UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Utilidad de las queratinas séricas
en el diagnodstico de las enfermedades
hepaticas

Tesis doctoral

Cristina Macia Rodriguez

Director: Arturo Gonzdlez Quintela



Declaracién de la autora de la tesis

D2 Cristina Macia Rodriguez

Presento mi tesis, siguiendo el procedimiento adecuado al Reglamento de la USC a estos efectos
y declaro que:

1) Latesis abarca los resultados de la elaboraciéon de mi trabajo.
2) Ensu caso, en la tesis se hace referencia a las colaboraciones que tuvo este trabajo.

3) La tesis es la version definitiva presentada para su defensa y coincide con la versién enviada
en formato electrénico.

4) Confirmo que la tesis no incurre en ningun tipo de plagio de otros autores ni de trabajos
presentados por mi para la obtencién de otros titulos.

En Santiago de Compostela

Fdo.: Cristina Macia Rodriguez



UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Autorizacion del director de la tesis

D. Arturo Gonzalez Quintela
En condicion de tutor de la doctoranda y director de la Tesis

Titulo de la Tesis: Utilidad de las queratinas séricas en el diagndstico de las enfermedades

hepdticas

INFORMA:

Que la presente Tesis se corresponde con el trabajo realizado por D2 Cristina Macia Rodriguez
bajo mi direccién y tutorizacién, y autorizo su presentacion, considerando que reune los
requisitos exigidos en el Reglamento de Estudios de Doctorado de la USC y que como tutor y

director de ésta no incurre en las causas de abstencion establecidas en la Ley 40/2015.

En Santiago de Compostela, 12 de diciembre de 2020.

Fdo.: Arturo Gonzalez Quintela



Agradecimientos

Me gustaria aprovechar estas lineas para agradecer a todas aquellas personas que han hecho
posible que haya llegado hasta aqui como la persona vy la internista que soy.

Queria empezar agradeciendo a Arturo Quintela, por ensefiarme tanto en sus clases, por haberme
hecho entrar el gusanillo de ser internista, por apoyarme en sus afos como jefe y ahora por
dirigirme con paciencia este trabajo.

Vorrei inoltre ringrazziare a tutte quelle persone che hanno fatto che quella timida bambina sia
diventata la donna che sono ora. A tutti i docenti delle scuele elementare e media di Massagno e
del Liceo Lugano 2, per insegnarmi a pensare invece che a studiare. A la Sezione Scout Tre Pini di
Massagno per insegnarmi a collaborare con gli altri, a liderare e a prendere responsabilita. Ai
miei amici (Anna, Fulvia e sopratutto a Maya) per essermi accanto malgrado il tempo e la distanza.

A los internistas del Hospital de Verin (Antonio, Elvira, Eliseo, Juan, Eugenio y Javier) por
ensefiarme lo que significa ser internista y empujarme a elegir esta especialidad.

Al servicio de Medicina Interna del CHUS, con especial mencion a José Antonio, Nacho y Esteban,
por enseflarme a ser internista y a superar la residencia sin quedarme en el camino. A Vane,
porque sin ella aguantar esos 5 anos no hubiese sido posible. A Lourdes, por ensefiarme a luchar
siempre con la sonrisa en la cara. A mis Co-R por hacer la vida en el hospital mas llevadera. A mis
R pequenos por empujarme con sus dudas y preguntas a mejorar dia a dia. A mis hermanitos,
Emilio y Alba, por estar siempre a mi lado y ayudarme en todo lo que necesito.

Al servicio de Medicina Interna y HADO de POVISA, por hacerme sentir parte del grupo desde el
primer momento y por ensefiarme y hacerme mejorar todos los dias. A Javier, por confiar y
apostar en miy por animarme y presionarme a acabar la tesis. Al servicio de Oncologia de POVISA,
por recibirme con los brazos abiertos a pesar de ser de otra especialidad, con especial
agradecimiento a Lucia, por recordarme todas las semanas que tenia acabar este trabajo.

Al grupo de Formacién de la Sociedad Espafiola de Medicina Interna, por trasmitirme las ganas y
la ilusion de empezar siempre algln proyecto nuevo.

Aos meus amigos Rocio, Tania, Jenny, aos “USC Rules” e aos “Equipo Actimel”, por alegrarme os
dias e apoiarme cando o necesito (tranquilos, invitareivos @ exposicidn sé se hai pinchos).

A mi familia politica en especial a mis suegros, por tratarme desde el primer momento como si
fuese su hija.

A mifia familia, sobre todo & Manolo, Manola, Stefano, Alba e Fulgencio por ser o soporte cando
0 necesito e estar en todos os momentos importantes.

A meus pais, por ensinarme que con esforzo se pode conseguir todo o que un se propofia.

Ao meu pequecho, Eric, por conseguir sacarme sempre un sorriso e apoyarme e axudarme en
todo momento.

A Dani, por querer compartir a sia vida conmigo e emprender xuntos esta aventura. A nosa
pequechiia, por acompafiarme coas suas patadifias nestos Ultimos 9 meses de escritura.

Gracifias a todos. Sen voés a Cris que coflecedes non existiria e non teria sido posible presentar
esta tesis doutoral.



Camminando si apprende la vita

Camminando si conoscono cose

Camminando si sanano le ferite del giorno prima

Cammina guardando una stella, ascoltando una voce, sequendo le orme di altri passi
Cammina cercando la vida, curando le ferite lasciate dai dolori

Niete puo cancellare il ricordo del cammino percoso

(Lema del Campo Pascuale Pio, Cuneo 2004; adaptacion de “Caminando” de Rubén Blades)



Aspectos éticos

Como se especifica en cada uno de los subestudios, estos han sido realizados de acuerdo con la
normativa legal y las directrices de la Declaracion de Helsinki vigente en cada momento vy
cumpliendo los requisitos establecidos en autorizaciones sucesivas del Comité Etico de
Investigacion Clinica de Galicia para la linea de investigacion mencionada. Las autorizaciones que
se citan se han afadido como Anexos al final de esta Tesis:

La recopilacidn de datos para estos trabajos comenzo con el estudio “Niveles de TPS (antigeno
polipeptidico tisular especifico) en pacientes con hepatopatia alcohdlica. Comparacion con otras
hepatopatias y con neoplasias epiteliales. Relacion con la alteracion en los niveles de otras
citoqueratinas” (cédigo CEIC de Galicia nimero 2005-079, investigador principal Arturo Gonzélez
Quintela) que posteriormente se expandié con el titulado “Elevacion del TPS sérico (antigeno
polipeptidico tisular especifico, queratina-18) en el diagndstico de enfermedades hepdticas,
especialmente las asociadas al consumo de alcohol” (cédigo CEIC de Galicia numero 2007-109,
investigador principal Arturo Gonzalez Quintela). Para algunos aspectos del estudio se solicitaron
anexos especificos, como el titulado “Valor de la queratina-18 en el diagndstico diferencial de las
hepatopatias post-trasplante hepdtico” (cédigo CEIC de Galicia nimero 2008-272, investigador
principal Santiago Tomé, colaborador en todos estos trabajos). El estudio de las queratinas séricas
estaba incluido en los proyectos previos, pero para ellas se solicité en su dia un estudio mas
extenso, que también incluia el andlisis dichas queratinas: “Estudio descriptivo de las
hepatopatias autoinmunes en el drea sanitaria de Santiago (cédigo CEIC de Galicia nimero 2018-
506, investigador principal Arturo Gonzalez Quintela).

Declaraciéon de conflictos de interés

La autora y director de este trabajo estan de acuerdo en presentar los resultados en la presente
tesis y declaran que no existe ningun tipo de conflicto de intereses.

Financiacion

Parte de los estudios fueron financiados con fondos de la Xunta de Galicia (Conselleria de
Sanidade, codigo de proyecto PS 08/69) y con fondos propios del grupo de investigacién.



Predmbulo: Estructura general de la tesis y rol de la doctoranda

La presente memoria se estructura en 5 subestudios independientes entre si, con el nexo comun
que da titulo a la Tesis: “Utilidad de las queratinas séricas en el diagndstico de las enfermedades
hepdticas”. Los trabajos investigan aspectos diagndsticos y prondsticos de esos fragmentos de
gueratina, especialmente de la queratina-18, en los grupos de enfermedades mas relevantes en
nuestro medio en el adulto: hepatopatia por virus hepatitis C, hepatopatia alcohdlica, higado
graso no alcohdlico, hepatopatias autoinmunes y trasplante hepatico.

Tras una Introduccion General al problema, se desarrollan esos cinco subestudios, que se
corresponden con los Objetivos de la Tesis, como se enumeran de modo conjunto en el apartado
correspondiente. Los subestudios se han presentado separadamente porque sus métodos tienen
elementos diferenciales y especificos, especialmente en lo que respecta a los pacientes a estudio,
que son distintos en cada uno de los subestudios, asi como algunos elementos de la
instrumentacion, las determinaciones y el analisis. Los cinco subestudios, de esta manera,
podrian corresponder, con las modificaciones oportunas, a sendos articulos que se enviasen a
publicar. De hecho, algunos de ellos han sido presentados en congresos y alguno se encuentra ya
en proceso de publicacién. Para cada subestudio se ha incluido una breve Introduccion especifica
(intentando no entrar en redundancia con la Introduccién General), el Objetivo al que responden
de la lista general, los Pacientes y Métodos especificos, sus Resultados, una breve Discusion y sus
Conclusiones especificas. A continuacion, se realiza una Discusion general del conjunto de los
subestudios, incluyendo sus limitaciones y fortalezas y las conclusiones comentadas con los
hallazgos fundamentales que las soportan. Finalmente, se enumeran las Conclusiones de la Tesis
y se detalla la Bibliografia conjunta de todos los subestudios y de la Introduccién.

Los trabajos forman parte de una linea de investigacion del director de la Tesis y el grupo de
investigacion. La doctoranda ha sido la responsable directa de todos los subestudios que se
presentan: En todos ellos ha sido la responsable del andlisis de los datos, de su integracion y de
su presentacién estructurada. En los subestudios 2, 3, y 5, la doctoranda ha hecho uso de bases
de datos creadas a efectos de investigacidn en las patologias correspondientes, de modo previo
a su inscripcidn en el programa de doctorado. En los subestudios 1 y 4, la doctoranda ha sido,
ademas, responsable de crear las bases de datos necesarias para estos estudios, bases que,
ademas, serviran al grupo para nuevos estudios futuros.
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Resumen

Antecedentes: Las queratinas son proteinas que forman parte del citoesqueleto de las células
epiteliales, siendo la queratina-18 (K18) la principal en los hepatocitos y la K19 en los ductos
biliares. Durante la muerte celular son liberadas al torrente sanguineo; en caso de necrosis, de
forma integra y en caso de apoptosis, tras sufrir la digestidn por las caspasas, como fragmentos.
Debido a esto, los fragmentos de K18 séricos pueden ser un dato indirecto del grado de apoptosis
o de necrosis de los hepatocitos, aunque este aspecto diagndstico ha sido poco estudiado hasta
la fecha. La determinacion del denominado Tissue Polypeptide Specific antigen (TPS, que se
corresponde con los residuos 322-340 de la K18) existe de modo comercial, aunque en el pasado
fue utilizado como marcador tumoral epitelial.

Objetivo general: Estudiar la utilidad de la determinacién de los fragmentos de K18 (TPS) en el
diagndstico y seguimiento de los pacientes con las principales enfermedades hepaticas del adulto.

Métodos: La Tesis se compone de 5 subestudios observacionales en sendos grupos de trastornos:

1. Evolucion de las concentraciones séricas de K18 (TPS) y de la fibrosis hepdtica tras el
tratamiento con antivirales de accion directa en pacientes con hepatopatia por Virus de la
Hepatitis C (VHC): estudio transversal con seguimiento longitudinal (retrospectivo) en una
cohorte de 149 pacientes.

2. Concentracion sérica de K18 (TPS) en pacientes con hepatopatia alcohdlica y su relacion con
citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8 y TNF-a): estudio transversal, de pruebas diagnosticas,
en 138 pacientes.

3. Utilidad de las concentraciones séricas de K18 (TPS) en diagndstico y seqguimiento de pacientes
con higado graso no alcohdlico: estudio de base transversal, con seguimiento longitudinal
retrospectivo en una cohorte de 40 pacientes.

4. Utilidad de la K18 (TPS) en el diagndstico de las hepatopatias autoinmunes: estudio
transversal, de pruebas diagnodsticas, en 142 pacientes.

5. Variacion de la las concentraciones séricas de la queratina-18 tras el trasplante hepdtico:
comparacion con la queratinag-19: estudio longitudinal, descriptivo, con seguimiento
prospectivo en una cohorte de 11 pacientes.

En todos los subestudios se determinaron las concentraciones séricas de K18 mediante TPS
comercial. En el subestudio 5 se determinaron, ademas, las concentraciones de K19 y de M30, un
neoantigeno generado especificamente durante la apoptosis de la K18. Se analizaron y se
compararon, en cada caso, los marcadores habituales séricos de dafio hepatico.

Resultados principales:

En los pacientes con hepatopatia por VHC, la concentracidon de K18 (TPS) sérica fue util para
estimar el grado de fibrosis hepatica. Tanto la fibrosis como los niveles de K18 (TPS) mejoraron
tras el tratamiento con antivirales de accién directa. La no mejoria de K18 (TPS) tras el tratamiento
puede indicar la coexistencia de otras causas de hepatopatia o complicaciones.

En los pacientes con abuso de alcohol, |la elevacién de K18 (TPS) sérica, fue frecuente y, en
muchos casos, marcada. Se asocidé con la elevacidn de marcadores de hepatitis alcohdlica, con
posible utilidad como marcador de la misma. La K18 (TPS) sérica se correlaciond con la elevacion
de citoquinas proinflamatorias.
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En los pacientes con higado graso no alcohdlico, el valor de la K18 (TPS) sérica fue
significativamente mayor que en controles sanos y mayor, pero sin alcanzar la significacion
estadistica, en pacientes con NASH con respecto a los pacientes con higado graso simple. Los
valores de K18 (TPS) se correlacionaron con los principales marcadores de citolisis hepatica, pero
no hemos encontrado relacion con el dafo hepatico observado en las biopsias (esteatosis,
necrosis o fibrosis).

En los pacientes con hepatopatias autoinmunes las concentraciones séricas de K18 (TPS) sérica
se encontraron frecuentemente elevadas, especialmente en los pacientes con hepatitis
autoinmune, aislada o asociada a CBP como sindrome overlap. Las concentraciones de K18 (TPS)
frecuentemente alcanzaron niveles muy altos en los casos presentados como hepatitis aguda. Las
concentraciones de K18 (TPS) sérica se correlacionaron con los marcadores de citolisis y ofrecen
valor para discriminar a los pacientes con CBP pura de los pacientes con hepatitis autoinmune,
aislada o asociada a CBP como sindrome overlap.

En los pacientes con trasplante hepatico, se observd que los cambios en el tiempo en las
concentraciones de K18 son diferentes a los de K19. La elevacidn de los niveles séricos de los
fragmentos de K18 (TPS y M30) en las primeras horas postrasplante indican que el dafio por
isquemia-reperfusion es debido a necrosis y apoptosis de los hepatocitos, con predominio de la
necrosis en las primeras horas postrasplante y de la apoptosis en los siguientes dias. Las
concentraciones de K19 descienden paulatinamente tras el trasplante, salvo complicaciones.

Conclusion general: La determinacién de queratinas séricas, concretamente K18 (TPS) afiade

informacién, clinica y fisiopatologica, a los marcadores habituales de dafio hepatico,
concretamente a los marcadores de citélisis hepatica.
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Introduccion general

1. Generalidades de las queratinas

El citoesqueleto esta formado por tres diferentes tipos de filamentos: los filamentos intermedios,
los filamentos de actina (actin-containing microfilaments) y los microtubulos (1).

Los filamentos intermedios se denominan asi pues su tamafio de 10 nm es intermedio al de los
filamentos de actina (6 nm) y el de los microtibulos (23 nm). Estos se subdivide en 5 grupos:
queratinas(K) tipo | o relativamente acidas (queratinas epiteliales de K9 a K28 y queratinas del
pelo de K31 a K40), K tipo Il o basicas (queratinas epiteliales de K1 a K8 y de K71 a K80 y queratinas
del pelo de K81 a K86), filamentos intermedios tipo Il (proteina glial acida, periferina, vimentina,
sincoilina y desmina), los tipo IV (neurofilamentos, sinemina, paranemina, nestina e internexina)
y los tipo V (lamininas) (2—7).

Los filamentos intermedios poseen una estructura formada por un tetrdmero. En el caso de las
queratinas los heterodimeros se unen mediante enlaces no covalentes, formando una estructura
con una a-hélice central con un dominio N-terminal y C-terminal no helicoidal, llamado
protofilamento. La unién de dos protofilamentos va a formar una protofibrina y la unién de
cuadro de estas forman el filamento intermedio (4,8) (Figura I.1).

@ Cﬁ) Heterodimero
3
( l

Queratina
10 nm

Protofibrina )
Protofilamento

Figura I.1: Estructura de las queratinas. Dibujo de la autora, basado en: Intermediate
filaments: structure, dynamics, function and disease, Fuchs et al., 1994 (4), y en: Intermediate
filaments and disease: mutations that cripple cell strength, Fuch, 1994 (2).

Los dominios terminales del protofilamento son los que sufren procesos de glicosilacion y
fosforilacidn que provocan un cambio en la estructura tridimensional del filamento permitiendo
asi la realizacién de las diferentes funciones (4,6,8).

Las queratinas forman parte de la matriz de filamentos que se extiende desde el ntcleo a la
membrana celular. Poseen funciones mecanicas, como mantener la integridad celular ante
cambios hemodinamicos, y no mecdanicas, como participar en los procesos de sefalizacion
intracelular, en el funcionamiento de las organelas (sobre todo mitocondrias) y en la proteccién
frente a la apoptosis y el estrés oxidativo (actuando como esponjas de fosfatos) (1,4,5,7,8).

Todas las células epiteliales expresan por lo menos una queratina del tipo | y una del tipo Il (2).
Los epitelios simples como el higado, el pancreas exocrino y el intestino expresan primariamente
el heterodimero K8/K18 (4,9).En el higado los hepatocitos adultos expresan K8/K18, mientras que
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los colangiocitos de los ductos biliares y la vesicula expresan K7/K8/K18/K19; en los hepatoblastos
embrionarios si observamos la expresién de K8/K18/K19 (3,5,9,10). Tanto mutaciones como
algunas variantes de las K8 y K18 se han relacionado con aparicidon de enfermedad hepatica y
cirrosis (5,7,8,11,12).

Las queratinas actdan también de forma fundamental en determinadas situaciones patoldgicas.
Por ejemplo, la K8 y la K18 son los principales componentes de los cuerpos de Mallory-Denk (13).
Los cuerpos de Mallory-Denk fueron descritos por primera vez por Frank Mallory en 1911. Son
inclusiones hialinas irregulares citoplasmaticas, sobre todo perinucleares, que se tifien con
eosina. Estan formada por K8/18 fosforiladas, p62, ubiquitinas y chaperonas (7,8,12). Su
formacidn es debida a un disbalance entre K8 y K18 (K8>K18), asociada a una hiperfosforilacion
del heterodimero y la aparicién de enlaces cruzados entre queratinas y otras proteinas por
transamidaciéon, ademds de una sobreexpresion de p62 (7,8,12). Normalmente estas proteinas
alteradas son reparadas por las chaperonas o eliminadas por los proteosomas, pero ante la
presencia de alcohol o estimulos hepatotéxicos, se produce una inhibicion de las chaperonas
condicionado una precipitacion de estas proteinas a nivel citoplasmatico. De esta manera
podemos observar la aparicidén de los cuerpos de Mallory-Denk en diferentes patologias hepaticas
como la hepatopatia alcohdlica, la esteatohepatitis no alcohdlica, enfermedad de Wilson,
colangitis biliar primaria o en el hepatocarcinoma (7,8). Se cree que, ademas de indicarnos lesion
a nivel del hepatocito, los cuerpos de Mallory-Denk pueden tener un papel como activacion de la
reaccion inmune, pues suelen verse rodeado de infiltrados inflamatorios (sobre todo neutrofilos)
(8). Las queratinas juegan, ademads, un papel importante en las hepatitis autoinmunes. En efecto
los anticuerpos anti-SLA se unen especificamente a K8 y K18 (9,12). Finalmente, como
desarrollaremos en el préximo capitulo, las queratinas son degradadas por las caspasas durante
la apoptosis, siendo este proceso fundamental dentro de la fisiopatologia de muchas de las
enfermedades hepaticas (1,14,15).

2. Muerte celular y su relaciéon con las enfermedades hepaticas

Existen dos principales mecanismos de muerte celular: la necrosis y la apoptosis. Durante la
necrosis es frecuente observar la muerte de muchos hepatocitos contiguos mientras durante la
apotosis se produce la muerte de una sola célula rodeada de células sanas. La necrosis se produce
cuando el hepatocito es sometido a una perturbacién metabdlica aguda que conlleva a una
deplecion importante de ATP (16). Durante la primera fase de la necrosis se produce una
deplecion de ATP que conlleva a la alteracién del citoesqueleto produciendo una balonizacién
celular y la aparicion de vesiculas o blebs a nivel de la membrana celular. Tras esto se produce
una despolarizacidon mitocondrial, una disfuncion lisosomal y la apertura de canales de membrana
gue permiten la salida de cationes. Todas estas alteraciones conllevan una mayor balonizacion
celular y mayor produccién de vesiculas de membrana hasta producirse la ruptura de una vesicula
y la liberacién de contenido citoplasmatico al espacio extracelular. Este contenido citoplasmatico
liberado produce una importante respuesta inflamatoria (16). La necrosis es la responsable del
dafios hepatico sobre todo en dos situaciones: en la lesion por isquemia/reperfusion y en el dafio
hepatico agudo inducido por farmacos (16).

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada mediante la organizacion del nucleo
y la fragmentacion de la célula, con la obtencién al final de los cuerpos apoptdticos (conocidos,
cuando se producen en el parénquima hepatico, como cuerpos de Councilman). Estos cuerpos
son finalmente fagocitados por los macrdfagos (células de Kupffer en el higado) (17,18). Al
contrario que en la necrosis, es un proceso ATP-dependiente y conlleva una minima liberacion de



Introduccion general

componentes intracelulares al espacio extracelular y de citoquinas proinflamatorias provocando
asi una escasa respuesta inmune (16,19).

De forma resumida, existen dos vias principales para la activaciéon de la cascada apoptética, a
través de los receptores de muerte (via extrinseca) o de la disfuncidn mitrocondrial (via intrinseca)
(17,19). Dentro de los receptores de muerte los mas estudiados son TNF-1 (TNF-R1), Fas
(CD95/APO-1), TRAIL-R1 y TRAIL-R2 (Tumour necrosis factor-related apoptosis inducing ligand
receptor 1y 2). Estos receptores, tras ser activados por sus ligandos (habitualmente secretados
por células del sistema inmune), activan un complejo intracelular de muerte formado por
procaspasas y proteinas, que a su vez activan las caspasas apicales (caspasa-8 y caspasa-10).
Dichas caspasas son las encargadas de activar las caspasas efectoras (caspasa-3, caspasa-6 y
caspasa-7) que son las encargadas de digerir las diferentes proteinas celulares (16,17) (Figura
1.2).

Por otro lado, el estrés celular (estrés oxidativo, dafio en el ADN, toxinas, estrés a nivel del reticulo
endoplasmatico o radiaciones ultravioleta) provoca cambios a nivel de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial que provoca la liberacién del Citocromo C (20,21). El Citocromo C se une
al Apaf-1 provocando la activacidn de la caspasa-9 (la union de estas tres proteinas se conoce
como apoptosoma) que a su vez activa las caspasas efectoras (caspasa-3, caspasa-6 y caspasa-7)
(17,22) (Figura 1.2). Dicho proceso es regulado por una serie de proteinas celulares, siendo las
principales la familia del Bcl-2, cuyo balance entre los miembros proapoptdticos (Bak, Bax,Bok,
Bid, Bim, Noxa, Puma, Bmf, Hrk y Bad) y antiapoptdticos (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Al y Mcl-1) va a
condicionar que el estimulo cause o no la apoptosis celular (17,21).

La via intrinseca y la extrinseca de la apoptosis no se encuentran completamente separadas, en
efecto, la activacién de TRAIL-R y TNF-R provocan el aumento de proteinas proapoptéticas de la
familia del Bcl-2 (Bid y Bim) provocando un cambio de permeabilidad mitocondrial y la activacion
de la via intrinseca (21,23). Ademas, la via intrinseca puede ser activada tras la activacion
lisosomal, que se puede dar de forma extrinseca (por activacién de los receptores de muerte,
sobre todo TNFR y TRAILR) o intrinseca (presencia de acidos grasos libres o especies reactivas de
oxigeno). La activacién lisosomal provoca la liberacion de catepsina B que estimula un aumento
de la liberacidn de citocromo C por parte de la mitocondria (21,22).

El reticulo endoplasmatico también juega un papel importante en la activacion de la apoptosis. El
estrés o perturbaciones celulares como la acumulacion de acidos grasos libres pueden
condicionar una alteracion de la sintesis proteica llevando la aparicidon de proteinas andmalos.
Esto provoca una inhibicion del ciclo celular, una atenuacién de la sintesis proteica y activacién
de las chaperonas que se encargan de la degradacidon de estas proteinas. Si este proceso falla, se
produce una activacion de la apoptosis: las proteinas de la membrana del reticulo endoplasmatico
detectan las proteinas anémalas y activan JNK que a su vez activa BAX provocando una disfuncion
mitocondrial y la activacion de la via intrinseca (24). Ademas el reticulo endoplasmatico puede
activar directamente la caspasa-12 que activa a su vez las caspasas efectoras (25).

La activacién de las caspasas efectoras condiciona la degradacidon de los diferentes componentes
celulares, entres cuales se encuentran los filamentos intermedios del citoplasma. Uno de los
principales filamentos que sufren esta digestién es la K18. El primer cambio que sufre, al inicio de
la apoptosis, es una fosforilacién a nivel de la serina-53 (14). Tras esto es digerida por las caspasas-
3, -6 y -7 siendo cortada en dos puntos (Asp 238 y Asp 396), obteniendo 3 fragmentos que
permanecen unidos formado un heterodimero con la queratina-8 (1,14,15,26,27). Dichos
fragmentos son insolubles y precipitan. Hay que destacar que la queratina-8 no se ve afectada
por la digestidn de las caspasas efectoras , quedando integra tras la apoptosis (14).
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Figura 1.2: Representacion resumida de la via intrinseca y extrinseca de la apoptosis celular.
Dibujo de la autora, basado en: Apoptosis and necrosis in the liver, Guicciardi et al., 2013 (20),
y en: Biomarkers of liver cell death, Eguchi et al., 2014 (26).

Todo este proceso se produce antes que la fragmentacion nuclear, justo después de la alteracién
de la membrana celular (14). De tal manera que con la tincién con inmunohistoquimica de los
fragmentos de K18 podemos detectar células apoptoéticas que aln no presentan las alteraciones
morfoldgicas caracteristicas observadas con la tincidon de hematoxilina-eosina (28,29),
ofreciéndonos una imagen mas real del tafio tisular existente.

La K19 también es degradada por las caspasas efectoras obteniendo dos fragmentos principales:
p28 y p20 (15,30). Los fragmentos de K18 y K19, como veremos posteriormente, pueden ser
detectados en suero ofreciéndonos un dato indirecto del grado de apoptosis de hepatocitos
existente.

En situaciones normales, la apoptosis es necesaria para eliminar las células viejas, dafiadas,
infectadas por virus o con mutaciones genéticas y el nimero de las células apoptdticas suele ser
similar al de células mitdticas. Un desbalance en este aspecto va a condicionar el dafio hepatico
(19). De hecho, la apoptosis tiene un rol fundamental en la patogénesis de muchas enfermedades
hepaticas como hepatitis virales, hepatopatia alcohdlica, o NASH.

Varias investigaciones parecen indicar que la apoptosis tiene ademas un papel en el desarrollo de
la fibrosis hepatica y posterior cirrosis. Las células de Kupffer se activan al fagocitar los cuerpos
apoptoticos, provocando la liberacién de TNF-a, Fas-L y TGF-B. Los dos primeros van a producir
una respuesta inflamatoria e inducir apoptosis en los hepatocitos. El TGF-B y los cuerpos
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apoptoticos van activar las células estrelladas (células mesenquimales, normalmente localizadas
en el espacio presinusoidal). Al activarse se convierten en miofibroblastos que secretan TGF-B y
colageno tipo | a la matriz extracelular. Este es el principal responsable del desarrollo de la fibrosis
hepatica. Ademads el propio coldgeno tipo | y el TGF-B secretado producen la activacidon
permanente de los miofibroblastos y por lo tanto la progresion de la fibrosis (19-21,23,31—-
33)(Figura 1.3). Al desaparecer el estimulo nocivo a nivel hepatico, se observa una disminucion
exponencial de los miofibroblastos, explicando la mejoria de la fibrosis al desaparecer el estimulo
apoptotico (23,31).

