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RESUMEN

La enfermedad hepética crénica y cirrosis constituyen un grave problema de salud en México.
La cirrosis es caracterizada por una disrupcion de la arquitectura hepética con el consecuente
desarrollo de hipertensién portal debido a la fibrosis progresiva. El trasplante hepético es
actualmente la Unica medida terapéutica definitiva para pacientes con estadios avanzados de
cirrosis, incluyendo aqguellos con cirrosis descompensada e insuficiencia hepética aguda sobre
cronica (ACLF). Sin embargo, debido a la escasez de érganos, existe una gran necesidad de
marcadores precisos que logren detectar a los pacientes en riesgo de progresar a Cirrosis
avanzada. La identificacion de ciertos marcadores podria agilizar el tiempo en que el paciente
recibe un trasplante e incluso podria ser de utilidad para estimar los posibles desenlaces si se
decide realizar este procedimiento. La galectina-3 es una lectina de union a p-galactésidos con
amplia presencia y funciones en el cuerpo humano, destacando su papel en la inflamacién y en
la fibrosis. En el higado, a pesar de su asociacidn con la fibrosis hepatica, se desconoce hasta
el momento su relevancia clinica y papel fisiopatoldégico con relacion a la progresion de la
enfermedad.

Por consiguiente, en este proyecto doctoral nos planteamos como hipétesis que la
descompensacion por cirrosis se asocia a una mayor expresion de galectina-3, siendo ain mas
evidente en ACLF, al ser responsable de una respuesta inflamatoria exacerbada y al participar
en mecanismos relacionados con la desregulacion transcripcional hepética y la disfuncion del
ciclo celular. Se analiz6 una cohorte ambispectiva de 235 pacientes que recibieron trasplante
hepéatico ortotopico en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ) entre el 2015 y 2019, los cuales fueron clasificados de acuerdo con su estadio de
cirrosis. El primer paso consistié en realizar una revision exhaustiva de los expedientes para
conocer adecuadamente la poblacion de estudio incluyendo sus caracteristicas demogréficas;
gravedad de la enfermedad; su curso clinico con especial énfasis en aquellos con ACLF; el
beneficio de recibir un trasplante hepatico; y desenlaces del postrasplante. Estos resultados
componen el analisis demografico de la poblacion de estudio en el que se basa esta tesis.
Posteriormente se procedid al estudio experimental en el que se midi6é y evalu6 la utilidad
clinica de la galectina-3, utilizando muestras de higado y sangre recolectadas al momento del
trasplante. La expresion intrahepatica de la galectina-3 se midié tanto por PCR cuantitativa
como por inmunohistoquimica y aquella en la circulacibn mediante ELISA, con lo que se
llevaron a cabo diferentes correlaciones clinicas para explorar su potencial como biomarcador.

Como primera parte de este proyecto, en la poblacién de estudio se identificaron 95 pacientes
que cumplian criterios de ACLF, 129 con cirrosis descompensada y 11 con cirrosis
compensada. Se demostroé que la supervivencia postrasplante entre los diferentes estadios de
cirrosis fue similar al afio y a los seis afios (p= 0.60 y p= 0.90, respectivamente), resaltando el
beneficio de esta intervencién incluso en ACLF. No obstante, estos Ultimos presentaron una
estancia hospitalaria mas prolongada (p= 0.01) y una mayor frecuencia de complicaciones de
tipo infeccioso (p< 0.01). Conociendo el grupo de pacientes con ACLF que recibieron trasplante
hepético, se estudié y compard una cohorte adicional de aquellos que no fueron trasplantados
(n= 67). Encontramos que el curso clinico en aproximadamente la mitad de ellos se caracteriza



por la presencia de mdultiples eventos de descompensacion que cumplen criterios para esta
entidad. Adicionalmente se identificaron determinantes que indican qué pacientes con ACLF se
benefician mas del trasplante, incluyendo una edad mas joven; un score CLIF-C OF y CLIF-C
ACLF mas bajo en el evento inicial; un grado de ACLF 1 en el evento inicial y final; y la
ausencia de fallas extrahepéticas. Esto se reflej6 en una mortalidad significativamente
incrementada a 30 dias, 3 y 6 meses en aquellos que no pudieron ser sometidos al trasplante
(43.3%, 65.7% y 77.6%, respectivamente) comparado con los que si fueron trasplantados (0%,
3.2% y 4.2%), asi como al afio y a los 6 afios (91.0% y 100% en los no trasplantados vs. 6.3%
y 15.8% en aquellos trasplantados).

Habiendo caracterizado a los pacientes con ACLF, se procedid a evaluar la expresion sérica y
hepatica de galectina-3 de aquellos que dieron su consentimiento informado para el uso de sus
muestras bioldgicas. De los 235 pacientes que recibieron trasplante entre el 2015 y 2019, se
analizaron 9 con cirrosis compensada, 59 con cirrosis descompensada y 61 con ACLF. Como
controles se usaron muestras del higado de los donadores cadavéricos (n= 35) o suero de
sujetos sanos dentro de la edad de los pacientes (n= 10). En apoyo a la medicién de
galectina-3 como un biomarcador importante en pacientes con cirrosis, se encontré una mayor
expresion en la circulacion (p= 0.007) e higado (p< 0.0001) de aquellos con ACLF o cirrosis
descompensada, es decir, en pacientes con cirrosis avanzada. Asimismo, galectina-3
correlacion6 tanto con el MELD-Na como con indicadores de descompensacion incluyendo la
bilirrubina total y el INR y mostré6 ademas poder para discriminar entre cirrosis compensada y
cirrosis avanzada (AUC= 0.78 y 0.84 para galectina-3 circulante e intrahepatica,
respectivamente [95% CI 0.66 — 0.89 y 0.72 — 0.95]; p< 0.01). Por inmunohistoquimica
galectina-3 fue distintiva de cirrosis avanzada al ser positivos no solo los macréfagos
sinusoidales, sino también los hepatocitos en los nédulos de regeneracion e incluso las
reacciones ductulares. Se observd una mayor expresion de marcadores de inflamacién
intrahepatica (IL-6, MCP-1, IL-8 y M-CSF) en cirrosis avanzada, todos los cuales
correlacionaron significativamente con galectina-3. En el pretrasplante, galectina-3 tuvo poder
adicional para identificar pacientes que cursaron con sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica y por tanto aquellos con mayor urgencia de recibir un trasplante. Por otra parte, en el
postrasplante mostré utilidad clinica al ser un predictor de complicaciones infecciosas durante
la estancia inmediata posterior al procedimiento. Dichos analisis se corroboraron con datos de
una cohorte externa de pacientes con hepatitis alcohdlica, cuya muestra fue tomada al
momento del diagnéstico, donde la abundancia intrahepética del ARN de galectina-3 mostré
igualmente un patron de mayor elevacion en aquellos con enfermedad grave y correlaciond
también con una mayor inflamacién intrahepética.

Ampliando la relevancia de esta glicoproteina en los mecanismos de enfermedad propios de la
cirrosis, se encontré que los pacientes con cirrosis avanzada (DC y ACLF) presentan ademas
alteraciones importantes en la expresion de diferentes factores de transcripcion hepaticos y en
genes que controlan el ciclo celular. Galectina-3 intrahepatica correlaciond significativamente
con todos ellos: HNFla (r= 0.25, p= 0.012), FOXA2 (r= 0.53, p< 0.0001) y CEBPa (r= 0.44,
p< 0.0001) como factores de transcripcion y CCND1 (r= 0.45, p< 0.0001), CCNB1 (r= 0.28,
p= 0.009), p16 (r= 0.73, p< 0.0001) y Rb (r= 0.34, p= 0.001) como marcadores del ciclo celular.



Adicionalmente, se confirma un estado de senescencia en el higado cirrético el cual se asocia
con la expresion de galectina-3 al haber hepatocitos y colangiocitos dobles positivos a esta
lectina y p15/16 o p53.

