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RESUMEN

La cirrosis representa un estadio terminal de fibrosis hepatica progresiva
caracterizado por una distorsién de la arquitectura hepatica y la formacién de nddulos
regenerativos. Se caracteriza por una fase denominada cirrosis hepatica compensada,
donde el enfermo permanece asintomatico y su descubrimiento se produce al detectar
hepatomegalia o a través del hallazgo de anomalias en los niveles de enzimas
hepaticos y una segunda fase (cirrosis descompensada) en la que, en cambio, aparece
una clinica rapidamente progresiva marcada por el desarrollo de complicaciones, la
mas frecuente de éstas la ascitis (se presenta hasta en un 60% de los casos) ademas, su
expectativa de vida es inferior respecto a la poblacién normal.

La Cirrosis es una de las principales causas de morbi-mortalidad en los paises
desarrollados. Aproximadamente el 90% de las causas de cirrosis hepdtica en paises
occidentales son consecuencia del abuso de alcohol, la enfermedad por higado graso
no alcohdlico (EHNA) y la hepatitis crénica virica. A escala mundial, la hepatitis crénica
por el virus de la hepatitis B (VHB) y C (VHC) con mas de 400 millones de enfermos
infectados representa la etiologia mds importante. La causa de la cirrosis permanece
desconocida en cerca del 10% de los casos (cirrosis criptogénica) y aproximadamente
el 70% de estos casos se cree que en la actualidad estan relacionados con la EHNA
dentro del contexto de resistencia a la insulina y sindrome metabdlico, mientras que el
resto puede estar en relacion con mecanismos autoinmunes. Varios factores etio-
l6gicos tales como hemocromatosis y alcohol, o alcohol y hepatitis C pueden acelerar
la progresidn a cirrosis.

Generalmente, una vez alcanzado el estadio de cirrosis, se considera que la
enfermedad es irreversible y la Unica opcidn terapéutica posible pasa por el trasplante
hepatico. Sin embargo, existen casos documentados de cirrosis reversibles en estadios
iniciales: se trata de cirrosis de etiologia diversa que se han resuelto al ser tratada la
causa que las origind. Por tanto, conocer la patogénesis de esta enfermedad puede
ayudar a evitar su progresiéon y mejorar la supervivencia. A fin de profundizar en la
fisiopatologia de la cirrosis hepdtica, hemos disefiado un estudio prospectivo para
analizar las diferencias entre la firma transcriptomica de un grupo de pacientes
cirroticos y otro de voluntarios sanos.
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INTRODUCCION

Etiologia y clasificacion

Son diversas las causas que conducen a la aparicidon de cirrosis, ya sea como
consecuencia de una inflamacion hepatica crdonica o debido a la colestasis. En los
paises desarrollados, las dos causas mas frecuentes de cirrosis son el alcoholismo y el
Virus de la Hepatitis C, representando ambas aproximadamente el 50% del total de
pacientes en lista de espera de trasplante hepatico durante el 2011 (1,2). En paises
desarrollados, las principales causas de cirrosis se resumen en la siguiente tabla:

Etiologia de la cirrosis hepatica

Metabdlica-tdxica
Alcohol
Enfermedad de higado graso no alcohdlico (resistencia a la insulina, sindrome metabdlico)

Cirrosis infantil de la India

Infecciosa
Virus de las hepatitis VHB, VHC y VHD

Eschistosomiasis

Autoinmune

Hepatitis autoinmune
Cirrosis biliar primaria
Colangitis autoinmune

Sindromes de solapamiento o superposicién

Inducido por farmacos

Arsénico, metotrexato, isoniazida, amiodarona, a-metildopa, CCl,

Genético-hereditaria

Hemocromatosis hereditaria

Enfermedad de Wilson

Déficit de al-antitripsina

Porfiria cutanea tarda

Enfermedades por depdsito de glucégeno
Galactosemia

Tirosinemia

Abetalipoproteinemia

Fibrosis quistica
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Enfermedades biliares

Cirrosis biliar secundaria (obstruccion biliar por estenosis, litiasis de larga evolucion...)
Colangitis esclerosante primaria

Colangitis asociada I1gG4

Colangiopatia isquémica

Ductopenia

Atresia de vias biliares

Sindrome de Alagille

Vascular

Insuficiencia cardiaca crénica derecha (“cirrosis cardiaca”)
Pericarditis constrictiva crénica

Sindrome de Budd-Chiari

Sindrome de obstruccion sinusoidal (enfermedad venooclusiva)

Telangiectasia hemorragica hereditaria (enfermedad Rendu-Osler-Weber)

Criptogenética

Historicamente, la cirrosis se ha clasificado en base a criterios morfoldgicos en:
micronodular, macronodular y mixta (3):

La cirrosis micronodular se caracteriza por la presencia de nddulos de un
tamarfio inferior a 3 mm de didmetro. Las causas que conducen a su aparicién son
fundamentalmente enfermedad alcohdlica, hemocromatosis, colestasis y obstruccion
al flujo venoso hepatico.

En la cirrosis macronodular los ndédulos tienen un tamafo superior a los 3 mmyy
suele ser secundaria a las hepatitis crénicas virales.

