327** 0,386**
Linfocitos(x10e9u/L) 0,289* 0,314*
Neutrdfilos(x10e9u/L) 0,318* 0,402%**
Linf. T CD4(x10e9u/L) 0,279* 0,241 0,316*
CD4 Naive 0,292* 0,309*
CD4 Memoria -0,335** -0,407***
Cb4 MC -0,284*
CD4 ME 0,359** 0,324*
CD4+CD28- -0,334*
CD8 Naive 0,256*
CD8 Memoria -0,270*
CD8 MC -0,346** -0,282*
CD8 ME 0,291* 0,279*

(* p<0,05; ** p<0,01, ***p<0.001). MC, memoria central; ME, memoria efectora.
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7.1.2. Alteraciones motoras

EnlaTabla 18 se muestran los coeficientes de correlacidn estadisticamente significativos
entre los parametros estudiados y los resultados de los test utilizados para evaluar las

alteraciones motoras, el test de coordinacién bimanual y el test de coordinacién visomotora.

Observamos, principalmente, que todos los componentes proinflamatorios
correlacionan con un mayor tiempo empleado en la realizacién de los test de coordinacion

motora, tanto el bimanual como el visomotor.

Tabla 18. Correlaciones bivariada de diferentes parametros con la puntuacién de los test que

evaluan coordinaciéon motora.

Coeficientes de correlacién de Pearson Coordinacién motora
Parametros Bimanual Visomotora
(min) (min)

IL-6 0,238** 0,352%**
IL-17 0,229* 0,298%***
TGFB -0,421*** -0,410%**
IL-10 0,188*

IL-18 0,187*
CCL20 0,403*** 0,459***
TNFa 0,293* 0,366**
IL-1B 0,514*
IL-22 0,325* 0,320*
CXCL13 0,315** 0,304*
IL-15 0,262* 0,413***
CX3CL1 0,380*** 0,483***
IgG 50KDa 0,381* 0,410*
IgG 25KDa 0,633*** 0,608***
AHR 0,536** 0,441*
Leucocitos(x10e9u/L) -0,285* -0,319*
Linfocitos(x10e9u/L) -0,283*
Neutrdfilos(x10e9u/L) -0,275* -0,358%**
CD4+CD28- 0,332* 0,374**
CD69+(CD4CD28-) 0,342*

(* p<0,05; ** p<0,01, ***p<0.001)
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7.2. Correlacion entre los diferentes parametros estudiados y la deteccion
de la encefalopatia hepatica minima clasificada por el PHES y estudio de

la capacidad predictiva de los mismos.

Se llevd a cabo un estudio estadistico de correlaciones bivariadas con los diferentes
parametros analizados durante esta tesis. Los resultados significativos de la correlacion entre
cada parametroy la puntuacién obtenida en el PHES se muestran en la Tabla 19. Como podemos
observar, gran parte de las interleucinas tienen una correlacién significativa con coeficiente
negativo, excepto en el caso del TGF, que es positivo, ya que existe una disminucién en los
pacientes. Ademas, la cantidad de IgG detectada en plasma de pacientes correlaciona de manera
significativa con la puntuaciéon del PHES. Por otra parte, el nimero total de linfocitos T en sangre,
tiene una correlacién significativa con coeficiente positivo, aunque como ya hemos visto en
apartados previos las medias poblacionales de estos pardmetros no difieren entre pacientes
cirréticos con o sin EHM. La activacion de ciertas poblaciones con el marcador CD69 también

muestra una correlacidn significativa con la puntuacién del PHES.
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Tabla 19. Correlaciones bivariada de diferentes parametros con la puntuacion del PHES.

Coeficientes de correlacion de Spearman

Parametros PHES
IL-6 -0.347***
IL-21 -0.186*
TGFB 0.459%**
IL-10 - 0.394%**
IL-18 -0.218**
IL-13 -0.254*
CCL20 -0.319%**
TNFa - 0.420%**
CXCL13 -0.541***
IL-15 -0.341*
CX3CL1 -0.517***
IgG 25KDa -0.521%*

Linfocitos (x10e9u/L) 0.361**

Puntuacion bateria PHES

Parametros

Linfocitos T (x10e9u/L)
Linfocitos T CD4 (x10e9u/L)
Linfocitos T CD8 (x10e9u/L)
%CD4 ME

%CD4+CD28-

%CD8 MC

%CD8 ME
%CD69+(CD4+CD28-)
%CD69+(CD8 Naive)
%CD69+(CD8 MC)
%CD69+(CD8+CD28-)

%CD69+(Linfocitos B)

(* p<0,05; ** p<0,01, ***p<0.001). MC, memoria central; ME, memoria efectora.

El siguiente paso para comprobar la capacidad predictiva de los pardmetros que
correlacionan de manera significativa con el PHES fue hacer las curvas COR (Caracteristica
Operativa del Receptor). A partir de aqui sacamos los datos de punto de corte, sensibilidad y

especificidad de cada pardmetro para predecir la aparicion de la EHM. En la Tabla 20 los

pardmetros estan ordenados de mayor a menor area bajo la curva.

De esta Tabla podemos decir que los parametros con mayor capacidad predictiva de la
EHM son la cantidad de IgG de cadena ligera en plasma, la IL-15, el CXCL13, la IL-6, el CX3CL1, la
poblacién activada de linfocitos CD4+CD28-, el porcentaje de la poblacion CD4+CD28- sobre el

total de CD4 vy la IL-18 (mirar valores de sensibilidad y especificidad de prediccion en la Tabla

20).
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Podemos concluir que los procesos mas predictivos e influyentes para la aparicion de la
EHM son los relacionados con la activacion de los linfocitos B y la formacion de centros
germinales (proceso en el que participan la IgG y la CXCL13) y la activacidn y la posible infiltracion
de los CD4+CD28- (proceso en el que participan la IL-15, la CX3CL1, la poblacion CD69+ sobre los
CD4+CD28- y la poblacién CD4+CD28- sobre el total de CD4). La IL-6 y la IL-18 nos indican un

proceso de inflamacién generalizada.

Tabla 20. Curvas COR de diferentes parametros para determinar su capacidad predictiva.

Caracteristica Operativa del Receptor (Curvas COR) %

Punto de Sensibilidad
ABCOR e o
. p valor Especificidad (%)
lgG 25KDa 0,78 (0,60-0,97) 0,018 124° 91 58
IL-15 0,77 (0,64-0,90) <0,001 5,682° 73 73
b
CXCL13 0,76 (0,63-0,88) <0,001 159,6 68 81
IL-6 0,75 (0,66-0,84) <0,001 2,7° 70 76
CX3CL1 0,75 (0,62-0,88) 0,001 0,77¢ 70 69
d
d
%CDA+CD28- 0,70 (0,54-0,86) 0,020 28,9 63 72
IL-18 0,68 (0,57-0,79) 0,003 199,8° 71 57

$5Curvas COR (Caracteristica Operativa del Receptor) para la sensibilidad y especificidad de los pardmetros
para el diagndstico de la EHM en la cohorte de pacientes cirréticos. ABCOR, area bajo la curva COR; IC,
intervalo de confianza. Punto de corte: ? en % sobre el control, ® en pg/mL, cen ng/mLy ¢ en % sobre la
poblacidn entre paréntesis.