Con base en los hallazgos antes mencionados, se puede concluir por un lado la importancia de
agilizar el tiempo a trasplante de los pacientes con ACLF sabiendo que la supervivencia
postrasplante es comparable con la del resto de pacientes con cirrosis y que su curso clinico es
dinamico, pudiéndose complicar con el desarrollo de multiples eventos de descompensacion.
Por otro lado, se concluye que la galectina-3 tiene potencial clinico importante, comportandose
como una molécula con implicaciones fisiopatologicas en la cirrosis que refleja el grado de
progresion. Si bien esta glicoproteina no difirié significativamente entre cirrosis descompensada
y ACLF, demuestra poder en el pretrasplante para distinguir de manera general entre pacientes
con cirrosis avanzada y aquellos con cirrosis compensada, ayudando a identificar pacientes
gue deben ser priorizados para recibir un trasplante. Toda esta evidencia coloca a la
galectina-3 como un biomarcador de gravedad de la enfermedad, con utilidad en la prediccion
de desenlaces adversos en el postrasplante y con potencial relevancia como blanco terapéutico
prometedor.



ABSTRACT

Chronic liver disease and cirrhosis constitute a serious health problem in Mexico. Disruption of
the normal hepatic architecture characterizes cirrhosis with consequent portal hypertension due
to progressive fibrosis. Liver transplantation is currently the only definitive therapeutic measure
for patients with advanced cirrhosis, including those with decompensated cirrhosis or acute-on-
chronic liver failure (ACLF). However, given the scarcity of donor organs a great need exists for
accurate markers that can help detect patients at risk of progressing to an advanced cirrhosis
stage. The time a patient receives a liver transplant may be hastened by identifying certain
markers that may even prove useful for the prediction of possible posttransplant outcomes.
Galectin-3 is a B-galactoside binding lectin with broad presence and functions within the human
body that strikes out as a molecule implied in inflammation and fibrosis. Within the liver,
although galectin-3 expression relates to hepatic fibrosis, its clinical relevance as well as its
pathophysiological role in relation to disease progression is currently uncertain.

Hence, in this doctoral thesis we defined as the working hypothesis that cirrhosis
decompensation is associated with greater galectin-3 expression, which is even more evident in
ACLF as it is responsible for an exacerbated inflammatory response and as it contributes to
mechanisms related with deregulation of both liver-enriched transcription factors and the cell
cycle. An ambispective cohort of 235 patients who underwent liver transplantation in the
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) between 2015
and 2019 was analyzed. Patients were classified according to their cirrhosis stage. The first
phase of this study consisted in carrying out an exhaustive revision of all medical records to
adequately know the study population, including demographic characteristics, disease severity,
clinical course with special emphasis in ACLF patients, liver transplant benefit, and
posttransplant outcomes. These results make up the demographical analysis of the study
population on which this thesis is based. Afterwards, the experimental part of the study was
performed in which the clinical usefulness of galectin-3 was assessed by measuring liver and
blood samples collected at the time of liver transplantation. Intrahepatic galectin-3 expression
was measured by either quantitative PCR or immunohistochemistry and circulating galectin-3
expression by ELISA. Subsequently, different clinical correlations were carried out with these
galectin-3 measurements to explore its potential as a biomarker.

As part of the first phase of this study, within the study population 95 patients that fulfilled ACLF
criteria, 129 with decompensated cirrhosis and 11 with compensated cirrhosis were identified.
Posttransplant survival at one and six years was found to be similar between the different
stages of cirrhosis (p= 0.60 and p= 0.90, respectively), which highlights the benefit of liver
transplantation even in patients with ACLF. However, the latter presented a longer hospital stay
(p= 0.01) and a higher frequency of infectious complications (p< 0.01). After characterizing the
group of ACLF patients who received a liver transplant, an additional cohort of those who were
not able to undergo this procedure were analyzed (n= 67). We found that the clinical course in
over half of all ACLF patients is distinguished by the development of multiple decompensation
events that fulfill criteria for this entity. Furthermore, several potential determinants of low-risk
mortality that may indicate liver transplant benefit in ACLF were identified, including a younger
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age, a lower CLIF-C OF and CLIF-C ACLF scores at the initial ACLF event, an ACLF-1 grade at
the initial and final ACLF event, and the absence of extrahepatic failures. This was reflected in
significantly higher 30-day, 3- and 6-month mortalities in non-LT patients (42.3%, 65.7% and
77.6%, respectively) compared to the LT group (0%, 3.2% and 4.2%), as well as higher
mortality after 1 and 6 years (91.5% and 100% in non-LT patients vs. 6.3% and 15.8% in LT
patients, respectively).

Once all patients with ACLF were identified and evaluated, circulating and hepatic galectin-3
expression was then measured in the samples of those who gave written informed consent. Out
of the 235 patients who received a liver transplant between 2015 and 2019, 9 patients with
compensated cirrhosis, 59 with decompensated cirrhosis and 61 with ACLF were included in
these analyses. As controls, liver samples from the deceased donors (n= 35) or serum from
healthy subjects within the patient’'s age group (n= 10) were used. In support of the
measurement of galectin-3 as a relevant biomarker in cirrhotic patients, increased circulating
(p= 0.007) and hepatic (p< 0.0001) galectin-3 levels were found in those with ACLF or
decompensated cirrhosis, that is, in patients with advanced cirrhosis. Moreover, galectin-3
correlated both with the MELD-Na and with disease severity parameters including total bilirubin
and INR and had significant discriminating power to distinguish between compensated and
advanced cirrhosis (AUC= 0.78 and 0.84 for circulating and intrahepatic galectin-3, respectively
[95% CI 0.66 — 0.89 and 0.72 — 0.95]; p< 0.01). Immunohistochemistry analyses revealed a
specific galectin-3 staining pattern in patients with advanced cirrhosis, where positivity was not
only observed in sinusoidal macrophages but also in hepatocytes within regenerative nodules
and even in ductular reactions. Patients with advanced cirrhosis showed a higher expression of
intrahepatic inflammatory markers (IL-6, MCP-1, IL-8, and M-CSF), all of which correlated
significantly with galectin-3. In the pretransplant setting, galectin-3 had additional power to
identify patients with systemic inflammatory response syndrome and thus those with a higher
urgency for a liver transplant. Furthermore, in the posttransplant setting it also showed clinical
utility as a significant predictor for infectious complications that develop during the immediate
hospital stay following the procedure. These analyses were corroborated with data from an
external cohort of patients with alcoholic hepatitis, whose sample was taken at the time of
diagnosis, where intrahepatic galectin-3 RNA abundance was more elevated in those with
severe disease and further correlated with increased intrahepatic inflammation.

To better understand the relevance of this glycoprotein in specific disease mechanisms of
cirrhosis, it was found that patients with advanced cirrhosis (DC and ACLF) additionally present
important alterations in the expression of different liver-enriched transcription factors and of cell
cycle checkpoints. Intrahepatic galectin-3 correlated significantly with all of them: HNFla
(r= 0.25, p= 0.012), FOXA2 (r= 0.53, p< 0.0001) and CEBPa (r= 0.44, p< 0.0001) as
transcription factors and CCND1 (r= 0.45, p< 0.0001), CCNB1 (r= 0.28, p= 0.009), p16 (r= 0.73,
p< 0.0001) and Rb (r= 0.34, p= 0.001) as cell cycle markers. Moreover, senescence is
confirmed as a relevant phenomenon in the cirrhotic liver and was found to correlate with
galectin-3 expression given the double positivity for this lectin and p15/16 or p53 in hepatocytes
and cholangiocytes.
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According to the findings previously mentioned, it can be concluded on the one hand the
importance of hastening the time to transplant in patients who have been diagnosed with ACLF,
knowing that their posttransplant survival is similar to that of other patients with cirrhosis and
that their clinical course is dynamic which may worsen with the development of multiple
decompensation events. On the other hand, galectin-3 has important clinical utility as a
molecule with pathophysiological implications in cirrhosis that reflects the degree of disease
progression. Even though this glycoprotein did not distinguish between decompensated
cirrhosis and ACLF, it shows overall power to discriminate between advanced and compensated
cirrhosis in the pretransplant period and therefore patients who should be prioritized in the liver
transplant waiting list. All this evidence places galectin-3 as a disease severity biomarker that is
useful in the prediction of adverse posttransplant outcomes and with potential relevance as a
promising therapeutic target.
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1. MARCO TEORICO

1.1 EL HIGADO

El higado es un drgano con funciones primordiales en las areas de metabolismo, detoxificacién
y sintesis. Anatomicamente, es el 6rgano interno mas grande del cuerpo humano, con un peso
aproximado de 1500 gramos. Se encuentra debajo del diafragma en la porcién superior
derecha de la cavidad abdominal y se compone de un Iébulo derecho y uno izquierdo, siendo el
I6bulo derecho el mas grande al ocupar 60 a 70% de la masa hepética. A diferencia de otros
organos, el higado tiene una doble fuente de irrigacion sanguinea, donde el mayor aporte
proviene de la vena porta (~75%) la cual contiene los nutrientes absorbidos por el sistema
digestivo, y el resto lo provee la arteria hepatica (~25%) (1). Ramas de estos vasos sanguineos
se distribuyen junto con conductos biliares y vasos linfaticos en agregados de tejido conectivo
conocidos como triadas portales, las cuales dan origen a los sinusoides hepaticos que corren
de manera radial a lo largo de cordones de hepatocitos y desembocan en una vena central
(vénula hepatica terminal).