A pesar de que, tradicionalmente la clasificacion morfoldgica ha sido la
comunmente empleada, ésta presenta una serie de limitaciones y por ello, se
encuentra ya en desuso. En primer lugar, es relativamente inespecifica respecto a la
etiologia. En segundo lugar, hay que tener en cuenta que la apariencia del higado
puede cambiar conforme la enfermedad avanza: de hecho, la cirrosis micronodular
suele evolucionar a cirrosis macronodular (4). Por otra parte, los marcadores
seroldgicos actuales son mads especificos que la morfologia hepatica a la hora de
determinar la etiologia de la cirrosis: un ejemplo de ello son los anticuerpos
antimitocondriales, con una especificidad del 98% para la cirrosis biliar primaria (5).
Finalmente, una evaluaciéon exhaustiva de la morfologia hepatica solo puede realizarse
por medio de cirugia, laparoscopia o autopsia.
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Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la cirrosis incluyen sintomas inespecificos
(anorexia, pérdida de peso, debilidad, fatiga) y sintomas y signos de descompensacién
hepatica (ictericia, prurito, signos de hemorragia gastrointestinal alta, distensién
abdominal por ascitis, confusién por encefalopatia hepatica, etc.) Como hallazgos en la
exploracién podemos encontrar ademas de la ictericia mencionada previamente:
arafias vasculares, ginecomastia, ascitis, esplenomegalia, eritema palmar, etc.
Respecto a alteraciones en las pruebas de laboratorio destaca la elevacién en suero de
los siguientes pardametros: bilirrubina, aminotransferasas, fosfatasa alcalina, gamma-
glutamiltranspeptidasa; tiempo de protrombina e INR. De igual modo son frecuentes la
hiponatremia, hipoalbuminemia y trombocitopenia.

Hallazgos radiolégicos

Estudios radiologicos como el ultrasonido abdominal, tomografia axial
computerizada (TAC) y resonancia magnética sugieren la presencia de cirrosis: en éstos
se observa un higado retraido, irregular y nodular. El estudio de estas imdagenes
también puede mostrar la presencia de varices y ascitis en pacientes con hipertensién
portal.

Diagndstico

En pacientes con sospecha de cirrosis, se obtendran imagenes de la cavidad
abdominal a fin de analizar el parénquima hepatico y detectar manifestaciones
extrahepaticas de cirrosis. La biopsia hepdtica es la prueba definitiva para la
confirmacién del diagndstico (bien en el contexto de una autopsia o tras un trasplante
hepatico) ya que de este modo se puede apreciar claramente la arquitectura del
higado al completo. En la practica clinica, los procedimientos mas usuales para realizar
la biopsia hepdtica son: biopsia percutanea, biopsia transyugular y Puncion-aspiracién
con aguja fina (PAAF) guiada con ecografia o Tomografia Axial Computarizada (TAC). La
sensibilidad en el diagndstico de cirrosis se encuentra en un rango del 80-100%
dependiendo del método empleado, del tamano y nimero de muestras obtenidas. Sin
embargo, no es completamente necesaria si los datos clinicos, radiolégicos y de
laboratorio sugieren claramente la presencia de cirrosis y no supone una modificaciéon
del abordaje del paciente.
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Figura 1: Biopsia hepdtica obtenida mediante aguja (40x) de una paciente de

61 afios con obesidad, diabetes e hiperlipemia y que presentaba elevacion
de transaminasas en suero. La biopsia muestra una fibrosis parcheada (azul),
infiltrados peri-portales inflamatorios y una marcada esteatosis. Estos
hallazgos son compatibles con una cirrosis secundaria a esteatohepatitis no
alcohdlica.

Jeremy Ditelberg, MD

En muchas ocasiones, la biopsia hepatica puede orientar hacia la causa:
especialmente cuando ésta es metabdlica (hemocromatosis, hepatitis colestdsica no
alcohodlica, Enfermedad de Wilson y déficit de a-1-antitripsina, entre otras).

Cirrosis hepatica y expresion génica

El estudio de los perfiles de expresion génica es una herramienta que permite
el analisis de las diferencias a nivel de expresién entre diferentes tipos celulares o
tejidos. En nuestro caso, se recurrird a los arrays de expresion para analizar dichos
perfiles.

Los arrays de expresion miden la sefal de expresion a nivel gendmico-
transcriptomico y/o a nivel exdnico de miles de genes simultdaneamente de una
muestra dada, gracias a la técnica de hibridacion especifica ARN-ADN o ADN-ADN. Se
trata de microarrays de oligonucleétidos de alta densidad que incluyen miles de
conjuntos de sondas (probesets) con secuencias del transcriptoma de la especie
estudiada dispuestas sobre la base del array. Cada sonda es un oligonucledtido
complementario a la regién estudiada representado miles de veces en microceldas del
array. La sefial obtenida de la hibridacién de la muestra (ARN o ADN marcado y
fragmentado) con las sondas-oligo dispuestas en los microarrays proporciona la
medida del nivel de expresidn de la muestra analizada (6).
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No obstante, la realizacion de arrays supone una aproximacion inicial al perfil
de expresion génica, puesto que éste ha de ser confirmado por medio de una PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) a tiempo real: RT-PCR. De este modo, podran
relacionarse las diferencias a nivel de expresién génica con los diversos procesos
patogénicos, estableciendo grupos de genes y rutas importantes en la patogénesis de
la cirrosis hepatica.

No es mucho lo que se conoce acerca de las rutas moleculares intrahepaticas
en higados normales y patoldgicos. La diversidad celular que presenta el higado
implica la existencia de interacciones celulares que desempefian un papel importante
en la fisiopatologia del mismo: por ejemplo, el virus de la hepatitis C y el consumo de
alcohol son dos causas principales de carcinoma hepatocelular y cirrosis relacionada
con descompensacion hepatica. El virus provoca una inflamacién del I6bulo hepatico
gue evoluciona a fibrosis, y eventualmente, a cirrosis. Existe ademds, una respuesta
inespecifica intrahepatica mediada por células T CD8 y expresiéon de citoquinas
implicadas en la respuesta Thl. La inflamacion resultante se caracteriza por una
respuesta fibrotica activa, proliferacion celular y apoptosis. Sin embargo, las rutas
moleculares concretas implicadas en la enfermedad hepatica no estan claramente
definidas, aunque existen algunos estudios realizados con arrays que muestran la
existencia de genes diferencialmente expresados relacionados con la respuesta Thi,
inflamacidn, fibrosis, proliferacidn, senalizacion, apoptosis y estrés oxidativo (7).