Por ultimo, quisimos verificar la importancia de la poblaciéon de linfocitos CD4
autoreactivos (CD4+CD28-) en la aparicién de la EHM en pacientes cirréticos. Para ello llevamos
a cabo un andlisis multivariante con todas las poblaciones estudiadas de linfocitos T helper y sus
respectivas poblaciones activadas con el marcador CD69. En primer lugar llevamos a cabo el
analisis univariantes para cada poblacidn y a continuacidn, hicimos un analisis multivariante con

todos los parametros que tuviesen resultados significativos en el analisis anterior.

En al andlisis univariante, la presencia de EHM esta significativamente asociada con el

porcentaje de la poblacion de linfocitos CD4+CD28-, el porcentaje de células CD69+ en la
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poblacién de linfocitos CD4 naive y el porcentaje de células CD69+ en la poblacion de linfocitos

CD4+CD28- (ver Tabla 21).

El andlisis multivariante, usando como variable dependiente la presencia de EHM y como
independientes, aquellas variables significativas en el analisis univariante, muestra que el
porcentaje de la poblacion de linfocitos CD4+CD28- y el porcentaje de células CD69+ en la
poblacién de linfocitos CD4+CD28- estan significativamente asociados (p<0,01) a la aparicidén y

presencia de la EHM (ver Tabla 21).

Concluimos que, efectivamente, la poblacion con mayor capacidad predictiva para la
aparicion de la EHM es la de los linfocitos CD4+CD28-, tanto su nimero en sangre como su

activacion medida por el marcador CD69.

Tabla 21. Analisis de regresion logistica univariada y multivariada de diferentes subpoblaciones

de linfocitos T CD4 para la prediccién de la EHM.

Analisis de regresion logistica univariada OR 95% IC p valor
Variables independientes

% CD4 naive 1,007 0,930-1,090 0,867
% CD4 memoria 0,994 0,938-1,053 0,836
% CD4+CD28- 1,037 1,009-1,066 0,010
% CD69+(CD4 naive) 1,598 1,003-2,545 0,048
% CD69+(CD4 memoria) 1,061 0,856-1,314 0,591
% CD69+(CD4+CD28-) 1,949 1,068-3,554 0,030

Analisis de regresion logistica multivariada
Variables predictoras
% CD4+CD28- 1,059 1,018-1,102 0,005

% CD69+(CD4+CD28-) 2,769 1,295-5,917 0,009

En los tipos de analisis, uni- o multivariante, la variable dependiente fue la presencia de EHM de acuerdo
con la clasificacion del PHES. Las variables del analisis multivariante fueron aquellas con un p valor
significativo (p<0,05) en el analisis univariante. OR, Odds ratio; IC, Intervalo de Confianza.

134



V. Discusion







Discusidn | Alba Mangas Losada

1. Alteraciones cognitivas y motoras en pacientes
cirréticos con EHM

La encefalopatia hepatica (EH) es una consecuencia del fallo hepatico y conlleva un amplio
rango de alteraciones neuropsiquiatricas, desde ligeros cambios en la personalidad o alteraciones en
el ciclo sueno-vigilia, hasta alteraciones en la funcidn cognitiva, en la coordinacién motoray en el grado
de consciencia. Entre el 30 y el 50% de los pacientes con cirrosis que no muestran signos clinicos de EH
presentan encefalopatia hepdtica minima (EHM) con un leve deterioro cognitivo. Los pacientes con
EHM pueden presentar diversos déficits cognitivos (percepcién visuoespacial, atencidn,
concentracién) y motores (enlentecimiento psicomotor) que no son detectables en un examen
neuroldgico rutinario pero se ponen de manifiesto cuando se realizan test psicométricos especificos

(Amodio et al., 2004).

Las alteraciones en la atencién, velocidad de procesamiento de la informacién, coordinacién
motora, etc, tienen importantes consecuencias en la vida diaria de los pacientes (Dhiman y Chawla,
2009). Por ejemplo, la mayoria de los pacientes cirréticos con EHM tiene disminuida la capacidad de
conducir vehiculos (Schomerus et al., 1981, Bajaj et al., 2009, Felipo et al., 2013) y muestran un
aumento del nimero de accidentes domésticos, laborales y de trafico, caidas y hospitalizaciones

(Roman et al., 2011).

Se ha llegado a un consenso para diagnosticar la presencia de EHM utilizando los mismos test
psicométricos en todos los hospitales. Para ello se selecciond en 2002 como bateria de referencia, la
denominada PHES (Psychometric Hepatic Encephalopathy Score), compuesta por cinco test que
evaltan 1) velocidad de procesamiento (test de Digitos y Simbolos, Conexién Numérica A y B); 2)
memoria de trabajo (test de Digitos y Simbolos); 3) atencidon (test de Conexion Numérica Ay B) vy, 4)
coordinacion visuoespacial (test de Puntos Seriados y Linea Quebrada) (Weissenborn et al., 2001;

Ferenci et al., 2002).

Para evaluar la presencia o no de EHM, los resultados de los test de cada paciente han de ser
corregidos en funcion de su edad y nivel educativo y han de ser referidos a los obtenidos por la
poblacién general sin EHM, que varian ligeramente segun los paises. En Espaia, la puntuacion de cada
test de la bateria PHES y la global se obtienen mediante una aplicaciéon informatica utilizando los
valores de referencia obtenidos para la poblacidon espafiola normal por la Red Espafiola de

Encefalopatia Hepatica (Romero-Gémez et al., 2006). La aplicacidn se encuentra en la pagina web
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http://www.redeh.org y tiene en cuenta la edad y el nivel de estudios de los sujetos evaluados. Se
clasifica a un paciente como con EHM cuando la puntuacion global es -4 o menor. El paciente puede
tener EHM debido a alteraciones cognitivas, motoras o al conjunto de ambos tipos, siendo éste el caso

mas frecuente (Felipo et al., 2012a).

1.1. Alteraciones cognitivas en pacientes con EHM

1.1.1. Atencidn selectiva

Para la evaluacidn de la atencidn selectiva, y velocidad de procesamiento mental se utilizaron
los test de Stroop de colores y palabras (Stroop, 1935) y el test de Claves oral. En ambos casos los
pacientes sin EHM obtuvieron peores resultados que los controles y este empeoramiento se vio mas

agravado en el caso de los pacientes con EHM.