De esta manera, la unidad estructural del higado es el lobulillo hepatico que consiste en
cordones de hepatocitos distribuidos en forma de hexagono, cuyos vértices estdn compuestos
por triadas portales y en el centro se localiza la vena central; se estima que el higado humano
contiene aproximadamente un millén de lobulillos (2, 3). Por otro lado, debido a los diferentes
gradientes de oxigenacion y perfusién en el lobulillo que ocurren si los hepatocitos estan
situados mas cerca de la triada portal o de la vena central, se describe también una unidad
funcional llamada acino. Los acinos hepaticos tienen forma eliptica y establecen la zonacion
metabdlica de los lobulillos, la cual explica la manera diferencial como se ven afectados los
hepatocitos ante insultos toxicos e isquémicos (2).

En los espacios perisinusoidales (espacios de Disse), entre el endotelio fenestrado de los
sinusoides y los hepatocitos, se encuentran las dos principales células no parenquimatosas del
higado: las células estrelladas y los macréfagos hepaticos (4). Estos Ultimos son conocidos
como células de Kupffer y su funcién es vital manteniendo control de la sangre rica en
antigenos que proviene del intestino. Asimismo, las células de Kupffer conforman el 80 a 90%
de todos los macréfagos en el cuerpo humano, resaltando el hecho que el higado juega un
papel activo en el sistema inmunolégico, ya que también sintetiza una gran parte de las
proteinas involucradas en las respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas (5-7). El resto de
las células no parenquimatosas del higado incluyen los colangiocitos (células epiteliales que
revisten los conductos biliares) y leucocitos incluyendo linfocitos, granulocitos y células
dendriticas que participan también en el proceso de vigilancia inmunoldgica. En conjunto, este
grupo de células constituye el 40% de la masa celular hepética total (1). Su importancia en el
sostenimiento de la funcién hepatica se refleja en la magnitud de los cambios tanto locales
como sistémicos que ocurren a consecuencia de la lesién aguda y cronica.
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Figura 1. El higado. Siendo el 6rgano interno mas grande del cuerpo humano, el higado
tiene como unidad estructural el lobulillo hepéatico cuya forma es hexagonal (A). En cada
vértice de este hexagono se encuentra una triada portal conformada por ramas de la arteria
hepatica y de la vena porta asi como por conductos biliares. La sangre de estos vasos corre
de manera radial a lo largo de cordones de hepatocitos en sinusoides que desembocan en
una vena central. Entre el endotelio fenestrado de los sinusoides y los cordones de
hepatocitos se encuentra un espacio perisinusoidal (espacio de Disse) en donde se pueden
encontrar las células estrelladas y los macréfagos hepaticos (células de Kupffer). La unidad
funcional del higado es el acino hepatico (B) que de acuerdo con los gradientes de
oxigenacion y perfusion establece la zonacion metébolica de los lobulillos.
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1.2 ENFERMEDAD HEPATICA CRONICA Y CIRROSIS

El higado puede ser afectado por una gama amplia de agentes biolégicos y no biol6gicos,
algunos de los cuales pueden conllevar a enfermedad hepatica cronica, siendo las causas
principales la infeccion por los virus C y B, la enfermedad hepatica alcohdlica, y la
esteatohepatitis no alcohdlica (8, 9). Asimismo, alteraciones metabdlicas, la autoinmunidad, y
procesos que afecten el sistema biliar y la eliminacion de bilis son otras causas importantes de
enfermedad crénica a considerar (8). Como consecuencia de un insulto crénico o persistente, el
higado puede progresar a una fase avanzada de enfermedad llamada cirrosis, que se define
como una distorsion histolégicamente evidente de la arquitectura hepéatica normal,
caracterizada por nédulos de regeneracion que se rodean por septos fibrosos con alteraciones
consecuentes del parénquima hepatico y su vasculatura (4). La cirrosis también se puede
describir como el grado mas avanzado de fibrosis hepatica, que fisiopatolégicamente resulta de
inflamacion, activacion y proliferacion de las células estrelladas, todo lo cual redunda en una
respuesta de reparacion tisular anormal que perpetla la produccion y depésito de tejido
conectivo. Esto resulta en un proceso llamado capilarizacion sinusoidal, en la que tejido de
granulacion ocupa los espacios de Disse ocasionando la pérdida de las fenestraciones
endoteliales. Dada la distorsion de la vasculatura hepatica normal, ocurre un cortocircuito
directo de la sangre tanto portal como arterial a las venas centrales, lo que compromete el
intercambio metabdlico entre el parénquima adyacente y los sinusoides.

Debido a los cambios patoldgicos descritos, se explican varias alteraciones fisiologicas. Estas
se pueden clasificar en procesos que modifican las funciones normales del hepatocito
(ocasionado insuficiencia hepética); anormalidades circulatorias sistémicas a causa de la
resistencia intrahepatica incrementada, incluyendo hipertension portal; y alteraciones que
favorecen el origen de hepatocarcinoma celular (4). En muchos casos, los pacientes con
enfermedad hepatica son asintomaticos y los signos clinicos tipicos no son evidentes (8, 9). Sin
embargo, su historia natural consiste en varias fases. La primera es el estado de enfermedad
hepéatica croénica, tras el cual el higado sufre los cambios mencionados que originan la cirrosis.
En su inicio se denomina cirrosis compensada y corresponde al estado donde el insulto
hepatico no es lo suficientemente grave para manifestarse clinicamente; esto explica que su
mortalidad sea relativamente baja (supervivencia media mayor a 12 afios). Con la progresion e
intensificacion de la disfuncién hepatocitica y la aparicion de hipertensién portal, se desarrolla
una fase de progresion rapida llamada cirrosis descompensada, que se describe por varias
caracteristicas clinicas particulares incluyendo ictericia, ascitis, esplenomegalia, encefalopatia,
asterixis, y alteraciones vasculares como telangiectasias y varices abdominales. El diagndstico
oportuno en estos pacientes es de gran relevancia, ya que la supervivencia es menor o igual a
2 afos. De interés, la mitad de los pacientes con cirrosis compensada progresan a la
descompensacién en un periodo de tiempo aproximado de 6 afios (0 bien, una tasa de
transicion de 5 a 7% por afio) (10). Como se describira en las siguientes secciones, este
paradigma ha sido modificado con el consenso sobre el estado de insuficiencia hepética aguda
sobre croénica.



Las complicaciones tipicas del paciente cirrtico se explican en gran parte por la hipertension
portal, un fenémeno Unico a esta enfermedad. La hemodinamica alterada en la cirrosis activa
respuestas compensatorias para lograr mantener la circulacion sistémica, la primera de las
cuales es la vasodilatacion esplacnica; un ejemplo de su manifestacion es la esplenomegalia,
que como consecuencia ocasiona también el secuestro de plaquetas y otras células
sanguineas. Adicionalmente, varios de los vasos sanguineos que drenan en el sistema porta
hacen cortocircuitos fuera de este, creando colaterales portosistémicas en un intento fatil para
contrarrestar la presién venosa incrementada. Esto conlleva de manera importante a la
acumulacién sistémica de amonio debido a que una gran cantidad de sangre proveniente del
intestino escapa del higado por estos cortocicuitos, o que es causa de encefalopatia. Una
paradoja interesante es que mientras la vasodilatacion esplacnica es sostenida por la
produccion exagerada de Oxido nitrico, existe una deficiencia en su produccién en el higado
cirrético, lo que ocasiona vasoconstriccion intrahepética que contribuye junto con la fibrosis del
parénquima a la hipertension portal. (8)