El estudio de las diferencias a nivel de expresién génica entre pacientes
cirrdticos y personas sanas permite un mayor conocimiento de la patogenia de esta
enfermedad: ademas, se podran establecer nuevos biomarcadores que permitan
conocer y evaluar el estado de los pacientes con enfermedad hepatica. El tiempo es un
parametro fundamental en estos casos y por tanto, la utilizacién de biomarcadores
gue nos permitan monitorizar la progresion a cirrosis, supondria una mejora en la
calidad asistencial a nivel hospitalario, reduciendo el nimero de trasplantes a realizar y
los costes econdmicos que esta problematica genera.
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HIPOTESIS

Existen perfiles de expresidon génica caracteristicos de la cirrosis cuya
identificacion puede ser util para desarrollar herramientas moleculares de diagndstico
y pronostico en esta enfermedad.

OBJETIVOS

El presente trabajo se realizd mediante un estudio prospectivo con los
siguientes objetivos:

1. Estudiar los perfiles de expresidn génica diferencial en pacientes con cirrosis
avanzada respecto a controles sanos.

2. Identificar perfiles de expresion con potencial aplicacién diagndstica o
prondstica en la cirrosis.

MATERIAL Y METODOS

Se extrajo RNA de sangre periférica. El transcriptoma se analizé utilizando
microarrays de trancriptoma humano completo de Agilent®. Este andlisis se llevé a
cabo en los dos grupos de pacientes: cirrdticos terminales y controles sanos.
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Extraccion del ARN

Datos 6ptimos
total/PAXgene blood RNA kit

bioanaliz.

Amplificaciéon y marcado de la RQl: 7 -10

Evaluacion de la calidad con muestra
bioanalizador (en su defecto

Ratio 285/18S: >1

Nanodrop) Preparacién de la hibridacién

Datos 6ptimos

nanodrop:
Hibridacién P

Ratio 260/280: > 1,8

Escaneado en plataforma Agilent

Ratio 260/230: > 1,8

Procesado de laimageny
extraccion de datos

Andlisis bioinformatico

Figura 2: Esquema de trabajo para el
andlisis de expresion génica

Extraccion del ARN total

La extraccion del ARN total se realizd a partir de los tubos PAXgene empleando
el equipo “PAXgene blood RNA kit”. El fundamento de este kit se basa en la adsorcién
y desorcién de los acidos nucleicos en presencia de sales. Se trata de un proceso de
purificacidon que permite la obtencidén de ARN altamente purificado y listo para usar en
procesos posteriores.

Evaluacion de la cantidad y calidad del ARN total

Para obtener resultados reproducibles y comparables en el analisis de
expresion génica, es necesario utilizar una cantidad fija de ARN en todos los
experimentos. Si se adapta una cantidad de ARN fijo y un tiempo de reaccién de
amplificado y marcaje concreto, se conseguird la cantidad de ARNc necesaria para el
experimento.
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La cantidad de ARN de partida recomendada para obtener una cantidad
Optima de ARNc (500 ng a 2 g) es de 50 a 500 ng, siendo la cantidad minima 25 ng, y la
maxima 11 plL.

Las reacciones de amplificaciéon de ARN pueden variar considerablemente en
funcion de la integridad y la pureza del ARN de partida. EIl ARN no debe estar
degradado ni contaminado con proteinas o ADN. La pureza e integridad del ARN
se estimd mediante una espectrofotometria y una electroforesis en gel de agarosa-
formaldehido.

Los perfiles de expresion génica se evaluaron, Unicamente en aquellas
muestras con una pureza e integridad adecuadas.

Amplificacion y Marcaje

El primer paso es una retrotranscripcion inversa para la sintesis de casi la
totalidad de la longitud del ADN complementario (ADNc), mediante la tecnologia
ArrayScript, lo que asegura la obtencion de muestras reproducibles para el analisis
de microarrays.

El segundo paso se encarga de convertir la cadena simple de ADN
complementario en una doble cadena de ADN (dsADN) ya lista para el proceso de
transcripcion. La reaccion emplea una ADN polimerasa y una RNasa H que
simultaneamente degrada el ARN vy sintetiza la segunda cadena de ADNc.
Posteriormente se realiza una purificacion de ADNc para eliminar posibles restos
de ARN, enzimas, y sales que pueden inhibir la transcripcion.

Evaluacion de la concentraciodn, integridad y rendimiento del ARNc

Hay que tener en cuenta tanto la cantidad, calidad e integridad del ARN
de partida como del ARNc generado antes de realizar la hibridacién con los chips de
expresion génica. Por ello debe realizarse una evaluacién de la cantidad de ARNc
obtenido y el rendimiento del marcaje mediante espectrofotometria. La
concentracion de una solucién ARNc se puede determinar midiendo su absorbancia a
260 nm. En nuestro caso se utilizaron bioanalizador y espectrofotémetro NanoDrop
1000A.

Hibridacion

El proceso de hibridacidon se realizd utilizando arrays de expresién génica
de transcriptoma humano completo con la tecnologia 4x44K v2 de Agilent. Solamente
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se hibridaron los ARNs resultantes del proceso de transcripcidon in vitro y
purificaciéon con una calidad e integridad adecuadas.

Escaneado

El escaneado se realizé con la plataforma “Agilent”. Se trata de un sistema
compacto de alto rendimiento de escdner para obtener imagenes de microarrays.

Procesado de la imagen y extraccion de datos

Una vez obtenidos los archivos de imdagenes, utilizando dicho software, se
transformaron las intensidades de las sefales obtenidas en datos numéricos.

Diseno del estudio

Se trata de un estudio prospectivo observacional donde se recogieron datos
demograficos, clinicos y de laboratorio correspondientes a 37 pacientes cirrdticos
terminales sometidos a Trasplante Ortotdpico de higado (TOH) en la Unidad de
Trasplante Hepatico del Hospital Rio Hortega de Valladolid (HRH) durante el periodo
2012-2013.

Pacientes

Criterios de inclusion: se incluyeron todos aquellos pacientes que ingresaron en
la Unidad de Trasplante Hepatico del HRH y a los que finalmente se les realizé6 un TOH
y que firmaron el correspondiente consentimiento informado.

Criterios de exclusion: no firmar consentimiento informado y tener menos de 18
afos.