Célula de Kupffer

FasL

TNFa

Cuerpos apoptoéticos
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Figura 1.3: Representacion del nexo existente entre la apoptosis y el desarrollo de fibrosis
hepdtica. Dibujo de la autora, basado en Apoptosis: the nexus of liver injury and fibrosis,
Canbay et al., 2004 (31).

a) Muerte celular en el dafio hepatico producido por los virus de las hepatitis
virales

En las hepatitis virales el dafo hepatico es debido sobre todo a una apoptosis de los hepatocitos,
de hecho en las muestras histoldgicas de pacientes con hepatitis virales se observan hepatocitos
apoptoéticos y un aumento de los niveles de caspasa 3, caspasa 7, citocromo C, Fas y fragmentos
de K18 (34—-40). En el caso de las hepatitis virales se cree que la apoptosis es mediada por
linfocitos T citotdxicos que detectan proteinas virales en los hepatocitos y activan el receptor Fas
activando la cascada de caspasas (19,23). Los linfocitos T secretan ademas granulos que contiene
granzima By perforina que provocan poros en la membrana celular (17). Ademas, se cree que el
VHC acttia como ligando del dominio celular del TNF-R1 activando asi la cascada de caspasas (41).
Se esta investigando el uso de inhibidores de la apoptosis y necrosis celular para intentar reducir
el dafio hepatico producido por el virus (36).
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b) Muerte celular en el dafo hepatico producido por el alcohol

El dafio hepatico producido por el alcohol es debido mayoritariamente a apoptosis celular, de
hecho, se han observado hepatocitos apoptdticos en las muestras histoldgicas de estos pacientes
(27,42). Se cree que el alcohol induce estrés oxidativo con la produccién de reactivos intermedios
del oxigeno y perdxidos lipidicos por la activacién del citocromo p450 2E1 (CYP2E1)(43). Dichos
radicales provocan disfuncidn mitocondrial, daifio en el ADN y en las proteinas celulares y un
aumento de la expresiéon de Fas-ligando, provocando asi la activacién de la cascada de las
caspasas (17,19,20,23). Ademas el etanol aumenta la permeabilidad intestinal y con ello la
cantidad de las endotoxinas circulantes (44-46). Esto estimula las células de Kupffer que secretan
citoquinas proinflamatorias, TNF-a, 1I-6 y TGF- favoreciendo asi la apoptosis celular por la via
extrinseca (21,47-50). Finalmente, en estos pacientes, se ha observado un aumento de la
produccién de TGF-B 1 por parte de las células estrelladas hepaticas que promueve la fibrogénesis
y la apoptosis de los hepatocitos (17).

c) Muerte celular en el dafio hepatico en pacientes con esteatohepatitis no
alcohdlica

El dafio hepatico en los paciente con esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) es debido,
principalmente a apoptosis de los hepatocitos, de hecho en sus biopsias se observan hepatocitos
apoptoticos y el grado de apoptosis se relaciona con la fibrosis y el posterior desarrollo de cirrosis
(51). Se cree que la resistencia a insulina juega un papel fundamental en el acumulo de acidos
grasos a nivel hepatico, pues la hiperinsulinemia va a alterar la sintesis y degradacién de los acidos
grasos en los hepatocitos provocando asi la liberaciéon de acidos grasos libres al torrente
circulatorio (43). Estos ultimos pasan la membrana celular del hepatocito a través del su
trasportador de membrana (FATPs)(24) y provocan un aumento del estrés oxidativo, aumentando
asi la permeabilidad de la membrana mitocondrial que provoca a su vez la liberacidn del
citocromo Cy la activacidn de las caspasas por la via intrinseca (21). Ademas también se produce
la activacién de la via extrinseca mediante el aumento de expresién de Fas, TNF-R1 y TRAIL-R2
(19,21,23,52), pero son necesarios mas estudios para explicar el nexo entre esto ultimo y la
secrecién de acidos grasos libres (43). El uso de inhibidores del TNF-q, inhibidores de la catepsina-
B, paninhibidores de la apoptosis (IDN-6556) o paninhibidores de caspasas (VX-166) han
demostrado reducir la apoptosis de los hepatocitos en ratas con NASH y en algunos casos una
mejora de la fibrosis hepatica (24).

d) Muerte celular en el dafio hepatico en las enfermedades colestdsicas

En las enfermedades colestdsicas como la colangitis biliar primaria (CBP) o en las secundarias a la
oclusion de la via biliar (colecolitiasis o tumorales) se produce una toxicidad directa de los acidos
biliares (como el glucodeoxicolato)(53). Por un lado, éstos producen la activacion de Fas y con
esto la activacidn de la cascada de caspasas y, por otro, producen una disfuncién mitocondrial
con laliberacién de citocromo Cy una activacion de la protein-quinasa C que provoca un aumento
de magnesio intracelular, el cual provoca un aumento de la actividad endonucleasa y de la
degradacion del DNA(17,21). En efecto, Yagmur et al.(54) han evidenciado un aumento de los
fragmentos de K18 en los pacientes con colestasis severa. Fickert et al.(55) observaron ademas
que los pacientes con colestasis crénica presentaban una fosforilacién y ubiquinacién anormal de
la K18 con un mayor depdsito de cuerpos de Mallory, sobre todo en la zona acinar. Si
administramos 4cido ursodexocicélico a estos pacientes se observa una disminucidon de la
apoptosis de los hepatocitos, debido a que este actia disminuyendo la permeabilidad
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mitocondrial; este es el principal mecanismo por el cual dicho tratamiento es util en las
enfermedades colestaticas (16,17).

e) Muerte celular en el dafio hepatico por isquemia/reperfusidn

El dafio por isquemia/reperfusién se produce en dos fases. Tras una disminucion del flujo
sanguineo hepatico se observa una necrosis de los hepatocitos centrolobulillares; la doble
circulacidon del higado permite la supervivencia inicial de los hepatocitos periportales. Esta
necrosis se debe a una deplecién de ATP durante el tiempo de isquemia (16). Tras la reperfusion
se produce una restauracion brusca del pH celular (que habia disminuido durante el periodo de
isquemia), provocando la aparicion de reactivos del oxigeno, que provocan un aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial seguido de una balonizacidén celular y ruptura de la
membrana citoplasmatica (16,20). Ademas durante este proceso se produce la activacion de las
células de Kupffer que liberan citoquinas y radicales libres provocando la activacion del sistema
inmune innato (sobre todo neutréfilos y linfocitos T CD4+), que inducen tanto apoptosis como
necrosis de los hepatocitos (16).

f) Muerte celular en el dafio hepdtico por paracetamol

En dosis terapéuticas, el paracetamol es metabolizado sobre todo mediante la conjugacidn con
sulfato o glucordnico y excretado. Menos del 5% se metaboliza a través de la oxidacion por el
citocromo p450 obteniendo como metabolito N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI), que es
excretado tras conjugarse con glutation. En caso de sobredosis se produce una saturacion de la
via de la conjugacion y una dosis importante del paracetamol se oxida a través del citocromo
obteniendo mayores cantidades de N-acetil-p-benzoquinonaimina (20,21). Este metabolito
provoca una deplecién de glutationes provocando un aumento de estrés oxidativo mitocondrial
que induce necrosis celular (sobre todo) y apoptosis de los hepatocitos (16,56). A pesar que la
necrosis es el patrén predominante en la intoxicaciéon por paracetamol, se ha observado un
aumento de Fas, TNF-a, TNFR y M30 en pacientes con hepatitis fulminante tras intoxicacidn por
paracetamol, datos indirectos de apoptosis celular (21). La N-acetil-cisteina y sus radicales
sulfidrilo emplazan al glutation, promoviendo la conjugacién del N-acetil-p-benzoquinonaimina y
su excrecién, motivo por el cual se utiliza como antidoto en la intoxicacién por paracetamol
durante las primeras 16 h desde la toma del medicamento (20,21).

g) Muerte celular y hepatocarcinoma

Se cree que el desarrollo de hepatocarcinoma es debido a un defecto en la apoptosis y un
aumento de la proliferacién celular. En efecto, las células tumorales suelen presentar mutaciones
en genes supresores de tumores, reparadores de ADN, reguladores del ciclo celular o
relacionados con la apoptosis (19,22). Ademas, el dafio hepatico de forma mantenida provoca la
migracion a este nivel de células del sistema inmune innato, que provocan una importante
liberacion de citoquinas proinflamatorias y radicales libres. Este microambiente inflamatorio va a
hacer que los hepatocitos desarrollen mecanismos de evasidn a la apoptosis, provocando que
estos acumulen dafio celular favoreciendo la aparicion del hepatocarcinoma (23). De hecho, en
los hepatocarcinomas se observa una disminucidn en la expresion de Fas y de TRAIL-R (23);
ademas, los niveles de expresidn de Fas se han relacionado tanto con el grado de diferenciacion
del tumor y con la supervivencia de los pacientes (19).
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3. Métodos para detectar la apoptosis o necrosis de las células hepaticas

Cémo hemos explicado anteriormente, durante la apoptosis se produce una fragmentacién tanto
de la K18 como de la K19 y su liberacion al suero. Dichos fragmentos pueden ser detectados
mediante inmunohistoquimica en las células apoptoticas y en el suero.

Los fragmentos de K18 pueden detectarse con tres determinaciones diferentes: TPS (57,58), M30
(59) y M65 (60) (Figura 1.4); mientras que aquellos de K19 se pueden detectar mediante la
determinacién del CYFRA 21-1 (61).
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Figura 1.4: Representacion de los epitopos que son detectados por los anticuerpos utilizados
para medir TPS (M3), M30 y M65 (dibujo de la autora).

a) TPS (Tissue Polypeptide Specific Antigen)

El TPS (Tissue Polypeptide Specific Antigen) se determina mediante un inmunoensayo
quimiolumiscente comercial (Immulite-TPS; Siemens Medical Solution Diagnostics, Gwynedd,
UK). Utiliza un anticuerpo monoclonal M3 que identifica un epitopo de la queratina-18 localizado
en la regién 322-240 (Figura 4) (57,58,62). Debido que este epitopo estd presente tanto en la
queratina intacta como en los fragmentos obtenidos tras la degradacién de las caspasas, el TPS
puede ser utilizado para detectar tanto células necréticas como apoptéticas.

Los antigenos detectados por el TPS se expresan en la mayoria de tumores epiteliales,
encontrandose sus valores séricos elevados en pacientes con cancer de mama, ginecolégico (63),
prostatico (60,64), gastrointestinal (65) o pulmonar (66,67). Por dicho motivo, en un primer
momento, se utilizdé como marcador tumoral, llegdndose a plantear su utilidad para el
seguimiento y valoracién de la respuesta al tratamiento de estos pacientes (1,68,69).

Tras esto, se inicid a investigar su utilidad en las diferentes enfermedades hepaticas. Los niveles
de TPS se relacionan con los niveles de transaminasas (sobre todo AST) y con el grado de dafio
hepatico medido con el indice de Knodell (70). Cabe destacar que en un 30% de los paciente se
observé un valor alterado de TPS siendo normales los valores de transaminasas, pudiéndonos
indicar que dicha determinacion podria ser mas sensible y precoz como marcador de enfermedad
hepatica (71). Ademas, el TPS se eleva en pacientes con consumo de riesgo de alcohol (>20g/dia
en mujeres y >30 g/dia en varones) incluso sin hepatopatia y en pacientes con sobrepeso y
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obesidad. Los valores de TPS se encuentran mas elevados en varones que en mujeres y aumentan
con la edad (72).

b) Fragmento M30

El anticuerpo M30 detecta un neoepitopo formado tras la degradacion de la K18 en la apoptosis,
el Asp396 (M30), que estd presente en uno de los fragmentos resultantes pero no en la K18
intacta (1,59) (Figura 4). Para detectarlo en suero se utilizando un ELISA kit comercial, M30-
Apoptosense (PEVIVA AB, Bromma, Sweden). Ademas el M30 se puede utilizar también para
identificar las células apoptodticas en los tejidos, pues este epitopo no se expresa ni en las células
normales ni en aquellas necrdticas (1,59). Es interesante destacar que al realizar una
inmunohistoquimica para M30 en un tejido hepatico no sélo se marcan aquellas células con datos
morfoldgicos de apoptosis (balonizacidn de la membrana, contraccion celular y condensacién de
la cromatina) si no también aquellas células en estadios precoces del proceso apoptético (27). De
tal manera que con esta tincion aumentamos la sensibilidad para la detencidn de apoptosis en la
biopsias hepaticas (27,73). En efecto, dichos fragmentos estan presentes en suero Unicamente en
caso de apoptosis, pues cuando se produce necrosis celular lo que se detecta es la K18 intacta
(1). Hay que destacar que, ademas, en pacientes con patologia hepatica los niveles de M30 se
encuentran elevados en pacientes con hiperglucemia, hipertrigliceridemia, IMC elevado o
aumento del perimetro abdominal (74).

c) Fragmento M65

El fragmento M65 se mide también comercialmente utilizando una técnica de ELISA (M65-ELISA
assay, PEVIVA AB, Bromma, Sweden) que utiliza dos anticuerpos monoclonales que detectan los
residuos 300 y 380 de la K18. Debido a esta caracteristicas es capaz de detectar tanto los
fragmentos como la proteina intacta (1,60) (Figura 4). De esta manera, con la determinacién de
M65, podemos detectar tanto la apoptosis celular como la necrosis. Los niveles de M65 se han
relacionado con el grado de fibrosis en paciente con enfermedades hepdticas de diferentes
causas (75).

d) Fragmento CYFRA 21-1

Los niveles de CYFRA 21-1 se miden utilizando una técnica de inmunoensayo quimioluminiscente
comercial (Elecsys CYFRA 21-1; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). El test utiliza la
combinacion de dos anticuerpos monoclonales (Ks 19,1 y BM 19,21) especificos para los
fragmentos de K19. El anticuerpo Ks 19,1 reconoce los residuos 311-335 y BM 19,21 los residuos
346-365 (61). EI CYFRA 21-1 se encuentra elevado en diferentes tumores de estirpe epitelial,
sobre todo pulmonar (61). Por el momento, se ha estudiado poco su utilidad en las enfermedades
hepaticas, habiéndose realizado estudios Unicamente en pacientes con hepatopatia alcohdlica
(76).

4. Utilidad de los niveles séricos de queratinas en las enfermedades hepaticas

a) Determinacién de los niveles de queratinas y sus fragmentos en pacientes con
hepatitis créonica por virus de la hepatitis C (VHC)

Los valores de K18, identificados mediante TPS (77) o mediante M30 (28,38,78-80), se
encuentran mas elevados en los pacientes infectados por VHC que en aquellos no infectados.
Dichos valores se relacionan significativamente con los niveles de transaminasas (AST y ALT), con
el grado de inflamacidn o de fibrosis en la biopsia hepatica y con el indice apoptético (nimero de
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hepatocitos con inclusiones reactivas para M30 por 50 campos aleatorios a 40x) (34,38,77-79,81—
85). En algunos estudios se han relacionado también con el grado de viremia (86), pero dicho
resultado no se ha podido confirmar en otros estudios (38). Cabe destacar que entre un 25% y un
56% de los pacientes infectados por VHC presentaba un valor de TPS (77) o M30 (38,83) elevado
siendo normales las transaminasas.

Se ha valorado la evolucién de la K18 tras tratamiento con interferdn y ribavirina en cuatro
estudios (71,78,86,87), observandose un descenso de los niveles de K18 en aquellos pacientes
que recibieron tratamiento. Ademas, se ha observado que aquellos paciente con menores niveles
basales de M30 presentaban mayores tasas de respuesta viral sostenida al tratamiento con
interferdn y ribavirina (87); un valor de M30 de 254 U/| nos puede predecir con una sensibilidad
del 70% y una especificidad del 82% qué pacientes van a responder a ese tratamiento (86).

Tras realizar una tincién de inmunohistoquimica para M30 en las muestras biopsias hepaticas, se
observd que la tincion fue positiva sélo en pacientes infectados y que sus concentraciones se
relacionaban con el grado de actividad inflamatoria que se observa en la biopsia (38). Con la
realizacion de la inmunohistoquimica para M30 se puede calcular el indice apoptdtico, siendo
este es mas sensible que la deteccion de cambios morfoldgicos con hematoxilina-eosina (29).

En resumen, los niveles séricos de TPS y M30 pueden tener valor diagndstico en la hepatopatia
por VHC y se relacionan tanto con el valor de transaminasas como con el grado de inflamacion y
de fibrosis hepatica. Hay que destacar que los niveles de K18 y sus fragmentos pueden estar
elevados en pacientes con transaminasas normales, siendo por lo tanto mas sensibles en la
deteccion de dafio hepdtico. Finalmente, las concentraciones basales pueden tener un valor
prondstico, prediciendo la respuesta a tratamiento con interferdn y ribavirina y se ha observado
una disminucidn de los mismos tras el tratamiento.

b) Determinacion de los niveles de queratinas y sus fragmentos en pacientes con
hepatopatia por virus de |la hepatitis B (VHB)

Entre los pacientes con hepatopatia por VHB, los niveles de M30 fueron mayores en aquellos
pacientes con hepatitis crénica por VHB HBeAg+, seguido de aquellos con hepatitis cronica por
VHB HBeAg- (HBeAg-, DNA VHB >20000Ui/ml), seguidos de aquellos con VHB inactivo (HBeAg-,
DNA VHB indetectable y ALT normal) (88). Los niveles séricos de M30 pueden ser, ademas, Utiles
para diferenciar entre aquellos pacientes con VHB inactivo de aquellos con infeccidn crénica por
VHB HBeAg- (89,90).

Aquellos pacientes que desarrollaron un fallo hepatico agudo por VHB presentaron valores
mayores de M30 y M65 que aquellos con hepatitis cronica por VHB estable (91,92). El ratio
M30/M65 fue menor en aquellos pacientes con fallo hepatico, donde también se observé una
mayor presencia de necrosis en los tejidos biopsiados. Este ratio tiene ademds un valor
prondstico: a menor ratio, mayor probabilidad de fallecimiento o necesidad de trasplante
hepatico (91,92).

Tanto los valores de M30 como de M65 se redujeron tras iniciar tratamiento antirretroviral para
VHB con entecavir o lamivudina (92). Los niveles de M30, como en otras patologias hepaticas, se
relacionan con el valor de transaminasas, albumina y el grado de inflamacién en la biopsia (88).
Sélo en un estudio se observé una relacién con el grado de fibrosis hepatica (93), pero este
resultado no se confirmo en el resto de estudio (88—90).

En resumen, los valores de M30 pueden ser Utiles para diferenciar los pacientes con una hepatitis
crénica de VHB de aquellos con una infeccidon por VHB inactiva, independientemente del HBeAg
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y del valor de transaminasas. Los valores de M30 se relacionan con los valores de transaminasas
y el grado de inflamacion, pero no se ha confirmado su relacidn con el grado de fibrosis. Tanto
M30 como MG65 tienen valor prondstico en caso de fallo hepatico y sus valores se reducen tras
recibir tratamiento antiviral.

c) Determinacién de los niveles de gqueratinas y sus fragmentos en pacientes con
hepatopatia alcohdlica

Los nivel de TPS sérico son mayores en aquellos pacientes con consumo elevado de alcohol (>20
g/dia en mujeres y >30 g/dia en varones)(72), con un descenso de los mismos tras un periodo de
abstinencia (94). En estos estudios, se observa ademas que los niveles de TPS se relacionaron con
los de ALT, AST, GGT vy bilirrubina.

En pacientes con hepatopatia alcohdlica los niveles de M30 y M65 se relacionaron con el dafio
histoldgico existente en las biopsias (95). Ademas aquellos pacientes con hepatitis aguda
presentaban valores mas elevados de TPS séricos que aquellos con esteatosis hepatica alcohdlica
(94,96) y valores mas elevados de M30 y M65 que aquellos pacientes con cirrosis hepatica (97,98).
En efecto, un TPS> 235 U/I tiene una sensibilidad del 91% y una especificidad del 100% para el
diagndstico de hepatitis alcohdlica histoldgica (94). Cabe destacar que los niveles de M65 son
mayores a los de M30 en aquellos pacientes de hepatitis aguda alcohdlica, indicandonos un
importante papel de la necrosis celular en su patogénesis (97).

La inmunohistoquimica con CAM 5.2 MADb (clone CAM 5.2, Becton Dickinson Mountainview, CA,
qgue detecta K8 y K18) en pacientes con hepatopatia alcohdlica, demuestra un nimero mayor de
hepatocitos tefiidos en aquellos pacientes con hepatitis alcohdlica que los que no la tienen, y esto
se relaciona con el nimero de hepatocitos que presentan cuerpos de Mallory-Denk, siendo
habitualmente ambas tinciones superponibles (73,96,99). Jeanette et al. (100) han observado que
los niveles de K18 y sus fragmentos se relacionan con el grado de fibrosis existente; sin embargo
dicho hallazgo no se ha confirmado en otros estudios (94,101).

Finalmente, los valores séricos de M30 y M65 son mayores en aquellos pacientes con hepatopatia
alcohdlica que fallecen en un plazo de 30, 90 dias y 5 afios, observando ademas un ratio M30/M65
menor (95,97,102).

Los niveles de CYFRA 21-1 fueron similares en aquellos pacientes con consumo alcohdlico que en
los sanos, siendo practicamente normal la tincion realizada para K19 en las biopsias de los
pacientes alcohélicos (103).

En resumen, TPS y M30 son Uutiles para el diagndstico de consumo alcohdlico, asi como de
hepatitis aguda alcohdlica. Como en otras patologias, se relacionan con los niveles de
transaminasas y de GGT, pero sélo en un estudio se ha observado una relacién significativa del
grado de fibrosis. Ademas, dichos niveles, asociados a los de M65, tienen valor prondstico en el
caso de la hepatitis aguda alcohdlica y de hepatopatia alcohdlica. Los valores de CYFRA 21-1
parecen poco Utiles en esta patologia.

d) Determinacién de los niveles de queratinas y sus fragmentos en pacientes con
higado graso no alcohdlico (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)

Los pacientes con NAFLD presentan valores de TPS, M30 y M65 mayores que aquellos sanos
(84,104-110) vy, entre ellos, aquellos con esteatohepatitis no alcohdlica (non-alcoholic
steatohepatitis, NASH) presentan valores mayores que aquellos con higado graso simple
(75,84,92,104,105,111-132). He et al. (133) realizaron un metaanalisis en el cual valoraron el
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valor de prediccion de NASH de los fragmentos de queratinas; obteniendo un area bajo la curva
ROC de 0,82 (IC 95%: 0,79-0,85) para M30 y de 0,80 (IC 95%: 0,76-0,83) para M65. En otro
metaanalisis realizado por Chen et al.(134), se observé que M30 es muy sensible para diagnosticar
NASH en aquellos pacientes con mayor IMC, pudiendo ser util para el diagndstico en esta
poblacién donde el uso de la elastografia (Fibroscan®) y de la ecografia abdominal presenta
importantes limitaciones (135).

Como en las enfermedades hepaticas descritas previamente, los niveles de M30 y M65 se
relacionan con los valores de transaminasas (105,112,118,130,136,137), con el IMC, con los
valores de triglicéridos y de HbA1c (105,106).

Los valores de TPS, M30 y de M65 se relacionan de forma significativa con el indice de actividad
en la biopsia, con el grado de inflamacién, balonizacién, el grado de esteatosis hepatica y con los
niveles de fibrosis (84,92,109,111,113,115,121,123,126,128,130,131,136,138-145). Hay estudios
que parecen indicar que los valores de M65 son mas sensibles y especificos que los de M30 para
determinar esteatosis y fibrosis en esta patologia (75,136,146).

Wu et al. (108) observaron que los niveles de M30 y M65 pueden tener valores prondsticos: los
pacientes con niveles basales de M65 mas elevados presentaron mayor desarrollo de esteatosis
en el seguimiento y aquellos con valores menores de M30 presentaron mayores tasas de remision
de esteatosis en el seguimiento. Ademas los cambios en los valores de M30 también se
relacionaron con los cambios histologicos durante el seguimiento: un aumento de M30 se
relacioné con un aumento del grado de NAS score en las biopsias y un descenso de M30 con un
descenso del score (145).

Hay estudios que han valorado el efecto del tratamiento sobre los valores de K18. Se ha
observado una disminucion de los niveles de TPS y M30 en aquellos pacientes realizaron dieta y
ejercicio (139,147-149). En los pacientes sometidos a cirugia bariatrica también se ha observado
un descenso de los valores de M30, siendo este descenso mayor en aquellos pacientes con
diagndstico de NASH previo (113). Vuppalanchi et al. (150) valoraron el impacto del tratamiento
con pioglitazona o vitamina E en adultos y del tratamiento con metformina o vitamina E en nifios.
Observaron en ambos casos una reduccion de los valores de M30 tras los tres tratamientos y este
descenso se relaciond de forma significativa con la mejoria histologia en las biopsias hepaticas de
los pacientes (grado de fibrosis, esteatosis, inflamacion y balonizacién).

Finalmente, Liang et al.(151) observaron que en los pacientes con hepatopatia por VHB aquellos
que presentaban NASH asociado tenian niveles mas elevados de M30, considerando que podria
ser Util para diferenciar ambas patologias.

En resumen, TPS, M30 y M65 pueden ser utiles para diferenciar un paciente con NAFLD de uno
sano y un paciente con NASH de uno con esteatosis simple. Ademas, los niveles de los tres
parametros se han relacionado con el dafio histolégico (grado de esteatosis, inflamacion,
balonizacion y fibrosis hepatica) y con los valores de transaminasas. Hay estudios que parecen
indicar que M65 es mejor que M30 tanto para el diagndstico de NASH como con la valoracion del
dafio hepatico. Ademas, parece que tantos los niveles de M30 como de M65 pueden tener valor
prondstico. Finalmente, tanto TPS como M30 mejoran tras la reduccidon de peso con dieta,
ejercicio o cirugia bariatrica o el uso de farmacos como metformina, pioglitatozona o vitamina E.
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e) Determinacién de los niveles de queratinas y sus fragmentos en pacientes con
colangitis biliar primaria y otras enfermedades colestasicas

Yagmur et al.(54) observaron que los niveles de M30 se encontraban muy elevados en pacientes
con colestasis severa e inflamacién ductal. Posteriormente, Sekiguchi et al.(152) estudiaron los
niveles de M30 y M65 en pacientes con colangitis biliar primaria (CBP), observando que los
valores de M30 y MG65 eran significativamente mds elevados en pacientes con CBP,
comparandolos con los controles sanos. Ademas, los valores de M65 se han relacionado con el
grado de fibrosis hepatica existente y tienen un valor prondstico en el seguimiento a 8 afios: los
pacientes con M65 mas elevado presentaban mayor mortalidad y mayor tasa de complicaciones
(descompensacion hidrdpica, hepatocarcinoma y sangrado por varices).

Denk et al.(153) también han estudiado los niveles de M30 y M65 en pacientes con CBP vy
colangitis esclerosante primaria, observando que estos eran mayores que en controles sanos.
Ademas, los valores de M30 y M65 se han relacionado con el grado de actividad y gravedad de la
colangitis esclerosante primaria.

Simopoulos et al.(154) han analizado los niveles de M30 y M65 en pacientes con colecistitis
cronica litidsica. No observaron diferencias en los valores de M30 y M65 séricos o biliares entre
aquellos pacientes con colecistitis crénica activa y aquellos con inactiva.

En resumen, los valores de M30 y M65 pueden ser Utiles para diferenciar aquellos pacientes con
enfermedades colestasicas (CBP o colangitis esclerosante primaria) de aquellos sanos y los valores
de M65 pueden tener valor prondstico prediciendo fibrosis hepatica y mortalidad de los pacientes
con CBP.

f) Determinacién de los niveles de queratinas y sus fragmentos tras el trasplante
hepdtico

Tras estudiar los cambios de M65 y M30 tras el trasplante hepatico, se ha observado que M65
alcanza su nivel maximo justo tras la cirugia mientras que M30 lo alcanza a las 48h; ambas
determinaciones se normalizan a los 7 dias del trasplante (155,156).