El resultado final de esta cadena de eventos es un decremento en el volumen arterial sistémico
efectivo. Como respuesta a esta alteracion fisiopatolégica, el organismo activa sistemas
neurohormonales, principalmente el sistema renina-angiotensina-aldosterona, lo que conlleva a
complicaciones adicionales: retencién de sodio, circulacion hiperdinamica, y vasoconstriccion
de algunos sistemas vasculares (de manera mas importante el renal). En estados avanzados
de cirrosis puede haber un impacto multisistémico con el advenimiento de los sindromes
hepatorrenal, hepatopulmonar y/o cardiomiopatia cirrética, con un incremento correspondiente
de mortalidad. En estos casos, la tasa de mortalidad al afio es de 57% de acuerdo con una
revision sistematica, comparada con aquella de 20% en pacientes con cirrosis descompensada
que solo cursan con ascitis, con o sin varices esofagicas no hemorragicas; 3.4% en aquellos
con cirrosis compensada con varices; y 1% en aquellos con cirrosis compensada sin varices
(20).
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Figura 2. Enfermedad hepatica crdonica y cirrosis. Ante un insulto cronico o persistente a
causa de diferentes factores, como puede ser el consumo excesivo de alcohol, la infeccion
por los virus C y B, el sindrome metabdlico y la autoinmunidad, el higado puede progresar a
un estado de enfermedad llamado cirrosis que se caracteriza por fibrosis con distorsion del
parénquima hepatico y su vasculatura. Esta comienza inicialmente como una cirrosis
compensada y tras la aparicion de hipertension portal y sintomas relacionados, avanza a la
fase de cirrosis descompensada. Ampliando este concepto, se reconoce ahora una fase
llamada insuficiencia hepética aguda sobre crénica, o ACLF por sus siglas en inglés, que
puede ocurrir en el paciente cirrético tras un evento de descompensacion aguda antecedido
por diversos precipitantes, como son infecciones, el alcohol o con alta frecuencia también
factores desconocidos. El estado de ACLF se caracteriza ademas por el desarrollo de fallas
hepatica y/o extrahepaticas y en asociacion una elevada mortalidad a corto y largo plazo.
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1.3 EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad hepética crénica y cirrosis han destacado continuamente como un problema
mundial de salud, en parte debido a su comportamiento asintomatico inicial y al hecho que las
medidas terapéuticas permanecen limitadas. EI nimero de personas viviendo con cirrosis es
dificil de estimar puesto que una gran mayoria no manifiesta sintomas o signos en la fase
temprana, sin embargo, se calcula que la prevalencia mundial es de 25 a 400 casos por cada
100,000 sujetos y en especifico, aproximadamente 112 millones de casos de cirrosis
compensada y 10.6 millones de cirrosis descompensada (8, 11). De acuerdo con los estimados
mas recientes de salud global publicados por la Organizacién Mundial de la Salud (2016), la
enfermedad hepatica cronica y cirrosis se ubican dentro de las 20 principales causas de
mortalidad, especificamente en el lugar 11, y se le atribuyen un 2.2% del total de muertes lo
gue corresponde a un estimado de 16.8 muertes por cada 100,000 de poblacion mundial (12).
El proyecto multinacional Global Burden of Disease (GBD, carga global de salud) ha mostrado
también que las muertes por cirrosis incrementaron mundialmente en un 10.3% de 2005 a
2015, sin embargo, al ajustarse la tasa de mortalidad por edad se encuentra realmente una
disminucion del 13.1%, lo que refleja por ejemplo los esfuerzos por reducir los casos de
hepatitis B por medio de programas extensos de vacunacién, y también la existencia de
antivirales novedosos de accion directa contra el virus de hepatitis C (13).

En México, la guia de practica clinica sobre insuficiencia hepatica (2008) menciona que en
nuestro pais existen aproximadamente entre 100,000 y 200,000 pacientes cirréticos, mientras
gue un estudio mas reciente sefiala una prevalencia aproximada de 2,500 a 2,750 casos y de
225 a 250 por cada 100,000 sujetos de cirrosis compensada y descompensada,
respectivamente (11, 14). De esta manera, México es uno de los paises donde la enfermedad
hepatica y cirrosis son actualmente un problema de salud mayor que el promedio mundial. De
acuerdo con datos poblacionales prepandemia del 2018, las enfermedades del higado
ocupaban el cuarto lugar como causa principal de muerte (5.4% del total de muertes), y
especificamente el quinto lugar (7.1%) en hombres y el séptimo (3.4%) en mujeres (15). Una
actualizacién de estos datos muestra que en el 2021 la enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19) y la influenza y neumonia se colocaron en el segundo y quinto lugar como causas
principales de muerte en México a consecuencia de la pandemia, desplazando asi las
enfermedades del higado al sexto lugar (16). Desde el 2009 la tasa de defunciones
ocasionadas por esta patologia por cada 10,000 habitantes ha sido entre 2.8 y 3.2 (15).
Resaltando su relevancia como problema de salud, la cirrosis ocurre principalmente en la edad
productiva, a la que cada vez se aproxima el promedio de la poblacién global. En efecto, en
México la cirrosis se vuelve mas frecuente en personas mayores de 25 afios, y continla siendo
relevante en gente igual o mayor a 65 afios al ocupar el octavo lugar como causa principal de
muerte. Es en este grupo de edad donde también se registran el mayor nUmero de muertes por
cirrosis (38.3%). (15)

Segun el GBD, desde el 2005 las causas mas frecuentes de cirrosis en el mundo son, en

orden, la infeccién por el virus de hepatitis B, el alcohol y la infeccion por el virus de hepatitis C,
ocasionando 5.4, 5.0, y 5.8 muertes, respectivamente, por cada 100,000 habitantes en el 2015
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(13). En nuestro pais, la cirrosis alcohdlica es la etiologia mas importante, a la que se le
atribuyen el 35.5% del total de defunciones por enfermedad hepatica. En el siguiente lugar de
frecuencia se encuentra la cirrosis por virus de hepatitis C, sin embargo, esta etiologia
constituye el principal motivo de solicitud de trasplante hepatico (15-17).

Por otro lado, los afios de vida saludable perdidos (AVISA, o DALYs por sus siglas en inglés
para Disability-Adjusted Life Years) es un indicador demografico relevante considerando que la
enfermedad hepatica crénica y cirrosis conllevan a muerte prematura. Esta ocupa el lugar 15
dentro de las 20 principales causas mundiales y acumula 607 AVISA por cada 100,000
habitantes (18). En especifico, los afios de vida que se pierden por muertes prematuras
(APMP, o YLLs por sus siglas en inglés para Years of Life Lost) es uno de los dos
componentes de los AVISA. Este otro indicador ha mostrado un incremento en los ultimos
afos, puesto que en el 2016 los APMP por cirrosis subieron a la posicién 12 desde la 16 que
ocupaba en el 2000, contribuyendo con 586 por cada 100,000 sujetos de la poblacion mundial.
No obstante, se registra un mayor nimero de APMP por cirrosis en la region de América,
donde ocupa el lugar 10, y también en la region Europea, donde se encuentra en el lugar 5 (19,
20). Como se explicd anteriormente, en México la enfermedad hepatica cronica y cirrosis son
un problema de salud mayor y constituyen la 4ta causa mas importante de AVISA, lo que
representa el 4.1% del total en nuestro pais; el 46% de esta carga se asocia con la hepatitis
alcohdlica y un 35% con la infeccion por el virus de hepatitis C (21). Lo anterior es también
evidente en el reporte del GBD, donde México es el Unico pais de Latinoamérica que presenta
la cirrosis alcohélica como una de las diez principales causas de APMP (ocupando el lugar 10).
Auln mas impactante, estos APMP observados exceden 3 veces los APMP que se esperarian si
se ajusta por el indice sociodemogréfico del pais (13).