El test de Stroop tiene como ventaja que no requiere una alta capacidad intelectual del
individuo (sdlo lectura y colores), tiene en cuenta la edad del sujeto y requiere poco tiempo para su
realizacion, lo cual es una ventaja para la practica clinica de rutina. Las limitaciones del test residen en
qgue en los individuos con alta frecuencia de lectura o con dificultades para diferenciar colores se

genera una interferencia mayor a la esperada.

Por tanto, el hecho de que pacientes sin EHM, segun el PHES, tengan disminuida la velocidad
de procesamiento mental y la atencidn selectiva indica que éstas son unas de las alteraciones mas

tempranas en pacientes con cirrosis, conduciendo posteriormente a la EHM.

1.1.2. Atencion selectiva-sostenida y concentracion mental

Para el estudio de la atencion selectiva/sostenida y la concentracion mental, se analiza la
capacidad de atender selectivamente a ciertos aspectos relevantes de la tarea mientras se ignoran los
irrelevantes de una forma rapida y precisa. Para evaluarla utilizamos el test d2. Este test proporciona
diversos pardmetros que nos permiten obtener informacion sobre diferentes alteraciones cognitivas
de una manera concisa. Los resultados de este test, indican un déficit en la atencidn
selectiva/sostenida y la concentracién mental en los pacientes con EHM. Los pacientes sin EHM

también muestran cierto déficit en la efectividad total de la prueba y el indice de concentracion.
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Por lo tanto, podemos concluir que alteraciones neuroldgicas de los pacientes afectan a la
atencion selectiva-sostenida y a la concentraciéon mental y se producen tempranamente en el

desarrollo de la EHM.

Este déficit atencional y en la concentracidn implica un deterioro de la calidad de vida del
paciente con EHM, dificultando la realizacién de tareas que requieran estas funciones cognitivas como,

por ejemplo, la conduccidon de vehiculos.

1.1.3. Memoria de trabajo

En el estudio de la memoria de trabajo mediante los test de Digitos y Letras y NUmeros (bateria
WAIS) observamos que los pacientes con EHM son capaces de memaorizar un menor nimero de series
de items que los controles y pacientes sin EHM, presentando un déficit en la memoria de trabajo.
Ademas los pacientes sin EHM también muestran una funcidn cognitiva algo afectada desde la fase

mas temprana de EHM.

El déficit en la memoria de trabajo afecta a la capacidad de procesar y almacenar informacién
verbal y visuoespacial afectando a la vida diaria de los pacientes pudiendo producir olvidos o

desorientacion.

1.2. Alteraciones en la coordinacion motora

Los pacientes con EHM tienen disminuida la coordinaciéon bimanual y visomotora, puesto que
necesitan mas tiempo para realizar la tarea que los sujetos sanos y que los pacientes sin EHM. Los
pacientes sin EHM también tienen peor coordinacion que los sujetos control, pero no llegan a mostrar
una diferencia significativa. En cualquier caso, es evidente la disminucién de la coordinacién bimanual
y visomotora en los pacientes con EHM. Las consecuencias en la vida diaria de las alteraciones en la
coordinacion motora son un empeoramiento de la calidad de vida, pudiendo sufrir caidas,

hospitalizaciones y un enlentecimiento psicomotor.

En conclusidn, los pacientes con EHM muestran déficits cognitivos, principalmente en atencién
(tanto selectiva como sostenida, velocidad de procesamiento mental y concentracidon), memoria de
trabajo y, alteraciones en la coordinacion motora. Estas alteraciones cognitivas serian las mas

tempranas en la progresiéon de la EHM, seguidas por el empeoramiento en la capacidad motora.
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2. Hiperamonemia e inflamacion en pacientes
cirroticos con EHM

Es importante identificar cudles son los factores asociados al fallo hepatico, involucrados en la
aparicién de la EHM, que afectan a la funcién cerebral. Esto puede permitir identificar marcadores

tempranos de EHM vy disefiar tratamientos para revertirla o prevenir su progresion.

Los principales factores que contribuyen a la patogenia de la EHM son el amonio y la
inflamacién (Shawcross et al., 2004, Montoliu et al., 2009, Felipo et al., 2012a). Nuestro grupo, entre
otros, ha demostrado que la hiperamonemia y la inflamacién (con aumento de IL-6 e IL-18 en suero)
son los principales factores que contribuyen a la EHM y acttan sinérgicamente en la induccién del
deterioro neuroldgico (Shawcross et al., 2004, Cauli et al., 2007, Montoliu et al., 2009, Felipo et al.,
2012b). También se ha descrito en otras enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer, que
la neuroinflamacidn juega un papel importante en el deterioro cognitivo (Szekely et al., 2004, Maccioni

et al., 2009) y que el amonio podria contribuir a la demencia en dicha patologia (Seiler 1993, 2002).

Los pacientes cirrdticos presentan hiperamonemia, que alcanza niveles similares en los grupos
sin y con EHM. El amonio es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) induciendo
alteraciones en el sistema nervioso central. Se ha demostrado que la hiperamonemia crénica altera la
via del GMPc en cerebro y que este es responsable de algunos tipos de deterioro cognitivo (Felipo,

2013).

Se ha demostrado también, que la inflamacidn agrava las alteraciones neurolégicas producidas
por la hiperamonemia en pacientes cirréticos y que ademas, determina el grado de severidad de la EH
en pacientes cirrdticos con EH avanzada (Shawcross et al., 2004). En esta tesis se ha realizado un amplio
estudio de citocinas en pacientes cirréticos, demostrando que los niveles de IL-6, IL-21, IL-17, IL-10,
IFNy, IL-18, CCL20, TNFa, CXCL13, IL-15 y CX3CL1 en suero estan aumentados tanto en los cirréticos
con o sin EHM, pero los pacientes con EHM muestran un aumento mayor que los pacientes sin EHM,
sugiriendo una respuesta inmunoldgica mas potente en los pacientes con EHM. En el caso del TGFB,
los pacientes cirrdticos muestran una disminucion en suero independiente de la presencia de EHM.
Ademas, los niveles de IL-12, IL-1B e IL-22 muestran un incremento exclusivo de los pacientes con EHM,
gue no vemos en paciente sin EHM, sugiriendo que el aumento de estas interleucinas se produce en

estadios mas tardios del desarrollo de la EHM.
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Ademads, la IL-6, IL-21, TGFB, IL-10, IL-18, IL-13, CCL20, TNFa, CXCL13, IL-15 y CX3CL1
correlacionan significativamente con el grado de EHM (segun puntuacién del PHES), indicando que la

inflamacién es un contribuyente esencial al deterioro neurolégico en la EHM.