Comparando los niveles entre aquellos receptores de higado de donantes vivos con aquellos de
donante de cadaver, se han observado unos valores mayores tanto de M30 como de M65 en los
casos de donante de cadaver. Se cree que esto es debido a un menor dafio por
isquemia/reperfusion en los higados de donantes vivos (menos tiempo de isquemia, donantes
mas jévenes)(156).

En caso de complicaciones tras el trasplante como infecciones o alteraciones en la reperfusién
del 6rgano (trombosis de la arteria hepatica, de la venas suprahepaticas o un sangrado mayor) se
ha observado un aumento de M65 y M30 (155). Por lo que cambios en los valores de los
fragmentos de la queratina-18 nos pueden indicar una complicacidn post-trasplante.

En resumen, el pico de M65 es mas precoz que M30 en aquellos pacientes que han recibido
trasplante hepatico; esto nos indica un predominio de dafio por necrosis en las primeras horas
del dafio por isquemia/reperfusion seguido de un dafio por apoptosis de los hepatocitos. Un
nuevo aumento de M30 o M65 en el post-trasplante, nos puede indicar complicaciones como
infecciones o dafio por reperfusion del 6rgano.
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Tabla I.1: Resumen de los resultados encontrados en los estudios que valoraron la utilidad
del uso de la queratina-18 y sus fragmentos en las principales hepatopatias.

Enfermedad Diagnéstico | Inflamacion Fibrosis Mejoria Comentarios
hepatica -dano hepatica tras

hepatico tratamiento
Hepatopatia por
VHC
TPS Si Si Si Si
M30 Si Si Si Si
M65 NE NE NE NE
Hepatopatia por La ratio
VHB M30/M65 tiene
TPS NE NE NE NE valor pronéstico
M30 Si Si Si/No Si (a menor ratio,
M65 Si NE NE Si peor)
Hepatopatia La ratio
alcohdlica M30/M65 tiene
TPS Si Si No Si valor pronéstico
M30 Si Si Si/No No (a menor ratio,
M65 Si Si NE Si peor)

Esteatohepatitis
no alcohdlica

(NASH)

TPS Si Si Si Si

M30 Si Si Si Si

M65 Si Si Si NE

Colangitis biliar Valores mayores
primaria de M65 se
TPS NE NE NE NE relacionaron con
M30 Si NE NE NE mayor
M65 Si NE Si NE mortalidad

NE: no estudiado; Si: la mayoria de estudios realizados evidenciaron su utilidad; No: la mayoria de
estudios realizaron evidenciaron su no utilidad; Si/No: hay estudios que evidenciaron su utilidad y otros
que no (referencias en el texto de apartados previos).

g) Determinacién de los niveles de gueratinas y sus fragmentos pacientes con
fallo hepatico fulminante v hepatitis téxicas

Bechmann et al.(157) observaron que los pacientes con fallo hepatico fulminante presentaban
valores elevados de M30 y M65, destacando que aquellos que no sobrevivieron presentaban
valores mayores de M65. Valoraron sustituir la bilirrubina por el valor de M65 en la férmula MELD,
observando una mayor sensibilidad y especificad para predecir aquellos pacientes que se iban a
morir.

Ademas, Volkmann et al.(158) han observado que los pacientes con mayores niveles de M30, IL-
6 y TNF-a presentaban mayores tasas de recuperacidn espontanea, mientras que aquellos con
valores mas elevados de M65 presentaban mayores tasas de mortalidad y de necesidad de
trasplante hepatico. Chong et al. (159) también han observado valores mayores de M30 en
pacientes con mayores tasas de recuperacion espontdnea, pero sin confirmar el resto de

15



Introduccion general

resultados. Estos resultados no se han confirmado en el estudio de Rutherford et al. (160) donde
los pacientes que no han sobrevivido presentaban mayores valores de M30.

Adebayo et al.(161)han observado que aquellos pacientes con un fallo hepatico fulminante sobre
una enfermedad hepatica crénica presentan mayores niveles de M30 pero menores de M65 que
aquellos con un fallo hepatico agudo no relacionado con una intoxicacién por paracetamol, con
un ratio M30/65 (indice apoptdtico) mayor en estos pacientes. Este dato podria explicar que la
apoptosis es el principal mecanismo de muerte de los hepatocitos en pacientes con fallo hepatico
fulminante sobre hepatopatia crénica previa.

Varios estudios evidenciaron que aquellos pacientes con intoxicacién por paracetamol
presentaban valores elevados de M65 (162) y que estos fueron mayores a los observados en otras
intoxicaciones (158,163). Sin embargo, no hubo importantes variaciones en los niveles de M30
(158,163). Los niveles de M65 y M30 fueron mayores en aquellos pacientes con transaminasas
elevadas que en aquellos con consumo toxico de paracetamol pero con transaminasas
normales(164). A pesar de que se ha encontrado relacion entre los valores de M65 y el resultado
del King’s College Criteria (los criterios utilizados para valorar mortalidad en pacientes con fallo
hepatico agudo) (163,164), no se ha observado diferencias ni en M30 ni en M65 entre aquellos
pacientes con recuperacidon espontanea y aquellos que necesitaron trasplante o fallecieron
(158,164,165).

Thulin et al. (166) han estudiado las variaciones de M30 y M65 en pacientes que habian recibido
tratamiento antituberculoso con elevacién de transaminasas y en voluntarios que habian recibido
paracetamol (4 g/dia). Las concentraciones séricas de M30 y M65 se encontraron aumentadas
durante la primera semana de tratamiento antituberculoso, de forma similar a ALT. En aquellos
pacientes que recibieron paracetamol, el aumento se observé a partir del 72-82 dia de
tratamiento, mientras que la ALT alcanzé su maximo en el dia 8.

En resumen, las concentraciones séricas de M30 y M65 pueden ser Utiles para diagnosticar un
fallo hepatico fulminante. Hay estudios que parecen indicar que el valor de fragmentos de K18
puede tener valor prondstico, con mayor probabilidad de recuperacién en aquellos pacientes con
mayor M30 y menor en aquellos con mayor M65, siendo éstos un dato indirecto de un peor
prondstico en aquellos pacientes con mayor necrosis hepatica. En las hepatopatias por
intoxicacion por paracetamol, se han observado niveles mas elevados de M65 que en el resto de
intoxicaciones, sin que estos tengan valor prondstico.

h) Determinacidn de los niveles de queratinas y sus fragmentos pacientes con
otras enfermedades hepaticas

Macdonald et al. (167) han estudiado los niveles de M30 y M65 en pacientes con cirrosis hepatica
con descompensaciones de su enfermedad (descompensacion hidrépica, sangrado
gastrointestinal, encefalopatia hepatica o infeccidn bacteriana). Han encontrado que los
pacientes con una descompensacion aguda presentaban valores mas elevados de M30 y M65 que
aquellos cirréticos compensados y que controles sanos. Ademas, los valores de M30 y M65 son
factores independientes de mala evoluciéon y predictores de mortalidad a 90 dias. Los niveles de
M30 y M65 se han visto relacionados con los valores de leucocitos, bilirrubina y ALT.

Denk et al.(153) han estudiado los valores de M30 y M65 en enfermedades hepaticas de origen
autoinmune observando que los pacientes con hepatitis autoinmunes tenian valores mas
elevados con respecto a controles sanos. En un estudio previo de nuestro grupo (70), observamos
que las concentraciones de TPS sérico se encontraban elevadas en la mayoria (63%) de 22
pacientes con hepatitis autoinmune entre un conjunto de pacientes estudiados en una consulta
de Hepatologia. Recientemente, Derben et al. (168) han observado que los fragmentos M30 y
M65 mejoran la prediccion de recaida de la hepatitis autoinmune con remisién bioquimica.
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Lorente et al.(169,170) han estudiado los valores de M30 en pacientes ingresados por una sepsis
grave, observando que aquellos pacientes que no sobrevivieron presentaban valores mas
elevados de M30 tanto al ingreso como durante la primera semana. Encontraron relacién entre
los valores de M30 vy el grado de disfuncidn hepatica o renal. Estos hallazgos se observaron
también en el estudio de Hofer et al.(171), pero no en el de Roth et al.(172).

Weemhoff et al. (173) han estudiado la variacién de M30 y M65 séricos en pacientes con hepatitis
isquémica, observando que los niveles de M30 y M65 se relacionaron en todo momento con los
valores de transaminasas de los pacientes. Ademas, hay que destacar que los niveles de M65
fueron mayores que los de M30 a lo largo de toda la evolucidn, evidenciando la importancia de
la necrosis de los hepatocitos en la patogenia de la enfermedad.

Luft et al. (174) y Waterhouse et al. (175) han estudiado los valores de M30 en pacientes con
enfermedad por injerto contra huésped hepatica o intestinal trasplantados de médula ésea.
Observaron que los niveles de M30 aumentan en aquellos pacientes que desarrollaron
enfermedad por injerto contra huésped, incluso antes de la aparicion de la clinica, y que estos
valores mejoran con el tratamiento. Los valores de M30 no se alteraron en caso de hepatopatia
por toxicidad farmacoldgica o por enfermedad veno-oclusiva, siendo utiles para diferenciar
ambos cuadros.
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De los resultados recogidos en la Introduccién General se puede resumir que las concentraciones
séricas de fragmentos de queratinas, especialmente K18, de las cuales el TPS (Tissue Polypeptide
Specific Antigen), cuya determinacién existe de modo comercial, se encuentran elevados en
algunas hepatopatias, en posible relacion con necrosis/apoptosis hepatocitaria. Sin embargo,
existen aspectos por aclarar en las principales causas de hepatopatia en nuestro medio (hepatitis
C, alcohol, higado graso no alcohdélico, hepatitis autoinmunes o trasplante hepatico). De acuerdo
con ello, los Objetivos e Hipdtesis de los diferentes subestudios de esta tesis son los siguientes:

En los pacientes con hepatitis crénica por virus hepatitis C (VHC):

El objetivo principal del subestudio es (1) valorar si existen cambios en los niveles de TPS (K18) y
en el grado de fibrosis de los pacientes que reciben tratamiento con antivirales de accion directa
para el VHC. Los objetivos secundarios son valorar la relacién entre los valores de TPS (K18) y (2)
el resto de pardmetros analiticos y el grado de fibrosis hepatica de los pacientes, asi como (3)
valorar si la persistencia de (K18) sérico elevado tras el tratamiento puede predecir la existencia
de complicaciones o de otras hepatopatias asociadas.

Hipdtesis: Las concentraciones de TPS (K18) séricas se relacionan con el grado de fibrosis hepatica
y ayudan a predecir la misma. Las concentraciones de TPS (K18) se correlacionan con las de los
marcadores de dafio hepatico y descienden con el tratamiento antivirico. La persistencia de TPS
(K18) elevado tras el tratamiento puede indicar la ausencia de respuesta o la presencia de otras
hepatopatias asociadas.

En los pacientes con abuso de alcohol:

Los objetivos del subestudio son valorar (1) el grado de elevacién del TPS sérico (K18) en pacientes
con complicaciones del consumo de alcohol que ingresan en el hospital, especialmente en los
pacientes con datos de hepatitis alcohdlica y (2) la posible relacion existente entre sus
concentraciones y las concentraciones séricas de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, TNF-alfa),
asi como con las de las moléculas implicadas en el reconocimiento de endotoxina (LBP y la
fraccién soluble de CD14 [sCD14]).

Hipotesis: El TPS sérico (K18) se encuentra elevado en los pacientes con abuso de alcohol que
ingresan en el hospital y sobre todo en aquellos casos con rasgos bioquimicos de hepatitis
alcohdlica. Los niveles séricos de TPS (K18) se correlacionan con los de citoquinas
proinflamatorias que intervienen en la promocidn de la apoptosis celular.

En ellos pacientes con higado graso no alcohdlico (NAFLD):

Los objetivos del subestudio son (1) valorar la posible elevacién del TPS sérico (K18) en pacientes
con diferentes formas de NAFLD con respecto a controles sanos y (2) comprobar si los valores de
TPS (K18) presentan valor prondstico (en términos de fallecimiento o desarrollo de
complicaciones como cirrosis, hepatocarcinoma, o necesidad de trasplante hepatico) en estos
pacientes.
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Hipdtesis: El TPS (K18) sérico se encuentra elevado en paciente con NAFLD respecto a sujetos
control sin la enfermedad. Las concentraciones de TPS (K18) podrian tener valor prondstico en
estos pacientes.

En los pacientes con hepatopatias autoinmunes:

Los objetivos del subestudio son (1) comparar las concentraciones de TPS (K18) séricas en
pacientes con hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria y sindrome de solapamiento
(overlap) entre ambas, con la finalidad de investigar si son capaces de distinguir entre esas tres
entidades y (2) analizar la correlacidon entre las concentraciones de TPS (K18) séricas y los
marcadores habituales de dafio hepatico en estos pacientes.

Hipotesis: El TPS (K18) sérico se encuentra elevado en los pacientes con hepatitis autoinmune
respecto a los pacientes con colangitis biliar primaria. Los pacientes con sindrome overlap
presentan mayores concentraciones de TPS (K18) que los pacientes con colangitis biliar primaria.
Las concentraciones de TPS (K18) se correlacionan con las de los marcadores habituales de dafo
hepatico, especialmente con las que indican citdlisis hepatica.

En los pacientes con trasplante hepatico:

Los objetivos del subestudio son (1) describir las variaciones normales en las concentraciones de
los fragmentos de K18 (TPSy M30) y K19 (CYFRA 21-1) tras el trasplante hepatico, a corto y medio
plazo, y (2) valorar, en casos individuales, sus cambios en relacion con la aparicién de
complicaciones durante el postrasplante.

Hipdtesis: El objetivo fundamental del subestudio es descriptivo, para el que no procede hipdtesis
a priori. Se compararan las variaciones en las concentraciones séricas de TPS, asi como de otros
fragmentos de K18 mas relacionados con la apoptosis (M30) y de otras queratinas (K19) séricas y
su relacién con los marcadores habituales de dafio hepatico en estos pacientes.
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Subestudio 1:

Evolucion de las concentraciones séricas de
queratina-18 (TPS) vy de la fibrosis hepatica
tras el tratamiento con antivirales de accion
directa en pacientes con hepatopatia por
Virus de la Hepatitis C
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1. Introduccion especifica

La infeccidn por el Virus de la Hepatitis C (VHC) es una de las principales causas de hepatopatia,
afectando entre el 1,5y 2,3% de la poblacion mundial (176,177). La aparicion de los antivirales de
accion directa supuso un vuelco en el manejo de la enfermedad permitiendo la curacion de la
mayor parte de los pacientes (178-183).

En este momento, la evaluacidn de la fibrosis hepatica previa al inicio de tratamiento y al final del
mismo es esencial para valorar el riesgo de desarrollo de hepatocarcinoma, determinando asi
cual debe ser el seguimiento de estos pacientes, que ha de ser mas intensivo en aquellos
pacientes con fibrosis avanzada. De hecho, en estudios previos, se ha observado una mejoria del
grado de fibrosis tras el tratamiento con estos farmacos (184—189) y por lo tanto una reduccion
del riesgo posterior de complicaciones, como hepatocarcinoma. Los métodos no invasivos como
la elastografia hepatica (190) y las escalas de biomarcadores séricos (AST-to-Platelets Ratio Index
[APRI] e Indice de FIBrosis con 4 pardmetros [FIB-4]) (191,192) permiten una cierta estimacién de
la fibrosis hepatica sin necesidad de realizar una biopsia hepatica con este fin.

Se cree que la apoptosis de los hepatocitos juega un papel importante en el curso de la
hepatopatia por VHCy en desarrollo de la fibrosis (35,36). La K18, una de las principales proteinas
del citoesqueleto (3), es fragmentada durante la apoptosis y sus fragmentos son liberados al
suero (1). Los fragmentos de K18 pueden ser detectados a través de tres anticuerpos: TPS (Tissue
Polypeptide Specific Antigen) (57), M30 (1) y M65 (60). Tanto los valores de TPS como los de M30
se encuentran se encuentran en los pacientes con infeccidn por VHC que en los no infectados
(28,34,77,80,83,193) y se han relacionado tanto con el grado de fibrosis hepatica
(38,77,80,81,83,193) como con los niveles de transaminasas (77,80,82) Ademas en algunos
estudios se ha observado una reduccion de los niveles de TPS (70) o M30 (78,87) tras la curacion
viral.

Las posibles variaciones en las concentraciones séricas de los fragmentos de K18, su valor en la
evaluacion de fibrosis hepatica y en la deteccion de complicaciones no se ha estudiado
suficientemente en los pacientes con hepatopatia por VHC tratados con antivirales de accion
directa.

2. Objetivos

El objetivo principal del estudio es valorar si existen cambios en los niveles de K18 (TPS) y en el
grado de fibrosis de los pacientes que recibieron tratamiento con antivirales de acciéon directa
para el VHC.

Los objetivos secundarios son (1) valorar la relacién entre los valores de K18 (TPS) y (2) el resto
de parametros analiticos y el grado de fibrosis hepdatica de los pacientes, asi como (3) valorarsi la
persistencia de K18 (TPS) sérico elevado tras el tratamiento puede predecir la existencia de
complicaciones o de otras hepatopatias asociadas.

3. Pacientes, material y métodos

a) Diseno del estudio y participantes

Se realiz6 un estudio observacional de prevalencia inicial para prueba diagndstica, con
seguimiento posterior longitudinal (cohorte retrospectiva) en el que se incluyeron aquellos
pacientes monoinfectados por VHC que recibieron tratamiento con antivirales de accién directa
alo largo de 12 meses (entre el 1 de febrero de 2015 y el 1 de febrero de 2016).

Se obtuvo el listado de aquellos pacientes tratados en dicho periodo en el Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela a través del Servicio de Farmacia Hospitalaria. Se
incluyeron aquellos pacientes mayores de 18 afios tratados por el Servicio de Medicina Interna.
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Los criterios de exclusion fueron: ser tratados por un servicio diferente a Medicina Interna, ser
menor de 18 afios, presentar coinfeccion por Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y no
disponer de valor TPS previo al tratamiento.

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes y se recogieron las siguientes variables: edad,
sexo, genotipo viral, carga viral al inicio del tratamiento, consumo de alcohol, coinfeccidn por
Virus de la Hepatitis B (VHB), presencia de otras enfermedades hepaticas (hepatitis autoinmune,
colangitis biliar primaria, hemocromatosis, esteatohepatitis no alcohdlica), tratamiento para el
VHC recibidos previamente, motivo de indicaciéon del tratamiento, tratamiento utilizado vy
duracién del mismo, respuesta al tratamiento al final del tratamiento y a las 12 semanas del
mismo, niveles de transaminasas y TPS previos, al final de tratamiento y a las 12 semanas de
finalizar el mismo, el grado de fibrosis al inicio y a las 12 semanas de finalizar el tratamiento.

b) Determinacion del grado de fibrosis hepatica

El grado de fibrosis al inicio del tratamiento y a los 3 meses de finalizar el tratamiento se
determiné mediante biopsia hepatica o elastografia hepatica (Fibroscan® 402, Echosens).

En el caso de disponer de estudio histoldgico se determiné el grado de fibrosis utilizando la escala
METAVIR: FO si no fibrosis, F1 si observa fibrosis portal sin septos, F2 si se observa fibrosis portal
con la presencia de algun septo, F3 si se observan numerosos septos, pero sin cirrosis y F4 si
cirrosis.

En el caso del Fibroscan®, se consideré como valor la media de las mediciones realizadas,
considerando como valor valido la realizacion de al menos 10 mediciones con una proporcién de
éxito del 60%. Se considerd fibrosis grado 1 (F1) valores de Fibroscan® menores a 7,5 KPa, fibrosis
grado 2 (F2) valores entre 7,5 y 9,5 KPa, fibrosis grado 3 (F3) valores entre 9,5y 12,5 KPa y fibrosis
grado 4 (F4) valores superiores a 12,5 KPa.

Ademas, se consideraron como F4 aquellos pacientes que presentaban datos ecograficos
compatibles con cirrosis hepatica (aumento de la ecogenicidad hepatica con borde irregular de
aspecto nodular y datos de hipertension portal como aumento del calibre portal,
repermeabilizacidn de la vena umbilical o esplenomegalia).

Se considerd que padecian fibrosis grave o avanzada aquellos pacientes con F3 o F4 con los
criterios expuestos.

Al inicio del tratamiento se determind la fibrosis hepatica mediante biopsia en 12 pacientes,
mediante Fibroscan® en 111 pacientes y mediante estimacion indirecta por datos ecograficos en
20 pacientes. A los 3 meses de finalizar el tratamiento se estimé la fibrosis mediante Fibroscan®
en 65 pacientes y mediante estimacion indirecta por datos ecograficos en 27 pacientes.

Se calcularon dos escalas de estimacion de fibrosis, el APRI y el FIB-4, al inicio del tratamientoy a
los 3 meses de haber finalizado el mismo. Para el calculo del APRI se utilizé la formula:

AST (U/1) + Plaquetas (x10°/ul) x 100

Para el calculo de FIB-4 se utilizd la formula:

Edad (ahos) x AST (U/1)
Plaquetas (x10°/ul) x ALT (U/1)
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c) Determinaciones seroldgicas

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) se determinaron con un inmunoensayo quimio-
lumiscente comercial (Immulite-TPS; Siemens Medical Solution Diagnostics, Gwynedd, UK) a
través de una plataforma automatizada (Immulite-2000, Siemens). Las determinaciones se
realizaron como parte de la practica clinica habitual, que en la unidad asistencial mencionada
incluye rutinariamente la determinacion de K18 (TPS) como marcador de dafo hepatico. El test
emplea el anticuerpo monoclonal M3, que es especifico frente a los residuos 322-340 de la K18
(62)(57). El limite de deteccion de este método es de 15 U/l y se considera como limite superior
de la normalidad 80 U/I.

d) Anélisis estadisticos

El tamafio muestral inicial de 130 se estimd para obtener, en la fase inicial de prevalencia para
prueba diagndstica, con un riesgo alfa del 5% y beta del 20% una precisién del 9% para una
variable de maxima dispersion (p=g=0,5). El mismo tamafio muestral seria mas que suficiente,
con los mismos riesgos alfa y beta, para detectar en el estudio longitudinal, cambios en la K18
(TPS) hacia la normalizacion en el 85% de los casos y hacia valores anormales en el 15%. Con esos
presupuestos, se incluyeron los 149 pacientes que cumplian los criterios de inclusién.

Se realizd un analisis descriptivo de las variables mencionadas (medidas habituales de tendencia
central y de dispersion para las variables continuas; porcentajes e intervalos de confianza [cuando
fue preciso] para variables cualitativas).

La estadistica analitica incluyd el test de Mann-Whitney para la comparacidon de variables
numéricas entre grupos, el test de Spearman para analizar la correlacion existente entre las
variables numéricas y un test de Wilcoxon de datos apareados para analizar los cambios
existentes en las variables numéricas tras el tratamiento. Las pérdidas en el seguimiento fueron
excluidas de esos analisis. Se obtuvieron curvas ROC para valorar la precision diagnostica de la
K18 (TPS) en la prediccion de fibrosis avanzada. Para calcular el punto éptimo de corte se aplicd
el criterio de Youden. Para el analisis multivariante de los factores asociados a fibrosis avanzada
se emplearon modelos de regresion logistica binaria. A efectos de calculos estadisticos, los valores
de TPS por debajo del limite de deteccidon se consideraron como cero. Todos los contrastes fueron
bilaterales. En los casos oportunos se presentaron los intervalos de confianza al 95% para las
estimaciones. Consideramos estadisticamente significativo un valor de p <0,05.

e) Consideraciones éticas

El estudio fue realizado con el consentimiento de los pacientes, autorizacién de Comité Etico y
dentro de las directrices de la Declaracién de Helsinki.

4. Resultados

a) Caracteristicas generales

En los 149 pacientes la mediana de edad era de 53 afios (RIC: 46-58 afios), siendo el 68,5%
varones.

Un 31,5% de los pacientes referia un consumo al menos moderado de alcohol y un 8,1 % (12
pacientes) habia recibido un trasplante alogénico hepatico.

La mayoria de los pacientes, un 98,0%, presentaron respuesta viral sostenida a las 12 semanas de
la finalizacién del tratamiento. Tres pacientes no acudieron al seguimiento y dos pacientes
presentaron reactivacion viral tras las 12 semanas (ambos Genotipo 1 con fibrosis grado 4, uno
tratado con sofosbuvir, ledipasvir y ribavirina durante 12 semanas y el segundo con sofosbuvir y
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daclatasvir durante 24 semanas). Las caracteristicas generales de la poblacién de estudio se
describen en la Tabla 1.1y Tabla 1.2.

Un 86,6% (129 pacientes) presentaban un TPS>80 U/| previo al tratamiento, con una media de
356 U/I. El valor de TPS fue mayor en aquellos pacientes con consumo de alcohol: TPS medio en
los consumidores 458 U/l vs 310 U/l en los no consumidores. Antes del tratamiento, 22 pacientes
tenian ambas transaminasas (AST y ALT) normales, observando un TPS elevado un 40,9% de estos.

Tabla 1.1: Caracteristicas generales basales de los pacientes.

Caracteristica Numero (%)
Sexo

Varones 102 (68,5)
Mujeres 47 (31,5)
Trasplante hepatico previo

Si 12 (8,1)
No 137 (91,9)
Consumo de alcohol

Si 47 (31,5)
No 102 (68,5)
Manifestaciones extrahepaticas

Crioglobulinemia 1(0,7)
Porfiria cutanea tarda 2(1,4)
Purpura trombocitopénica idiopatica 1(0,7)
Genotipo del VHC

Genotipo 1 99 (66,4)
Genotipo 2 2(1,3)
Genotipo 3 23 (15,4)
Genotipo 4 22 (14,8)
No disponible 3(2,0)
Grado de fibrosis

Grado 1 8(5,4)
Grado 2 38 (25,5)
Grado 3 25 (16,8)
Grado 4 o cirrosis 72 (48,3)
No disponible 6 (4,0)
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Tabla 1.2: Tratamiento recibido y la respuesta al mismo.

Caracteristica

Numero (%)

Motivo del tratamiento
Grado de fibrosis

Trasplante hepatico
Manifestacidn extrahepatica
Deseo de embarazo

Otros

Tratamiento recibido

Sofosbuvir+Ledipasvir
Ombitasvir+Paritaprevir+Ritonavir+Dasabivir
Sofosbuvir+Daclatasvir
Sofosbuvir+Simeprevir
Ombitasvir+Paritaprevir+Ritonavir
Sofosbuvir+interferén

Sofosbuvir

Simeprevir+interferén

Asociacién con Ribavirina
Si

No

Duracién del tratamiento
12 semanas

24 semanas

Respuesta al final del tratamiento

Si

No

No acudieron al seguimiento

Respuesta a las 12 semanas del tratamiento
Si

No

No acudieron al seguimiento

129 (86,7)
12 (8,1)
3(2,0)
2(1,3)
3(2,0)

54 (36,2)
39(26,2)
31(20,8)
13 (8,7)
5(3,4)
3(2,0)
2(1,3)
2(1,3)

59 (39,6)
90 (60,4)

101 (67,8)
48 (32,2)

146 (98,0)
0(0,0)
3(2,0)

144 (96,6)
2(1,3)
3(2,0)

b) Relacién del TPS con el resto de pardmetros analiticos y el grado de fibrosis

EI TPS al inicio del tratamiento se correlaciond de forma estadisticamente significativa con el valor
de ALT (rho 0,64, p<0,001), el de AST (rho 0,72, p<0,001), el de GGT (rho 0,41, p<0,001), el de
fosfatasa alcalina (rho 0,25, p=0,003) y el de INR (rho 0,35, p<0,001). No observamos relacién con
la viremia previa al tratamiento (datos no mostrados).
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Ademas, el TPS previo al tratamiento se correlaciond de forma significativa con el grado de
fibrosis medido con Fibroscan® (rho 0,47, p<0,001; Tabla 1.3) siendo pues mayor en aquellos
pacientes con mas fibrosis. Los pacientes con fibrosis grado 1 presentaron una mediana de TPS
de 115 U/I (RIC: 65-232 U/I), aquellos con fibrosis grado 2 una mediana de TPS de 136 U/I (RIC:
85-257 U/I), aquellos con fibrosis grado 3 una mediana de TPS de 212 U/I (RIC: 132-277 U/l) y
aquellos con fibrosis grado 4 una mediana de 318 U/I (IQR: 200-642 U/I) (Figura 1.1).