Datos clinicos y de laboratorio

Los datos clinicos y analiticos de los pacientes fueron recogidos de las historias
clinicas informatizadas a través del programa interno de historias clinicas y del Sistema
Informatico de laboratorio (SIL) del HRH respectivamente.

Los valores de los distintos parametros analiticos se recogieron en el momento
previo a la realizacidn del trasplante hepatico.

A la hora de establecer una clasificacion prondstica de supervivencia vy
asignacion de prioridad en el trasplante se nos plantea la posibilidad de utilizar dos
escalas: MELD y CHILD-PUGH: la primera se basa en el calculo de una puntuacién
segun los valores de bilirrubina, creatinina sérica e INR (Ratio Internacional
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Normalizado). El resultado obtenido puede tomar valores de 6 a 40, correspondiendo
una menor puntuacion a un mejor prondstico.

Por otra parte, Child Pugh emplea para su célculo: bilirrubina total, albumina,
proteinas totales, grado de ascitis y de encefalopatia. Estos dos ultimos parametros
pueden presentar cierto grado de subjetividad frente al resto de pardmetros analiticos,
por ello nos hemos decantado por la escala MELD, calculada en el momento previo al
trasplante.

Analisis estadistico

Los datos demograficos y las caracteristicas clinicas de los pacientes vienen
recogidas en una tabla de descriptivos clinicos (Tabla 1). Las variables cuantitativas se
representaron con la media y desviacidn estandar y las cualitativas con frecuencias
(expresadas en porcentaje). Para los parametros analiticos se indican, ademas, las
unidades y rangos de referencia.

Se realizaron las siguientes comparaciones: Cirroticos terminales VS Controles
Sanos (comparacion general); VHC VS Controles Sanos; No VHC VS Controles Sanos;
Hepatocarcinoma VS Controles Sanos y No Hepatocarcinoma VS Controles Sanos.

Analisis bioinformatico

Se llevd a cabo una normalizacion (por el percentil 75) y transformacion de los
datos mediante la utilizacién del software bioinformatico GeneSpring GX 11.0. Este
software proporciona herramientas estadisticas muy potentes que permiten la
visualizacién rdpida y el andlisis de microarrays.

Para seleccionar los genes cuya expresién cambiaba como consecuencia de un
estado de cirrosis terminal se utilizaron distintas pruebas estadisticas. Se realizd un
test de t de Student para identificar los genes cuyos niveles de expresion eran
diferentes de forma estadisticamente significativa, fijando un p valor menor de 0,05 y
un filtro que solo aceptaba aquellas diferencias con un ratio >2 o < -2, entre los
diferentes grupos.

Una vez que se obtuvo una lista de genes diferencialmente expresados entre
ambos grupos, mediante el software bioinformatico Ingenuity Pathways (IPA), se
estudiaron las rutas candnicas y las funciones relacionadas con dichos genes,
identificando aquellas rutas diferencialmente expresadas entre ambos grupos (p
valor < 0,05).
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Consentimiento informado

La aprobacién tanto cientifica como ética del estudio se obtuvo del Comité
Cientifico para Investigacion Clinica del HRUH. Se mantuvo la identificacion de los
pacientes en el anonimato.

RESULTADOS
Caracteristicas clinicas de los pacientes

La mayoria de nuestros pacientes eran hombres de edad media-avanzada. Las
principales causas que condujeron al estadio de cirrosis terminal fueron el alcoholismo
y el Virus de la Hepatitis C. Respecto a las comorbilidades mas frecuentes, destacan la
presencia de hepatocarcinoma, consumo de alcohol, hipertension y diabetes mellitus
tipo Il. El score MELD medio fué de 11.68. Destaca, asimismo, la elevacién de Proteina
C Reactiva, uratos y enzimas hepaticas:
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Caracteristicas de los pacientes

Valores de Referencia

Edad (Media £ SD) 56,54+8,736

Sexo, n(%) 26 (70)

Causas (%):

VHC 4(10,8)

Alcoholismo 21(56,8)

VHC+Alcoholismo 5(13,5)

Otras causas: 7(18,9)

Comorbilidades (%):

Hepatocarcinoma 16(43,2)

Historia de alcoholismo |26(70,3)

Diabetes Mellitus Il 9(24,3)

HTA 14(37,8)

MELD Score 11,6814,04

Recuento celular

Hemoglobina (g/dl) 11,65+2,28 13,2-16,8
Leucocitos (x103/ul) 5216,22+3209,84 4-10,5
Neutrofilos (%) 64,91+14,42 41-72
Plaquetas (x103/ul) 91216,22+47842,99 |150-350
Coagulacién

Tiempo de Protrombina

(segundos) 78,41+19,58 60-140
INR 1,13+0,32 0,8-1,2
BlOQUIMICA

Glucosa (mg/dl) 133,03+70,84 82-115
Albumina (g/dl) 3,3810,81 3,5-4,6
Bilirrubina (mg/dl) 2,59+1,89 0,2-1,1
Colesterol (mg/dl) 153,35+41,51 <200
Triglicéridos (mg/dl) 94,24+40,38 <150
Proteina C Reactiva

(mg/L) 28,47+76,67 0-10
Acido Urico (mg/dl) 6,57+2,62 2,6-6
AST (U/L) 72,03+81,53 0-50
ALT (U/L) 65,34+50,68 1,0-55
GGT (U/L) 161,22+193,89 0-55
ALP (U/L) 192,70+167,34 30-120

M2 Pilg

Tabla 1: Caracteristicas clinicas de los pacientes. Las variables continuas estan

expresadas a través de la media y la desviacion estandar. Las variables categéricas

estan expresadas como n (%).
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Expresion génica

En comparacién con pacientes sanos, los pacientes cirréticos presentaron 3569

genes diferencialmente expresados. Posteriormente, se hicieron comparaciones con

diversos subgrupos: VHC VS Controles Sanos;

No VHC

VS Controles Sanos;

Hepatocarcinoma VS Controles Sanos y No Hepatocarcinoma VS Controles Sanos.