Otra evidencia de la contribucion de la inflamacion al deterioro cognitivo y motor son las
correlaciones establecidas entre todos los pardmetros proinflamatorios estudiados y los resultados de
los test de atencion, concentracidn, memoria de trabajo y coordinacion motora realizados en este
estudio. Observamos que cuanto mayor es la concentracién de citocinas proinflamatorias en suero,
menor es el nimero de aciertos y mayor el numero de fallos en los test. Por el contrario, niveles
elevados de citocinas antiinflamatorias, como el TGFpB, correlaciona con mayor nimero de respuestas
correctas y por tanto mejor puntuacién en el test. Lo mismo ocurre con la actividad motora, donde
una inflamacién mayor corresponde a un mayor tiempo necesario para realizar las tareas bimanual y

visomotora.

Ocurre lo mismo en la activacién de linfocitos, consecuencia de una mayor inflamacién y un
ambiente proinflamatorio. Observamos que existen una correlacion entre el paso de linfocitos naive a
linfocitos de memoria y la presencia del marcador de activacién CD69, ambos indicadores de un

proceso inflamatorio, con el empeoramiento en los resultados de los test de cognicion y los motores.

Todos estos datos concluyen claramente que la inflamacion tiene un papel fundamental en el

desarrollo del deterioro neuroldgico, cognitivo y motor, en los pacientes cirréticos que presentan EHM.

La inflamacion e hiperamonemia actuan sinérgicamente causando alteraciones neuroldgicas
en la EHM. Los pacientes con EHM presentan niveles similares de amonio pero mayores de inflamacion
en sangre que los sin EHM. El hecho de que la inflamacién esté relacionada con mas alteraciones
neurolégicas que la hiperamonemia, indica que seria el grado de inflamacidn el que tendria mas peso

en la determinacion de la aparicion del deterioro neurolégico.
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3. Alteraciones en el inmunofenotipo de pacientes
cirréticos con EHM

3.1. Daiio hepatico

La cirrosis es el resultado de un fallo hepatico y en la clinica existen varios marcadores en
sangre que pueden determinar los niveles de dafio hepatico. Nosotros estudiamos los marcadores
periféricos de dafio hepatico en nuestros pacientes y los resultados aportados nos indican que la

aparicion de la EHM no es debida a la progresion del dafio en el higado.

Como vemos en el apartado 1.1y 1.2 de resultados, los niveles de transaminasas, el MELD o el
Child Pugh no difieren entre los dos tipos de pacientes, con o sin EHM. Tampoco vemos que la aparicion
de la EHM esté asociada a un mayor nivel del LPS en sangre de pacientes, por lo que no podemos decir
gue en el momento en el que los sujetos han participado en el estudio, los niveles de lipopolisacaridos
bacterianos fuesen mayores en ninguno de los dos grupos de pacientes. Por lo tanto, la translocacién
bacteriana no debe ser la causa principal de los cambios observados en el sistema inmune de pacientes

con EHM.

Sabemos que los pacientes cirrdticos, ya de por si, tienen alterado el sistema inmune. Como
podemos ver en varios estudios (Lario et al., 2013, Bonnel et al., 2011, Sipeki, 2014), estos pacientes
tienen un grado importante de leucopenia, niveles altos de amonio y LPS, activaciéon de respuesta
inmune, activacion de los macréfagos del higado (células de kupffer) y una aumento en muchas de las
interleucinas proinflamatorias. Sin embargo, debe haber algo mas que determine que con el mismo
nivel de dafio hepatico y mismo nivel de LPS en sangre, los pacientes con EHM presentan cambios mas

agravados o exclusivos que los diferencian de los pacientes cirréticos sin EHM.

Ademas, los cambios especificos observados en el inmunofenotipo de pacientes con EHM no
correlacionan con el grado de dafio hepatico del pacientes cirrético, ni con un mayor nivel de LPS en
sangre, por lo que estas no deben ser las causas de las alteraciones observadas en los pacientes con

EHM, que no vemos en el resto de pacientes cirréticos sin EHM.

142



Discusidn | Alba Mangas Losada

3.2. Poblaciones celulares en sangre

Los pacientes cirrdticos presentan alteraciones en el sistema inmune, como la leucopenia o
disminucién del nimero de leucocitos en sangre (Lario et al., 2013). En esta tesis concluimos que los
cambios visto en el inmunofenotipo asociados a la aparicion de la EHM no son consecuencia de la
leucopenia vista en pacientes cirréticos, ya que observamos valores similares en el nimero de células
de todas las poblaciones leucocitarias en pacientes con y sin EHM. Esta disminucidn en el nimero de
leucocitos es debida a una disminuciéon en el numero de linfocitos (linfopenia) y de neutrdfilos
(neutropenia). Centrdndonos en el estudio de linfocitos, vemos una disminucién parecida en el
numero de linfocitos By T, tanto CD4 como CD8. Y de la misma manera, no vemos diferencias en la
disminucion de linfocitos T naive, de memoria, memoria central, memoria efectora ni en los CD28-,

entre los dos tipos de pacientes.

Las Unicas poblaciones que no muestran una alteracién cuantitativa son los monocitos y las
NK. Por otra parte, son los monocitos los Unicos que presentan un pequefio aumento en el porcentaje
de distribucion respecto a los leucocitos totales, ya que en el resto de las poblaciones no vemos

alterada la distribucién en porcentajes sobre leucocitos en pacientes ni en controles.

De estos resultados podemos concluir que los pacientes cirréticos en general tienen alterado
el sistema inmune y por ello son mas propensos a tener infecciones o problemas asociadas a una
inmunodeficiencia (Bonnel et al., 2011). Sin embargo, la aparicién de la EHM en pacientes cirréticos
no es debida al déficit en el numero de linfocitos o neutréfilos en sangre. Por ello, el siguiente paso
fue el estudio de las poblaciones mas a fondo para discernir los cambios del sistema inmune asociado

a la aparicidn del deterioro cognitivo.

3.3. Alteraciones especificas en las poblaciones leucocitarias en pacientes
cirroticos asociadas a la aparicion de la EHM

Atendiendo al estudio de la respuesta inmune, ya encontramos diferencias en la primera linea
de defensa de los pacientes con EHM, la llamada inmunidad innata. Los monocitos forman parte de
esta primera respuesta inmune y los pacientes con EHM presentan una activacion mayor en este tipo
celular, mostrada por un aumento de los monocitos con fenotipo proinflamatorio, los llamados
monocitos intermedios. Estos monocitos son precursores de los macréfagos M1, también con

fenotipo proinflamatorio (Bosca et al., 2015). Estos monocitos intermedios son productores de
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interleucinas proinflamatorias como el TNFa, el CCL20, la IL-6, la IL-18, la IL-1B y la IL-12 que van a
promover un ambiente proinflamatorio que va a condicionar la diferenciacién de otros tipos celulares
como los linfocitos CD4 hacia fenotipos efectores. Ademds, estos monocitos/macrofagos
proinflamatorios, son capaces de actuar como células presentadoras de antigenos con los linfocitos,
de manera que contribuyen a la mayor activacidn linfocitaria que observamos en los pacientes con

EHM.