12007

1000+

8007

600

4004

TPS al inicio o previo (UIL)

2007

I T I I
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 {incluye
ecografia con cirrosis)

Grado de fibrosis al inicio del tratamiento (elastografia, biopsia o
ecografia)
Figura 1.1: Relacion entre el valor de TPS y los diferentes grados de fibrosis. El valor de TPS
se correlaciona con el grado de fibrosis hepdtica, siendo mayores las conentraciones de TPS
en aquellos pacientes con mayor fibrosis (p<0,001).

Tabla 1.3: Grado de correlacion entre las distintas determinaciones analiticas, scores de
fibrosis y el valor de fibrosis medidas por Fibroscan®.

Coeficiente de correlacion (rho) Valor de p

TPS (U/I) 0,47 < 0,001
ALT (UI/1) 0,29 0,02

AST (UI/1) 0,48 < 0,001
GGT (UI/1) 0,46 < 0,001
Fosfatasa alcalina (Ul/l) 0,36 < 0,001
Bilirrubina total (mg/dl) 0,26 0,01

INR-protrombina 0,43 < 0,001
indice APRI 0,56 <0,001
indice FIB-4 0,54 <0,001

Entre las correlaciones del resto de pardmetros analiticos con el valor de fibrosis medida por
Fibroscan®, la AST, GGT y INR mostraron el mayor coeficiente (Tabla 1.3). Ambos scores de
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prediccion de fibrosis (APRIy FIB-4) demostraron un coeficiente de correlacién mayor a 0,5 (Tabla
1.3).

En las curvas ROC para analizar el valor del TPS y los scores habituales de fibrosis (APRI y FIB-4)
en el diagndstico de fibrosis hepatica avanzada se observa que el valor del TPS como parametro
aislado es sélo ligeramente inferior al de dichos scores combinativos (Figura 1.2).

——FIB-4
— APRI
----- TPS (ULL)

Sensibilidad

AUROCFib-4: 0,79 (1C95%: 0,71-0,88)
| AUROC APRI: 0,80 (1C95%: 0,73-0,88)
L1 AUROCTPS: 0,73 {IC95%: 0,64-0,82)

T T T
0.0 02 04 06 08 10

1 - Especificidad

Figura 1.2: Curva ROC (receiver-operating characteristics) en el que se representa el grado
de prediccion de fibrosis realizado por el valor de TPS y los scores habituales de fibrosis
(APRI y Fib-4). AUROC, drea bajo la curva ROC.

Para el célculo de los parametros de precision diagndstica de los scores habituales (APRI y FIB-4)
de forma dicotémica (alto vs no alto) se tomaron los valores de referencia habituales de 1,5y
3,25 respectivamente (191,192). Para el TPS se establecié el punto de corte de 160 U/l con el
criterio de Youden. Los datos de precisién diagndstica se representan en la Tabla 1.4. Tanto APRI
como FIB-4 predicen una fibrosis avanzada (fibrosis igual o mayor a 3) con una buena
especificidad pero con escasa sensibilidad. Sin embargo, el valor de TPS 2160 U/| presenta mejor
sensibilidad pero en detrimento de la especificidad.

Tabla 1.4: Sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razén de verosimilitud positiva de
los scores (APRI y FIB-4) y el TPS para predecir fibrosis avanzada.

Sensibilidad Especificidad VP positivo VP negativo LR positiva
(%) (%) (%) (%)
APRI 21,5 50,0 93,2 94,1 46,1 7,33
(39,6-60,4) (81,3-98,6) (84,1-98,0) (40,8-51,4) (2,42-22,5)
FIB-4 2 3,25 49,0 84,1 87,0 43,0(37,4- 3,08
(38,6-59,4) (69,9-93,4) (76,8-93,2) 48,9) (1,51-6,26)
TPS 2160 U/L 77,3 60,9 80,7 56,0 1,98
(67,7-85,2) (45,4-74,9) (74,1-85,9) (45,2-66,3) (1,36-2,88)

VP: valor predictivo, LR: razén de verosimilitud. Los datos son estimaciones puntuales e intervalos de

confianza al 95% (entre paréntesis).
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En los modelos predictivos mediante regresidn logistica para fibrosis avanzada (Tabla 1.5) se
observa que tanto el APRI, el FIB-4 y el TPS tienen individualmente un valor predictivo
significativo. En modelos multivariantes se observa como el TPS no aporta informacion
significativa al APRI en la prediccién de fibrosis grave (Tabla 1.5). Sin embargo, el TPS si que aporta
una cierta informacidon complementaria significativa al FIB-4 para el diagndstico de dicha fibrosis.

Tabla 1.5: Modelos predictivos para fibrosis grave (F23). Regresion logistica.

Modelos univariantes

Variable OR (IC 95%) P

APRI 5,41 (2,50-11,7) <0,001

FIB-4 1,61 (1,24-2,08) <0,001

TPS (U/L) 1,00 (1,00-1,01) 0,001
Modelo multivariante con APRI y TPS

APRI 4,32 (1,86-10,0) 0,001

TPS (U/L) 1,00 (0,99-1,00) 0,319
Modelo multivariante con FIB-4 y TPS

FIB-4 1,41 (1,01-1,83) 0,007

TPS (U/L) 1,00 (1,00-1,00) 0,019

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianza.

c) Cambios en el grado de fibrosis y en los parametros analiticos tras el

tratamiento

Tras el tratamiento se observé una disminucion de los niveles de TPS, ALT, AST y GGT ademas de
una mejoria de la fibrosis medida por Fibroscan® y los scores de fibrosis (Tabla 1.6 y Figura 1.3).

Tabla 1.6: Cambio de los parametros analiticos a las 12 semanas de finalizado el tratamiento.

Pre-tratamiento A las 12 semanas del fin Valor de P
del tratamiento
Mediana RIC Mediana RIC
Fibrosis (KPa) 11,6 8,6-18,0 7,9 5,7-13,4 <0,001
TPS (U/I) 242,0 129,5-434,0 68,0 31,5-114,5 <0,001
ALT (UI/I) 72,0 44,2-118,0 21,0 20,0-32,0 <0,001
AST (UI/) 62,0 39,0-115,2 23,0 20,0-32,0 <0,001
GGT (UI/1) 67,5 38,0-115,2 25,0 18,0-44,0 <0,001
F. alcalina(Ul/I) 184,0 141,0-225,0 166,0 133,5-200,5 < 0,001
Bilirrubina (mg/dl) 0,7 0,5-1,0 0,6 0,5-0,8 0,12
INR-protrombina 1,0 0,9-1,0 1,0 0,9-1,0 0,17
APRI 1,1 0,5-1,8 0,3 0,2-0,6 <0,001
FIB-4 2,5 1,5-4,6 1,6 1,2-2,7 <0,001

RIC: rango intercuartilico.
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Si consideramos Unicamente los 72 pacientes que tenian fibrosis grado 4 por elastografia o cirrosis
evaluada por otros métodos al inicio del tratamiento, se observé que a las 12 semanas de finalizar
el tratamiento un 25,0% presentd una mejoria del grado de fibrosis (13,9% paso a fibrosis grado
1,un 4,2% grado 2 y un 6,9% a grado 3) (Figura 1.4).

40
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20

Recuento

[ ]

T T T T
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 (incluye cirrosis
por ecografia)

Grado de fibrosis a las 12 semanas de finalizar el tratamiento (elastografia o
ecografia)

Figura 1.4: Grado de fibrosis a las 12 semanas de haber finalizado el tratamiento de
aquellos pacientes con fibrosis grado 4 al inicio del tratamiento. Podemos observar que
5 pacientes mejoraron 1 punto, 3 pacientes 2 puntos y 10 pacientes 3 puntos.

d) Variacion del TPS los meses posteriores a la finalizacién del tratamiento

A las 12 semanas del tratamiento se midid el TPS en 125 pacientes; se normalizé en 72 pacientes
(57,6%), permaneciendo >80 U/l en 53 (42,4%). En un total de 35 pacientes (66,0 %) de los que
permanecian con TPS elevado existia otra causa que justificaba este resultado: 13 tenia un
sindrome metabolico con diabetes u obesidad, 11 pacientes consumian alcohol, 2 desarrollaron
un hepatocarcinoma, 4 desarrollaron otro tumor, 3 una hepatotoxicidad farmacoldgica, 1
paciente presentd recidiva de VHC y otro una hepatitis autoinmune asociada. A los nueve meses
de finalizar el tratamiento el TPS permanecié elevado en 19 pacientes, de los cuales 15 (78,4%)
presentaban otra causa de elevacién de TPS.

5. Discusién

En nuestro estudio observamos que los antivirales de accién directa consiguieron una respuesta
viral sostenida en un 98% de los casos con una mejoria tanto de la fibrosis como del valor de K18
(TPS) tras el tratamiento. El valor de K18 (TPS) es util para estimar el grado de fibrosis hepatica
pre-tratamiento. La no mejoria del mismo tras el tratamiento puede indicar la coexistencia de
otras causas de hepatopatia o complicaciones.

En primer lugar, es de destacar que observamos una éptima tasa de respuesta al tratamiento con

los antivirales de accidn directa, confirmando asi los resultados de los ensayos clinicos (178-183)
en su aplicacidn a la vida real.
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La mayoria de pacientes presenta niveles basales elevados de K18 (TPS) y un 40,9% de los
pacientes con transaminasas normales presentaron una K18 (TPS) elevado. Estos datos son
concordantes con estudios previos (38,77) y nos indican un alto nivel de apoptosis y destruccion
celular debida a la infeccidn. Se sabe que el proprio virus actia como estimulo para el inicio de la
cascada apoptética; el core viral se une al dominio citoplasmatico del TNF-R1 provocando su
activacion (17). Se considera este un mecanismo de defensa del huésped para intentar
interrumpir la replicacion viral y eliminar asi los hepatocitos infectados (36), pero es a su vez uno
de los principales mecanismos de produccién del dafo hepatico (35).

Los valores de K18 (TPS) se relacionan con los de ALT, AST, fosfatasa alcalina, INR y con el grado
de fibrosis hepatica. Esto concuerda con lo descrito previamente (77) y con los estudios realizados
con M30(34,37,81,82,193). De hecho, la K18 (TPS) predice una fibrosis avanzada con un area bajo
la curva ROC mayor a 0,70, obteniendo resultados similares al de scores mas complejos FIB-4 o
de APRI; un valor de K18 (TPS) de 160 U/I predice fibrosis avanzada con mejor sensibilidad, pero
con peor especificidad que los scores APRI y FIB-4. Afadir el valor del K18 (TPS) a la formula de
FIB-4 aportaria cierta informacién complementaria; sin embargo, no lo haria para la férmula de
APRI. De tal manera, la medicién de K18 (TPS) podria ser un método util, sencillo y
complementario a los scores habituales para la estimacion de fibrosis en aquellos pacientes con
dificultades para la realizacion de elastografia hepatica o en aquellos centros donde no se
encuentra disponible.

Tras el tratamiento observamos una franca reduccidon de los niveles de K18 (TPS). Sgier et al. (87)
obtuvieron resultados similares al estudiar la variacién de M30 tras el tratamiento con interferén
y ribavirina. Probablemente, dichos resultados evidencian una reduccidn de la apoptosis de los
hepatocitos tras eliminar el estimulo nocivo del virus. Cabe destacar que, a pesar de la curacion
de la infeccién viral, la K18 (TPS) permanecio elevada en casi un 36% de los pacientes. Se sabe
que otros factores como el consumo alcohdlico o el sindrome metabdlico pueden ser causa de
elevacién del TPS (72) y del M30 (74). Tras analizar la existencia de estos factores, la presencia de
patologia tumoral u otra causa de dafio hepatico (toxicidad farmacoldgica o hepatitis
autoinmune), observamos que un 66% presentan alguna otra causa de elevacion de K18 (TPS).
Dicho dato es importante, pues la persistencia de la elevacién de este valor analitico nos puede
indicar la existencia de otra patologia concomitante que puede hacer perdurar el dafio hepatico
Y que es necesario tener en cuenta.

Finalmente, cémo se ya se ha descrito anteriormente (184—-189), tras el tratamiento observamos
una mejoria de la fibrosis hepatica medida tanto por elastografia hepatica como a través de las
escalas de estimacion de fibrosis (APRI y FIB-4). Se sabe que la apoptosis celular juega un
importante papel en el desarrollo de la fibrosis hepatica. Las células de Kupffer, tras la fagocitosis
de los cuerpos apoptoticos, secretan TGF-B que activan las células estrelladas. Al activarse, se
convierten en miofibroblastos y secretan colageno tipo | a la matriz hepatica (194). Este ultimo es
el principal responsable del desarrollo de la fibrosis hepatica. Tras la desaparicion del estimulo
nocivo se ha observado una disminucidn de los miofibroblastos explicando asi la mejoria del grado
de fibrosis hepatica (31).

La principal limitacidn del estudio es que se trata de un estudio observacional donde los médicos
responsables de los pacientes son los que decidieron la frecuencia de las determinaciones
analiticas y de la realizacidn de Fibroscan®. Esto conlleva a que no todos los pacientes presenten
el valor de K18 (TPS) o del Fibroscan® tras la finalizacién del tratamiento. Sin embargo,
consideramos que el nimero de pacientes con todos los valores es suficiente para poder sacar
conclusiones adecuadas y que ello no condiciona un significativo sesgo de seleccién.
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En nuestro conocimiento, este es el primer estudio que valora la utilizacién de la K18 para el
seguimiento en pacientes tratados con antivirales de accion directa.

6. Conclusiones

La concentracion de K18 (TPS) sérico es util para estimar el grado de fibrosis hepatica pre-
tratamiento en los pacientes con hepatopatia cronica por VHC. Tanto el grado de fibrosis como
los niveles de K18 (TPS) mejoran tras el tratamiento con antivirales de accién directa. La no
mejoria de K18 (TPS) tras el tratamiento puede indicar la coexistencia de otras causas de
hepatopatia o complicaciones.
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Subestudio 2:

Concentracion sérica queratina-18 (TPS) en
pacientes con hepatopatia alcohdlicay su

relacion con citoquinas proinflamatorias (IL-
6, IL-8 y TNF-a)
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1. Introduccidn especifica

El consumo alcohdlico es una de las principales causas de hepatopatia siendo la primera causa de
trasplante hepatico en Europa y la segunda en Estados Unidos (195). El dafio hepatico inducido
por alcohol va desde una esteatosis simple a esteatohepatitis, fibrosis hepatica progresiva,
cirrosis hasta el desarrollo de hepatocarcinoma. La hepatitis aguda alcohélica es una complicacion
grave que puede ocurrir a lo largo de la hepatopatia alcohdlica y que se asocia a fallo hepatico y
tiene una mortalidad de hasta un 40% (195).

El alcohol produce la acumulacion de acetaldehido, perdxidos lipidicos y otros reactivos
intermedios del oxigeno; esto provoca un aumento del estrés oxidativo intracelular, provocando
una disfuncidon mitocondrial y la activacion de la via intrinseca de las caspasas (43). Ademas, el
alcohol aumenta la permeabilidad intestinal (45) y reduce de la capacidad inmune del sistema
reticulo endoplasmdtico hepatico. Todo esto provoca un aumento de endotoxinas circulantes
(44,46) que estimulan las células de Kupffer que aumentan la secrecidn de citoquinas
proinflamatorias (TNFa, IL-6, IL-8) (47,49,196). Esto contribuye a la reaccién inflamatoria
caracteristica de las hepatitis alcohdlicas y a la activacion de la via extrinseca de las caspasas (25).
La accidn de las endotoxinas sobre los hepatocitos esta mediada por dos proteinas: la proteina
ligadora de lipopolisacarido (endotoxina; LBP) y la molécula CD14 (197). El complejo LBP-
endotoxina se une al CD14, receptor de membrana de las células de Kupffer (del que existe una
fraccion soluble, sCD14), provocando la liberacién de citoquinas proinflamatorias. La activacion
de las caspasas va a producir la apoptosis celular con liberacion al suero de las proteinas celulares
degradadas, entre las cuales se encuentra la K18 (14). Esta proteina puede ser detectada
mediante anticuerpos dirigidos frente a diferentes epitopos de la misma, disponibles de forma
comercial, denominados M30, M65 y TPS (Tissue Polypeptide Specific Antigen, que se encuentra
ademas implementado en plataformas de uso clinico)(57). De hecho, el TPS sérico es mayor en
consumidores de alcohol (94,198) y los valores de TPS, M30 y M65 se relacionan con el grado de
dafio hepatico existente (73,76,95,96,100). No existen, en nuestro conocimiento, estudios que
valoren la posible relacion de la elevacién K18 (TPS) en bebedores excesivos con los elementos
de la cascada inflamatoria que inician la apoptosis.

2. Objetivos

Los objetivos del estudio son valorar (1) el grado de elevacidn de K18 (TPS) sérico en pacientes
con complicaciones del consumo de alcohol que ingresan en el hospital, especialmente en los
pacientes con datos de hepatitis alcohdlica y (2) la posible relacion existente entre sus
concentraciones y las concentraciones séricas de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, TNF-alfa),
asi como con las de las moléculas implicadas en el reconocimiento de endotoxina (LBP y la
fraccién soluble de CD14 [sCD14]).

3. Pacientes, material y métodos

a) Diseno del estudio y participantes

Se realizd un estudio observacional de prevalencia (al analizar por grupos se transforma en
realidad en un estudio de casos y controles) en el que se incluyeron los pacientes ingresados con
consumo de riesgo de alcohol y controles sanos sin consumo de riesgo de alcohol, provenientes
de dos estudios previos (72,197). Ambos estudios fueron disefiados para investigar las
alteraciones inmunoldgicas asociadas al consumo de alcohol.
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Como casos, se incluyeron pacientes ingresados en el Servicio de Medicina Interna del Complexo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela a lo largo de dos afios (febrero 2002 y
febrero 2004). A lo largo de este periodo hubo un total de 4767 ingresos en este servicio, de los
cuales 145 eran consumidores cronicos de alcohol, de estos 138 aceptaron participar en el estudio
(197). El tamafio muestral vino por lo tanto fijado por la disponibilidad y estudio previo de esa
muestra. Su tamafio, en un estudio de correlacion (relacién entre las variables cuantitativas que
son los marcadores de inflamacién) permitiria detectar un indice de 0.250 con un riesgo alfa del
5% y beta del 20%. A la semana del ingreso los participantes firmaron el consentimiento
informado, completaron un cuestionario sobre el consumo alcohdlico y se le realizé una analitica.
Dos médicos del servicio realizaron un cuestionario estructurado a los participantes sobre el
consumo de alcohol: duracién del consumo (afios), cantidad de alcohol consumido diariamente
durante al menos 1 mes siguiendo el sistema de unidades estdndares de alcohol (un vaso de
vino=10 g, una cerveza=10 g, una unidad de licor=10 g) (199) y patrén de consumo alcohdlico
(regular-bebedores constantes de una cantidad de alcohol diaria-e irregulares-bebedores de una
cantidad de alcohol variable a lo largo de la semana o dias, habitualmente mayor durante el fin
de semana).

Como controles se utilizaron sujetos provenientes de un estudio previo realizado en el municipio
de la Estrada (72). Brevemente, se obtuvo una muestra estratificada (n=720) por edad de los
adultos (>18 afos) de los habitantes del municipio de la Estrada a partir del registro de Sergas
(que incluye un 95% de la poblacion). De estos, 469 aceptaron participar en el estudio. Se realizé
un cuestionario a todos los participantes sobre la cantidad de consumo de alcohol en unidades
estandares de alcohol. Para este estudio, incluimos 142 sujetos de similar rango de edad de los
pacientes, con un consumo de alcohol menor a 30 g por semana.

b) Determinaciones seroldgicas

Los test seroldgicos habituales de dafio hepatico y de marcadores de funcién hepatica se
determinaron con un analizador Advia 1650 (Bayer Diagnostics, Leverkusen, Germany); el tiempo
de protrombina se calculé con el método de Quick y fue expresado en porcentaje. Estos analisis
se realizaron en muestras se suero o plasma (segln corresponda) recién extraidas, dentro de los
estudios-fuente que se han mencionado.

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) en los pacientes con abuso de alcohol ingresados en el
hospital se realizaron también dentro de la rutina habitual en nuestra unidad mediante un
inmunoensayo quimiolumiscente comercial (Immulite-TPS; Siemens Medical Solution
Diagnostics, Gwynedd, UK) a través de una plataforma automatizada (Immulite-2000, Siemens).
El test emplea el anticuerpo monoclonal M3, que es especifico frente a los residuos 322-340 de
la queratina-18 (57)(62). El limite de deteccién de este método es de 15 U/|l y se considera como
limite superior de la normalidad 80 U/I.

Las concentraciones séricas de LBP, TNF-a, IL-8 e IL-6 se determinaron en muestras que habian
sido congeladas a -802C midieron con un inmunoensayo quimiolumiscente comercial (Immulite,
Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA), como se ha descrito en los estudios previos
realizados en estos pacientes (197,200,201). Para LBP se consideraron como limite superior de la
normalidad concentraciones de 15 pg/ml. Para TNF- a el minimo valor detectable con este
método es de 4 pg/ml, para II-8 es de 5 pg/ml y para IL-6 de 2 pg/ml; para este estudio, se
consideraron valores especialmente elevados de TNF-q, IL-8 e IL-6 aquellos valores mayores a 10
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pg/ml que corresponden al percentil 95 de la poblacidn general no consumidora de alcohol. Las
concentraciones seroldgicas de sCD14 se midieron con un enzimo-inmunoensayo (Quantikine,
R&D Systems, Minneapolis, MN), como se ha descrito en el estudio previo realizado en estos
pacientes (202). Se considera como limite superior de la normalidad 3,2 pg/ml.

c) Analisis estadisticos

Se realizd un analisis descriptivo de las variables mencionadas (medidas habituales de tendencia
central y de dispersién para las variables continuas; porcentajes para las variables cualitativas).
La estadistica analitica incluyd el test de Mann-Whitney para la comparacidon de variables
numéricas entre grupos y el test Spearman para analizar la correlaciéon existente entre las
variables numéricas. Para la comparacion de variables numéricas entre grupos ordinales (con
tendencia) se empled el test de Jonkheere-Terpstra. Los casos con valores indetectables se
consideraron como cero a efectos estadisticos. Todos los contrastes fueron bilaterales.
Consideramos estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

d) Consideraciones éticas

El estudio fue realizado con el consentimiento de los pacientes, autorizacién de Comité Etico y
dentro de las directrices de la Declaracién de Helsinki.

4. Resultados

a) Caracteristicas generales

Se incluyeron en el estudio 138 pacientes, con una mediana de edad de 47 afios (RIC: 39-57 afios),
siendo el 74,6% varones. Las causas de ingreso fueron sindrome de abstinencia alcohdlica en 67
pacientes, complicaciones de la cirrosis en 35 pacientes (32 ascitis y 3 encefalopatia hepaticas),
hepatitis aguda alcohdlica en 20 pacientes y otras causas en 16 pacientes (7 neumonia, 6
pancreatitis aguda, 3 otras causas). Ademas de los 7 pacientes con neumonia, otros 15
presentaron procesos infecciosos durante el ingreso (previos a la extraccidon sanguinea): 4
neumonia nosocomial, 5 infeccién del tracto respiratorio superior, 2 peritonitis bacterianas
espontdneas, 1 tuberculosis pleural y peritoneal, 1 infeccidén asociada a catéter, 1 amigdalitis y 1
sinusitis. El consumo de alcohol mediando era 120 g/dia (RIC: 100-192 g/dia). El resto de
parametros generales se presentan en la tabla 2.1. Ademas, se incluyeron 142 controles de la
procedencia mencionada con un consumo de alcohol menor a 30 g por semana con una mediana
de edad de 54 afios (RIC: 40-56 afios), siendo el 30,3% varones.

b) Valores de TPS sérico y su relaciéon con el consumo de alcohol

El valor de TPS sérico en los pacientes consumidores de alcohol fue significativamente mayor que
en los controles: mediana 382 U/L (RIC: 165-879 U/I) vs mediana 60 U/L (RIC: 32-110 U/I,
p<0,001). La gran mayoria de los 138 alcohdlicos presentaba valores de TPS por encima de 100
U/L (114 casos, 82,6%) y muchos (32 casos, 23,2%) presentaban valores >1000 U/I, es decir mas
de 10 veces por encima del valor superior de normalidad.

Si comparamos los valores de TPS entre los controles y los alcohdlicos estratificados por los
principales grupos diagnodsticos, destaca la elevacidn especial de TPS en los pacientes con
hepatitis alcohdlica (Figura 2.1). Los pacientes alcohdlicos presentaron mayores concentraciones
de TPS que los controles, tanto si los alcohdlicos se consideran en conjunto (p<0,001) como
cuando se compara cada una de las categorias de alcohdlicos respecto a los sujetos control
(p<0,001 en cada caso). Dentro de los pacientes alcohdlicos, los mayores niveles se observaron
en los pacientes con hepatitis alcohdlica aguda, que presentaron concentraciones
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significativamente mayores que los pacientes con sindrome de abstinencia alcohdlica (p=0,001)
y los pacientes con miscelanea de causas (p=0,006) (Figura 2.1).

Tabla 2.1: Caracteristicas generales y parametros

analiticos de los pacientes.

Parametro sérico

Mediana (RIC)

AST (UI/I) 63,9 (32,0-82,2)
ALT (UI/1) 32,0 (23,0-50,0)
GGT (Ul/)) 179 (85,5-394,2)

Fosfatasa alcalina (Ul/1)

150 (122-227)

Bilirrubina total (mg/dl)

1,2(0,7-2,1)

Albumina (g/dl)

3,6 (3,0-4,0)

indice de Quick (%) 86 (63-97)
TNF-a (pg/ml) 6,6 (5,4-9,1)
IL-6 (pg/ml) 5,4 (2,6-10,9)
IL-8 (pg/ml) 17,8 (8,9-62,0)
sCD14 (pg/ml) 6,5 (5,6-8,6)
LBP (ug/ml) 21,4 (15,1-26,9)
TPS (U/1) 382 (162-886)

RIC: rango intercuartilico

c) Valores de TPS sérico y su relaciéon con el consumo de alcohol

El valor de TPS sérico en los pacientes consumidores de alcohol fue significativamente mayor que
en los controles: mediana 382 U/L (RIC: 165-879 U/I) vs mediana 60 U/L (RIC: 32-110 U/I,
p<0,001). La gran mayoria de los 138 alcohdlicos presentaba valores de TPS por encima de 100
U/L (114 casos, 82,6%) y muchos presentaban valores >1000 U/I, es decir mas de 10 veces por
encima del valor superior de normalidad (32 casos, 23,2%).

Si comparamos los valores de TPS entre los controles y los alcohdlicos estratificados por los
principales grupos diagndsticos, destaca la elevacién especial de TPS en los pacientes con
hepatitis alcohdlica (Figura 2.1). Los pacientes alcohdlicos presentaron mayores concentraciones
de TPS que los controles, tanto si los alcohdlicos se consideran en conjunto (p<0,001) como
cuando se compara cada una de las categorias de alcohdlicos respecto a los sujetos control
(p<0,001 en cada caso). Dentro de los pacientes alcohdlicos, los mayores niveles se observaron
en los pacientes con hepatitis alcohdlica aguda, que presentaron concentraciones
significativamente mayores que los pacientes con sindrome de abstinencia alcohélica (p=0,001)
y los pacientes con misceldnea de causas (p=0,006) (Figura 2.1).

El valor del TPS sérico se correlaciond con los marcadores habituales de dafio y funcién hepaticas
(Tabla 2.2). Entre los marcadores de dafio, se observa una especial correlacidon con la AST y entre
los marcadores de funcidn, se encuentra una especial correlacién con la bilirrubina. De hecho, los
valores de TPS fueron especialmente elevados en aquellos pacientes alcohdlicos con cifras de
bilirrubina sérica mayores de 5 mg/d| (Figura 2.2).
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Figura 2.1: Diagrama de cajas de los valores de TPS sérico en los controles
poblacionales y los alcohdlicos ingresados en el hospital estratificados en grupos
diagndsticos. Misc, misceldnea; SAA, sindrome de abstinencia alcohdlica; Cir,
complicaciones de la cirrosis; HAA, hepatitis alcohdlica aguda. Los valores extremos
(mayores que el percentil-75 sumado a 1.5 veces el rango intercuartilico) no se han
representado, pero se han tenido en cuenta en los andlisis.

d) Correlacidn entre los valores de TPS sérico y las concentraciones séricas de las citoquinas

proinflamatorias y ligandos de endotoxina

El TPS se correlaciond con las concentraciones séricas de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-8, y
TNF-alfa) (Tabla 2.3). No se observo correlacion, sin embargo, con la concentracidn sérica de otros
marcadores de inflamacidn que tienen relacién con la exposicion a productos bacterianos como
lipopolisacdrido (endotoxina), como son la LBP (proteina ligadora de lipopolisacarido) y la fracciéon
soluble de CD14 (sCD14) (Tabla 2.3). En la Figura 2.3 se representan los niveles de TPS sérico en
relacién al TNF-alfa sérico, dado que el TNF-alfa es una citoquina de especial importancia en la

apoptosis hepatocelular en la enfermedad hepatica alcohdlica.