Las proyecciones de la Organizacién Mundial de la Salud sobre las 20 causas mas importantes
de mortalidad que se encontraran en el 2030 mantienen que la cirrosis continuara siendo un
problema mundial de salud y ocupara el lugar 11, causando 14 muertes por cada 100,00
sujetos de poblacion mundial (22). Para el 2045 se espera un incremento y ocupara el lugar 9
de mortalidad, aunque podra disminuir al lugar 10 para el 2060. Especificamente, en la region
de América se estima que la cirrosis tendra un aumento en el 2030 (posicion 9) y sera
desplazada a la posicion 13 conforme incrementen las muertes relacionadas principalmente
con cancer. (22)



1.4 INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA SOBRE CRONICA

1.4.1 Definicion y relevancia de acuerdo con el estudio CANONIC

El espectro clinico de la cirrosis hepatica ha sido ampliado recientemente para incluir una
entidad cuyo grado de progresion y mortalidad es aun mayor que aquel de la cirrosis
descompensada, concretamente la insuficiencia hepatica aguda sobre crénica o ACLF por sus
siglas en inglés (acute on chronic liver failure). Su primera mencion en la literatura fue en 1995
cuando iniciaron los primeros ensayos clinicos que evaluaban el uso de maquinas
extracorpOreas para didlisis hepatica, incluyendo la maquina MARS (Molecular Adsorbent
Recirculating System) (23-25). Asimismo, habia sido descrita de manera discordante tanto por
la Asociacion Asiatica del Pacifico para el Estudio del Higado (APASL) como por la Asociacion
Europea para el Estudio de la Enfermedad Hepética (EASL) hasta que el Congreso Mundial de
Gastroenterologia desarrollé6 una definicion en 2014 que buscé unificar los diversos criterios
gue se tenian al momento. Esta menciona que ACLF es un sindrome en pacientes con
enfermedad hepatica crdnica, con o sin cirrosis previamente diagnosticada, caracterizado por
descompensacion aguda, lo que resulta en falla hepatica (ictericia y prolongacién del INR) y
una o mas fallas organicas extrahepaticas, asociado con una mortalidad incrementada a corto y
a largo plazo (26).

El interés por conocer y caracterizar a la poblacién de pacientes que desarrollan esta forma de
cirrosis conllevd al estudio de cohorte prospectivo, multicéntrico CANONIC (Chronic Liver
Failure Acute-on-Chronic Liver Failure in Cirrhosis) que efectu6 la asociacion europea en el
2013, siguiendo a una poblacion total de 1343 pacientes hospitalizados por descompensacion
aguda de cirrosis en 29 hospitales de 8 paises europeos (27). La prevalencia de ACLF
encontrada por este estudio fue de 30.9% y se determin6 que la mortalidad a corto plazo
(dentro de los primeros 28 dias) es 15 veces mayor, siendo la falla organica multiple sin shock
séptico o hipovolémico la causa principal de muerte. De manera interesante, se identifico que la
ACLF es una entidad independiente a la cirrosis descompensada, no solo por la mayor
mortalidad y por la tendencia a desarrollar falla multiorganica, sino también porque la poblacién
de pacientes con ACLF fue mas joven, la prevalencia de infeccién por virus C era menor y en
cambio la presencia de alcoholismo activo e infecciones bacterianas como potenciales
precipitantes de descompensacion era mayor. (27)

1.4.2 Criterios diagndésticos

Una contribucién importante del estudio CANONIC fue la creacién de los criterios diagnosticos
con los que se clasifican los pacientes con ACLF en diferentes grados de mortalidad y
gravedad de la enfermedad. Esto se resume en el score CLIF-C OF (Chronic Liver Failure-
Consortium Organ Failure), disefiado por los autores de dicho estudio, que categoriza a los
pacientes en ACLF grado 1, 2 o 3 de acuerdo con la presencia de 1, 2 0 3 0 mas de las seis
posibles fallas organicas (hepatica, renal, cerebral, coagulacion, circulacién y pulmonar), segin
determinados valores de laboratorio y clinicos. De esta manera, cada grado corresponde
también a una tasa de mortalidad progresivamente mayor (22%, 32% y 73%, respectivamente,
comparado con la mortalidad de 4.9% en pacientes sin ACLF) (28). Sorprendentemente, la falla
hepética aislada (definida como un nivel de bilirrubina mayor a 12 mg/dL) no es suficiente para
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hacer el diagnéstico de ACLF, ni tampoco la falla cerebral (presencia de encefalopatia grado 3
a 4), de coagulacién, circulatoria o pulmonar aislada. El Unico criterio que si puede determinar
ACLF (grado |) es la presencia de un nivel de creatinina mayor a 2 mg/dL, lo que se considera
falla renal. El estudio CANONIC determiné que el resto de las fallas organicas se deben
acompafiar juntas, o con disfuncion renal (creatinina de 1.5 a 1.9 mg/dL) y/o encefalopatia
grado 1 a 2, para poder establecer dicho diagnéstico (27, 28).

Criterio clinico de disfuncion Criterio clinico de falla

Hepatica - Bilirrubina total > 12mg/dL

Creatinina = 1.5-1.9 mg/dL Creatinina = 2 mg/dL

Encefalopatia grado 1 o 2 de acuerdo Encefalopatia grado 3 o 4 de acuerdo
Cerebral o are

con los criterios de West-Haven con los criterios de West-Haven
Coagulacion - INR=25
Circulatoria - Uso de vasopresores

Pa02/FiO2 < 200, o SpO2/Fi02 < 214
o ventilacibn mecanica

Sin ACLF (ACLF-1 )
* No presenta fallas organicas (OF). - OF renal Unica.
*  OF dnica que no involucra la renal +  OF hepética, cerebral, de la coagulacién,
y sin disfuncién renal o cerebral. circulatoria o pulmonar Unica, en asociacion
con disfuncioén renal y/o hepatica.
- J
s ™
ACLF-2
L 2 OFs en cualquier tipo de combinacion. )
4 )
ACLF-3
L 3 0 mas OFs en cualquier tipo de combinacion. )

Figura 3. Criterios diagnésticos de insuficiencia hepética aguda sobre crénica (ACLF)
OF= falla organica



1.4.3 Caracteristicas fisiopatoldgicas de la ACLF

Aunque el objetivo principal del estudio CANONIC no fue analizar aspectos relacionados con la
fisiopatologia, estos datos sugerian enfaticamente que el componente principal de la ACLF es
una respuesta inflamatoria sistémica exacerbada. Por un lado, los pacientes que cumplian con
el diagnostico de ACLF mostraban datos consistentes con una cuenta elevada de leucocitos y
niveles séricos elevados de proteina C reactiva (27). De manera interesante, el grado de
reaccion inflamatoria interpretada de acuerdo con los niveles de estos dos parametros fue uno
de los dos factores identificados que predicen mortalidad y desarrollo de ACLF. El otro factor
fue el hecho de tener o no historia previa de episodios de descompensacion aguda, ya que
aquellos que no la tienen presentaron un curso de enfermedad mas grave y de mayor
mortalidad. Contrario a lo esperado, la presencia o ausencia de algun factor precipitante
(infeccién bacteriana, alcohol, hemorragia gastrointestinal) no estuvo relacionado con el grado
de enfermedad o la mortalidad, y de hecho en la mayoria de los pacientes con ACLF (43%) no
se logré identificar precipitante alguno. Los autores sugirieron al respecto que varios eventos
precipitantes no reconocidos se pueden deber a la liberacion de patrones moleculares
asociados a patogeno (PAMPs, por sus siglas en inglés) y patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs, también llamados alarminas) que pueden ser resultado de traslocacion
bacteriana o lesion tisular, respectivamente, y causar lo que se denomina inflamacién estéril.
(27)

A partir del estudio CANONIC, estudios subsecuentes han continuado apoyando la teoria de
gue la ACLF es una inmunopatologia como resultado de un exceso de inflamaciéon que
ocasiona dafio tisular colateral, e incluso fallas organicas. El equipo de Solé y colaboradores,
por ejemplo, encontraron que existe un patron diferencial de citocinas en el suero de pacientes
con ACLF comparado con aquel de pacientes con cirrosis descompensada (29); los pacientes
con ACLF mostraron mayores nhiveles de 12 citocinas, la mayoria de las cuales se asocian con
disfuncién endotelial, asi como con la quimiotaxis y migracion de neutréfilos: VCAM-1, VEGF-A,
fractalquina, MIP-1a, eotaxina, IP-10, RANTES, GM-CSF, IL-1B, IL-2, ICAM-1, y MCP-1.
Asimismo, se confirmé que la alteracién inflamatoria en ACLF es independiente a la presencia
de infecciones bacterianas, ya que dicho patrén de citocinas se mantuvo significativamente
mas alto en pacientes con ACLF en comparacién con pacientes con infeccién bacteriana sin
ACLF, con excepcion de VEGF-A (29).