Una diferencia principal en el inmunofenotipo de los pacientes con EHM la encontramos en la
expansion de los linfocitos autoreactivos CD4+CD28- que presentan un incremento de 2,6 veces sobre
los controles, el cual no ocurre en pacientes sin EHM. Esta poblacidn de linfocitos CD4+CD28- se
encuentra aumentada en enfermedades autoinmunes y en procesos de envejecimiento y presenta
funcionamientos aberrantes que contribuyen a la progresion del mantenimiento de las
enfermedades inmunoldgicas crdnicas y las disfunciones inmunes relacionadas con el envejecimiento
(Dumitriu et al., 2009, Dumitriu, 2015, Maly y Schirmer, 2015). En estados patoldgicos, los linfocitos
T CD4+CD28- representan un estado de senescencia celular prematura, como consecuencia de una
persistente activacion del sistema inmune, por lo que se pueden considerar como un biomarcador de
inmunosenescencia. El grado de acumulacién de los CD4+CD28- predice la severidad de las
manifestaciones clinicas (Vallejo et al., 2004). Un incremento en la cantidad de CD4+CD28- en los
pacientes con EHM podria estar reflejando una inmunosenescencia temprana y podria ser un

biomarcador de disfuncién inmunolégica y de EHM.

Los linfocitos T CD4+CD28- son el resultado de repetidas estimulaciones antigénicas en
autoinmunidad y en patologias que cursan con inflamacidn crdénica. Ademas presentan un fenotipo
citotéxico y tienen una capacidad pro-inflamatoria inherente (Broux et al., 2015). Son productoras de
grandes cantidades de TNFa e IFNy, por lo que promueven un ambiente proinflamatorio en el medio.
Estos linfocitos autoreactivos expresan perforinas y granzimas que pueden lisar directamente las

células endoteliales y dafiar el tejido (Dumitriu et al., 2009, Dumitriu, 2015, Maly y Schirmer, 2015).

Ademas expresan moléculas de superficie como CD161, que facilita la migracién trans-
endoltelial y la invasion de los tejidos (Vallejo et al., 2004) y el receptor CX3CR1 (receptor de CX3CL1
o fractalkina), que se expresa de manera exclusiva en los CD4+CD28- y no en los CD4+CD28+ (Broux

et al., 2012a).

De notable importancia también es el hecho de que estas células CD4+CD28- se expanden e
infiltran en el cerebro de pacientes con esclerosis multiple. (Broux et al., 2012a, Broux et al., 2012b)

Esta infiltracidon es conducida por CX3CR1 (Broux et al., 2012a, Broux et al., 2012b) vy su ligando
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CX3CL1 (expresado por células endoteliales), ademas de por la IL-15, que es capaz de amplificar las

propiedades patogénicas de los linfocitos CD4+CD28- (Broux et al., 2015).

Por lo tanto, el incremento de la poblacién de los CD4+CD28- en los pacientes con EHM indica
una disfuncién inmunoldgica mas fuerte que en los pacientes cirréticos sin EHM, con una activacién
continua y persistente y un incremento en la produccion de moléculas que pueden daiar la barrera
endotelial y los tejidos. Esto puede facilitar la infiltracidn de los linfocitos autoreactivos en el cerebro
de los pacientes con EHM, tal como ocurre en la esclerosis multiple. Ademas, los pacientes con EHM
también presentan un incremento en los niveles de CX3CL1 (fractalkina) en suero que atrae a su
receptor CX3CR1 presente en los CD4+CD28- y de IL-15 en suero, que promueve la infiltracidon de
estos linfocitos en cerebro. Tras poner en comun todos estos resultados, proponemos el mecanismo
de infiltracién de los CD4+CD28- en cerebro de pacientes con EHM como uno de los posibles vias que

contribuyen a la aparicion de las alteraciones neuroldgicas en los pacientes con EHM (ver Figura 31).

Otro cambio que vemos en los pacientes con EHM, pero no en aquellos sin EHM, es un
incremento en el marcador de activacién temprana CD69 en todas las poblaciones de linfocitos CD4,
especialmente la poblacion de CD4+CD28-. El CD69 se expresa persistentemente en células T
infiltradas en patologias que cursan con inflamacién crdnica (Sancho et al., 2005). Los linfocitos
CD69+CD4+ se activan continuamente por péptidos propios y son patoldgicos a través de una
regulacion anormal en el balance de citocinas (Ishikawa et al., 1998). CD69 ademas controla la

activacidn de los linfocitos T (De la Fuente et al., 2014).

El incremento de CD69 en pacientes con EHM indicaria una activacidon persistente de los
linfocitos T CD4 que puede estar contribuyendo a la disfunciéon inmune, a la alteracion del patrén de

citocinas, a la diferenciacidn de los diferentes subtipos de CD4 y a la infiltracion tisular.

En cuanto a los CD8 citotéxicos, no vemos que presenten cambios relacionados con la
aparicién de la EHM, ya que estdn alterados en los dos tipos de pacientes cirréticos. A excepcién de
una poblacién de CD8 reguladora, los CD8+CD28-, los cuales estdn aumentados de manera
significativa en los pacientes con EHM, aunque su activacién no es mayor que en pacientes sin EHM.
Esta poblacidon de linfocitos CD8, al contrario que los positivos para el marcador CD28, tienen funcion
reguladora, en vez de citotdxica. Al igual que los CD4+CD28-, estas células CD8+CD28- son marcadores
de inmunosenescencia y aumentan con la edad, de forma mas pronunciada en el caso de las CD8
(Weng et al., 2009). Tienen capacidad supresora, tanto de manera directa (contacto célula-célula),
como a través de la secrecion de citocinas antiinflamatorias como la IL-10 y el TFGP, las cuales estan

alteradas en ambos tipos de pacientes cirréticos, sin ser marcadores especificos de EHM.
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Los pacientes con EHM ademas presentan un patron anormal en la diferenciacion de linfocitos
CD4 en los diferentes subtipos celulares. Los linfocitos CD4 naive se pueden diferenciar en diferentes
T helper (Th) efectores o reguladores: Thl, Th2, Th17, Th22, Th foliculares (Tfh) o T reguladoras
inducibles (iTreg), cada una con unas caracteristicas especificas (Gutcher y Becher, 2007, Kara et al.,
2014, Tripathiy Lahesmaa, 2014). En la Figura 31 estan representadas las citocinas mas significativas
gue conducen a la diferenciacion de cada subtipo celular, los factores de trascripcién caracteristicos

de cada subpoblacidn de CD4 y las principales citocinas que secretan cada uno de ellos.

La desregulacidon de esta diferenciacién da como resultado la patogénesis de diferentes

enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Tripathi y Lahesmaa, 2014).

La diferenciacidn de los CD4 estd mediada por la integracion de sefiales por parte de las células
presentadoras de antigeno, por los receptores de superficie y por las citocinas (Tripathi y Lahesmaa,

2014, Zhu y Paul, 2010).