Tabla 2.2: Correlaciéon entre las concentraciones de TPS sérico y los marcadores de dafio y
funcidén hepaticos en pacientes alcohdlicos ingresados en el hospital.

AST ALT GGT FAL Albumina Bil indice de

(Ul/1) (UI/1) (Ul/1) (UI/1) (g/dl) (mg/dl) | Quick (%)
Coeficiente 0,566 0,179 0,406 0,445 -0,236 0,513 -0,510
Valor de p <0,001 0,036 <0,001 <0,001 0,005 <0,001 <0,001
Ndmero 138 138 138 138 138 138 138

Los valores de p se han obtenido con el test de Spearman. Bil, bilirrubina total.
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Figura 2.2: Diagrama de cajas de los valores de TPS sérico en alcohdlicos ingresados
en el hospital estratificados por las cifras de bilirrubina sérica total (valor superior
normal de referencia, 1.3 mg/dl). Existe una tendencia significativa (p<0,001) al
aumento de las cifras de TPS en relacion al aumento de la bilirrubina sérica. Los
valores extremos (valores mayores que el percentil-75 sumado a 1.5 veces el rango
intercuartilico) no se han representado, pero se han tenido en cuenta en los andlisis.

Tabla 2.3. Correlacion entre las concentraciones de TPS sérico y marcadores
séricos de inflamacidn en pacientes alcohdlicos ingresados en el hospital.

TNF-alfa IL-6 IL-8 LBP sCD14

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ng/mL) (pg/mL)
Coeficiente 0,387 0,255 0,517 0,034 0,016
Valor de p <0,001 0,003 <0,001 0,692 0,849
Ndmero 137 137 137 135 138

LBP, proteina ligadora de lipopolisacdrido. sCD14, fraccion soluble de CD14. Los valores de
p se han obtenido con el test de Spearman.
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Figura 2.3: Diagrama de cajas de los valores de TPS sérico en alcohdlicos
ingresados en el hospital estratificados por TNF-alfa sérico (no detectable, niveles
en rango normal y niveles elevados). Existe una tendencia significativa (p<0,001)
al aumento de las cifras de TPS en relacion al aumento TNF-alfa sérico. Los valores
extremos (valores mayores que el percentil-75 sumado a 1.5 veces el rango
intercuartilico) no se han representado, pero se han tenido en cuenta en los
andlisis.

5. Discusioén

El estudio demuestra que la K18 (TPS) sérica se encuentra significativamente elevada en los
pacientes con consumo alcohdlico respecto a los controles sanos. Sus valores se correlacionan
con los marcadores habituales de dafio hepatico, sobre todo con la AST, y con los marcadores de
funcién hepatica, sobre todo con la bilirrubina. Ademas, las concentraciones séricas de K18 (TPS)
se correlacionaron con las concentraciones de otras citoquinas proinflamatorios como IL-6, IL-8 y
TNF-a. No se observo la misma correlacidn, sin embargo, entre las concentraciones de K18 (TPS)
sérico y la de ligandos de endotoxina como LBP y sCD14.

Los valores de TSP sérico elevados en pacientes con consumo alcohdlico confirman los resultados
de estudios previos (94,96,198). El alcohol activa la apoptosis hepdatica tanto por la via intrinseca
(43) como extrinseca (47) provocando asi la liberacién al suero de los componentes celulares
degradados del hepatocito como los fragmentos de K18 (14).

Los valores de K18 (TPS) sérica, como ya se habia apuntado en estudios previos (94,198), se
correlacionan con los principales marcadores de dafio hepatico (AST, ALT, fosfatasa alcalina,
albumina, bilirrubina e indice de Quick). Hay que hacer especial hincapié en la asociacion
existente entre la K18 (TPS) y la bilirrubina, pues los valores de K18 (TPS) fueron particularmente
elevados en aquellos pacientes con bilirrubina sérica mayor a 5 mg/d|, cifra que habitualmente
se emplea para la definicion clinica de hepatitis alcohdlica (Figura 2.4). Estos datos son
concordantes con los encontrados en otros estudios (73,94,98) en los cuales los pacientes con
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datos de hepatitis aguda alcohdlica en la histologia presentaban valores mas elevados de TPS,
M30 o M65.

Figura 2.4. Biopsia hepdtica de un paciente con hepatitis alcohdlica perteneciente al
estudio y TPS>1000 U/l (magnificacion original, 40x). Se realizé una tincién
inmunohistoquimica comercial que utilizando CAM 5.2 MAb (clone CAM 5.2, Becton
Dickinson, Mountain View, CA) que reconoce K18 y K8. Se observa una intensa tincion
para queratina-18 de los agregados intra-hepatocitarios que coinciden con los
cuerpos de Mallory en la tincion con hematoxilina y eosina.

Ademas, los valores de K18 (TPS) sérico en pacientes alcohdlicos se correlacionaron también con
los valores séricos de citoquinas proinflamatorias (LI-6, IL-8 y TNF-a). Debido al aumento de la
permeabilidad intestinal debido al efecto del alcohol a este nivel, se produce un aumento de las
endotoxinas circulantes(50). Esto provoca una activacion del sistema monocito-macréfago que se
evidencia con la liberacidn al torrente circulatorio de IL-6, IL-8 y TNF-a.. De hecho, en estudios
previos, se ha observado un aumento de la IL-6 e IL-8 en pacientes con consumo alcohdlico
(201,203-208) y de TNF-a en pacientes con hepatopatia alcohélica (200). Ademas, la correlacién
entre los niveles de TNF-a séricos y la K18 (TPS) sérica es consistente con la idea del papel del
TNF-a en la apoptosis hepatocitaria en la hepatopatia alcohdlica. De hecho las concentraciones
de TNF-a se relacionan con la presencia de enfermedad hepdtica avanzada y hepatitis aguda
alcohdlica (100,209,210) y tienen valor prondstico relacionandose con los valores de la escala de
Maddrey y la mortalidad en pacientes con hepatitis aguda alcohdlica (211-214). Por este motivo
se ha llegado a plantear el uso de farmacos anti-TNFa (infliximab y etanercept) con resultados
dispares: por un lado se ha observado un descenso de las citoquinas inflamatorios y de los
parametros de gravedad de las hepatitis agudas(215-219) pero con un aumento de mortalidad al
mes y seis meses postratamiento (220); por lo que no se recomiendan en el momento actual.

En nuestro conocimiento, este es el primer estudio que valora la relacidn entre las citoquinas

proinflamatorias y la K18 (TPS) en pacientes alcohdlicos, siendo necesarios mas estudios para
confirmar estos hallazgos.
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6. Conclusiones

Se confirma la elevacidn de K18 (TPS) sérica en alcohdlicos, frecuente y en muchos casos marcada.
Esta se asocia a la elevacion de marcadores de dafio hepatico, especialmente los indicativos de
hepatitis alcohdlica y ademas se correlaciona con la elevacién de citoquinas proinflamatorias. La
correlacién entre los niveles de TNF-alfa séricos y la K18 (TPS) sérica es consistente con la idea del
papel del TNF-alfa en la apoptosis en la hepatopatia alcohdlica.

En conjunto, los datos indican una posible utilidad de la K18 (TPS) sérico como marcador de
hepatitis alcohdlica, complementario a los habituales.
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Subestudio 3:

Utilidad de las concentraciones séricas de
queratina-18 (TPS) en diagndstico y
seguimiento de pacientes con higado graso
no alcohdlico
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1. Introduccidn especifica

La enfermedad por higado graso no alcohdélica (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) es una
de las principales causas de hepatopatia en los paises desarrollados. Se asocia a sobrepeso,
obesidad, diabetes mellitus y sindrome metabdlico (51). En algunos pacientes se produce un
aumento de la apoptosis de los hepatocitos con datos de inflamacién provocando lo que es
conocido como esteatohepatitis no alcohdlica (Non-Alcoholic SteatoHepatitis, NASH) (221). Estos
pacientes desarrollan mas fibrosis hepatica, evolucionan con mas frecuencia a cirrosis que
aquellos pacientes con esteatosis hepatica simple (Non-Alcoholic simple Steatosis, NAS) (51) y
presentan mayor mortalidad que la poblacion general (222).

Todos aquellos pacientes con factores de riesgo (obesidad, diabetes, sobrepeso o sindrome
metabdlico) y aumento de transaminasas o datos de hipertensién portal deben ser sometidos a
pruebas para confirmar o descartar el diagndstico de NAFLD. El diagndstico de esteatosis hepatica
se suele realizar mediante ecografia hepatica, aun asi esta no es capaz de diferenciar la presencia
o no de NASH (51). El gold standard para el diagndstico sigue siendo la biopsia hepatica, pero se
estd investigando el uso de métodos no invasivos como marcadores seroldgicos u otras pruebas
de imagen (51).

La determinacién en suero de los fragmentos de K18 como TPS (Tissue Polypeptide Specific
Antigen), M30 y M65 pueden ser Utiles para diferenciar un paciente con NAFLD de uno sano
(122,138) y un paciente con NASH de uno con NAS (123,133,134,223,224). Ademas los niveles de
los tres parametros se han relacionado con el dafio histoldgico (grado de esteatosis, inflamacion,
balonizacién y fibrosis hepatica) y con los valores de transaminasas (109,138,144). Finalmente,
tanto TPS como M30 han mejorado tras la reduccidn de peso con dieta (148), ejercicio (147) o
cirugia bariatrica (113) o la utilizacidn de farmacos como metformina, pioglitatozona o vitamina
E (150). No existen, en nuestro conocimiento, suficientes estudios de su valor prondstico a largo
plazo en los pacientes con NAFLD.

2. Objetivos

Los objetivos del estudio fueron (1) valorar la posible elevacién de la K18 (TPS) sérico en pacientes
con diferentes formas de NAFLD con respecto a controles sanos y (2) comprobar si los valores de
K18 (TPS) presentan valor prondstico (en términos de fallecimiento o desarrollo de
complicaciones como cirrosis, hepatocarcinoma, o necesidad de trasplante hepatico).

3. Pacientes, material y métodos

a) Diseno del estudio y participantes

Se realizd un estudio observacional de base transversal en el que se incluyeron 40 pacientes que
fueron biopsiados por sospecha de NAFLD entre el 2 de abril de 2002 y el 6 de noviembre de 2006
en el Servicio de Medicina Interna del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela, con estudio longitudinal de seguimiento a 28 de enero de 2020 (ver mds adelante).
Se consideré como portadores de NALFD a todos aquellos pacientes con esteatosis en la biopsia
hepatica, siendo criterios de exclusion el consumo de mas de 20 g/alcohol al dia, la positividad
para serologias de VHB y VHC, la positividad para ANA, AMA, AML y anti-LKM que configuraron
un diagndstico de hepatitis autoinmune, o depdsitos de cobre o hierro en tejido hepatico que
correspondieron a un diagnéstico de enfermedad de Wilson o hemocromatosis, respectivamente.
Se diagnosticaron como NASH aquellos pacientes con inflamacion, necrosis y fibrosis en la biopsia
hepatica. A todos los pacientes se les realizé una analitica con determinacion de TPS sérico previo
a la biopsia hepatica dentro de la rutina asistencial en la unidad clinica. Se realizé un seguimiento
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de los pacientes mediante revisién de los historiales clinicos analizando el desarrollo de cirrosis,
hepatocarcinoma, necesidad de trasplante hepatico o fallecimiento a fecha de 28 de enero de
2020. Los casos fueron seguidos hasta su ultimo contacto con el sistema de salud y los desenlaces,
por infrecuentes, presentados de forma sélo descriptiva.

Para la comparacién de los valores basales de TPS, se utilizaron como controles a sujetos sanos
de similar edad y sexo y con un indice de masa corporal (IMC) menor a 30, provenientes de un
estudio previo realizado en el municipio de A Estrada (72). Brevemente, Se obtuvo una muestra
estratificada (n=720) por edad de los adultos (>18 afios) de los habitantes del municipio de la
Estrada a partir del registro del SERGAS (que incluye un 95% de la poblacidn). De estos, 469
aceptaron participar en el estudio. Para este estudio incluimos 33 sujetos sin consumo alcohdlico
y del mismo segmento de edad que los sujetos de estudio. A estos controles también se les habia
realizado una determinacién de TPS sérico (72). El tamafio muestral permitiria detectar un efecto
(diferencia de medias) en el TPS de 25 U/L, con una desviacidn estandar del mismo en la poblacién
de 20 U/L, con un riesgo alfa del 5% y beta del 20% (potencia, 80%).

b) Determinaciones seroldgicas e histoldgicas

A todos los pacientes se les realizd una analitica con determinacidon de TPS sérico previo a la
biopsia hepatica dentro de la analitica de rutina asistencial en la unidad clinica. Las
concentraciones seroldgicas de TPS se determinaron con un inmunoensayo quimiolumiscente
comercial (Immulite-TPS; Siemens Medical Solution Diagnostics, Gwynedd, UK) a través de una
plataforma automatizada (Immulite-2000, Siemens). El test emplea el anticuerpo monoclonal M3,
gue es especifico frente a los residuos 322-340 de la queratina-18 (57)(62). El limite de deteccidn
de este método es de 15 U/l y se considera como limite superior de la normalidad 80 U/I.

Todas las biopsias hepaticas fueron revisadas a ciegas por un Unico anatomopatdlogo, que valoré
de forma semicuantitativa la presencia de esteatosis (leve, moderada o grave, segun afectase a
<10%, 10-50% o >50% de los hepatocitos), el grado de fibrosis (ausente, leve [sdlo portal] o
extensa) y la presencia de necrosis hepatocitaria (ausente, escasa o frecuente). Los pacientes, de
acuerdo con los anteriores y segun el criterio del patélogo, fueron clasificados como esteatosis
simple (NAS) o esteatohepatitis (NASH).

c) Anélisis estadisticos

Se realizé un analisis descriptivo de las variables mencionadas, mediante porcentajes para
variables cualitativas y medidas habituales de tendencia central y dispersion para las cualitativas.
Para los estudios analiticos se empled el test de Mann-Whitney (para comparacion de variables
numeéricas entre dos grupos) y el test de Spearman para el andlisis de correlacion. Consideramos
estadisticamente significativo un valor de p <0,05. A efectos de calculos estadisticos, los valores
indetectables de TPS se consideraron como cero. Todos los contrastes fueron bilaterales. La
evolucidn de los pacientes en el seguimiento se realizé de modo descriptivo, dado el escaso
numero de eventos (ver mas adelante).

d) Consideraciones éticas

El estudio retrospectivo de los historiales clinicos se realizo tras aprobacidn del comité de éticay
siguiendo las directrices de la Declaracion de Helsinki.

4. Resultados

e) Caracteristicas generales

Se incluyeron 40 pacientes con diagndstico histolégico de NAFLD, con una mediada de edad de
46 afos (RIC: 40-57 aiios), siendo un 70,0% mujeres. En los sujetos-control, la mediana de edad
era 40 afos (RIC: 29-53 aios), siendo un 69,7% mujeres.
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La mediana de IMC en los pacientes con NAFLD era 29,7 kg/m?(RIC: 26,2-31,6 kg/m?) y la mediana
de IMC en los sujetos-control era 22,6 kg/m? (RIC: 21,0-23,7 kg/m?).

La mayoria de los pacientes (45,0%) presentaban datos de esteatosis leve-moderada en las
ecografias realizadas. En cuanto a los resultados histoldgicos: un 67,5% presentaba esteatosis
leve, un 75,0% fibrosis leve-moderada y un 49,5% necrosis leve-moderada. Cumplian criterios de
NASH 12 pacientes (30,0%). El resto de caracteristicas generales de la poblacidn del estudio se
describen en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Caracteristicas bioquimicas, ecograficas e histoldgicas de los pacientes.

Caracteristica Pacientes con NAFLD (n=40)
AST (UI/1) 24,0 (18,2-37,2)
ALT (UI/1) 44,0 (32,0-68,5)
GGT (Ul/1) 87,5 (50,7-163,0)
Datos ecograficos

Normal 17 (42,5)
Leve-moderada 18 (45,0)
Grave 1(2,5)

No disponible 4(10,0)
Grado de esteatosis

Leve 27 (67,5)
Moderada 7 (17,5)
Grave 6 (15,0)
Fibrosis

Sin fibrosis 6 (15,0)
Leve-moderada 30 (75,0)
Extensa 4 (10)
Necrosis

Sin necrosis 17 (42,5)
Escasa 19 (49,5)
Frecuente 4 (10,0)
Esteatohepatitis (NASH)

Si 12 (30,0)

No 28 (70,0)

Los datos son medianas y rangos intercuartilicos (entre paréntesis) para
los datos numéricos bioquimicos, o bien numero absoluto y porcentaje
(entre paréntesis) para los datos ecogrdficos e histoldgicos.

f) TPS sérico y su relacidn con el resto de pardmetros de laboratorio y los
hallazgos histoldgicos

El valor de TPS sérico fue significativamente mayor en los pacientes con NAFLD que en los
controles sanos, una mediana de 91,5 U/l (RIC: 44,2-127,7 U/I) vs 46,7 U/I (RIC: <15-98,6 U/I,
p<0,005).
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En la Tabla 3.2 se presenta una comparacion de los datos metabdlicos y de marcadores de dafio
hepatico (incluido TPS) entre los pacientes con NASH y con esteatosis simple. Los Unicos
parametros que fueron significativamente mayores en los pacientes con NASH con respecto a los
pacientes con esteatosis simple fueron el IMC y la glucemia basal. El TPS sérico fue mayor en
aquellos pacientes con NASH que en aquellos pacientes con esteatosis simple pero sin alcanzar la
significacidn estadistica (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Diferencias en las determinaciones de los parametros metabdlicos y los
marcadores de dafio hepatico (incluido TPS) ente los pacientes con esteatohepatitis

(NASH) y esteatosis simple (NAS).

Determinacion Esteatohepatitis Esteatosis simple Valor de
(NASH) (n=12) (NAS) (n=28) p
IMC (kg/m?) 30,7 (29,0-37,5) 28,7 (25,2-30,6) 0,02
Colesterol total (mg/dl) 209,5 (178,0-232,7) 219,0 (198,0-266,0) 0,16
Triglicéridos (mg/dl) 170,0 (97,5-237,2) 114,0 (73,0-210,0) 0,33
Glucemia (mg/dl) 105,0 (94,0-121,7) 95,0 (88,2-102,5) 0,03
AST (UI/1) 31,0 (19,2-53,7) 22,5 (16,5-31,0) 0,17
ALT (UI/1) 53,0 (29,7-116,7) 39,5 (32,0-61,5) 0,21
GGT (Ul/1) 84,0 (36,0-126,0) 90,9 (60,7-174,5) 0,44
Fosfatasa alcalina (Ul/l) 200,5 (132,0-235,7) 164,0 (133,5-224,5) 0,49
Bilirrubina total (mg/dl) 0,8 (0,4-1,2) 0,6 (0,3-0,7) 0,05
TPS (U/1) 114,5 (51,2-175,2) 79,0 (44,2-117,7) 0,34

Los datos son medianas y rangos intercuartilicos (entre paréntesis). IMC: indice de masa corporal.

Las concentraciones de TPS sérico se correlacionaron de forma estadisticamente significativa con
la AST (rho 0,36, p= 0,02) y la ALT (rho 0,43, p=0,005) séricas. Sin embargo, no se observd una
clara asociaciéon entre el valor de TPS sérico y el grado de esteatosis, fibrosis o necrosis en las
biopsias (datos no mostrados).

g) Evolucién de los pacientes

Tras un minimo de 14 afios de seguimiento (rango: 174-240 meses), 7 pacientes (17,5%) habian
fallecido. De estos, Unicamente un paciente fallecié debido a su hepatopatia tras desarrollar un
hepatocarcinoma sobre higado cirrdtico a 12 afios del diagndstico. En la biopsia realizada al
diagndstico, presentaba fibrosis, sin necrosis ni inflamacién y no cumplia datos de NASH. El TPS
al diagndstico era de 114 U/I.

De los 33 pacientes vivos, ninguno desarrollé datos de cirrosis hepatica. En 14 de los pacientes
(42,4%) persistid hipertransaminasemia leve. Se le realiz6 ecografia hepatica a 21 y 13 de ellos
(61,9%) seguian presentando datos de esteatosis hepatica leve-moderada.

5. Discusién

La K18 (TPS) sérica se encuentra significativamente mas elevada en pacientes con NAFLD que en
pacientes sanos y mas elevado, pero sin alcanzar la significacion estadistica, en pacientes con
esteatohepatitis no alcohdlica con respecto a aquellos con higado graso simple. Los valores de
K18 (TPS) sérica se relacionan con los valores séricos de transaminasas, pero no hemos
encontrado relacién con los datos histoldgicos de esteatosis, fibrosis o necrosis. Como también
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reflejan otros estudios (123,141), nuestros pacientes con NASH también presentan mayor IMCy
mayor glucemia basal, pero no mayores valores de colesterol o triglicéridos (128)(139).

Como se ha observado en estudios previos (75,113,120,126,131,133,138,224), los valores de K18
sérica pueden ser utiles para diferenciar aquellos pacientes con NAFLD de los sanos y los
pacientes con NASH de aquellos con higado graso simple.

Estd indicado realizar screening de NAFLD en todos aquellos pacientes con factores de riesgo
(obesidad, diabetes mellitus, hipercolesterolemia) con elevacién de transaminasas (51). No
obstante, hay estudios que indican que hasta un 80% de los pacientes con NAFLD presentan
valores de transaminasas normales (225,226) y ademas los valores de transaminasas no se han
relacionado con el grado de afectacién histoldgica (227). De hecho, nosotros tampoco hemos
encontrado diferencias significativas de valores de transaminasas entre pacientes con NASH y
esteatosis simple. Todo esto hace necesaria la investigacion de nuevos biomarcadores de
screening donde pueden tener cabida los fragmentos de K18 (TPS, M30 y M65).

La apoptosis juega un papel fundamental en la patogénesis de la NASH: la acumulacién de acidos
grasos libres en el torrente circulatorio actua de trigger para la apoptosis de los hepatocitos (24).
Estos pasan la membrana de los hepatocitos a través de su trasportador de membrana (FATPs)
provocando un aumento del estrés oxidativo intracelular (24). El estrés oxidativo provoca un
aumento de la permeabilidad mitocondrial con la liberacion del citocromo Cy la activaciéon de las
caspasas por la via intrinseca (228). Como se ha explicado anteriormente, las caspasas efectoras
degradan los diferentes componentes celulares, entre cuales se encuentra la K18 (1). Sus
fragmentos son liberados al torrente sanguineo y pueden ser detectados con técnicas como el
TPS (57). De esta manera, los valores de K18 (TPS) sérica pueden ser un dato indirecto del grado
de dafo histoldgico en estos pacientes. Sin embargo, a diferencia de lo observado en otros
estudios (92,118,128,129,136,138,143,144,229), no hemos observado asociacion entre las
alteraciones histoldgicas y el valor sérico de K18 (TPS). Es probable que el pequefio tamaiio de la
muestra pueda influir en este resultado. Como se ha observado previamente en otros estudios
(130,137), los valores de fragmentos de K18 se han correlacionado con los valores de los
marcadores de dafio hepatico habitualmente utilizados (AST y ALT).

Tras un seguimiento de un minimo de 14 afios, ninguno de los pacientes diagnosticado de NASH
ha desarrollado cirrosis, hepatocarcinoma o ha fallecido debido a su hepatopatia. De hecho, el
Unico paciente fallecido por complicaciones de su hepatopatia no presentaba criterios de NASH
al inicio. Sin embargo, el valor de K18 (TPS) al diagndstico era similar a la mediana de K18 (TPS)
de los pacientes con NASH. La mayoria del resto de paciente sigue presentando elevacion leve de
transaminasas y datos de esteatosis hepatica en la ecografia hepatica. Que sepamos, existe sélo
un estudio que valora la asociacion de los valores de fragmentos de K18 con la evolucion de los
pacientes, observando que unos valores menores de M30 al diagndstico se relacionaron con
mayores tasas de remision de higado graso no alcohdélico (108). Ademas, Tsutsui et al.(139) han
observado que los cambios en los valores de M30 se correlacionaron con mejora o
empeoramiento en la biopsia hepatica de seguimiento.

El bajo nimero de pacientes incluidos es la principal limitacidon del estudio. Sin embargo, los
resultados son similares a los obtenidos en estudios previos. Ademas, existen pocos estudios que
realizasen un seguimiento a 15 afos.

6. Conclusiones

El valor de la K18 (TPS) sérica es significativamente mayor en pacientes con enfermedad por
higado graso no alcohdlico que en controles sanos y mayor, pero sin alcanzar la significacion
estadistica, en pacientes con NASH con respecto a los pacientes con higado graso simple. Los
valores de K18 (TPS) se correlacionan con los principales marcadores de dafio hepatico (AST y
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ALT) pero no hemos encontrado relacion con el dafio hepatico observado en las biopsias
(esteatosis, necrosis o fibrosis). Es necesaria la realizacion de otros estudios con mayores tamafios
muestrales para confirmar estos resultados.
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1. Introduccion especifica

Existen muy pocos estudios sobre las concentraciones séricas de los fragmentos de K18 en las
hepatopatias autoinmunes. Este grupo de enfermedades incluye la colangitis biliar primaria
(CBP), la hepatitis autoinmune y la menos frecuente colangitis esclerosante primaria. El
diagndstico de estas entidades es en ocasiones dificil, en primer lugar, porque no existe una
prueba diagndstica especifica para las mismas. El diagndstico se basa en el perfil de alteracién de
los marcadores de dafio hepatico (predominio de citélisis o de colestasis), la exclusiéon de otras
causas, en la presencia de alteraciones inmunoldgicas caracteristicas (elevacién de IgM y
presencia de anticuerpos anti-mitocondria para la CBP; elevacién de IgG y presencia de
anticuerpos antinucleares u otros [anti-muUsculo liso, anti-LKM o anti-antigeno soluble hepatico]
en la hepatitis autoinmune) y, frecuentemente, en una biopsia hepdtica concordante (230-235).
En segundo lugar, las hepatopatias autoinmunes frecuentemente se solapan entre si, dando lugar
alo que se denominan sindromes de superposicidn u overlap, especialmente entre CBP y hepatitis
autoinmune (236-239). Es importante realizar un correcto diagnéstico diferencial entre estas
entidades pues el tratamiento difiere en funcién del mismo: inmunosopresores (sobre todo la
combinacion de corticoides con azatioprina) en las hepatitis autoinmunes (235), acido
ursodesoxicdlico en las CBP (235) y la combinacion de acido ursodesoxicolico e inmunosupresores
en los sindromes de overlap (236).

Estudios previos encontraron cierta utilidad de los fragmentos de K18 tanto en las enfermedades
colestasicas (incluyendo CBP) como en las hepatitis autoinmunes. Yagmur et al. (54) observaron
gue los niveles de M30 se encontraban elevados en pacientes con colestasis severa e inflamacion
ductal. Sekiguchi et al. (152) observaron que los niveles de M30 y M65 estaban elevados en los
pacientes con CBP respecto a los controles sanos. Ademas, los valores de M65 se han relacionado
con el grado de fibrosis hepatica existente y tienen un valor prondstico en el seguimiento a 8
afios: los pacientes con M65 mas elevado presentaban mayor mortalidad y mayor tasa de
complicaciones (descompensacién hidrdpica, hepatocarcinoma y sangrado por varices). Denk et
al. (153) también observaron que los niveles de M30 y M65 en pacientes con CBP y colangitis
esclerosante primaria, eran mayores que en controles sanos. Ademas, los valores de M30 y M65
se relacionaron con el grado de actividad y gravedad de la colangitis esclerosante primaria. En un
estudio previo de nuestro grupo (70), observamos que las concentraciones de TPS sérico se
encontraban elevadas en la mayoria (63%) de 22 pacientes con hepatitis autoinmune entre un
conjunto de pacientes estudiados en una consulta de Hepatologia. Recientemente, Derben et al.
(168) han observado que los fragmentos M30 y M65 mejoran la prediccidon de recaida de la
hepatitis autoinmune con remision bioquimica.