Estos genes forman parte de una serie de rutas que figuran en la siguiente

tabla, ordenadas de mayor a menor nivel de significacion:

= | Ratio IP4~ Genes - Funciones -
SLC2A5 PIK3C2B,SLC2A1T MMP28, MA
PK4 MAPK15 MMP15 NOS3 MAPK12, Expresién génica,
HIF1ax 2,01 MAPK11 LOHB,SLC2A3 ARMNT, AKT1,ED|desarrollo y proliferacion
N1.RBEX1 AKT3.PIK3ICD.MMP17, VHL AT celular
M.MMP19
IL-15 2,78 |1,RAC3,IL17A BCL2,PTK2,BCL2L1.AKT sistemna
1. AKT3.PIK3CD JAK3 ATM hematolégico, morfologia
celular y tisular
t'lm“:;f::fl RAC2,PXN,PAK4,PAK2,ITGAG,ERBB3, |  Morfologia celular,
"‘I’auniﬁ" 2,71 |MAPK12 RAC3 PTK2 NRG1,ITGB2, PAK ensamblaje y
euroreutar 1.MUSK LAMB1 RAPSN AGRM organizacion celular,
mantenimiento celular
PIK3C2B MAPK12 PNPLA2 MAPK11 T | Supervivencia y muerte
CF7.BCL2 ROCK2 BCL2L1 HNF1B AKT| celular, desarrolloy
PEDF 2,51 funcion del sistema

1,RHOA AKT3,DOCKI,PIKICD,CASPS,
AT

cardiovascular, necrosis
hepatica/muerte celular

M2 Pilar Bueno Requena
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FAAH,CEL LIPC PMLIPEP1,LIPE.MDST
2.PNPLAZ PRDXE

Metabolismo lipidico,
biogquimica de pequeiias
moléculas, transporte
molecular

RACZ PXMITSN1.EPHBZ,GMA12 CXCL
12,GNG13,GNAZ FAC3 ROCKZ FTKZ P
AKT RHOA GMADT ACPAITSHZ

Ensamblaje y
organizacion celular,
mantenimiento y funcidn
icelular, morfologia celular,

RACZ,GRINZA,ITSN1.EPHB2, PDGFA,C
XCL12,GNG13,GRINA ROCKZ FTKZ, PA
KA AKT1,GRINZC AKT3. EFMNAZ PAK4 P
KM PAKZ ARHGEF15,GNA1Z EPHAL.G
MAZ RAC3 GRIN3A FGF1 EFNAT FTPN
11.RHOA, GMACT.ACP

Ensamblaje y
organizacion celular,
mantenimiento y funcidn
celular, cancer

BCLZL1, PIK3C2E8, AKT1,AKT3, PIK3CD,
BAX.BCLZAN PNPLAZ ATM. BCL2

Supervivencia y muerte
celular, desarrollo celular,
necrosis renal/muerte
celular

PLXMATSEFTS.PFN1,SEPTY.RHPN1.E
PHA1,GMNA12 CDCA2EPS ARHGAP4 W
ASF1,SEPT1,TTM ARHGAPS PTKZ, RO
CK2.IGF1,PLEKHGS RHOA PPP1R12B,
MYL4 SEPTZ PIPAKZC

Ensamblaje y
organizacion celular,
mantenimiento celular,
desarrollo Tisular

CDKM2A PIK3C2B.BAX. MAPKIZ2 PRKC
£ BCLZ MYC AKT1IGF1.AKT3, PIK3CD,
CASPE AT

Supervivencia y muerte
celular, morfologia del
tumor, necrosis
renal/muerte celular

MAP3KI APOE, PIK3C2B ARHGEF4 AR
HGEF15,TGAB MAPK12,DAB1 VLDLRE., |
TGE2 AKT1,ARHGER16 MAP4K1, PIKIC
D, ARHGEF10,ATM

Desarrollo embrinario,
funcién y desarrollo del
sistema nervioso,
desarrollo de 6rganos

Degradacion de
. e ae 2,33
Triacilgliceroles
Efrina B 2,32
Rece
p.t{:r de 217
Efrina
DHA 2,16
RhoA 2,15
Apoptosis
mediada por 2,12
Myc
Reelina en
células 2,04
neuronales
Efrina A 1,94

ROCK2Z PTKZ EFMAZ PIK3C2B. PAKT.P
TPM11,EPHAN, RHOA, PIK3CD, ATM, EFMN
Al

Interacciones célula-

célula, ensamblaje y

organizacion celular,
desarrollo tisular
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CTLAG en CD247 PIK3C2B AP2A1 AP1M2 HLA- 5 o celu
A 103 |APPP2R5B.CDEA CDBB,AKT1.CDE0.P esarrofio celular,
L ’ TPN11,FCER1G AKT3,PPP2R5C AP153| funcién y desarrollo del
citotoxicos PIKICD.ATM sistema hematoldgico,
hematopoyesis
RACZ MYOTA TUBB PTK2 PAK1T AKT1, Ensamblaje y
RHOB, TUBA3C/TUBA3D, TUBB4A RHOR e
Células de 18 |ATMPIK3C2B MAP3K9,PAKA PXN PA | OrBantzacion celular,
Sertoli ‘ K2 TUBA4A. ITGAB,LAMC3 MAPK12,RA [Mantenimiento y funcion
C3.EPN2.TUBBS,RHOA MAP2K3 PIK3c|  celular, morfologia
D celular
Células de PIK3C2B PAK4 UBB PAK2 SLC2A1 AR | Cancer, desarrolloy
carcinoma 1,8  |NTPAK1AKT1.PTPN11,RBX1 AKT3 PIK| funcion del sistema
e 3CD.VHL ATM cardiovascular, desarrollo
celular
Riosintesis del Enfermedades del
grupo HEMO | 1,78  |FECH.ALAD ALAS2 HMBS organismo, enfermedad
I respiratoria,
supervivencia y muerte
celular
RAC2 PFN1,ITSN1,EPHB2,FZD3,CXCL1
2.GNG13 SEMAGB PLCH2 TUBB PTK2,
ROCK2 PAK1,WNT4 MYL4 SRGAPZ. G
LAY ARHGEF 15,PTCH1 GNAZRACH, | Ensamblaley
) SRGAP3 ADAM12 PTPNT1 RHOA Ga | OrBanizacion celular,
Guia axonal 1,76 mantenimiento y funcion