En otro estudio, Claria y colaboradores demostraron nuevamente una elevacion significativa de
citocinas en ACLF que corresponden de manera interesante tanto a una respuesta del sistema
inmune innato, incluyendo TNFa, IL-6, IL-8, MCP-1, IP-10, MIP-1$3, G-CSF y GM-CSF, como a
una respuesta antiinflamatoria por la expresion elevada de IL-10 e IL-1Ra (30). Lo anterior
muestra similitudes entre pacientes con ACLF y pacientes con sepsis severa, en los que
parecen participar varios fenébmenos inmunolégicos complejos que culminan en dafio sistémico.
Dentro de estos, se han propuesto una tormenta de citocinas; la disonancia inmunoldgica, que
consiste en la presencia simultanea y no balanceada de un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS) exacerbada y un sindrome de respuesta antiinflamatoria compensatoria
(CARS, por sus siglas en inglés); la hematopoyesis de emergencia, la cual explica la
leucocitosis y su asociacion con la gravedad y mortalidad en ACLF; asi como una
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desregulacion de los mecanismos de tolerancia inmunitaria y una sensibilidad alterada a
patdégenos bacterianos y al lipopolisacérido (LPS) (28, 31).

De manera relevante, un componente fundamental del sistema inmune innato que es central en
la activacion de respuestas proinflamatorias es el inflamasoma, de los cuales el mas
caracterizado es el inflamasoma NLRP3 (nucleotide-binding domain, leucine-rich repeats-
containing family, pyrin domain-containing-3). Este consiste en un complejo de varias proteinas
gue se acoplan al ser detectados PAMPs y DAMPs citosolicos, resultando en la activacién de
caspasa-1 que a su vez genera las formas activas de las citocinas IL-1B e IL-18, las cuales son
liberadas y efectuan funciones inflamatorias. Asimismo, la activacién del NLRP3 puede inducir
un tipo de muerte celular llamado piroptosis en macréfagos y células dendriticas que ocasiona
la liberacion de aun mas mediadores inflamatorios, pudiendo asi contribuir también al
fendmeno denominado tormenta de citocinas (32). En este sentido, se conoce por ejemplo que
niveles altos de IL-1B son un predictor independiente del desarrollo de ACLF con
consecuencias fatales en pacientes con cirrosis descompensada (33).

Considerado la posible participacién del inflamasoma NLRP3 en la patogénesis de la ACLF, un
estudio reciente demostré una alta expresion de NLRP3, caspasa-1 y de IL-1p e IL-18 en el
tejido hepatico de pacientes con ACLF, confirmando un elevado grado de inflamacion
intrahepatica. Sin embargo, se observé también en ACLF una menor expresion del
inflamasoma en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) en comparaciéon con
pacientes con cirrosis sin ACLF y controles sanos (34). Una explicacion a esta segunda
observacion es el fenomeno de tolerancia a la endotoxina, ya que se mostré que los monocitos
CD14" sensibilizados previamente a LPS sufren una reprogramacion fenotipica después de ser
expuestos a una cantidad mayor de endotoxina que reduce su expresion de mediadores
proinflamatorios, incluyendo la de NLRP3. Debido a un estado similar al del agotamiento
inmunolégico y debido a la respuesta inflamatoria debilitada, se considera por tanto una
pardlisis inmunitaria la cual se caracteriza por un cierto grado de inmunosupresion (34). Es
decir, con la progresion de la enfermedad se da una transicion del fenotipo predominantemente
proinflamatorio (SIRS) a uno de inmunodeficiencia que predispone a mayor descompensacion,
riesgo de infecciones bacterianas, alteraciones hemodindmicas y eventualmente a fallas
organicas extrahepaticas. Este fendmeno ha sido conocido como disfuncién inmunoldgica
asociada a cirrosis y representa el paradigma central de la progresion del curso clinico (35).

Es asi como una de las tres caracteristicas que distinguen a la ACLF del resto del espectro de
enfermedad hepética crénica y cirrosis es el compromiso multiorganico y no solo del higado
como principal componente afectado (26). Aunque en gran parte los cambios
macrocirculatorios propios de la cirrosis hepatica contribuyen a la disfuncion de otros érganos,
las alteraciones inflamatorias descritas en ACLF parecen ocasionar cambios microcirculatorios
aun por estudiarse que aumentan dicho riesgo. Dentro de estos cambios, se encuentra la
activacion de las células de Kupffer, la cual propicia una consecuente activacion y contraccién
de las células estrelladas; la activacion de las células endoteliales sinusoidales con produccion
y liberacion de mediadores vasoactivos (NO, ET-1), proinflamatorios y proadhesivos;
alteraciones en la coagulacion y sus mediadores; asi como disfuncién mitocondrial mediada por
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procesos infecciosos. Todos esto procesos resultan en hipoxemia tisular y edema celular que
en fases avanzadas conducen inevitablemente a la falla del o los 6rganos afectados (6, 36).
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Figura 4. Caracteristicas fisiopatoldgicas de la ACLF. La insuficiencia hepatica aguda sobre
cronica (ACLF) es evidentemente una entidad diferente dentro del espectro de cirrosis, cuya
fisiopatologia comparte caracteristicas con la sepsis. Si bien toda fase de cirrosis presenta
cierto grado de disfuncién inmunoldgica, esta tiene su maxima presentacion en ACLF. A esto
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se le atribuye que el paciente con ACLF acabe presentando un estado predominantemente de
inmunosupresion que lo predispone a un mayor riesgo de infecciones y a una alta mortalidad.
DAMP= patrén molecular asociado a dafo; SIRS= sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica; CARS= sindrome de respuesta antiinflamatoria compensatoria.

Creado con BioRender.com

1.4.4 Curso y manejo clinico de la ACLF

A pesar de la progresion acelerada que sufren los pacientes que avanzan a un estado de ACLF
y la alta mortalidad, atn no se cuenta con medidas satisfactorias de diagnostico y terapéuticas
qgue logren mejorar la supervivencia. Al momento, no existe tampoco una guia de practica
clinica, sin embargo, un estandar valido son las pautas desarrolladas por los investigadores del
estudio CANONIC. Estos sefialan, por un lado, calcular el score de falla organica CLIF-C OF
mencionado previamente, con el que se confirma el diagnostico de ACLF y se hace la
clasificacion en los grados 1, 2 o 3. Posteriormente, se debe calcular también el score CLIF-C
ACLF que integra adicionalmente la edad del paciente y su cuenta de leucocitos. Este da un
puntaje entre 0 y 100 con el que se interpreta la mortalidad al mes, 6 meses y al afio, siendo el
puntaje mas alto el que se asocia con mayor mortalidad. Al juntar cuatro factores
independientes asociados con mortalidad en pacientes con ACLF, el score CLIF-C ACLF ha
mostrado una mayor precisibn que incluso los scores convencionales en cirrosis (MELD,
MELD-Na y Child-Pugh), por lo que es de gran utilidad si se actualiza diariamente para valorar
la mejoria 0 empeoramiento del paciente durante su estancia hospitalaria (28, 37). De hecho, la
recomendacién es valorar el puntaje CLIF-C ACLF del paciente después de 3 a 7 dias de la
intervencion inicial en la unidad de cuidados intensivos ya que, de ser alto, en especifico mayor
a 64, se puede considerar futil un trasplante hepatico debido a la mortalidad igual o cercana al
100% (38).

La evidencia que sustenta estas practicas en el manejo de la ACLF surge a partir del primer
estudio en evaluar y caracterizar su curso clinico, y que de manera interesante descubre que el
diagnostico de ACLF es altamente dinamico y reversible (38). De acuerdo con aquellos anlisis,
en un periodo de observacion de 28 dias se encontr6 que el 55% de los pacientes
diagnosticados con ACLF grado 1 logran mejorar a los 3 a 7 dias desde la presentacion del
sindrome y revierten a un estado sin ACLF, mientras que el 24% permanece sin cambio y 21%
empeora a ACLF grado 2 o 3. Dependiendo de dicho cambio, la mortalidad puede disminuir
hasta 7% cuando mejora el paciente o aumentar hasta 88% si empeora a ACLF grado 3. En el
caso de pacientes con ACLF grado 2, s6lo un 35% logro6 revertir a un estado sin ACLF, 25%
permanecio sin cambio, y 25% empeor6 a ACLF grado 3. Por otro lado, una menor cantidad de
aquellos que inicialmente presentaron ACLF grado 3 (16%) revirtio de ACLF y la mayoria, 68%,
permanecio en este grado de enfermedad (38). Los autores de este estudio concluyeron que en
general los pacientes con ACLF presentan mejoria en su curso clinico, aunque debido a la alta
mortalidad que adquiere el paciente si empeora a los grados 2 y 3, se considera critica la
intervencion temprana para disminuir el riesgo, asi como la valoracion del paciente para ser
enlistado como posible receptor de trasplante hepatico, que al momento es el Unico tratamiento
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definitivo. De estos datos se desprende también que el mejor punto en el tiempo para definir el
curso del paciente es al tercero o maximo séptimo dia después del diagnoéstico, ya que el 81%
no presentd fluctuaciones adicionales a partir de este corto periodo de tiempo. Otro punto
relevante que ha sido confirmado subsecuentemente en otros estudios es el hecho que la
supervivencia al afio del paciente con ACLF que recibe trasplante continta siendo alta con una
minima de 71.6% y una maxima de 80%, a pesar de disminuir ligeramente en caso de
presentar este sindrome al momento del trasplante (38).