En nuestro conocimiento, no existen estudios que se hayan centrado en las posibles alteraciones
de las concentraciones de K18 (TPS) en las diferentes hepatopatias autoinmunes, comparandoles
entre ellas, asi como en el potencial valor diagndstico de la K18 (TPS) para diferenciarlas entre si.

2. Objetivos

Los objetivos del presente subestudio son (1) comparar las concentraciones de K18 (TPS) séricas
en pacientes con hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria y sindrome de solapamiento
(overlap) entre ambas, con la finalidad de investigar si son capaces de distinguir entre esas tres
entidades y (2) analizar la correlacion entre las concentraciones de K18 (TPS) séricas y los
marcadores habituales de dafio hepatico en estos pacientes.
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3. Pacientes, material y métodos

a) Disefio del estudio y participantes

Se realizé un estudio observacional, transversal, en el que se incluyeron aquellos pacientes con
el diagndstico de hepatopatia autoinmune (colangitis biliar primaria [CBP], hepatitis autoinmune
o sindrome de overlap entre ambas) en la consulta de Hepatologia del Servicio de Medicina
Interna de Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela desde el afio 2000
hasta el 2019. A tales efectos se revisaron los historiales clinicos y se asumié el diagndstico clinico
e histoldgico realizado en la consulta, que sigue los criterios habituales al efecto (230-
233,236,238,239). Para el presente estudio, los pacientes con hepatopatia autoinmune overlap
probable y confirmada se incluyeron en un mismo grupo. Se eliminaron aquellos pacientes con
diagndstico incierto de hepatopatia autoinmune y aquellos (n=25) en los que no se disponia de
determinacién de TPS basal. En consecuencia, se incluyeron en el estudio 142 pacientes, de los
que 121 (85,2%) eran mujeres. La edad mediana del conjunto de los pacientes fue 55 afios
(intervalo, 17-82 afios). Con los criterios mencionados, 62 pacientes se clasificaron como CBP, 54
como hepatitis autoinmune, y 26 se clasificaron como hepatopatia autoinmune overlap. El
tamafio muestral (en comparaciones de CBP vs hepatitis con o sin overlap) permitiria detectar un
efecto (diferencia de medias) en el TPS de 15 U/L, con una desviacion estandar del mismo en la
poblacion de 20 U/L, con un riesgo alfa del 5% y beta del 20% (potencia, 80%).

b) Determinaciones seroldgicas

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) se determinaron con un inmunoensayo
guimiolumiscente comercial (Immulite-TPS; Siemens Medical Solutions Diagnostics, Gwynedd,
UK) a través de una plataforma automatizada (Immulite-2000, Siemens). Las determinaciones se
realizaron como parte de la practica clinica habitual, que en la unidad asistencial mencionada
incluye rutinariamente la determinacion de K18 (TPS) como marcador de dafo hepatico. El test
emplea el anticuerpo monoclonal M3, que es especifico frente a los residuos 322-340 de la K18
(57)(62). El limite de deteccidén de este método es de 15 U/| y se considera como limite superior
de la normalidad 80 U/I. Las concentraciones séricas de inmunoglobulinas se determinaron
mediante nefelometria (BNII™ System, Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemania).

c) Analisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de las variables mencionadas (medidas habituales de tendencia
central y de dispersién para las variables continuas; porcentajes para las variables cualitativas).
La estadistica analitica incluyd el test de Mann-Whitney para la comparacidon de variables
numéricas entre dos grupos, el test de Kruskal-Wallis para la comparacién de variables numéricas
entre mas de dos grupos y el test Spearman para analizar la correlacién existente entre las
variables numéricas. Para valorar la asociacidén entre variables cualitativas se empleé el test Chi-
cuadrado. Para comparar la precisiéon diagndstica de variables numéricas se elaboraron curvas
ROC y se calculd para cada parametro su area bajo la curva con los correspondientes intervalos
de confianza al 95%. Todos los contrastes fueron bilaterales. Consideramos estadisticamente
significativo un valor de p < 0,05.

d) Consideraciones éticas

El estudio fue realizado con la autorizacién del Comité Etico y dentro de las directrices de la
Declaracién de Helsinki.

4. Resultados

a) Caracteristicas generales

La distribucion de edad y sexo en los pacientes con los tres tipos de hepatopatia autoinmune se
resume en la Tabla 4.1. Los pacientes con CBP tendieron a tener una edad mayor que los pacientes
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con hepatitis autoinmune y sindrome overlap. Los pacientes con hepatitis autoinmune tendieron
a ser mas frecuentemente de sexo masculino que los pacientes con CBP o con sindrome overlap

(Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Datos demograficos en las diferentes categorias de hepatopatia autoinmune.

Cirrosis biliar Sindrome Hepatitis
primaria overlap autoinmune Valor de p
(n=62) (n=26) (n=54)
Edad (afios) 58 (26-82) 53 (23-78) 53 (17-79) 0,136
Sexo (mujer) 57(91,9) 24 (92,3) 40 (74,1) 0,014

Los datos de la edad son la mediana y el intervalo absoluto (entre paréntesis). Los datos del sexo son el
numero absoluto y el porcentaje (entre paréntesis). El valor de p ha sido obtenido con el test de Kruskal-
Wallis (para la edad) y el test de Chi-cuadrado (para el sexo).

b) Valores de TPS sérico en las diferentes hepatopatias autoinmunes y su relacion

con el resto de pardmetros analiticos

Los resultados de los marcadores de dafio hepatico, las inmunoglobulinas séricas y la K18 (TPS)
sérico en los tres tipos de hepatopatia autoinmune se resumen en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Marcadores de dafio hepatico, inmunoglobulinas y TPS sérico en las diferentes
categorias de hepatopatia autoinmune.

Cirrosis biliar Sindrome Hepatitis
primaria overlap autoinmune Valor de p
(n=62) (n=26) (n=54)
AST (UI/1) 42 (31-63) 75 (37-187) 163 (52-770) <0,001
ALT (UI/1) 53 (37-62) 53 (37-86) 314 (79-1234) <0,001
GGT (UI/1) 148 (106-279) 189 (93-346) 104 (48-190) 0,010
F. alcalina (U1/1) 379 (246-563) 407 (312-1050) 251 (188-343) <0,001
Bilirrubina (mg/dl) 0,60 (0,50-0,80) 0,74 (0,59-3,8) 1,11 (0,60-6,1) <0,001
IgG (mg/dl) 1319 (1090-1560) | 1245 (1030-1740) | 1430 (1170-1970) 0,347
IgA (mg/dl) 227 (163-345) 195 (156-251) 240 (190-341) 0,215
IgM (mg/dl) 290 (203-431) 335 (224-759) 132 (92-197) <0,001
TPS (U/1) 111 (55-216) 183 (117-756) 239 (104-2298) <0,001

Los datos de la edad son la mediana y el intervalo intercuartilico (entre paréntesis). Los valores de p han
sido obtenidos con el test de Kruskal-Wallis.

Las concentraciones de K18 (TPS) fueron mayores en los pacientes con hepatitis autoinmune
(aislada o como sindrome overlap) que en los pacientes con CBP aislada (p<0,001; Tabla 4.2;
Figura 4.1). El comportamiento del TPS fue similar al de los marcadores habituales de citolisis
hepatica, como la AST y la ALT (Tabla 4.2). Por el contrario, los pacientes con CBP (aislada o como
sindrome overlap) presentaron mayores niveles de fosfatasa alcalina y de IgM que los pacientes
con hepatitis autoinmune aislada (Tabla 4.2). De hecho, en el conjunto de pacientes con
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hepatopatia autoinmune, la concentracién de K18 (TPS) sérico se correlaciond de forma
significativa con las concentraciones de AST y de ALT, pero no con las de fosfatasa alcalina o GGT
(Tabla 4.3).

P=0,019
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TPS sérico (U/L)
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Colangitis biliar Sindrome Hepatitis
primaria overlap autoinmune

Figura 4.1. Concentraciones de K19 (TPS) sérico en las hepatopatias autoinmunes.
Ndtese que el eje de ordenadas estd en escala logaritmica. El valor de p ha sido
obtenido con el test de Kruskal-Wallis.

Tabla 4.3: Correlacion entre las concentraciones séricas de K18 (TPS) y los marcadores de
dafio hepatico en el conjunto de pacientes con hepatopatia autoinmune.

AST ALT GGT F. alcalina Bilirrubina

(UI/1) (Ui/1) (Ui/1) (U1/1) (mg/dl)
Coeficiente (Rho) 0,534 0,534 0,028 -0,033 0,337
Valor de p <0,001 <0,001 0,740 0,696 <0,001
Numero 142 142 142 142 142

El valor de p ha sido obtenido con el test de Spearman.

Las concentraciones de K18 (TPS) sérico alcanzaron niveles mayores de 1000 U/l en una
proporcién apreciable de pacientes. Esta proporcién fue significativamente mayor en los
pacientes con hepatitis autoinmune (aislada o como sindrome overlap) que en los pacientes con
CBP aislada (Figura 4.2). Entre los ultimos, sélo uno presenté tal elevacion de K18 (TPS). Tres
pacientes, todos ellos con hepatitis autoinmune (el 5,5% de los casos de ese grupo), presentaron
valores de K18 (TPS) por encima de 10.000 U/| (es decir, mas de 100 veces por encima del valor
superior de normalidad). El mayor valor observado fue 21.978 U/I.
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Figura 4.2. Prevalencia de concentraciones de K18 (TPS) sérico mayores de 1000
U/L en las diferentes categorias de hepatopatia autoinmune. El valor de p ha sido
obtenido con el test de Chi-cuadrado.

La presentaciéon de la hepatitis autoinmune (aislada o como sindrome overlap) en forma de
hepatitis aguda no fue infrecuente y los casos se corresponden con los mencionados de elevaciéon
marcada de K18 (TPS) sérico, en paralelo a la elevaciéon de transaminasas. En la Figura 4.3 se
representa un paciente con hepatitis autoinmune presentada como hepatitis aguda, asi como su
evolucidn a lo largo del tiempo. Como puede observarse, la elevacion de K18 (TPS) fue remitiendo
a lo largo del tiempo, con el tratamiento basado en corticoides, hasta normalizarse, aunque los
episodios de hepatotoxicidad por azatioprina y los episodios de flare-up durante la evolucién se
acompafiaron de aumento de la K18 (TPS) sérico, en paralelo al aumento de transaminasas en
todos ellos (Figura 4.3).

La Figura 4.4 representa las curvas ROC para comparar el valor diagndstico de hepatitis
autoinmune de la K18 (TPS) sérica en comparacion a los marcadores habituales de dafo hepatico
(transaminasas, AST y ALT). La K18 (TPS) sérica demostré un valor diagndstico similar a sdlo
ligeramente inferior al de las transaminasas (Figura 4.4).

5. Discusion

El presente subestudio muestra que las concentraciones séricas de los fragmentos de K18 (TPS)
se elevan significativamente en los pacientes con hepatopatias autoinmunes. Las concentraciones
son mas altas en los pacientes con hepatitis autoinmune que en los pacientes con CBP. Los
pacientes con sindrome overlap presentan niveles de K18 (TPS) similares a los de los pacientes
con hepatitis autoinmune. De esta forma, las concentraciones séricas de K18 (TPS) tienen valor
diagndstico en la diferenciacién de CBP vs hepatitis autoinmune (con o sin sindrome overlap).
Nuestros resultados ofrecen resultados similares cuando se trata de diferenciar entre CBP cony
sin sindrome overlap (datos no mostrados). El valor en este aspecto, no es aparentemente mayor
que el de los marcadores habituales de citélisis (AST y ALT séricas) con las cuales se correlaciona.
No es de extrafiar que las transaminasas muestren valor diagnéstico de sindrome overlap entre
los pacientes con CBP, ya que sus valores forman parte de los criterios diagndsticos habituales
(236-239). En este aspecto, la elevacion de la K18 (TPS) sérica es un marcador adicional, diferente
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de las transaminasas, representante de una proteina estructural del hepatocito liberada por

necrosis o apoptosis, que puede anadir informacion en estas circunstancias.
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Figura 4.3. Evolucion en el tiempo (18 meses) de la K18 (TPS) sérico y los marcadores
habituales de dafio hepdtico (AST y ALT) en una paciente de 51 afios con hepatitis
aguda autoinmune. Fue tratada con corticoides (prednisona, en dosis descendentes) y
azatioprina, que hubo de suspenderse por intolerancia digestiva y hepatotoxicidad,
siendo sustituida por micofenolato. Presento dos episodios de exacerbacion (flare-up)
que se resolvieron con aumento de la dosis de corticoide. Notese que los intervalos en
el eje de abscisas no se corresponden con las distancias reales en el tiempo.

1.0 ,_.ﬁ‘j'-
= . —AST
™ GPT
el TPS
Referencia
©
_fg 067
8
w
-
L‘PJ 0.4
AUC
AST 0,76 (0,68-0,84)
0.27 ALT 0,79 (0,72-0,86)
TPS 0,69 (0,61-0,78)
oo T T T T
0o 0.2 04 06 08 10

1 - Especificidad

Figura 4.4. Curvas ROC (receiver-operating characteristics) que muestran el valor
diagndstico de la K18 (TPS) sérico en el diagndstico de hepatitis autoinmune. Para el
presente andlisis se han unido los pacientes con hepatitis autoinmune pura (n=54) y los
pacientes con sindrome overlap de hepatitis autoinmune y CBP (n=26). AUC, drea bajo la
curva (entre paréntesis, el intervalo de confianza al 95%).
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Una proporcién notable de pacientes con hepatitis autoinmune (en torno a un tercio) presentan,
en el momento de debut, valores de K18 (TPS) sérica extraordinariamente altos (mayores de 1000
U/L, es decir, mas de 10 veces por encima del intervalo superior de normalidad). En una
proporcién apreciable de pacientes con hepatitis autoinmune (en torno al 5%), las
concentraciones de K18 (TPS) sérico superaron en 100 veces el valor superior normal. Todos esos
casos correspondieron a formas de presentacion de la hepatitis autoinmune en forma de hepatitis
aguda. Las concentraciones tan elevadas de K18 (TPS) en estos casos indican el elevado indice de
necrosis y apoptosis hepatocitaria en esta situacion.

En estos casos de hepatitis autoinmune presentados como hepatitis aguda grave, al igual que en
los pacientes con formas de presentacion menos agudas, los niveles de K18 (TPS) se normalizaron
de forma progresiva en el seguimiento, aunque éste no fue objeto de este estudio.
Recientemente, han observado que la determinacion los fragmentos de K18 (M30 y M65) puede
ser util para predecir la recaida de la hepatitis autoinmune con remisién bioquimica en los
marcadores habituales (168). Este aspecto no ha sido abordado en el presente estudio, pero
confirma la impresion previa en nuestro grupo, que usa rutinariamente la determinacion de K18
(TPS) en estos casos en la consulta de Hepatologia. En alglin caso concreto que se ha presentado
de modo ilustrativo, se observa como las concentraciones de K18 (TPS) se correlacionan con las
de AST y ALT y aumentan paralelamente en los episodios de flare-up. Haran falta estudios futuros
para determinar si la K18 (TPS) tiene mejor valor diagnostico que los marcadores habituales de
dafio hepatico (AST y ALT) en esta situacion. La determinacion del fragmento TPS de la K18 tiene
la ventaja respecto a los M30 y M65, en cualquier caso, de su disponibilidad como determinacion
automatica dentro de las plataformas bioquimicas de uso clinico habitual.

6. Conclusiones

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) sérica se encuentran frecuentemente elevadas en los
pacientes con hepatopatias autoinmunes, especialmente en los pacientes con hepatitis
autoinmune, aislada o asociada a CBP como sindrome overlap. En esos casos, las concentraciones
de K18 (TPS) frecuentemente alcanzan niveles basales muy altos (>1000 U/L), en los casos
presentados como hepatitis aguda. Las concentraciones de K18 (TPS) sérica se correlacionan con
las de AST y ALT en los pacientes con hepatopatia autoinmune y podrian aportar informacion
suplementaria para distinguir los pacientes con CBP pura de los pacientes con hepatitis
autoinmune, aislada o asociada a CBP como sindrome overlap.
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Subestudio 5:

Variacion de la las concentraciones séricas
de la queratina-18 tras el trasplante
hepatico: comparacion con la queratina-19
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1. Introduccion especifica

El trasplante hepatico es el tratamiento de eleccidn en caso de enfermedad hepatica terminal o
de fallo hepdatico agudo con una mejora tanto en la cantidad como la calidad de vida de los
pacientes (240,241). Durante el procedimiento quirurgico se produce una lesién por isquemia-
reperfusion en el tejido hepatico. Tras el clampaje de la arteria hepatica y de la vena porta se
produce un proceso de isquemia en el tejido por cese del flujo sanguineo. Esto provoca una
disminucién de la fosforilacién oxidativa con una disminuciéon del ATP celular provocando tanto
necrosis y apoptosis de los hepatocitos y células ductales (242) como una disfuncidon de las células
endoteliales, leucocitos y plaquetas (243). Durante la reperfusion, la lesidon se perpetta sobre
todo por un fallo en la microcirculacién secundaria a la balonizacion de las células endoteliales, a
la presencia de vasoconstriccidn y al atrapamiento de leucocitos y agregados plaquetarios en los
sinusoides. Esto provoca un aumento del periodo de hipoxia en el tejido con areas de “no
reflux”(244,245). Todo esto provoca una activacién de las células de Kupffer y de los neutréfilos
que liberan citoquinas proinflamatorios (TNF-a, II-1, 1I-6, prostaglandinas) y radicales libres de
oxigeno que provocan la activacion de la apoptosis tanto por via intrinseca como por la extrinseca
(244).

El conocimiento de la fisiopatologia del dafio por isquemia-reperfusidon es importante para
intentar prevenirlo o reducirlo. Por ejemplo, se ha observado que afiadir antioxidantes
(alopurinol, N-acetil-cisteina, a-tocofenol, superoxido dismutasa o catalasa) (243-245) o
moléculas antiapoptdticas (246) a las soluciones para preservacién del érgano disminuye el dafo
por isquemia-reperfusién. Ademds, en ratones, la utilizacion de inmunosupresores como
micofenolato o la combinacion micofenolato/tacrolimus también disminuye la apoptosis de
hepatocitos tras el trasplante (247).

Las concentraciones séricas de queratinas y de sus fragmentos pueden ser Utiles para diferenciar
entre los diferentes mecanismos de muerte celular (necrosis o apoptosis) (14,60). Ulukaya et
al.(156) y Brenner et al.(155) han estudiado la variacion de los niveles de M30 y M65 tras el
trasplante hepatico. Han observado un aumento de ambos en el postrasplante inmediato, con un
posterior descenso progresivo hasta normalizarse sus valores a los 7 dias. Los valores de M65 son
mayores a los de M30 en las primeras horas, produciéndose un pico de M30 a las 48 h. Esto datos
parecen indicar que el dafio por isquemia-reperfusidon se produce por mayoritariamente por
necrosis en un primer momento vy, luego, por apoptosis en un segundo tiempo. Brenner et al.
(155) han observado ademas un aumento de los valores de M30 y M65 en aquellos pacientes que
presentaron complicaciones isquémicas o infecciosas en el postrasplante, pudiendo ser por lo
tanto utiles para identificar complicaciones en estos pacientes de forma precoz. En nuestro
conocimiento, no se han realizado estudios analizando la variacidon de los fragmentos de K19
(CIFRA 21-1) ni se han realizado estudios a largo plazo en pacientes con trasplante hepatico que
permitan delinear el perfil evolutivo de las queratinas y sus fragmentos, como paso preliminar a
su utilizacién como marcadores de las complicaciones postrasplante.

2. Objetivos

Los objetivos de este estudio fueron (1) describir las variaciones en las concentraciones de los
fragmentos de K18 (TPS y M30) y K19 (CYFRA 21-1) tras el trasplante hepatico, a corto y medio
plazo, y (2) valorar, en casos individuales, sus cambios en relacion con la aparicién de
complicaciones durante el postrasplante.
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3. Pacientes, material y métodos

a) Diseno del estudio y participantes

Se realizé un estudio descriptivo observacional, longitudinal (cohorte prospectiva) en el que se
incluyeron 11 pacientes que recibieron trasplante hepatico ortotdpico procedente de cadaver en
el Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela entre diciembre 2008 y marzo
2009. Dado el caracter piloto y descriptivo no se realizé estimacion del tamafio muestral.

Se extrajeron muestras de suero de cada paciente antes de trasplante (basal) y a intervalos
regulares tras el mismo (24 horas, 3 dias, 6 dias, 10 dias, 1 mes, 2 meses, 4 meses y 6 meses). No
fue posible realizar la extraccidn a las 24 horas post-trasplante en uno de los pacientes.

b) Determinaciones seroldgicas

Las determinaciones estdndares de los marcadores hepaticos se realizaron con un Advia 1650
Chemistry Analyzer (Bayer Diagnostics, Leverkusen, Germany) y las muestras para la
determinacién de la concentracidn de queratinas se congelaron a -40°C.

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) se determinaron con un inmunoensayo
quimioluminiscente comercial (Immulite-TPS; Siemens Medical Solution Diagnostics, Gwynedd,
UK) a través de una plataforma automatizada (Immulite-2000, Siemens) (62)(57). El limite de
deteccién de este método es de 15 U/l y se considera como limite superior de la normalidad 100
u/l.

Los niveles séricas de M30, fragmento de la K18 con un neoepitopo que se genera en la apoptosis,
se determinaron utilizando un inmunoensayo comercial (M30-Apoptosense; PEVIVA AB,
Bromma, Sweden) siguiendo las instrucciones del fabricante (59). Para calibrar el ensayo se
utilizaron las concentraciones de referencia del anticuerpo M30. La absorbancia se calculé con un
lector de ELISA a 450 nm. El limite de deteccion de este método es de 25 U/l y se considera como
limite superior de la normalidad 260 U/I.

Los niveles de K19 (CYFRA 21-1) se determinaron con un inmunoensayo quimioluminiscente
comercial en un Roche Elecsys Immunoassay Analyzer (Elecsys CYFRA 21-1; Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) (61). Se considera como limite superior de la normalidad una
concentracién en suero de CYFRA 21-1 de 3,3 ng/ml.

c) Estudios histoldégicos

Todas las biopsias fueron valoradas a ciegas por el mismo anatomopatélogo. Las muestras
hepaticas fueron incluidas en parafina y tefiidas con hematoxilina-eosina siguiendo los
procedimientos estandares. Para la realizacidn de los estudios inmunohistoquimicos se digirieron
las secciones hepaticas desparafinadas con ChemMateProteinase K (Dako, Glostrum, Denmark)
durante 10 minutos. Posteriormente, se aplicd el anticuerpo primario durante 30 minutos a
temperatura ambiente y, tras esto, se aplicd el EnVisionSystem (Dako), un polimero de dextrano
gue contiene peroxidasa y el anticuerpo secundario murino, durante otros 30 minutos. Entre las
dos incubaciones se lavaron las secciones con solucién tampén (ChemMate Buffer kit, Dako). Las
reacciones positivas se revelaron utilizando, como cromégeno, diaminobezidina (DAB, Dako) y las
secciones se contratifieron con Harris hematoxylin (Panreas, Barcelona, Spain) durante 2 minutos.

El anticuerpo primario incluye K19 (clone RCK 108, Dako), K18 (clone DC10, Dako) y anticuerpo
monoclonal M30 (M30 CytoDEATH; Alexis Biochemicals, Nottingham, UK).

Se definid como indice apoptdtico (apoptotic score) se definid como el nimero de hepatocitos
gue contenian inclusiones reactivas a M30 por cada 50 campos microscépicos aleatorios
utilizando un aumento de 40x (77)(248).
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d) Analisis estadisticos

Los datos se presentan en cada momento del estudio de forma descriptiva, con sumediana, rango
intercuartil y extremos mediante diagramas de cajas. Se utilizo el test de Wilcoxon para comparar
los valores de muestras apareadas. Para evaluar correlacién, se utilizé el coeficiente de
correlacién de Spearman. No hubo pérdidas en el seguimiento. Todos los contrastes fueron
bilaterales. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p<0,05.

e) Consideraciones éticas

Todos los pacientes son mayores de 18 afios dieron el consentimiento informado para participar
en el estudio, que fue revisado y aprobado por el comité ético y se atuvo a los criterios
establecidos en la Declaracién de Helsinki.

4. Resultados

a) Caracteristicas generales

Se incluyeron en el estudio 11 pacientes (siete de ellos varones) de edades comprendidas entre
los 40y los 64 afios (Tabla 5.1). Todos ellos presentaban un estadio avanzado de cirrosis. Ocho de
ellos tenian el antecedente de consumo de riesgo de alcohol. Inicialmente todos recibieron el
tratamiento inmunosupresor estandar compuesto por corticoides y tacrolimus. Las
caracteristicas generales de los pacientes (motivo por el que se indicé el trasplante, tiempo de
isquemia y presencia de complicaciones post-trasplante) se exponen en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1: Caracteristicas generales de los pacientes trasplantados.

N2 Edad (afios) Indicacion de Isquemia Complicaciones post-
/sexo transplante (minutos) trasplante
1 56/V Cirrosis (alcohol y VHC) 260 Recurrencia de la hepatitis C
56/M Cirrosis (alcohol) y 720 Ninguna
hepatocarcinoma
3 45/M Cirrosis (alcohol) 690 Diabetes mellitus de novo
43/V Cirrosis (alcohol) 360 Rechazo celular agudo (dia
+33); diabetes mellitus de novo
5 53/V Cirrosis (alcohol) 700 Rechazo celular agudo (dia +10)
40/M Cirrosis (alcohol) 240 Obstruccidn intestinal (hernia
umbilical)
7 62/M Cirrosis (autoimmune) 420 Ninguna
8 58/V Cirrosis (alcohol) 300 Insuficiencia renal leve
9 55/V Cirrosis (VHB) y 630 Ninguna
hepatocarcinoma
10 64/V Cirrosis (VHC) 360 Recurrencia de la hepatitis C
11 61/V Cirrosis (alcohol) 300 Rechazo celular agudo (dia
+56); diabetes mellitus de novo;
insuficiencia renal leve

V:vardn, M: mujer, VHC: virus de la hepatitis C; VHB: virus de la hepatitis B.
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b) Variacién de las queratinas y sus fragmentos tras el trasplante

En la mayoria de los pacientes, los niveles de CYFRA 21-1, TPS y M30 pre-trasplante se
encontraban elevados, con una mediana de concentraciones pre-trasplante de 3,6 ng/ml, 201 U/I
y 403 U/| respectivamente (Figura 5.1).

Las concentraciones de los fragmentos de K18 (TPS y M30) aumentaron drasticamente en el
periodo inmediato post-trasplante (Figura 5.1). El aumento de TPS y M30 ocurrié paralelamente,
aunque por lo general, el pico de concentraciones de TPS tendid a ocurrir antes (en el dia +1) que
el de M30 que alcanzé la mayor mediana de los valores en el dia +3 (Figura 5.1). Por consiguiente,
la ratio TPS/M30 en el inmediato post-trasplante fue mayor en el dia +1 y menor en el dia +3
(Figura 5.2). Posteriormente, las concentraciones de ambos (TPS y M30), decrecieron. El
decrecimiento de las concentraciones de TPS fue bastante abrupto, mientras que el descenso de
las concentraciones de M30 fue mas lento en el postrasplante (Figura 5.1). A los seis meses del
trasplante las concentraciones de ambos fueron significativamente menores que en las muestras
pre-trasplante (Figura 5.1).

Por lo general, las variaciones de concentraciones de los fragmentos de la K18 (TPS y M30) fueron
similares a las de la AST y de la ALT (Figura 5.1). Existi6 correlacion entre los niveles de TPS y M30
y los de AST y ALT. En el inmediato post-trasplante, la correlacidn entre los niveles de fragmentos
de la K18 y las transaminasas fue mayor para el TPS que para M30 y mayor para AST que para ALT
(Tabla 5.2).

Los niveles séricos de K19 (CYFRA 21-1) se comportaron de forma diferentes, con un descenso
constante desde las concentraciones basales sin presentar un aumento significativo de las mismas
en el inmediato postrasplante (Figura 5.1). A partir del sexto dia postrasplante, las
concentraciones de CYFRA 21-1 fueron significativamente menores de las pre-trasplante (Figura
5.1). Las concentraciones de CYFRA 21-1 se correlacionaron en el inmediato postrasplante con los
niveles séricos de bilirrubina (Tabla 5.2).