01, PIK3CD,ERAP2 UNCEA PDGRA ABL]
M1, PRKCZ ADAMZ1 MFATC AKTT.IGF
1,GLIST, TUBAIC/TUBA3D AKT3, TUBB4
AACE, UNCAC BMP1 . PLEMAY PAKA, PX
M, PAKZ GNATZ TUBALA ADAMZ0,ROB
O3, EFNATNTRKZ WNT3A.MAG. TUBBE

celular, morfologia
celular
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Esclerosis PIK3C2B,GRIN2A GRID2, GPX1,NEFH BAX, [Supervivencia y muerte
Lateral 1,75 NAIP,GRIN3A, GRINA BCL2, BCL2L1,PAKA1 | | celular,enfermedades
Amiotrdfica GF1,GRINZC, GLUL AKT3, PIK3CD,ATM neuroldgicas,
reparacion, replicacion
y recombinacion del
DNA
Metabolismo de
cacién PIK3C2B,CAMK4,SLC2A1 APOAS DIO2 HP|  aminodcidos,
1,74  |AKT1,TSHB NCOA2 SREBF1AKT3 NCOA4| metabolismo de
RRIREE SYT2,PIK3CD,RCAN2 ATM férmacos, desarrollo y
funcion del sistema
endocrino
SIS Metabolisme lipidico,
Biosintesis de !
ceramida 1,71 DEGS2 SPTLC3 KDSR metabolismo de acidos
nucleicos
Enfermedades
Biosintesisde| ALAD ALAS2, HVBS neuroldgicas,
Tetrapirrol Il respiratorias y del
organismo
Desarrollo y funcion
PIK3C2B PAK4,PAK2 NOS3 PTK2 PAK1 AK|  delsistema
Angiopoietina| 1,71  |T1PTPN11,GRB7.AKT3 IKBKAPPIK3CD AT|  cardiovascular,
M movimiento celular,
desarrollo y funcion del|
sistema conectivo
PIK3C2B CALMLS PAK4 CAMK4 PAK2,GN |~ Ensamblajey
CCR3 en 1es  [B13.CCL24.MAPK12 MAPK11PRKCZPLAZ| Organizacion celular,
eosindfilos ' 52A.ROCKZ PLAZ2GAE PAKT RHOA PLAZG ma"t‘_af"m'e"tﬂ Y
5 PPP1R12B, PIK3CD ATM PLA2G12A funcion celular,
morfologia celular
ADCY4,CD4,CXCL12,GNG13,PRKCZ ROCK
2,PTK2 PAK1.AKT1,RHOB,MYL4,AKT3.RH | Morfologia celular,
CXCR4 1,65 OF.ATM.PIKIC2B.PAK4 PXN.PAK2 GNA12.| interacciones célula-
GNAZ MAPK12 RHOA GNAO1.PIK3CD.EL | calyla, mantenimiento
MO y funcion celular
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Mecanismos

CDKN2ZA RACZ FZ03 ADCY4 PTK2 MYC.P
AK1,RHOB,E2ZF2 ATM,PIK3C2B ARHGEF4,

MAPKA2 RAC3 BCL2L1, PTPNT1,ARHGER

TFOP1,ARHGER15, PTCH1 RAPGEF3, GMNAZ

Supervivencia y muerte

moleculares 1,64 6. RHOA GMNADT LEFT MAP2K3 PIKICD.DI| celular, ciclo celular,
del cincer ABLO NOTCH1 ARHGEF10,SMADS MAPK1 cancer
1,PRKCZ BCL2 AKT1 FANCD2 AKT3.CASP
8 RHOF BMP1,PAK4 LRP5 PAK2 GNA12 B
AX NAIPRASGRP1 JAK3 BCLZL1
ILEST.HAMP.SOCS1,SERPINGT,IL1F10,MA
RESPUEStﬂd'E PK11|RAK1C4AFC4B.AH—F1APCSAHTSO Movimiento celular}
- 1,63  [SM,C3,C1S.AHSG,IL1R1,MAPK12,CRABP1| interacciones célula-
ase aguda
HP.ORM1,PTPN11,IL1RN,CRABP2.ORM2, | ¢alula, respuesta
MAP2K3.PIK3CD,C2 " flamatoria
SEPTY,CDC42EP5 GNG13,PRKCZ ROCK2
PTK2 CDOH7.STMN1 PAK1 RHOB MYL4 R Organizacion y
e rae HOF ATM PIK3C2B MAP3K9,SEPT8 ARH |  ensamblaje celular,
familia Rh 1,63 GEF4 PAK4 PAKZ ARHGEF15 GMA12 WA|mantenimiento y funcion
mifia Eho SF1,GNAZ MAPK12, DES SEPT1 KIAA180|  celular, morfologia
4 RHOA ARHGEF16,GNAO1,PPP1R12B.P Celular
IK3CD.ARHGEF10.PIP4K2C SEPT2
Células . .
B ILEST PIK3C2B LIF FZD3,5MADS MAPK12 | Desarrollo embrionario,
‘botencial 1,61 JAPKA TCET MY C WNT3A AKTY PTPNA|  desarrollo tisular y de
“'“"“E“s ncia 1. AKT3,LEF1,PIK3CD JAK3 ATM Grganos
CDKN2A, SFRP2,CSNK1G1,FZD3,PPP2RA L
. . . . E J
Wit/- B.TLE1 KREMEN1 RARG TCF7,CSNKAE, d’;'lﬁ'ﬁ;fjﬂ;;?
cateni 1,57  |MYC AKT1.RARA AKT3 WNT4 MAP4K1 P N ’ it
eninas PP2R5C ACVR1C, UBB AXIN2_LRP5, CSNK SupE”'”E"IC'Ia‘“““E €
1G2 WNT3A SOX6,GNAO1 NREA2 LEF celular
Metabolismo de acidos
Reacclones |, o3 |cLIC2,GPX2,GPX1.GPX5 PRDXE nucleicos, bioquimica de
Redox | pequeiias moléculas,

metabolismo de farmacos
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comparacion cirréticos terminales vs controles sanos: en este caso, la
ruta de IL-15 aparece en segundo lugar.