Ademas, esta diferenciacidon también esta controlada por la activacién del receptor de célula
T (TCR). Una activacion fuerte del TCR favorece la diferenciacion de Thi, Th17 y Tfh, mientras que
una activacién débil del TCR promueve la diferenciacion de Th2 y de las iTreg (Tripathi y Lahesmaa,

2014, Yamane y Paul, 2012).

Para caracterizar las poblaciones de Th y las iTreg en pacientes con y sin EHM, analizamos los
factores de transcripcion caracteristicos de cada uno de los subtipos celulares, las citocinas liberadas

al medio por las células CD4 aisladas in vitro y los niveles de citocinas presentes en suero.

Los pacientes con EHM muestran un aumento en la diferenciacién hacia los Th foliculares,
caracterizados por la expresidn del factor de transcripcidon BCL6 y la secrecion de IL-21 (Crotty, 2011).
Los pacientes con EHM mostraron un aumento en el nivel de expresién del factor de transcripcion
BCL6, que no observamos en los pacientes sin EHM. También detectamos un gran aumento de la IL-

21 en suero de pacientes con EHM.

Ademas, las células CD4+ aisladas de la sangre de los pacientes con EHM liberan IL-21 in vitro,

mientras que las mismas células de pacientes sin EHM no lo hacen.

Estos datos apoyan la idea de que los pacientes con EHM muestran una diferenciacion mayor

hacia las células Th foliculares, cosa que no ocurre en los pacientes sin EHM.

Como ya mencionamos anteriormente, la diferenciacion de las Tfh requiere una activacion

fuerte del TCR (Receptor de célula T), la cual también favorece la diferenciacién de los linfocitos Th17
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y reduce la diferenciacion hacia linfocitos iTreg y Th2. La expresion de los factores de transcripcion
FOXP3 y GATAS3, caracteristicos de iTreg y Th2 respectivamente, esta disminuida en pacientes con o
sin EHM, sugiriendo que la activacion del TCR es mas fuerte en pacientes que en controles y es mas
fuerte en pacientes con EHM (como vemos en la mayor diferenciacidén hacia Tfh) que en pacientes

sin EHM.

Los pacientes con EHM, pero no los sin EHM, también muestran un aumento en la
diferenciacidn de los Th22, caracterizados por la expresion del factor de trascripcion AHR y por la
liberacion de IL-22 y TNFa (Tian et al., 2013). En los pacientes con EHM vemos un incremento en la
expresion de AHR y un incremento en los niveles de IL-22 y de TNFa en suero. Ademas, las células
CD4 aisladas de sangre de pacientes con EHM liberan IL-22, mientras que estas mismas células

aisladas de pacientes sin EHM, no lo hacen.

Las Th22 estdn implicadas en la patogénesis y las alteraciones neuronales de enfermedades
autoinmunes (Azizi et al., 2015). Las Th22 y la IL-22 estan aumentadas en pacientes con esclerosis
multiple. El tratamiento de estos pacientes con IFNB-1a suprime las respuesta celulares de las Th22

y Th17 y hace que disminuya la desmielinizacion (Tao et al., 2015).

El incremento de las Th22 podria también contribuir a la aparicion de alteraciones

neuroldgicas en pacientes con EHM.

El incremento de la diferenciacion de Tfh y Th22 en pacientes con EHM puede contribuir a la
formacidn de drganos linfoides terciarios (TLOs), a la activacién de linfocitos B (mostrado con el
incremento de CD69 en células B) y al aumento de la formacién de anticuerpos (mostrado con el

aumento de IgG en plasma de pacientes con EHM).

Durante las respuestas inmunes crénicas, las células efectoras se pueden infiltrar en tejidos
diana y organizarse en torno a los foliculos de células B formando los centros germinales. Este
fendmeno se llama formacidn de TLOs. Estos TLOs han sido identificados en diferentes tejidos en
diferentes enfermedades, incluyendo el cerebro en casos de esclerosis multiple (Grogan y Ouyang,

2012).

La IL-22 juega un papel importante en la formacion de TLOs en las enfermedades
autoinmunes. La IL-22 promueve la expresién de CXCL13, fundamental para el reclutamiento de
células By Tfhy para la formacion de TLOs, contribuyendo a la activacidn de células By a la infiltracion

en ciertas patologias autoinmunes (Barone et al., 2015).
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El bloqueo de la IL-22 inhibe la expresiéon de CXCL13 y reduce la formacién de los TLOs, la

agregacion de células B y la formacién de auto-anticuerpos (Barone et al., 2015, Ciccia et al., 2013).

La expansion de las Th22 en pacientes con EHM podria facilitar la infiltracion de células
inmunes y la formacién de TLOs en el cerebro, lo que podria contribuir al deterioro cognitivo, como

ocurre en pacientes con esclerosis multiple.

Hasta donde sabemos, la infiltracidn de las células inmunes en el cerebro de pacientes con
EHM o EH no ha sido demostrada antes. Continuar con estos estudios para comprobar la posibilidad

de lainfiltracion celular en cerebro podria ayudar a entender mejor la patogénesis de la EHM y la EH.

Apoyando esta idea de una posible infiltracidn, en resultados mostramos que existe un
aumento exclusivo del precursor de MMP9 en plasma de pacientes con EHM. Esta metalopeptidasa
esta aumentada en patologias como la esclerosis multiple o la artritis reumatoide (Ram et al., 2006)
y ayuda a la infiltracién de linfocitos al ser una enzima capaz de degradar colageno, elastina o mielina,
entre otras, ayudando asi a la ruptura de la BHE y promoviendo, por tanto, el posible paso de

linfocitos a través de ella en los pacientes con EHM.

La infiltracidn de células del sistema inmune y la formacion de TLOs podria estar ocurriendo
en pacientes con EHM, sugerido por el incremento en la diferenciacion de células T CD4+ hacia los

Th foliculares, los principales activadores de las células B, que observamos en los pacientes con EHM.

Los Tfh son necesarios para la formacidon y mantenimiento de los centros germinales y regulan
la diferenciacion de las células B hacia células plasmaticas y células B de memoria. Los Tfh migran en
respuesta al CXCL13 y se recolocan en los foliculos alrededor de las células B ejerciendo un papel

importante en las enfermedades autoinmunes (Crotty, 2011).

Los pacientes con EHM muestran, ademads de un incremento en la diferenciacién de los Tfh,
un incremento de CXCL13 de 3,3 veces en el suero. Esto sugiere una mayor migracién por parte de
los Tfh y de las células B hacia centros germinales, con una consecuente alteracién en la regulacién
de los linfocitos B en pacientes que presentan EHM. De hecho, los pacientes con EHM muestran un
incremento en la expresion de CD69 en linfocitos B, indicando una mayor activacion de este tipo

celular, que también se ve reflejada en un incremento de la IgG en plasma.