Tabla 5.2: Correlaciéon entre los valores de queratinas séricas y los marcadores hepaticos
habituales de daio hepatico en el postrasplante inmediato.

Dia +1 Dia +3 Dia +6

AST ALT Bil AST ALT Bil AST ALT Bil
(Ui/) | (Ui/) | (me/dl) § (UI/) | (UI/) | (me/dl) | (UI/D) | (UI/D) | (mg/dl)

CYFRA21-1 | 0,273 0,152 0,681* | 0,618* 0,409 0,191 0,451 0,183 | 0,781**
(ng/ml)

TPS 0,855** | 0,818** 0,401 0,900** | 0,818** 0,182 0,724** 0,320 0,603*
(u/)
M30 0,661* 0,697* 0,602 0,691* 0,655* 0,382 0,287 0,078 0,461
(U/)

Bil: bilirrubina. *P<0,05; **P<0,005. Los valores de p se han obtenido con el test de Spearman.

Figura 5.1 (pdgina siguiente): Variaciones de las queratinas y sus fragmentos tras el trasplante. En
estos grdficos represemos los cambios de las K18 y sus fragmentos (medidos con TPS y M30) y de la
queratina-19 (medido con CYFRA 21-1) y los comparamos con los cambios en los marcadores analiticos
hepadticos utilizados habitualmente (ALT, AST, GGT, bilirrubina y fosfatasa alcalina). Bas: valor basal
pre-trasplante, d: dia, mo: mes.
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Figura 5.2: Variacion de la ratio TPS/M30 tras el trasplante hepdtico. Bas: basal pre-
trasplante, d: dias, mo: meses

c) Cambios histolégicos y en los parametros analiticos en pacientes con
complicaciones post-trasplante

Los estudios de inmunohistoquimica realizados en los pacientes sin complicaciones fueron
negativos. Cinco pacientes presentaron complicaciones post-trasplante, necesitando Ia
realizacion de una biopsia hepatica para su diagnéstico (Tabla 5.1); dos pacientes presentaron
una recurrencia de la hepatitis por VHC y los otros tres un rechazo agudo del injerto.

Los datos de los dos pacientes con recurrencia del VHC se presentan en la Figura 5.3. En el
momento de la recurrencia se observé un aumento de los niveles de los fragmentos de K18 (TPS
y M30) y K19 (CYFRA 21-1). Es de destacar que el aumento de los niveles séricos de queratinas,
sobre todo de K18, fue anterior a las alteraciones en los marcadores hepaticos habituales (Figura
5.3, detalle del paciente 1 en la Figura 5.3.b). La histologia de la biopsia hepatica fue compatible
con una recurrencia de VHC (Figura 5.4). La inmunohistoquimica para M-30 tifid algunos
hepatocitos dispersos, con indice apoptético de 17. La inmunohistoquimica para K19 tino
Unicamente los colangiocitos (Figura 5.4).

Figura 5.3 (pdgina siguiente): Variacion de los pardmetros analiticos y de las queratinas séricas a lo
largo del tiempo en los dos pacientes con recurrencia del VHC.
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Figura 5.3.B: Variacion de los pardmetros analiticos y de las queratinas séricas a lo largo del
tiempo en los dos pacientes con recurrencia del VHC en el paciente 1 de la figura anterior
(detalle).

Figura 5.4: Biopsia hepdtica del paciente 10 tras la recurrencia de infeccion por VHC, a los 3
meses del trasplante. (A) Hematoxilina-eosina: se observan signos caracteristicos de
recurrencia por VHC. (B) y (C, detalle) Immunohistoquimica para M30: es positiva en los
hepatocitos apoptdticos en el Iobulo hepdtico. (D) Immunohistoquimica para K19: es positiva
unicamente en los ductos biliares normales.
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Figura 5.5. Variacion de los pardmetros analiticos y de las queratinas séricas a lo largo del tiempo en
los tres pacientes con rechazo celular agudo. Las flechas rojas indican el momento del rechazo.

68



Subestudio 5

Los datos de los tres pacientes con rechazo celular agudo se representan en la Figura 5.5.
Coincidiendo con el episodio de rechazo se observé un ligero incremento de los niveles séricos
de K18 (M30 y TPS) en dos casos (pacientes 5 y 11) pero no en el otro (paciente 4). En los tres
casos se observé un aumento transitorio de los niveles de K19 (CYFRA 21-1) coincidiendo con el
episodio de rechazo y con la elevacion de GGT y fosfatasa alcalina (Figura 5.5).

En los estudios histoldgicos, la tincion con hematoxilina-eosina revelaron los datos tipicos de un
rechazo celular agudo, la inmunohistoquimica para M30 neo-epitopo fue negativa (indice
apoptotico de cero) y la inmunohistoquimica para K19 fue positiva en los ductos biliares y en
algun hepatocito disperso (Figura 5.6).

Figura 5.6: Biopsia hepdtica del paciente 4 tras presentar un rechazo celular agudo al
trasplante hepdtico. La biopsia hepdtica se realizo el dia +33 postrasplante. (A)
Hematoxilina-eosina: se observan los signos tipicos del rechazo celular agudo. (B)
Immunohistoquimica para neo-epitopo M30: es negativa. (C) Immunohistoquimica para
K19:es positiva en los ductos biliares normales y en algun hepatocito disperso.

5. Discusién

El trasplante hepatico es una de las terapias estandares en pacientes con enfermedades hepaticas
en estado avanzado. El estudio de los mecanismos subyacentes al dafio por isquemia-perfusiény
de las complicaciones tardias puede servir como base para el tratamiento y la prevencion de las
mismas. En este estudio, intentamos definir los cambios de los niveles de queratinas hepaticas
(K19 y K18) en el post-trasplante.

Los cambios que observamos en los niveles séricos de queratinas nos indican que tras el
trasplante se produce tanto un proceso de necrosis como de apoptosis. Los niveles séricos de los
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fragmentos de K18 (TPS y M30) aumentan drasticamente en los primeros 3 dias tras el
procedimiento. Sin embargo, las concentraciones séricas de K19 no aumentan en el mismo
periodo. Los cambios de TPS y M30 son similares, pero no paralelos, de hecho, el pico de TPS
tiende a ocurrir antes, de esta manera la ratio TPS/M30 es mayor en el dia +1 que en el dia +3.
Estos datos nos indican que el dafio hepatico precoz por isquemia-reperfusion es debido a ambos
procesos: necrosis y apoptosis; con predominio de la necrosis en las primeras horas postrasplante
y de la apoptosis en los siguientes dias. Tanto Ulukaya (156) como Brenner (249), observaron
resultados similares. La relativa contribucion entre apoptosis y necrosis puede ser importante
para futuras investigaciones para intentar prevenir la disfuncién precoz del injerto, como por
ejemplo con el desarrollo de farmacos anti-apoptoticos (246,250). El aumento de los niveles de
los fragmentos de K18 desciende rapidamente pasados los dias, siendo mas rapido el descenso
del TPS que el de M30. A los seis meses tras el trasplante las concentraciones de ambos
marcadores fueron significativamente menores que los niveles pre-trasplante. Por lo general, los
cambios de las concentraciones de los fragmentos de K18 son similares a los cambios de los
niveles séricos de AST y ALT. Estudios previos observaron una correlacion estadisticamente
significativa entre las concentraciones de los fragmentos de K18 y los niveles de transaminasas,
siendo mayor en ALT (70).

Los cambios de los niveles de los fragmentos de K19 (CYFRA 21-1) en el postrasplante son
completamente diferentes. Se observé un descenso gradual de las concentraciones a partir de los
valores pre-trasplante, sin un pico significativo en el inmediato postrasplante. Por lo general, los
cambios en K19 (CYFRA 21-1) fueron similares a los que se observaron en la concentracién de
bilirrubina sérica. Hay que tener en cuenta que, en los higados sanos, la expresion de la K19 queda
restringida al epitelio biliar siendo la K18 y la K8 las queratinas presentes en los hepatocitos
(5,7,9).

Si nos fijamos en cada paciente de forma individual, los dos pacientes con recurrencia del VHC
presentaron un incremento de los niveles de los fragmentos de K18 (TPS y M30), sugiriéndonos
un aumento de la necrosis y de la apoptosis durante el proceso. En consonancia, los estudios
inmunohistoquimicos en esos casos mostraron un aumento del indice apoptdtico estimado con
inmunohistoquimica para M30. Cabe destacar que el aumento de los fragmentos de K18 fue
anterior a la alteracion de los marcadores hepaticos habituales.

Por otro lado, de los tres pacientes con rechazo celular agudo se observé un ligero incremento de
los niveles séricos de K18 (M30 y TPS) en dos casos coincidiendo con el episodio de rechazo, pero
no en el otro. Ademas, en los estudios inmunohistoquimicos en esos casos no se observo
incremento de la apoptosis hepatocitaria. En conjunto, estos datos sugieren que la apoptosis es
mas relevante en complicaciones postrasplante como la recurrencia de la Hepatitis por VHC que
en otras como el rechazo celular agudo. De hecho, se sabe que la apoptosis es una caracteristica
relevante de la hepatitis créonica por VHC (38,77). Ademas los cambios en los niveles de K18 se
han relacionado tanto con infecciones en el post-trasplante como alteraciones en la perfusion
hepatica (155).

Hay que destacar que las concentraciones séricas de los fragmentos de K19 aumentaron tanto
durante la recurrencia de VHC cémo durante el rechazo agudo. En algunos casos, este aumento
fue anterior al incremento de los marcadores hepaticos estandares. En circunstancias normales,
la K19 se expresa Unicamente en las células del epitelio biliar, sin embargo se ha observado su
expresion en los hepatocitos en situaciones de estrés (7,12). Se sabe que durante la recurrencia
de VHC Yy del rechazo agudo se produce una afectacion de los ductos biliares. Debido a que la K19
desciende de forma constante a partir de los niveles pre-trasplante, sus concentraciones podrian
tener valor para identificar de forma sencilla las variaciones anormales que pueden indicar
complicaciones post-trasplante.
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Este estudio presenta ciertas limitaciones. Su objetivo principal fue definir los cambios de las
queratinas séricas durante el periodo postrasplante. Los pacientes fueron seguidos de forma
estricta a intervalos regulares. El estudio no esta disefiado para detectar cambios que se puedan
producir entre las fechas de extracciones programadas, siendo esto especialmente importante
en los primeros dias postrasplante, cuando los cambios son mayores. Ademas, el tamafio de la
muestra es pequefio como para evaluar el valor diagndstico de las queratinas séricas en dicho
periodo. Los datos individuales deben ser interpretados con cautela; nuestros resultados
preliminares pueden servir de base para futuros estudios para valorar la utilidad de las queratinas
séricas en la detencidn y diagndstico de las complicaciones del postrasplante. Finalmente, hay
que destacar que las queratinas 18 y 19 se expresan en muchas células de estirpe epitelial y que
por lo tanto no son especificas del tejido hepdtico (7,12). Sin embargo, la presencia de elevadas
concentraciones en las células hepaticas y la presencia de cambios importantes de las
concentraciones séricas de las mismas cuando se producen eventos especificos tras el trasplante,
nos deben indicar que las queratinas séricas que medimos en nuestros pacientes provienen del
tejido hepatico.

El estudio de los niveles séricos de los fragmentos de queratinas puede aumentar nuestro
conocimiento de las enfermedades hepdticas (7,12). Las queratinas séricas ofrecen una forma de
medir la necrosis y apoptosis hepatica, procesos importantes en el desarrollo de las
enfermedades hepaticas. En este contexto, puede ser interesante desarrollar farmacos anti-
apoptoticos para prevenir el dafio hepatico asociado al postrasplante inmediato. En cuanto al
diagndstico, las queratinas séricas podrian ser unos futuros marcadores de enfermedad hepatica.
En este contexto, las proteinas del hepatocito, como lo son las queratinas, pueden ser unos
indicadores mas robustos que los estandares marcadores como son las actividades enzimaticas,
gue se pueden ver alteradas por otros factores externos como el consumo de drogas o farmacos
(198). Hay que destacar que las pruebas para determinar las concentraciones de queratinas estan
disponibles de forma comercial y que la determinacidon de estas concentraciones es sencilla
utilizando plataformas estandares (251).

De todas formas, es necesario realizar mas estudios para valorar la verdadera utilidad del uso de
fragmentos de queratinas como marcador de complicaciones en los trasplantados hepaticos.

6. Conclusiones

El presente estudio permite delinear los cambios en las concentraciones séricas de fragmentos
de K18 y K19 para estudios futuros. Los cambios en las concentraciones de K18 son diferentes a
los de K19. La elevacion de los niveles séricos de los fragmentos de K18 (TPS y M30) en las
primeras horas postrasplante indica que el dafio por isquemia-reperfusidén es debido a necrosis y
apoptosis de los hepatocitos, con predominio de la necrosis en las primeras horas postrasplante
y de la apoptosis en los siguientes dias. Las concentraciones de K19 descienden paulatinamente
tras el trasplante, salvo complicaciones. Hemos observado un aumento diferencial de las
concentraciones de los fragmentos de K18 y K19 en aquellos pacientes con complicaciones en el
postrasplante (reactivacion de la infeccion por VHC o rechazo celular agudo), pudiendo ser estos
de utilidad para identificar las complicaciones de forma precoz.
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Corolario:

Ejemplo de valor predictivo negativo:
normalidad de |la queratina 18 (TPS) sérica
para descartar enfermedad hepatica en una
paciente con miopatia y elevacion
persistente de transaminasas
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1. Introduccion especifica

La ALT y AST son enzimas presentes en el citoplasma y mitocondrias de los hepatocitos y su
elevacidn de los niveles en suero puede deberse a necrosis o apoptosis de los mismos (252). Sin
embargo, estos enzimas también se expresan en otros tejidos: AST en cerebro, pancreas,
musculo, rifidn, pulmén, hematies y leucocitos y ALT en musculo, tejido adiposo, intestinos,
prostata y cerebro (252). Un dafio en cualquiera de ellos puede provocar una elevacién de las
transaminasas (AST y ALT) en suero.

Los filamentos intermedios son un componente fundamental del citoesqueleto celular. En los
hepatocitos estan compuestos por queratinas (K) 18 y 8, mientras que en las células musculares
el filamento intermedio que se expresa es la desmina (12). Ante una apoptosis o necrosis de
hepatocitos, los fragmentos de K18 son liberados en suero (14,26) y sus niveles pueden
detectarse mediante un ensayo comercial midiendo el TPS (Tissue Polypeptide Specific Antigen)
(57). La determinacién de los fragmentos de K18 (TPS) podria ser atil para diferenciar una
elevacién de transaminasas secundaria a dafo muscular de una por dafio hepatico. Se presenta
el caso clinico de una paciente con una miopatia de Miyoshi con elevacién persistente de ALT y
AST y determinacién de TPS normal en la cual se descarté enfermedad hepatica.

2. Descripcidn del caso clinico

Mujer de 16 afios con antecedentes de convulsiones febriles en la infancia y sin otros
antecedentes personales ni familiares de interés con elevacion de transaminasas en una analitica
realizada de forma rutinaria. En el momento del estudio la paciente se encontraba asintomatica,
sin mialgias, debilidad muscular con el ejercicio, artralgias, artritis o eritema cutdneo. Negaba
consumo alcohdlico previo, consumo de sustancias de uso recreativo ni de farmacos. La
exploracién fisica fue normal. En la analitica (suero) destacaba AST de 123 UI/I (normal: 8-37 Ul/l),
ALT 130 UI/I (normal: 3-31 UI/l), GGT de 3 UI/I (normal: 4-38 UI/I), fosfatasa alcalina de 175 Ul/I
(normal: 88-263 Ul/l), bilirrubina total de 0,4 mg/dl (normal: 0,2-1,2 mg/dl), LDH: 759 Ul/I
(normal: 200-418 Ul/I), creatin-fosfokinasa (CPK) total de 6762 Ul/I (normal: 23-147 UI/l) y
aldolasa de 36,7 Ul/I (normal < 7,5 Ul/I). El valor de K18 (TPS) fue de 20 U/I (normal <80 U/I). El
hemograma fue normal. El estudio de autoinmunidad (anticuerpos antinucleares, anti-DNA,
anticuerpos antimitocondriales, anticuerpos antimusculo liso, anti-liver-kidney microsomes
(LKM), anticitoplasma de neutrdfilo, anticuerpos anti-M2, anticuerpos anti-LC1, anticuerpos anti-
antigeno soluble hepatico (SLA), y anticuerpos anti-F-Actina) fue repetidamente negativo. Los
anticuerpos antitrasglutaminasa fueron negativos y la IgA normal. La ferritina, el indice de
saturacion de transferrina, el cobre, la ceruloplasminay la alfa-1-antitripsina fueron normales. La
hormona tiroido-estimulante (TSH) fue normal. Las serologias para VHC, Virus de la Hepatitis B
(VHB), Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), Citomegalovirus y Virus Varicela Zéster fueron
negativas. En la ecografia abdominal se observé un higado homogéneo de tamafio, morfologia y
ecoestructura dentro de la normalidad. Durante el seguimiento se observé una persistencia de la
elevacién de transaminasas, CKy LDH (Figura C.1). Ante la negatividad del estudio de hepatopatia
y la persistencia de elevacion de transaminasas, se decidio realizar una biopsia hepatica que fue
normal. Se realizé una resonancia magnética en la cual se observaron hallazgos que sugerian una
miopatia bilateral y simétrica con afectacién de miembros inferiores y superiores. El
electromiograma fue normal. El test de la gota seca para enfermedad de Pompe vy el test de
ejercicio en isquemia fueron normales. Se realizé una biopsia del deltoides observando una
miopatia grado leve con ausencia de marcaje con el anticuerpo anti-disferlina en el estudio
inmunihistoquimico y tincion para miofosforilasa y fosfofructoquinasa normales. El estudio
genético para el gen de la disferlina no ha observado mutaciones. Ante estos hallazgos se
diagnosticé a la paciente de posible miopatia de Miyoshi con elevacion de transaminasas de
origen muscular.
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3. Discusién y comentarios

Las transaminasas (ALT y AST) son enzimas que se expresan en multiples tejidos. La AST se
expresa en higado, cerebro, pancreas, musculo, rifidn, pulmdn, hematies y leucocitos y la ALT en
higado, tejido adiposo, intestinos, prostata y cerebro. Sin embargo los niveles de ALT son
mayores en el tejido hepdtico que en resto, por eso una elevacion de ALT en suero se suele
relacionar con dafio hepdatico (252). A pesar de esto, se ha descrito previamente la elevacién de
AST y ALT en pacientes con rabdomiélisis (253), miopatias (254—260) o tras un ejercicio intenso
(261,262). Ademas en algunos casos de miopatias la elevacidn de transaminasas puede preceder
tanto la aparicidn de sintomatologia muscular como de elevacion de CPK (256,257).

Es importante diferenciar cuanto la elevacién de las transaminasas es debida a dafo hepatico o
muscular, pues patologias musculares como la rabdomiolisis pueden asociarse a un fallo hepatico
agudo (263). Por estos motivos, ante una elevacion de ALT, lo habitual es realizar todos los
estudios necesarios para descartar una hepatopatia asociada llegando incluso a realizar pruebas
invasivas como una biopsia hepatica. El caso que exponemos es el de una paciente con una
miopatia con elevacidn persistente de ALT y AST sin evidencia de dafio hepatico en la biopsia.

En nuestro conocimiento, hasta el momento no se ha descrito ninguna prueba de laboratorio que
pueda diferenciar cuando el aumento de transaminasas es debido a dafio muscular o a uno
hepatico. Wang et al. (264) describieron que el ratio CPK/ALT era menor en aquellos ratones con
dafio muscular y hepatico que en aquellos con Unicamente dafio muscular, pero su aplicabilidad
en humanos estd aln por demostrarse.

La K18 es una proteina fundamental del citoesqueleto de los hepatocitos y sus fragmentos se
liberan al torrente circulatorio ante una necrosis o apoptosis de los mismos (26). Estudios previos
han revelado que los fragmentos de K18 se encuentran elevados en pacientes con hepatopatia
alcohdlica (94), enfermedad hepatica no alcohdlica (133), hepatopatia por VHC (77) o hepatopatia
por VHB (89). La queratina-18 se expresa en las células de epitelios simples, sin embargo no se
expresa en las células musculares donde el filamento intermedio predominante es la desmina
(12). En efecto, Thulin et al. (166) describieron que no hay variacidon de niveles séricos de
fragmentos de K18 en aquellos pacientes que realizan ejercicio intenso a pesar de presentar
elevacién de ALT y AST. La determinacion de K18 (TPS) podria utilizarse para descartar
enfermedad hepdtica en aquellos pacientes con elevacion de transaminasas y enzimas
musculares, pudiendo evitarse la realizacidon de estudios invasivos como una biopsia hepatica,
dado su valor predictivo negativo.
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1. Limitaciones y fortalezas del estudio

Las limitaciones de cualquier estudio de corte epidemiolégico pueden clasificarse en las que
comprometen su validez interna o a su validez externa. Las primeras incluyen los posibles sesgos
de confusidn, de seleccion, de medicion (clasificacion) o de analisis (especificacidn). La validez
externa se refiere a la generalizabilidad de los resultados. Se discuten a continuacidn estas
posibles limitaciones.

1.1. Posibles problemas de confusion

La confusidn, el ambito de la investigacion clinico-epidemioldgica, se refiere a la distorsion de la
asociacion entre la exposicion y un efecto por una tercera variable (de confusién) asociada con la
exposicidon y causalmente con el efecto. El fendmeno de la confusidn es particularmente un sesgo
cuando se investiga causalidad. Los trabajos de esta tesis son fundamentalmente, en su conjunto,
de pruebas diagndsticas, con las queratinas (especialmente K18) como marcador de
enfermedades hepaticas. Parece poco probable que exista algin otro factor asociado con la
exposicion (enfermedad hepatica) y el efecto (elevacion de K18) que pueda confundir las
asociaciones observadas. Es remotamente posible que alguna neoplasia epitelial concomitante
eleve el TPS sin relacidn con hepatopatia. En este sentido, ninguno de los subestudios ha incluido
pacientes con hepatocarcinoma. Fuera de esos supuestos, la elevacién de K18 (TPS) es bastante
especifica y no sujeta a este tipo de problemas. El abuso de alcohol y la obesidad se asocian
también a elevacién de las concentraciones de K18 (TPS) sérica, en ambos casos a través de la
hepatopatia que inducen, como se ha valorado en subestudios individuales en la presente tesis.

1.2. Posibles problemas de seleccién

Todos los subestudios incluidos en la presente Tesis han sido de base hospitalaria. Dos de ellos
(concretamente el estudio en pacientes con abuso de alcohol y la fase inicial del estudio en los
pacientes trasplantados), ademas, se han realizado con pacientes ingresados en el hospital. Los
restantes estudios han sido realizados en pacientes de una consulta hospitalaria especifica de
Hepatologia. Ello convierte, de entrada, a estas muestras de pacientes en una poblacién
seleccionada, lo cual no quiere decir necesariamente que implique un sesgo de seleccién, que
dependerd de los objetivos y la poblacion diana del estudio que se trate. Es de destacar que la
determinacién de K18 (TPS) en estas nuestras consultas es rutinaria desde hace afios (a raiz de la
experiencia del propio grupo), lo cual minimiza problemas de seleccién al no incluir sélo pacientes
con unas caracteristicas muy definidas. Aunque los subestudios presentados tenian en su mayoria
un disefio de base transversal, al analizar y comparar entre ellos diferentes grupos se convierte,
de facto, en disefios de casos y controles en los que existen sujetos con el efecto (la enfermedad
o rasgo de ella en cuestidn, los casos) y sujetos sin el efecto (controles). Los posibles sesgos de
este disefio de estudio son bien conocidos incluyendo, entre otros, la ambigliedad temporal y el
sesgo de recuerdo, que seria clasificable en el grupo siguiente (sesgos de medicion). Tratandose
la exposicion en el presente estudio de diagndsticos registrados en una historia clinica, éste
ultimo parece improbable. Los sesgos caracteristicos de los estudios de casos y controles de base
hospitalaria incluyen el sesgo de Berkson, causado por la unién probabilistica de diferentes tasas
de hospitalizacion con diferentes trastornos clinicos. No parece probable, sin embargo, que
sesgos como el que se comentan hayan tenido influencia en los resultados observados. En todos
los estudios se cumple la premisa fundamental en los estudios de casos y controles de que estos
ultimos se obtienen de la misma poblacién de la que se obtienen los casos. Se ha de tener en
consideracion que los estudios se han realizado en el medio poblacional en el que se pretende
generalizar las conclusiones sobre el uso de las queratinas como marcadores, es decir, en
consultas especificas de enfermedad. Por lo tanto, con los resultados observados, las
conclusiones no serian extrapolables a otros entornos como consultas generales o de Atencion
Primaria.
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1.3. Posibles problemas de medicién (clasificacion)

Los sesgos de clasificacion pueden producirse cuando hay una inadecuada herramienta de
medida de las exposiciones o los efectos. Si se consideran las enfermedades hepaticas como
exposiciones y las concentraciones séricas como efectos, las herramientas de medida del
presente estudio parecen adecuadas. Las enfermedades hepaticas han sido clasificadas siguiendo
los criterios habituales, tanto clinicos, como microbiolégicos (en el caso del VHC), de imagen y
elastografia (en la misma entidad), o morfolégico-histolégicos (como en las hepatopatias
autoinmunes, el higado graso no alcohdlico o algunas complicaciones post-trasplante hepatico).
En todo caso, como se ha comentado en el punto anterior, han sido los aplicados en la practica
clinica rutinaria en unidades especificas de Hepatologia. La medicidon de marcadores rutinarios de
dafio hepatico se ha realizado mediante métodos validados y con controles sistematicos de
calidad, pues son los que se aplican a diario en el laboratorio clinico de un centro de referencia.
Algo parecido ocurre con la determinacion de efecto principal de este estudio, la K18 (TPS), que
se encuentra automatizada dentro de las plataformas de uso clinico habitual. Esto se puede
entender, como se comenta mas adelante, como una fortaleza del estudio. La determinacion de
K19 también realiz6 mediante un método comercial en una plataforma de uso clinico habitual. La
determinacién de M30, neoantigeno de la K18 generado especificamente durante la apoptosis
por la via de las caspasas, también se realizd6 mediante un kit comercial, pero a través de un ELISA
no implementado en las plataformas clinicas, con las limitaciones de calibraciones en estos casos,
aunque se siguieron en todo momento las instrucciones del fabricante. Esta determinacién sdlo
se utilizd en los pacientes del subestudio 5, de forma paralela a la determinacion de K18 comercial
y automatizada (TPS). Desde el punto de vista de la informacion patogénica, hay que tener en
cuenta que el analisis del TPS detecta un epitopo de la K18 que esta presente en la K18 intacta 'y
en sus fragmentos. Por lo tanto, a diferencia de los que ocurre con el neoepitopo M30 (especifico
de la apoptosis), el aumento de las concentraciones de TPS podria deberia tanto a necrosis como
a apoptosis hepatocitaria, aunque probablemente mas la primera (30).

1.4. Posibles problemas de analisis (especificacion)

Los analisis empleados en los diferentes subestudios han sido los basicos habituales, con
cumplimiento de los requisitos para cada uno de ellos. En todos los andlisis se ha optado por
estadistica no paramétrica. Aunque el nimero amplio de casos en varios de los estudios hubieran
permitido el uso de estadistica paramétrica, se ha preferido la primera por la distribucion
marcadamente no ajustada a la normalidad de muchas de las medidas (incluida la K18 [TPS]) en
la poblacidn, por su robustez en todos los supuestos y por mantener la uniformidad en todos los
analisis. Por similar razon, a la hora de describir las variables continuas (como la K18 [TPS]) en las
poblaciones de estudio se ha optado, de modo uniforme, por medidas de tendencia central
basadas en ordenaciones (percentiles, incluida la mediana como estimador de tendencia central)
y no basadas en momentos (como la media y desviacion tipica para tendencia central y dispersion,
respectivamente). En algunas ocasiones se ha recurrido a la comparacién de pruebas diagndsticas
mediante curvas ROC, como es habitual en este tipo de estudios, a fin de comparar las areas bajo
curva con sus intervalos de confianza. Sélo en contadas ocasionas ha sido preciso recurrir a
modelos de analisis multivariante (concretamente, mediante regresién logistica) para ajustar por
determinados factores de confusién o para mostrar el valor predictivo individual de determinado
rasgo.