D dacion Produccion de energia,
egra . 1,53 ALDH1A1,SATT,SMOX ALDH3ATMADA | desarrollo y funcion del
Putrescina Il . .
sistema endocrino
;I:E: ol PIK3C2B,AKT1 MUCSAC, AKT3,PIK3CD.CX Res":::‘:f::{'f;g::“"*”
teli 1,41 CL5 MAPK12 JAKS MAPK11, DEFB4A/DE h toloi
EpItetio FB4B.ATM.IL17A ematologlcas,
respiratorio movimiento celular
RAC2 PIK3C2B.MAPK1Z2 MAPK 11 RAC3.P| Senalizacion celular,
s Qo RKCZ PLAZGZA SYNJ2 PLAZGAE AKT1,P| transporte molecular,
cEpsiion : TPN11,PLA2GS FCER1G.AKT3. MAP2K3.P|  metabolismo de
IK3CD ATM PLA2G12A vitaminas y minerales
Enfermedades
Papel de dermatologicas,
IL-17A en la 1,36 S100A8. CXCLE DEFB4A/DEFB4B IL1TA movimiento celular,
Psoriasis desarrollo y funcion del
sistema hematologico
. GSTAI COKN2A NFIC TFDP1,GSTME TPT e ..
h' “*i d”fﬂ":;:;g:; Lsc  |3TFF1NQO2SLC35A2 BAXRARGARNT. i“rﬂ:s:fgage':ﬁé e
do ! TGM2 MYC ALDH1A1 NCOA2 RARA ALD P lul el ¥ lul
H3B1.DCT.ALDH3B2 ALDH3A1.ATM SR sl
Papel de las
i d D Il lular,
e IL6ST,SOCS1,PTPN11,0SM,MAPK12,MA esarrotio cean
la familia JAK 1,34 PK11 proliferacion y
en la ruta de crecimiento celular
la IL-6
CD247 RACZ PIK3IC2B. PAKA PAKZ NCR3 Interacciones celula-
colulss Nk | 133 |RAC3PRKCZSYNJ2PAK1AKT1 PTPNIL, ff:;:ind;:f ;’;:;f“i
! FCER1G, AKT3.PIK3CD KIR2DL4, NCR2 AT . . .
M hematologico, sistema
inmune
Semaphorina -
en células 132 ROCK2 PTK2 PLXMNAT PAK4 PAKT PAKSZ, Morfologia celular,
' RHOB,DPYSL4, RHOA RHOF ensamblaje celular
neuronales
Tabla 2: Rutas diferencialmente expresadas, resultado de Ila
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En todas las comparaciones realizadas, la ruta de la Interleuquina 15 aparece
sobreexpresada de modo destacado: en la comparacién general aparece en segundo
lugar por detras de la ruta de HIFa (Factor Inductor de Hipoxia) mientras que en las
comparaciones restantes aparece dentro del grupo de las cinco rutas candnicas mas
sobreexpresadas.

Ingenuity Pathways Analysis puso de manifiesto que estos pacientes
presentaban mayor expresion de los genes implicados en la ruta de la Interleuquina
15: IL15R, un receptor de trasmembrana cuyo Fold Change, es decir, nivel de expresion
respecto al control era de 4.1, IL17A, una citoquina (3.2), BCL2L1, un transportador
(3.6) RAC3, un enzima (3.2) y diversas moléculas: AKT1(6.4), AXL(3.1), JAK3(2.3),
MAPK11(2.3), MAPK12(4.4), PIK3C2B(3.5), PIK3CD(2.3) y PTK2(2.4):

PIK3C2B|oncegén homologo v-akt murino timema viral 1 6,385
IL 15RA |oncogén homologo v-akt murino timema viral 3 -2,037
AXL mutacion ataxia telangiectasia -4,345
MAPK12 |receptor tirosin-quinasa AXL 3,143
MAPK11 |Células B CLL/linfoma 2 -2,149
RAC3 |BCL2-tipo 1 3,639 Desarrollo y funcién del
IL17A  |receptor alfa de interleuguina 15 4,075 e
IL-15 BCL2 |interleuguina 17A 3,203 fremiatnkigicn: Markiogin
PTK2  |quinasa Janus 3 2,347 colulary taular
BCL2L1 |protein-quinasa mitégeno-activada 11 2,296
AKT1  |protein-quinasa mitégeno-activada 12 4,430
AKT3 |fosfatidilinositol-4-fosfato 3-quinasa, subunidad catalitica tipo|3 348
PIK3CD | fosfatidilinesitol-4,5-bifosfato 3-quinasa, subunidad catalitica|2,252
JAK3  |proteina tirosin-quinasa 2 2,375
ATM sustrato 3 relacionado con toxina botulinica C3 3,165

Tabla 3: genes pertenecientes a la ruta de IL-15 y Fold Change (nivel de expresidn
respecto al control) correspondiente a cada uno de ellos.