Un aumento de los niveles de CCL20 en suero también contribuye a la infiltracién de linfocitos
Ty B. CCL20 (también conocida como MIP-3a) es un citocina quimioatrayente de los linfocitos Ty B

(Liao et al., 1999, Krzysiek et al., 2000) y es fuertemente inducida en las células endoteliales por el
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TNFa y la IL-6. Por ello, el aumento del CCL20 en pacientes con EHM puede estar contribuyendo

también a la infiltracidn linfocitaria.

Los linfocitos B activados se infiltran en el tejido cerebral en casos de derrame cerebral y
esclerosis multiple, tanto en humanos como en ratones, e inducen una respuesta autoinmune que
media el deterioro cognitivo, el cual se puede prevenir con la ablacion de linfocitos B de forma genética
o farmacoldgica (Doyle et al., 2015). Los linfocitos T podrian estar implicados en el mecanismo por el
cual los linfocitos B inducen la disfuncidn cognitiva. Los linfocitos T por si solos parecen no ser
suficientes para provocar el deterioro cognitivo pero junto con la presencia de linfocitos B son capaces

de inducirlo (Doyle et al., 2015).

Existe un tréfico de linfocitos B entre la sangre periférica y el cerebro en esclerosis multiple.
Estructuras similares a foliculos de células B han sido encontradas en meninges de pacientes con
esclerosis multiple (Probstel et al., 2015, Serafini et al., 2004). Podemos decir que las células B juegan
un papel importante en la patogénesis de la esclerosis multiple, como se muestra claramente con el
éxito de las terapias clinicas basadas en los linfocitos B (Probstel et al., 2015). Un aumento en la
activacion de los linfocitos B y en la produccion de anticuerpos podria ser, por tanto, otro mecanismo

gue contribuye a la aparicién de la EHM en pacientes cirréticos.

Otro mecanismo por el cual la inflamacién periférica puede inducir alteraciones neuroldgicas
en la EHM es la activacidn de receptores en células endoteliales por parte de interleucinas periféricas
(TNFa, IL-1[3, IL-6), produciendo la liberacidn de factores inflamatorios en el cerebro, lo cual llevaria a

la neuroinflamacién y alteracion neuroldgica.

Por ejemplo, en ratas inyectadas con LPS, la IL-6 en sangre activa su receptor en las células
endoteliales dando lugar a la activacidon de la via del STAT3, el cual provoca un aumento de la
ciclooxigenasa 2 y prostaglandina E2 en el cortex cerebral (Rummel et al., 2006). En pacientes con EHM
hemos visto un aumento en la activacién (fosforilacion) de la via del STAT3 en PBMC, que lo
relacionamos con un aumento en la diferenciacion de linfocitos T hacia y Tfh y la activacidn de los

linfocitos B.

Los pacientes con EHM tienen similitudes con las deficiencias en el sistema inmune de
pacientes con patologias autoinmunes, como es el caso de la esclerosis multiple. Uno de los datos mas
concluyentes que apoya de idea de que la EHM tiene un componente autoinmune es la deficiencia en
la expresién del HLA medida en sangre. Observamos que en pacientes con EHM, pero no en aquellos
sin EHM, existe un decremento en le expresion del MHC clase Il, molécula de unidn a los linfocitos CD4.

Al presentar una disminucion en la expresion de este complejo receptor, los linfocitos CD4 no van a
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reconocer células del organismo como propias, por lo que podran activarse y atacar a células del propio

sistema, de manera que se podria estar dando un ataque autoinmune en los pacientes con EHM.

Apoyando las hipdtesis expuestas a lo largo de esta discusion, con el estudio de la capacidad
predictiva de los diferentes parametros estudiados para el diagndstico de la EHM, observamos que la
poblacién de CD4+CD28- es una variable predictora de la aparicién de la EHM. Como vemos en la Tabla
21 de resultados, tanto la activacién de los linfocitos CD4 naive como la activacion de la poblacién
CD4+CD28-y la expansion de esta misma poblacion, son variables predictoras de la EHM en un analisis
univariante. Este resultado nos esta indicando que los cambios de que vemos en la activacion de estas
poblaciones y la expansion de los linfocitos CD4 autoreactivos son cambios decisivos asociados a la
aparicién de la EHM en pacientes cirréticos. Ademas, en la Tabla 20 de las curvas COR, vemos que esta
poblacién autoreactiva tiene una relevancia significativa a la hora de evaluar la capacidad predictora
de los parametros estudiados, por lo que podriamos proponer la expansion de los CD4+CD28- y su
activacién como biomarcadores de EHM, de la misma manera que se consideran biomarcadores de

inmunosenescencia.

Ademas de este posible biomarcador, también podemos proponer como tal, la activacién de
los linfocitos By la formacidn de centros germinales. Para apoyar este dato, observamos la mayor area
bajo la curva en el pardmetro de la IgG en plasma, como indicador de la activacion de los linfocitos B.
También, con una especificidad y sensibilidad predictivas altas, mostramos el pardametro CXCL13 que
participa en la quimioatraccién de los linfocitos B y de los Tfh que ayudarian a la activacion de los
linfocitos B y a su organizacién de centro germinales. Ademas, tanto la IL-21 (producida por los Tfh),
como la activacidn de los linfocitos B (células B CD69+), presentan una correlacidn significativa con la
puntuacion del PHES, indicando con todo ello que el proceso de formacion de centros germinales y
activacion de linfocitos B es un proceso que esta contribuyendo al desarrollo de la EHM y puede ser

considerado como otro posible biomarcador de EHM.

Como resumen general, en la Figura 31 observamos una serie de cambios en los pacientes con
EHM qgue vemos reflejados con las flechas del esquema. En primer lugar, atendemos a los monocitos
representados por los marcadores de superficie CD14 y CD16, con mayor o menos expresion en funcién
de si son clasicos, intermedios o no clasicos. Las flechas rojas nos indican que hay una disminucién de
la poblacidn clasica (CD14++CD16-) y un aumento de la poblacion intermedia (CD14++CD16+) en los
pacientes con EHM. Esto va a provocar, por una parte, que haya mayor produccién de citocinas
proinflamatorias por parte de los monocitos/macréfagos intermedios que va a propiciar un ambiente

proinflamatorio que condicionara la diferenciacion de los diferentes subtipos de linfocitos CD4. Por
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otra parte, estos mismos macrofagos M1 van a actuar como CPA con los linfocitos, de manera que

pueden activar a los linfocitos naive.

Observamos un aumento de los linfocitos autoreactivos CD4+CD28- en los pacientes con EHM.
Esta poblacion celular va a ser atraida hacia gradientes de CX3CL1 ayudados por la IL-15 (vemos que
ambas citocinas estan aumentadas en EHM). El CX3CL1 puede ser producido en células endoteliales y
las IL-15 en células de tejido nervioso, entre otras. Proponemos la primera hipoétesis de infiltracion de

CD4+CD28- a través de la BHE, promovida por el aumento de CX3CL1 e IL-15 en el medio.