1.5. Posibles limitaciones a la validez externa

Como se ha comentado anteriormente, los estudios han sido realizados en el entorno
hospitalario, en una consulta especifica de Hepatologia y en pacientes ingresados en un hospital
de referencia. Dada esta poblacion seleccionada, los resultados no pueden ser extrapolables a
otras poblaciones de indole mas general. A pesar de tratarse de un estudio unicéntrico y, por lo
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tanto, sdélo en el centro de referencia de un area geografica determinada, en pacientes de etnia
casi-universalmente caucdsica, pensamos que ello no le resta validez externa. De entrada, no
parece haber razones para pensar que algun hecho particular de los pacientes del area
mencionada les haga comportarse en este aspecto (relacién de las concentraciones de queratinas
y enfermedad hepatica) de forma distinta a los de otros entornos geograficos o de diferente etnia.

1.6. Fortalezas del estudio

Algunas de las posibles fortalezas del estudio ya se han comentado de forma paralela a las
limitaciones en los parrafos precedentes. En conjunto, los estudios se adaptaron a las directrices
de la iniciativa STROBE (Strengthening the Reporting of Observational studies in Epidemiology),
como se hace constar en el Anexo a esta tesis. Creemos de destacar, en este aspecto, el abanico
amplio de trastornos hepaticos estudiados, que incluyen los mas frecuentes en nuestro medio en
el adulto. Los estudios en una consulta especifica y dentro del protocolo habitual (incluida la
determinaciéon de K18 [TPS], que se realiza de forma rutinaria desde hace afios en nuestras
consultas y no en casos seleccionados), lo cual le afiade interés clinico y generalizabilidad a
entornos clinicos similares. El nimero de sujetos a estudio ha sido suficientemente amplio en los
subestudios para aportar suficiente potencia a los mismos, quiza con la excepcién del subestudio
en pacientes no higado graso no alcohdlico (en el que se prefirid incluir sélo pacientes
biopsiados), como se ha comentado en su discusién particular.

2. Conclusiones comentadas

Aunque cada uno de los subestudios se ha seguido de una Discusion especifica, se comentan a
continuacién las conclusiones de cada uno de ellos (que se corresponden con las conclusiones de
esta tesis), en los aspectos que merecen una valoracién conjunta y con énfasis, intentando no
reiterar las dicusiones individuales al final de cada subestudio, en los aspectos fundamentales que
soportan dichas conclusiones.

2.1. Enlos pacientes con hepatitis crénica por virus hepatitis C (VHC):

La concentracion de K18 (TPS) sérico es util para estimar el grado de fibrosis hepdtica pre-
tratamiento. Tanto el grado de fibrosis como los niveles de K18 (TPS) mejoran tras el
tratamiento con antivirales de accion directa. La no mejoria de K18 (TPS) tras el tratamiento
puede indicar la coexistencia de otras causas de hepatopatia o complicaciones.

De acuerdo con nuestros resultados, las concentraciones séricas de K18 (TPS) son capaces de
predecir, por si solas, una fibrosis hepatica avanzada (grado 3 o mayor), con un area bajo la curva
ROC que no es sinificativamente distinta a la de scores mas complejos en su célculo como FIB-4 o
APRI. El TPS puede aportar cierta informaciéon complementaria a la férmula FIB-4, aunque no
tanto a la férmula APRI. Los valores de TPS se relacionan también con los de ALT, AST, fosfatasa
alcalina, INR y con el grado de fibrosis hepatica. Todo ello concuerda con lo descrito previamente
para el TPS (77) y con los estudios realizados con otros epitopos de K18, como M30
(34,37,81,82,193). De acuerdo con ello, la determinacién de K18 (TPS) podria ser util o
suplementaria en pacientes con dificultades (por ejemplo, obesidad extrema) o no disponibilidad
para la realizacidn de elastografia hepatica.

El tratamiento con antivirales directos frente al VHC fue seguido de una marcada reduccion de las
concentraciones séricas de K18 (TPS). Es de destacar que, basalmente, un porcentaje apreciable
(40,9%) de los pacientes con infeccion por VHC y transaminasas normales presentaban
concentraciones de K18 (TPS) elevadas. Estos datos hablan de una mayor sensibilidad de la K18
(TPS) para detectar el dafio hepdtico, aunque éste no era uno de los objetivos del presente
estudio. El descenso de la K18 (detectada mediante otros tests, concretamente M30) se habia
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descrito tras el tratamiento con interferdn vy ribavirina, en épocas previas a los antivirales de
accion directa (71,78,86,87). A pesar de la curacién de la infeccién por VHC en la gran mayoria de
los casos, como es habitual, la K18 (TPS) permanecio elevada en el suero en, aproximadamente,
un tercio de los pacientes al cabo de 3 meses de finalizar el tratamiento. De ellos, dos terceras
partes presentaban factores adicionales para la elevacion de este marcador, entre los que se han
comentado mas arriba. Por todo ello, unido a la mayor sensibilidad que se ha comentado, la
persistencia de TPS elevado podria ser un indicador de una causa de enfermedad hepdtica
adicional que no se debe subestimar, una vez eliminado el VHC.

2.2. Enlos pacientes con abuso de alcohol:

Se confirma la elevacion de K18 (TPS) sérica, frecuente y, en muchos casos, marcada. Esta se
asocia a la elevacion de marcadores de dafio hepdtico, especialmente los indicativos de
hepatitis alcohdlica, con posible utilidad como marcador de la misma. La K18 (TPS) sérica se
correlaciona con la elevacion de citoquinas proinflamatorias. La correlacion entre los niveles de
TNF-alfa séricos y el K18 (TPS) sérica es consistente con la idea del papel del TNF-alfa en la
apoptosis en la hepatopatia alcohdlica.

Mas del 80% de los pacientes con abuso de alcohol ingresados en el hospital presentaban
concentraciones de K18 (TPS) por encima de 100 U/I casi la cuarta parte del total presentaban
valores por encima de 1000 U/I, es decir mas de 10 veces por encima del valor superior de
normalidad. Estos ultimos pacientes presentaban datos clinico-bioquimicos de hepatitis
alcohdlica, lo cual reafirma el posible papel diagnéstico de la K18 (TPS) en esta entidad (73,94,98).
Una cuarta parte de los pacientes con hepatitis alcohdlica aguda en esta serie presentaban
concentraciones de K18 (TPS) por encima de 2000 U/I. No es de extrafiar que aumente la K18 en
el suero de estos pacientes, ya que los agregados de K18 intra-hepatocitarios, en forma de
cuerpos o hialina de Mallory, es un hecho citolégico caracteristico de la hepatitis alcohdlica. El
valor diagndstico de la K18 (TPS) en los pacientes con hepatopatia alcohdlica podria verse
aumentado dada la escasa elevacion que tienen los pacientes en los marcadores habituales de
citélisis (AST y, sobre todo, ALT) en este grupo de enfermedades hepaticas.

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) se correlacionaron con las concentraciones de
citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-8 y TNF-a. No se observé la misma correlacion, sin
embargo, entre las concentraciones de K18 (TPS) sérico y la de ligandos de endotoxina como LBP
y sCD14. En nuestro conocimiento, estos aspectos no habian sido nunca estudiados. Aunque el
mero hecho de estar basado en una correlacién positiva es, por si solo, un argumento débil, este
hallazgo, buscado con hipdtesis a priori, es consistente el papel del TNF-a en la apoptosis
hepatocitaria en la hepatopatia alcohdlica. La elevacidn de las concentraciones séricas de TNF-a
se observan en la enfermedad hepatica avanzada y la hepatitis aguda alcohdlica (100,209,210-
214), aunque hasta la fecha los farmacos anti-TNF no han mostrado utilidad en esta situaciéon
(215-220).

2.3. Enlos pacientes con higado graso no alcohdlico:

El valor de la K18 (TPS) sérica es significativamente mayor en pacientes con enfermedad por
higado graso no alcohdlico que en controles sanos y mayor, pero sin alcanzar la significacion
estadistica, en pacientes con esteatohepatitis con respecto a los pacientes con higado graso
simple. Los valores de K18 (TPS) se correlacionan con los principales marcadores de dafo
hepdtico (AST y ALT) pero no hemos encontrado relacion con el daiio hepdtico observado en las
biopsias (esteatosis, necrosis o fibrosis). Es necesaria la realizacion de otros estudios con
mayores tamafnos muestrales para confirmar estos resultados y su valor prondstico.

Las concentraciones de K18 (TPS) séricas fueron mayores en pacientes con higado graso no
alcohdlico que en los controles poblacionales con masa corporal normal. También fueron
mayores en los pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica con respecto a aquellos con higado
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graso simple, aunque sin alcanzar la significacion estadistica. En este aspecto, los hallazgos son
confirmatorios de estudios previos que demostraron que algunas determinaciones de K18
pueden ser Utiles para diferenciar aquellos pacientes con enfermedad grasa hepatica de los sanos
y los pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica de aquellos con higado graso simple
(75,113,120,126,131,133,138,224). Sin embargo, hasta un 80% de los pacientes con enfermedad
grasa hepatica no alcohdlica presentan valores de transaminasas normales (225,226) y ademas
los valores de transaminasas no se han relacionado con el grado de afectacion histoldgica (227).
Todo esto hace necesaria la investigacién de nuevos biomarcadores de cribado donde pueden
tener cabida los fragmentos de K18 (TPS, M30 y M65), probablemente con un tamaiio muestral
mayor. Lo mismo puede decirse de la K18 sérica como marcador prondstico en estos pacientes.
Tras un seguimiento de un minimo de 14 afos, ninguno de los pacientes diagnosticado de
esteatohepatitis en nuestro estudio desarrollé cirrosis, hepatocarcinoma o fallecié debido a su
hepatopatia, aunque la mayoria los pacientes seguia presentando elevaciéon leve de
transaminasas y datos de esteatosis en la ecografia hepdtica. En nuestro conocimiento, existe
sélo un estudio que estudid el valor de fragmentos de K18 con la evolucion de los pacientes,
observando que los valores menores de M30 al diagnéstico se relacionaban con mayores tasas
de remisidon del higado graso (108). En otro estudio, los cambios en los valores de M30 se
correlacionaron con mejoria o empeoramiento en la biopsia hepatica de seguimiento (139). En
conjunto, el valor diagndstico y prondstico de las concentraciones de K18 (TPS) merece valorarse
en estudios futuros mas amplios.

2.4. Enlos pacientes con hepatopatias autoinmunes:

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) sérica se encuentran frecuentemente elevadas en los
pacientes con hepatopatias autoinmunes, especialmente en los pacientes con hepatitis
autoinmune, aislada o asociada a CBP como sindrome overlap. En esos casos, las
concentraciones de K18 (TPS) frecuentemente alcanzan niveles basales muy altos (>1000 U/L),
en los casos presentados como hepatitis aguda. Las concentraciones de K18 (TPS) sérica se
correlacionan con las de AST y ALT en los pacientes con hepatopatia autoinmune y podrian
aportar informacion suplementaria para distinguir los pacientes con CBP pura de los pacientes
con hepatitis autoinmune, aislada o asociada a CBP como sindrome overlap.

La elevacion de K18 (TPS) fue frecuente en los pacientes con hepatopatia autoinmune. Las
concentraciones de K18 (TPS) fueron mayores en los pacientes con hepatitis autoinmune que en
los pacientes con CBP. Esto es concordante con la K18 (TPS) como marcador de necrosis o
apoptosis hepatocitaria, que es mas prominente en los pacientes con hepatitis autoinmune que
en los pacientes con CBP. Los pacientes con sindrome overlap presentaron niveles de K18 (TPS)
similares a los de los pacientes con hepatitis autoinmune. En torno a un tercio de las hepatitis
autoinmunes presentaron valores de K18 (TPS) sérica superiores a 1000 U/l (mas de 10 veces por
encima del intervalo superior de normalidad) y en torno al 5% presentaron valores superiores a
10.000 U/l (mas de 100 veces el valor superior normal). Las concentraciones séricas de K18 (TPS)
aportaron valor diagnéstico en la diferenciacion de CBP vs hepatitis autoinmune (con o sin
sindrome overlap), aunque no mayor que el de los marcadores habituales de citdlisis (AST y ALT
séricas) con las cuales, también en este grupo de entidades, la K18 (TPS) se correlaciona. Dado
gue la elevacidn de transaminasas forma parte de los criterios habituales para la definicién de
sindrome overlap, resulta conveniente disponer de un marcador fidedigno adicional, ajeno a los
criterios de definicion. No hay que olvidar que las transaminasas (AST y ALT) se pueden ver
elevadas, con frecuencia, en situaciones patoldgicas diferentes de hepatopatia; entre otras, estan
las alteraciones musculares, con el ejemplo que se ha incluido en esta tests como Corolario.
Recientemente, han observado que la determinacion los fragmentos de K18 (M30 y M65) puede
ser util para predecir la recaida de la hepatitis autoinmune con remisién bioquimica en los
marcadores habituales (168). La impresion clinica de que la determinacién de K18 (TPS) seria util
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en la deteccién de recaidas en el seguimiento de la hepatitis autoinmune, reflejada en algun caso
puntual en el presente trabajo, debera ser corroborada en estudios futuros.

2.5.  Enlos pacientes con trasplante hepatico:

El presente estudio permite delinear los cambios en las concentraciones séricas de fragmentos
de K18 y K19 para estudios futuros. Los cambios en las concentraciones de K18 son diferentes a
los de K19. La elevacion de los niveles séricos de los fragmentos de K18 (TPS y M30) en las
primeras horas postrasplante indican que el dafio por isquemia-reperfusion es debido a necrosis
y apoptosis de los hepatocitos, con predominio de la necrosis en las primeras horas
postrasplante y de la apoptosis en los siguientes dias. Las concentraciones de K19 descienden
paulatinamente tras el trasplante, salvo complicaciones. Los cambios en el perfil de la evolucion
de las queratinas podrian servir de base para estudios ulteriores de su valor en el diagndstico
de las complicaciones postrasplante hepdtico.

En nuestro conocimiento, este es el primer estudio que analiza la evolucion de la K18 (medida
mediante TPS y ensayo para M30, marcador especifico de apoptosis) mas alla del postrasplante
inmediato (nuestro estudio abarcd los 6 meses postrasplante) y el primero que compara la
evolucidn de los fragmentos séricos de K18 con los de K19. Los niveles séricos de los fragmentos
de K18 (TPS y M30) aumentan llamativamente en los primeros 3 dias tras el trasplante, de modo
similar a las transaminasas. Los cambios de TPS y M30 séricos son similares, pero no enteramente
paralelos, pues el pico de TPS tiende a ocurrir antes, indicando predominio de la necrosis en las
primeras horas postrasplante y de la apoptosis en los siguientes dias. Los cambios de los niveles
de los fragmentos de K19 en el postrasplante fueron completamente diferentes. Se observé un
descenso gradual de las concentraciones a partir de los valores pre-trasplante, en una evolucion
similar a la de la bilirrubina sérica. Hay que tener en cuenta que, en condiciones normales, la
expresion de la K19 queda restringida al epitelio biliar siendo la K18 y la K8 las queratinas
presentes en los hepatocitos (5,7,9).

La relativa contribucién entre apoptosis y necrosis puede ser importante para futuras
investigaciones para intentar prevenir la disfuncidn precoz del injerto, como por ejemplo con el
desarrollo de farmacos anti-apoptoticos (246,250). En este aspecto, nuestros datos contribuyen
a delinear el patrén de evolucién normal con el que comparar las alteraciones que se encuentren
en el perfil de queratinas séricas en las complicaciones post-trasplante.

2.6.  En el conjunto de los estudios mencionados:

En conjunto, de los subestudios realizados puede concluirse que la determinacién de K18 (TPS)
sérica afiade informacion a los marcadores habituales de dafo hepatico. La informacion que
aporta es paralela a la de las transaminasas, pero con la ventaja de no verse influida por factores
no hepaticos (especificidad) y de ser una determinacion diferente (no una actividad enzimatica,
sino una proteina estructural del citoesqueleto hepatocitario) que se degrada durante la
apoptosis. En contrapartida, su valor como marcador tumoral (su disefio original como marcador
sérico) se vera comprometido en los pacientes con enfermedad hepatica.
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En los pacientes con hepatitis crénica por virus hepatitis C (VHC):

La concentracion de K18 (TPS) sérico es util para estimar el grado de fibrosis hepatica pre-
tratamiento. Tanto el grado de fibrosis como los niveles de K18 (TPS) mejoran tras el tratamiento
con antivirales de accion directa. La no mejoria de K18 (TPS) tras el tratamiento puede indicar la
coexistencia de otras causas de hepatopatia o complicaciones.

En los pacientes con abuso de alcohol:

Se confirma la elevacion de K18 (TPS) sérica, frecuente y, en muchos casos, marcada. Esta se
asocia a la elevacién de marcadores de dafio hepatico, especialmente los indicativos de hepatitis
alcohdlica, con posible utilidad como marcador de la misma. La K18 (TPS) sérica se correlaciona
con la elevacion de citoquinas proinflamatorias. La correlacién entre los niveles de TNF-alfa
séricos y el K18 (TPS) sérica es consistente con la idea del papel del TNF-alfa en la apoptosis en la
hepatopatia alcohdlica.

En los pacientes con higado graso no alcohdlico:

El valor de la K18 (TPS) sérica es significativamente mayor en pacientes con enfermedad por
higado graso no alcohdlico que en controles sanos y mayor, pero sin alcanzar la significacion
estadistica, en pacientes con NASH con respecto a los pacientes con higado graso simple. Los
valores de K18 (TPS) se correlacionan con los principales marcadores de dafio hepatico (AST y
ALT) pero no hemos encontrado relacion con el dafio hepdtico observado en las biopsias
(esteatosis, necrosis o fibrosis). Es necesaria la realizacion de otros estudios con mayores tamafios
muestrales para confirmar estos resultados y su valor prondstico.

En los pacientes con hepatopatias autoinmunes:

Las concentraciones séricas de K18 (TPS) sérica se encuentran frecuentemente elevadas en los
pacientes con hepatopatias autoinmunes, especialmente en los pacientes con hepatitis
autoinmune, aislada o asociada a CBP como sindrome overlap. En esos casos, las concentraciones
de K18 (TPS) frecuentemente alcanzan niveles basales muy altos (>1000 U/L), en los casos
presentados como hepatitis aguda. Las concentraciones de K18 (TPS) sérica se correlacionan con
las de AST y ALT en los pacientes con hepatopatia autoinmune y podrian aportar informacion
suplementaria para distinguir los pacientes con CBP pura de los pacientes con hepatitis
autoinmune, aislada o asociada a CBP como sindrome overlap.

En los pacientes con trasplante hepatico:

El presente estudio permite delinear los cambios en las concentraciones séricas de fragmentos
de K18 y K19 para estudios futuros. Los cambios en las concentraciones de K18 son diferentes a
los de K19. La elevacion de los niveles séricos de los fragmentos de K18 (TPS y M30) en las
primeras horas postrasplante indican que el dafio por isquemia-reperfusién es debido a necrosis
y apoptosis de los hepatocitos, con predominio de la necrosis en las primeras horas postrasplante
y de la apoptosis en los siguientes dias. Las concentraciones de K19 descienden paulatinamente
tras el trasplante, salvo complicaciones. Los cambios en el perfil de la evolucion de las queratinas
podrian servir de base para estudios ulteriores de su valor en el diagnéstico de las complicaciones
postrasplante hepatico.
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En el conjunto de los estudios mencionados:

La determinacion de K18 (TPS) sérica aflade informacion a los marcadores habituales de dafio
hepatico. En contrapartida, su valor como marcador tumoral (su disefio original como marcador
sérico) se vera comprometido en los pacientes con enfermedad hepatica.
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Anexo | - Listado de abreviaturas

ALT Alanina aminotransferasa

APRI AST-to-Platelets Ratio Index

AST Aspartato aminotransferasa

CBP Colangitis biliar primaria

CPK Creatin-phosphokinase

CYFRA 21-1 CYtokeratin FRAgment 21-1 (queratina-19)

FA Fosfatasa alcalina

FIB-4 indice FIBrosis con 4 elementos

GGT Gamma-glutamil transferasa

IMC indice de masa corporal

K Queratina (keratina)

LDH Lactato-deshidrogenasa

LR+ Positive likelihood Ratio (razén de verosimilitud positiva)

LPB Lipopolysaccharide-binding lipoprotein

M Mujer

M3 Anticuerpo monoclonal que detecta el epitopo (residuos 322-
340) utilizado en la deteccion de K18 en el método comercial TPS
(Tissue Polypeptide Specific antigen)

M30 Anticuerpo monoclonal que detecta el neoantigeno (Asp-396*)
en la queratina 18 formado durante su escisién por la via de las
caspasas

M65 Anticuerpo monoclonal que detecta el epitopo (residuos 300-
380) utilizado en la deteccion de K18

NAFLD Enfermedad por higado graso no alcohdlica

NAS Esteatosis hepatica simple

NASH Esteatohepatitis no alcohdlica

TPS Tissue Polypeptide Specific Antigen

TRAIL-R Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand receptor

RIC Rango intercuartilico (percentiles 25-75)

ROC (curva) Receiver-operating characteristics

STROBE Strengthening the Reporting of Observational studies in
Epidemiology (Initiative for)

VHB Virus de la Hepatitis B

V Varén

VHC Virus de la Hepatitis C

VPN Valor predictivo negativo

VPP Valor predictivo positivo
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Anexo Il — Autorizaciones del Comité de Etica

w238 XUNTA DE GALICIA Edificio Administrativo San Lazaro Comité Etico de Investigacién Cli
: = : . 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA Telf. (981) 54 64 25 7gFax (981]3“;: 18 04
+T+ CONSELLERIA DE SANIDADE Telf.: 981 54 28 12 - Fax: 981 54 18 04 E-mail: ceic@sergas es
Direccion Xeral de Farmacia e Productos Sanitarios Www.sergas.es

Informe del Comité Etico de Investigacién Clinica de Galicia

Dffa. Margarita Tasende Souto, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

CERTIFICA:

Que este Comit¢ ha evaluado en su reunién del 28 de abril de 2005 la propuesta de Arturo
Gonzélez Quintela para que se realice el estudio titulado “Niveles de TPS (antigeno polipeptidico
tisular especifico) en pacientes con hepatopatia alcohdlica. Comparacién con otras hepatopatias y
con neoplasias epiteliales. Relacion con la alteracion en los niveles de otras citoqueratinas”, con
nuestro niumero de registro: 2005/079, y considera que:

Se cumplen los requisitos éticos aplicables a este tipo de estudios, estan justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto y es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento
informado.

Y que este Comité acepta, de conformidad con sus Procedimientos Normalizados de Trabajo, que
dicho estudio sea realizado en el Centro/s C.H. Universitario de Santiago por Arturo Gonzilez
Quintela como investigador/es principal/es.

Lo que firmo en Santiago de Compostela a 29 de abril de 2005.

NOTA genérica: Debido a las connotaciones éticas y la especial naturaleza del consentimiento informado, es
exigible que, con anterioridad al reclutamiento de pacientes, esté disponible una versién fidedigna y redactada en
gallego normativo del mismo (hojas de informacion y de firmas). Garantizandose asi, el derecho del paciente al acceso a
la informacién en los idiomas oficiales de Galicia y la completa comprensién del consentimiento informado.
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L) XUNTA DE GALI Edificio Administrativo San Lazaro
8. . GALICIA 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA N SERGAS
4_*, CONSELLERIA DE SANIDADE Telefono: 981 54 28 13 - Fax: 981 54 03 07
WWww.sergas.es Secretaria Xeral

Comité Etico de Investigacion clinica
Telf: 981 54 64 25 FAX: 981 54 18 04
Email: ceic@sergas.es

DITAME DO COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE GALIZA

D. Xoan X. Casas Rodriguez , Secretario do Comité Etico de Investigacion Clinica de Galiza

CERTIFICA:
Que este Comité avaliou na sta reunion do dia 29/05/2007 o estudo:

Titulo: Evaluacion del TPS sérico (antigeno polipeptidico tisular, queratina-18) en el diagnostico de
enfermedades hepaticas, especialmente las asociadas al consumo del alcohol
Promotor: Arturo Gonzalez Quintela

Codigo de Rexistro CEIC de Galicia: 2007/109

Que se cumpren os requisitos éticos aplicabeis a este tipo de estudos, estan xustificados os riscos e

molestias previsibeis para o suxeito e é adecuado o procedemento para obter o consentimento
informado.

E que este Comité acepta, de conformidade cos seus Procedementos Normalizados de Traballo, que o
devandito estudo sexa realizado nos seguintes centros:

Centros Investigadores principais
C.H. Universitario de Santiago Arturo Gonzalez Quintela

En Santiago de Compostela a xoves, 07 de xuno de 2007
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M) ¢4| CONSELLERIA DE SANIDADE Teléfono: 981 54 27 26 - 981 54 27 27 - Fax: 98154 27 28
WWw.sergas.es

Comité Etico de Investigacion clinica
Telf: 881 54 64 25 FAX: BB1 54 18 04
Email: ceic@sergas.es

DITAME DO COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE GALIZA

D. Xoan X. Casas Rodriguez , Secretario do Comité Etico de Investigacion Clinica de Galiza

CERTIFICA:

Que este Comité avaliou na stia reunion do dia 30/09/2008 o estudo:

Titulo: Valor da queratina-18 sérica no diagnostico diferencial das hepatopatias postrasplante hepatico
Promotor: Santiago Tomé Martinez de Rituerto

Codigo do Promotor:

Codigo de Rexistro CEIC de Galicia: 2008/272

Que se cumpren os requisitos éticos aplicabeis a este tipo de estudos, estan xustificados os riscos e
molestias previsibeis para o suxeito e é adecuado o procedemento para obter o consentimento
informado.

E que este Comité acepta, de conformidade cos seus Procedementos Normalizados de Traballo, que o
devandito estudo sexa realizado nos seguintes centros:

Centros Investigadores principais
C.H. Universitario de Santiago Santiago Tomé Martinez de Rituerto

En Santiago de Compostela a 30 de setembro de 2008

Xoan X. Casas Rodriguez
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CONSELLERIA DE SANIDADE EeIC@SEDaS £
Secretaria Xeral Técnica e

Edificio Administrativo San Lazaro
XUNTA DE GALICIA 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA B I 1CI B
Teléfono: 881546425

DICTAMEN DEL Comité de ética de la investigacion con medicamentos de Galicia
(CEIm-G)

Paula M. Lopez Vazquez, Secretaria del Comité de ética de la investigacion con
medicamentos de Galicia (CEIm-G)

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunion del dia 20/12/2018:

Titulo:Estudio descriptivo de las hepatopatias autoinmunes en el area
sanitaria de Santiago. Factores diagnodsticos y pronosticos

Promotor: Arturo Gonzalez Quintela

Tipo de estudio:EPA SP

Codigo del Promotor:AGQ-EHA-2018-01

Cdédigo de Registro: 2018/506

Y, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:
La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi
como los requisitos legales aplicables.
La idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio,
justificacion de los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los
beneficios esperados.
Los principios éticos de la Declaracion de Helsinki vigente.
Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del CEIm-G de Galicia

Emite un INFORME FAVORABLE para la realizacion del estudio por el/la
investigador/a del centro:

Centros Investigadores Principales
C.H. Universitario de Santiago Arturo Gonzalez Quintela

Documento firmado digitalmente por:
Lopez Vazquez, Paula: 07/01/2019 09:26

SAOC-K4G4-BOAH-OFH6-8815-4684-9581-455
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Anexo lll = Publicaciones derivadas de la presente tesis

Cristina Macia-Rodriguez, Emilio Paez-Guillan, Alba Garcia-Villafranca, Ana-Teresa Afonso,
Esteban Otero, Santiago Tomé, Arturo Gonzalez-Quintela. Changes in serum level of keratin-18
(TPS) in patients with chronic hepatitis C who received direct-acting antiviral therapy (Abstract).
European Journal of Case Reports in Internal Medicine 2019; 6 (S1): 340-341.

Cristina Macia-Rodriguez, Emilio Paez-Guillan, Alba Garcia-Villafranca, Ana-Teresa Afonso,
Esteban Otero, Santiago Tomé, Arturo Gonzalez-Quintela. Serum keratin-18 fragments are
related to liver fibrosis in patients with chronic hepatitis C (Abstract). European Journal of Case
Reports in Internal Medicine 2019; 6 (S1): 342.

Cristina Macia, José Loureiro, Isabel Campos-Varela, Ihab Abdulkader, Esteban Otero, Evaristo
Varo, Santiago Tomé, and Arturo Gonzalez-Quintela. Time-course changes of serum keratin
concentrations after liver transplantation: contrasting results of keratin-18 and keratin-19
fragments. Case Reports in Hepatology 2020 (aceptado, en prensa).
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