IL-15 Signaling

Signaling in Mast cells Signaling in Neutrophils Signaling in Fibroblasts

N

U15RL

N Wast cell Neutrophil Fibroblast

Enhanced neutrophil
phagocytosis

\
\
\
m@ Increased inflammatory
Cell growth Supression of apoptosis response

(o)
Cell differentiation /4

Apoptosis

Inhibition of
Fas-mediated apoptosis
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DISCUSION

El estudio de la huella molecular en pacientes cirréticos pone de manifiesto una
activacion a nivel sistémico de interleuquinas relacionadas con la respuesta Th1l como
son IL-15 e IL-17. La Interleuquina 15 es una citoquina pleiotrépica producida en
diversos tejidos. Consta de 114 aminoacidos y un peso molecular de entre 14-15 kDa.
Su estructura esta formada por 4a hélices antiparalelas. La Interleuquina 15 es una
citoquina perteneciente a la familia de citocinas tipo |, al igual que IL-2 (con la que
comparte receptor), IL-3, IL-4 e IL-21.

Esta citoquina fue descrita por primera vez en 1994 (8) como un factor soluble
presente en el sobrenadante de cultivo de las lineas celulares HuT-102 y CV-1/EBNA.
Desempefia un importante papel en la proliferacion, supervivencia y diferenciacion de
células NK vy linfocitos T. Ademds, promueve el mantenimiento de las células T
CD8+CD44hi (células T memoria), activa la fagocitosis e incrementa la respuesta
inflamatoria.

Estudios previos ya ponian de manifiesto un incremento en la expresion de
citoquinas que participan en la respuesta Th1l en la cirrosis hepatica (9): actian como
mediadores de la inflamacidn crénica y la regeneracién: en este caso, se trabajé con
muestras de tejido hepatico obtenidas en el momento del trasplante y los resultados
obtenidos fueron validados mediante RT-PCR. En este mismo articulo, se analizd el
perfil de expresiéon en pacientes que habian sido sometidos a trasplante hepatico,
aunque estos Uultimos resultados no fueron nada concluyentes debido a Ia
inmunosupresion de los pacientes. Se observd sobreexpresion de ARNm que codifica
para las citoquinas: IL-2, IL-6 e IL-8.

La ruta del receptor de la IL-15 aparece sobreexpresada de modo destacable
tanto en la comparacién general (cirréticos terminales frente a controles sanos) como
en las comparaciones secundarias descritas en los resultados.

Kakumu et al. llevaron a cabo una medicién en suero de los niveles de IL-15
(junto con IL-10 y receptor de TNF-a) en pacientes VHC positivos, cirréticos y con
carcinoma hepatocelular (10). Dicho estudio puso de manifiesto un incremento en los
niveles de Interleuquina 15, relacionandola con el grado de inflamacion del higado. Por
otra parte, Waldmann TA. relacioné a esta inlerleuquina y a la IL-2 con enfermedades
autoinmunes e infecciones por VHC y HTLV-1 (11). De igual modo, Correia MP et al
afirman que existe sobreexpresion de IL-15 en hepatocitos en condiciones patoldgicas,
tales como hepatitis y carcinoma hepatocelular (12).
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Las diversas comparaciones de nuestro estudio muestran una activacion de la
ruta del receptor de la Interleuquina 15: sin éste, IL-15 no es capaz de desempefiar sus
funciones bioldgicas, tal y como ponen de manifiesto Bergamaschi C et al, donde se
concluye que si ésta es secretada de modo aislado, es degradada rdpidamente (13,17).

De modo general, la respuesta inflamatoria detectada por nuestros arrays
concuerda con datos previos que demostraban una respuesta inmune intrahepatica
Th17 en pacientes VHC positivos (7) y en pacientes con cirrosis hepdtica de diferente
etiologia (18).

Por su parte, la Interleuquina 17 es una glicoproteina homodimérica de 155
aminodacidos y 35 Kd de peso molecular, producida principalmente por un subtipo de
células T llamada Th17. Fue descubierta en 1993 y se la ha relacionado con diversas
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, asi como con la defensa del huésped
contra infecciones bacterianas y flngicas. Asimismo, induce la expresién de diversas
sustancias, tales como: G-CSF, IL-6, quimiocinas, etc. (14).

Wang L. et al hablan de una correlacion existente entre la expresion de
Interleuquina 17 y fibrosis y dafio hepatico en pacientes portadores de VHB (15). En
ese mismo articulo también se menciona a la IL-15 y su papel en la inflamacidn crénica.
Existen ademas otros estudios - Wu J et al. — en los que el aumento de IL-17 en suero
se asocia a riesgo de recurrencia temprana tras trasplante hepatico (16). Como
podemos observar en la ruta del receptor de IL-15 (Figura 3) la interleuquina 17 forma
parte de esta ruta y aparece, ademas, sobreexpresada.

Una de las limitaciones de nuestro estudio fué que los arrays que nos han
permitido analizar la huella molecular en pacientes cirrdticos corresponden a muestras
previas al trasplante: el ARNm se extrae fundamentalmente de leucocitos. Estos
pacientes son sometidos a tratamientos con inmunosupresores (a fin de evitar el
rechazo en el trasplante) que disminuyen drasticamente la serie blanca. De ahi que la
cantidad de ARNm disponible no llegue al minimo requerido por la técnica y los arrays
realizados con muestras pos-trasplante no hayan superado los estandares de calidad
minimos para ser utilizados. En futuros estudios, seria interesante disponer de
muestras pos-trasplante que nos permitan conocer que es lo que ha sucedido a nivel
sistémico tras el TOH.

En definitiva, todos estos estudios ponen de manifiesto que la expresion de
estas citoquinas se asocia con progresion a cirrosis y podrian, por tanto, actuar como
marcadores de prondstico en estos pacientes (19).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de nuestro trabajo fueron las siguientes:

1. Los pacientes con cirrosis terminal muestran sobre-expresién de genes de la
ruta de la IL-15 en sangre periférica, destacando el receptor de la Interleuquina
15y la Interleuquina 17.

2. La activacidon de estas rutas se produce a nivel sistémico, puesto que las
muestras obtenidas corresponden a sangre periférica.

3. Estos resultados sugieren un papel principal para la IL-17 y el receptor de la IL-
15 en los eventos patogénicos que conducen a la cirrosis hepatica (respuesta
Th17).

4. La expresion de estos genes podria ser empleada como marcador prondstico y
de este modo monitorizar la progresion a cirrosis.
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