Actualmente, el problema mas importante en cuanto a la posibilidad de que un paciente con
ACLF reciba un trasplante hepatico es la desventaja que presenta al ser ingresado a la lista de
espera. Esto se puede observar en la cohorte del estudio CANONIC en la que
aproximadamente sélo un 9% recibi6 trasplante dentro de los primeros 28 dias después de su
admision hospitalaria, un 14% dentro de los 90 dias, y un 20% al afio de ser incluidos en el
estudio (37, 38). El hecho que la mayoria de los pacientes con ACLF presentan infeccion
activa, edema cerebral o inestabilidad hemodinamica los hace tener una contraindicacion
relativa o total al trasplante hepdtico, por lo que muchos son categorizados como too sick to
transplant (demasiado enfermos para trasplantar). No obstante, la necesidad y beneficio del
trasplante hepético en todo aquel diagnosticado con ACLF es evidente. En los pacientes del
estudio CANONIC se vio que la mortalidad de quienes no recibieron esta terapia fue mas de
80%, comparada con una mortalidad de 20% en aquellos que si la recibieron (27). Por otro
lado, un estudio report6 que la supervivencia al afio y a los 5 afios de los pacientes con ACLF
gue fueron trasplantados fue de 87% y 82%, lo que es comparable con la supervivencia
esperada de cualquier otro paciente sin ACLF (39). Incluso, otro estudio reporté que aquellos
pacientes con ACLF grado 3, y por tanto aquellos con el mayor nimero de fallas organicas,
presentaron una supervivencia al afio posterior al trasplante hepético de 83.9% en comparacion
con la de 7.9% de aquellos que no recibieron trasplante, demostrando que existe un gran
beneficio aln en los pacientes con la mas alta gravedad de la enfermedad. Sin embargo, la
desventaja en estos Ultimos pacientes es que, a pesar de la disminuida mortalidad, el 100%
desarroll6 complicaciones posteriores al trasplante, principalmente infecciones, y una
prolongada estancia hospitalaria (40).

Dada las posibilidades limitadas del trasplante hepético, incluyendo la disponibilidad limitada de
donadores, se han propuesto tratamientos alternativos que principalmente sirven de puente en
lo que el paciente con ACLF puede ser intervenido. Una de ellos es el uso de maquinas
extracorporeas de soporte hepético, las mas conocidas siendo los sistemas MARS o
Prometheus, cuyo proposito es el de reducir los niveles plasmaticos de sustancias con efectos
deletéreos como PAMPs, DAMPs, prostaglandinas y éxido nitrico, ademas de ofrecer soporte
hepatico por medio de membranas de hepatocitos activos que también filtran el plasma y
potencialmente ayudan en las funciones de detoxificacion, metabolismo y sintesis; no obstante,
los estudios al momento no han mostrado un beneficio mayor ni una mejoria de la
supervivencia (9, 41). Otra alternativa evaluada, es la administraciéon de factor estimulante de
colonias de granulocitos bajo la hipotesis que promueve la regeneracion hepética por medio de
la movilizacién de células hematopoyéticas progenitoras CD34" ademas de restaurar la funcién
alterada de los neutrofilos, lo que mostré un aumento de la supervivencia de 40% a los 60 dias,

14



una reduccion del score Child-Pugh de 33.3% y del MELD de 15.3%, con disminucion también
en la incidencia de sepsis, sindrome hepatorrenal y encefalopatia hepatica (42). Con esta
evidencia, se sustenta la necesidad no solo de mejores alternativas terapéuticas, sino también
de métodos de diagnéstico temprano de la ACLF. En definitiva, se requiere una mejor
comprension de su fisiopatologia, para lo cual seran necesarios estudios adicionales con
cohortes diferentes para analizar con mayor detalle el curso clinico e identificar potenciales
areas de intervencion temprana, y asi agilizar y hacer posible el que estos pacientes reciban un
trasplante hepético. Considerando la relevancia del sindrome de disfuncién inmunolégica, es
posible que mediadores inflamatorios clave sean marcadores importantes de descompensacion
y sirvan para pronosticar el desenlace del paciente si recibe o no un trasplante. Incluso podrian
tener aplicacion como blancos terapéuticos de confirmarse una asociacién relevante con el
estado de enfermedad.
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1.5 GALECTINA-3

1.5.1 La galectina-3 como molécula Unica entre las lectinas

Las lectinas constituyen un grupo amplio y ubicuo de proteinas presentes no solo en animales,
sino también en plantas, hongos, bacterias y virus. Se pueden definir como proteinas capaces
de reconocer especificamente y unirse de manera reversible a regiones particulares de
carbohidratos dentro de carbohidratos complejos (43). Sus funciones son variadas, aunque
participan principalmente activando cascadas de sefalizacién, y también se les conoce como
proteinas chaperonas o de tipo andamio. Dentro de las lectinas se encuentran las pentraxinas
como es la proteina C reactiva y el componente amiloide P sérico; las colectinas como la
lectina de unién a la manosa; la ligasa de ubiquitina E3; las calnexinas y calreticulinas;
componentes de la capside de ciertos virus como el adenovirus, rotavirus y poliomavirus; y
varias toxinas bacterianas como la botulinica y la enterotoxina estafilocécica (43, 44).

Una de las familias de las lectinas corresponde a la de las galectinas, de las cuales se han
caracterizado 15 en mamiferos. La caracteristica que define a una galectina es una regién C
terminal de 130 aminoacidos que cuenta con la capacidad de reconocer carbohidratos (CRD,
por sus siglas en ingles carbohydrate-recognition domain) y es especialmente afin a la
galactosa. De acuerdo con en el niUmero de estas regiones, las galectinas son categorizadas
en 3 familias: las prototipo que se componen de una sola CRD; las de tipo tandem que
contienen dos CRD unidas por una cadena de 70 amino&cidos; y las de tipo quimera, cuyo
Gnico miembro es la galectina-3 ya que su estructura incluye también una region N terminal.
Esta propiedad le permite a la galectina-3 formar dimeros e incluso pentdmeros de manera que
varios de sus ligandos pueden ser entrecruzados al mismo tiempo, lo que inicia eventos de
sefalizacién transmembrana con implicaciones en varias funciones celulares. (45)

1.5.2 Descubrimiento de Mac-2 (galectina-3) como molécula
fisiopatolégicamente relevante

La caracterizacion y el estudio de este grupo en especifico de lectinas ha sido resultado de la
unificacion de varias observaciones aisladas. El primer reporte que se tiene sobre la galectina-3
en la literatura es el articulo de Ho y Springer publicado en 1982, en el que detallaron la
identificacion de un antigeno adicional al macrophage (Mac)-1 (ahora conocido también como
el receptor del complemento 3, CR3) mediante la creacién de anticuerpos monoclonales por
técnica de hibridoma (46). Este nuevo antigeno, al que acufiaron Mac-2, se encontré expresado
especificamente en macréfagos de exudado peritoneal inducidos por acido tioglicélico, un
inductor potente de inflamacibn que recluta cantidades abundantes de macréfagos
peritoneales. Lo anterior parecia indicar la existencia de una molécula distintiva de macrofagos
proinflamatorios, puesto que la expresion de Mac-2 mediante citometria de flujo e
inmunoprecipitacién se encontré negativa en linfocitos y células polimorfonucleares, e incluso
en los macrofagos peritoneales residentes y en aquellos estimulados por LPS o directamente
por patdégenos como Listeria monocytogenes. Es decir, Mac-2 mostrd positividad Gnicamente
ante una reaccion inflamatoria intensa, que en este caso fue inducida por el tioglicolato en la
cavidad peritoneal de ratones.
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Tiempo después, en 1989, el equipo de Cherayil y colaboradores al buscar profundizar en la
estructura y funcibn de Mac-2, sintetizaron su cDNA encontrado que la secuencia de
nucledtidos era idéntica a la de una lectina descrita previamente llamada CBP35 (por sus siglas
en inglés carbohydrate binding protein, proteina que se une a carbohidratos), que se conocia
por su especificidad para galactosa y su afinidad para unirse a IgE (47). AUn mas importante,
se descubrié que en macrofagos inflamatorios peritoneales (por andlisis de pulso y caza y
fraccionamiento subcelular) Mac-2 se ubica no solo en el citosol, sino también en la membrana
celular y en el espacio extracelular. Con esta informacion los autores concluyeron que Mac-2
tiene la posibilidad de ser secretada por mecanismos desconocidos, ya que su cDNA no
codifica para un péptido sefial o dominio transmembrana (48).