Vemos un cambio de los linfocitos naive hacia los de memoria en ambos tipos de pacientes
(indicado con flechas grises). Por el contrario, observamos un mayor nimero de células positivas para
el marcador de activacién CD69, exclusivo en pacientes con EHM, en varios tipos celulares, como los
linfocitos CD4, tanto CD28+ como CD28-, en los CD4 naive, en los CD4 de memoria y en los linfocitos

B.

A partir del aumento de ciertas citocinas proinflamatorias en suero de pacientes con EHM,
como el TNFaq, la IL-6 y la IL-1B, que tienen sus receptores en células endoteliales, proponemos nuestra
segunda hipotesis, la transmision de sefiales a través de los receptores de interleucinas en células
endoteliales. Tras desencadenar la cascada de trasmisidon de sefiales, causarian un efecto directo sobre

las células neurales al otro lado de las BHE.

Los linfocitos CD4 naive se diferencian en varias subpoblaciones en funcion de ciertos factores
gue condicionan el medio. Vemos en el esquema que las dos subpoblaciones principales aumentadas
en pacientes con EHM son los Th22 y los Tfh, corroborado también con el aumento de las citocinas que
producen. La IL-21 favorece a la diferenciacion de los Th17 e inhibe e las iTreg, como indican las flechas
del esquema, pero su principal funcion es la activacidn de los linfocitos B. Por ello, vemos una mayor
produccién de IgG en los pacientes con EHM y la posible formacién de centros germinales. Ademas, la
IL-22,laIL-17 y la IL-21 favorecen la secrecidon de CXCL13, desde estos centros germinales, cuya funcidn

es atraer a los linfocitos B y los Thf hacia los mismos.

Se muestra en el esquema de la figura 31 la quimioatraccion de los linfocitos Th22 y Th17 hacia

gradientes de CCL20 secretada por células endoteliales.

A partir de estos datos establecemos nuestras dos ultimas hipétesis, la infiltracién de Tfh y la
posible formacidn de drganos linfoides terciarios dentro del cerebro de pacientes con EHM, que estaria

propiciada por los propios Tfh infiltrados.
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Figura 31. Esquema resumen de los cambios en el sistema inmune asociados a la aparicion de la
EHM. Resultados vistos en el estudio del inmunofenat@gpacientes con EHM vy las posibles hipétesis
(encuadradas en lineas discontinuas) de las cdesasparicion de la disfuncion cerebral quelegal

a la EHM. Las flechas hacia arriba indican aumegnk@cia abajo indican disminucion, el color gris
compara los datos de los controles con los paceasitedticos y el color rojo compara los datos de
pacientes con EHM con los de los pacientes sin HBMEHM). Las flechas discontinuas indican
posible infiltracién o paso de la BHE. Las flechasdoble sentido indican atraccion o relacion.

152



Discusidn | Alba Mangas Losada

Este estudio ha identificado alteraciones especificas del sistema inmune asociadas a la
aparicién de alteraciones neuroldgicas en pacientes cirréticos con EHM. Las principales alteraciones
descritas asociadas a la EHM son: 1) El incremento de la activacion de todos los subtipos de linfocitos
CD4, indicado por un aumento de la expresion del marcador CD69; 2) aumento en la cantidad de
linfocitos CD4+CD28- asociado con un incremento de los niveles de CX3CL1 y de IL-15, que pueden
promover su infiltracién en cerebro; 3) aumento en la diferenciacidn de los linfocitos CD4 hacia Tfhy
Th22, que pueden promover la formacién de érganos linfoides terciarios; 4) aumento de la activacion
de los linfocitos B y su produccidn de IgG. Estas cuatro alteraciones inmunoldgicas pueden contribuir,
de manera conjunta o independiente, a la aparicion de alteraciones neuroldgicas asociadas a la EHM

en pacientes cirréticos.

A partir de estos resultados, podemos sugerir una serie de posibles mecanismos mediantes los
cuales, cambios vistos en la inflamacidn periférica de pacientes con EHM, pueden contribuir a la
aparicién de alteraciones neuroldgicas (resumido en Figura 31): a) infiltracidon en el cerebro de los
linfocitos CD4+CD28-, dando lugar a la neuroinflamacion y deterioro neuroldgico; b) activacion de
receptores de células endoteliales por la interleucinas periféricas (TNFa, IL-1[3, IL-6) provocando la
liberacion de factores inflamatorios en el cerebro, neuroinflamacién y deterioro neuroldgico; c)
infiltracidon de linfocitos Tfh y formacidon de drganos linfoides terciarios con centros germinales,

conteniendo células B, dando lugar al deterioro neuroldgico.

A partir de aqui, seria necesaria la continuidad de estos estudios para caracterizar mejor la
contribucidn de los cambios inmunoldgicos en las alteraciones neurolégicas y su posible utilidad en el

diagnodstico temprano de la EHM en pacientes cirréticos.
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Los pacientes con EHM presentan alteraciones cognitivas y motoras medidas por test
de atencién, concentracidon, memoria de trabajo y coordinacidn motora. Algunas de
estas alteraciones se detectan incluso en pacientes clasificados como sin EHM por la
bateria PHES, indicando que ésta no es suficientemente sensible para diagnosticar la
EHM.

La inflamacion es el factor determinante de la aparicidon y progresion de la EHM y sus
alteraciones neuroldgicas.

El grado de dafio hepatico y la leucopenia de los pacientes cirréticos no determinan la
aparicion de la EHM ni los cambios en el inmunofenotipo asociados a la misma.

Los pacientes con EHM presentan un aumento en el ndmero de monocitos
proinflamatorios en sangre y un ambiente proinflamatorio en suero que condicionan la
activacion y el tipo de diferenciacion de los linfocitos.

Los pacientes con EHM presentan un aumento en el estado de activacién de varios
subtipos de linfocitos T y B, como indican el aumento del marcador CD69 y de citocinas
proinflamatorias en suero.

Los pacientes con EHM presentan un aumento en la cantidad de linfocitos CD4+CD28-
asociado con un aumento de los niveles de CX3CL1 y de IL-15, que pueden promover su
infiltracién en cerebro.

Los pacientes con EHM presentan un aumento en la diferenciacion de los linfocitos CD4
a Tfhy Th22, que pueden promover la formacion de érganos linfoides terciarios.

Los pacientes con EHM presentan un aumento de la activacién de los linfocitos By de la
produccién de IgG.

Los pacientes con EHM, por tanto, presentan una serie de cambios en su
inmunofenotipo que no ocurren en los pacientes sin EHM y que se asocian

especificamente a la aparicion de alteraciones neurolégicas y de la EHM.
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