De manera similar, en 1990 el equipo de Woo y colaboradores demostré que Mac-2 es la
misma proteina que una caracterizada previamente en macréfagos de union a la laminina, al
compartir un peso molecular idéntico de 32,000 a 35,000 daltones (49). Con este hallazgo se
describe por primera vez una funcion no relacionada con la inflamacion, descubriendo que
ejerce también un papel importante en la adhesién celular mediante la interaccion y unién con
la laminina presente en la membrana basal. En especifico, Mac-2 resulté ser una proteina que
participa en la migracion de los macréfagos por diapédesis ante respuestas inflamatorias.
Debido a la importancia clinica que fue adquiriendo Mac-2, el equipo de Cherayil fue el primero
en 1990 en describir su homélogo en macréfagos humanos (50). A partir de entonces, gran
parte de los estudios relacionados con Mac-2 en la patologia humana se enfocaron en analizar
su papel en los procesos neoplasicos, dado un hallazgo preliminar sobre su funcién como
facilitador de la adhesion celular y al encontrarse homologia entre la secuencia de Mac-2 y la
de L-34, una lectina caracterizada previamente en la superficie celular de tumores (51). De
manera importante, las nuevas publicaciones a partir de 1994 empezaron a referirse a Mac-2
bajo el nombre de galectina-3 que es actualmente vigente. Esto fue resultado de la propuesta
de Barondes y colaboradores quienes buscaron establecer una nomenclatura que unificara a
todas las lectinas de union a B-galactésidos, ya que la falta de un término comun impedia la
comunicacion clara y propiciaba la proliferacion de otros nombres (52).

1.5.3 Localizacién y funciones de la galectina-3

Se conoce ahora que la galectina-3 es de especial relevancia dada su amplia distribucion en el
cuerpo humano y las multiples funciones que ejerce, incluyendo aquellas relacionadas con la
apoptosis; con el reconocimiento de ligandos microbianos incluyendo el LPS; y con la
activacion de respuestas del sistema inmune innato. Esta galectina se puede encontrar en la
mayoria de los tejidos, como es en corazén, rifién, pulmones, e higado, y su mayor expresion
es en las células mieloides (por ejemplo, neutréfilos y macréfagos) y en fibroblastos (53). De
manera interesante, su ubicacion celular es igualmente diversa ya que se puede encontrar
intranuclear, en el citoplasma o en la membrana, y como mencionado anteriormente, incluso
también en el espacio extracelular a pesar de que carece de un péptido sefal; esta propiedad
es compatrtida por todas las familias de galectinas, y en el caso de la galectina-3 se sabe que
ocurre especialmente ante estimulos como el interferon (IFN)-y y el LPS (45, 53).
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Considerando que la galectina-3 existe tanto de manera intracelular como extracelular, sus
funciones en el organismo son variadas. Se concuerda que de encontrarse en el citoplasma
ayuda en la supervivencia celular e influye sobre el ciclo celular y la diferenciacion celular
mediante la interaccidbn con diversas proteinas, incluyendo aquellas antiapoptéticas y
oncoproteinas como Bcl-2 y K-Ras (54, 55). A pesar de que la galectina-3 no posee una sefial
de localizacién intranuclear (56), se ha reportado su funcién en el splicing del pre-ARNm
mediante su asociacion con complejos de ribonucleoproteinas (57) e incluso también en la
regulacion transcripcional, por ejemplo, induciendo la activacion del promotor de la ciclina D,
(58). Extracelularmente ejerce diversos efectos autocrinos y paracrinos, lo que incluye: mediar
la interaccion celular con la matriz extracelular al poseer afinidad a la laminina, fibronectina,
colageno tipo IV, elastina entre otras proteinas (59); modular la adhesion celular y por tanto
también la migracion celular por su afinidad a la integrina a1f1 (CD11b) y a CD98 presentes en
la superficie de monocitos y macréfagos (60); e intervenir en la activacion de diferentes células
efectoras, especialmente del sistema inmune innato, al propiciar cascadas de sefalizacién por
el entrecruzamiento de sus receptores y potenciando, por ejemplo, la producciéon de IL-1 en
monocitos o la produccién de superdxido en neutrdéfilos (61-64).

1.5.4 La galectina-3 como mediador inflamatorio

De esta manera, es evidente que la participacion mas importante de la galectina-3 en el
organismo es en la inflamacién, incluso se le empieza a conocer mas como un tipo de
mediador inflamatorio. Como ya mencionado, esta molécula es particularmente interesante
dado que carece de péptido sefial, de manera que las explicaciones sobre su secrecion
extracelular han permanecido imprecisas. Se ha sugerido que su secrecion es mediante
vesiculas extracelulares y que se encuentra de forma libre (65, 66). No obstante, recientemente
se ha demostrado que su ruta principal de secrecion es con la activacion del inflamasoma ya
gue, tras la escisiéon y activacion de la gasdermina-D, el proceso de piroptosis culmina con la
liberacion no solo de mediadores como IL-1B e IL-18 sino también de galectina-3. Incluso, la
evidencia muestra que, debido a su bajo peso molecular, la galectina-3 no requiere de lisis
celular para ser secretada, sino tan solo de la presencia de poros en la membrana celular lo
que implica la posibilidad de una liberacién masiva después de dafio celular minimo. (67)

De manera interesante, la galectina-3 tiene una relacion estrecha con el antigeno bacteriano
LPS. Se ha demostrado que esta se puede unir al LPS de diversas bacterias, incluyendo aquel
de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium y Pseudomonas
aeruginosa, tanto por su CRD como por su region N terminal. Debido a su interaccion también
con las células efectoras del sistema inmune innato y la matriz extracelular, la galectina-3
parece ayudar en la presentacion de este antigeno y favorecer la adhesion de patdégenos a la
matriz extracelular, propiciando asi la respuesta inflamatoria (53, 68). Cabe considerar, sin
embargo, que debido a la alta afinidad de esta glicoproteina a toda la estructura del LPS, las
cascadas de sefalizacion del LPS se pueden ver en parte suprimidas a causa de una
interferencia con su receptor (69).

Esta interaccion entre galectina-3 y el LPS ha sido descrita también en el contexto de una
reaccion hiperinflamatoria con lesion pulmonar extensa inducida en ratones por Francisella
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novicida, donde esta glicoproteina se asocié con una elevacién significativa de marcadores de
sepsis (TNF-q, IL-10, IL-1B), ademéas de marcadores de lesion vascular incluyendo fibrindgeno,
proteina C reactiva y trombopoyetina. Esta reaccién inflamatoria se vio intensificada por una
mayor activacion de los neutréfilos, de manera que la presencia de esta glicoproteina
contribuyé a una menor supervivencia. Asimismo, galectina-3 se encontrd localizada en el
tejido pulmonar en areas de apoptosis e infiltracion celular extensa, por lo que se sugirié por
primera vez la posibilidad de que esta glicoproteina participa especificamente como un DAMP
(70). Corroborando este hallazgo, otro articulo demostr6 que la inoculacion directa de galectina-
3 en ratones infectados con Leishmania major ocasiond una migracion rapida de neutréfilos al
sitio inoculado, a pesar de ser una molécula que no cumple con las caracteristicas de una
guimiocina (71). De ser una alarmina, la galectina-3 podria ser una molécula que amplifica y
exacerba también la inflamacion estéril dada su importante relacion con el inflamasoma.

Galectina-3 — Regién C terminal: dominio de

reconocimiento de carbohidratos (CRD)

— — Region de tipo colageno

— Regién N terminal

Galectina-3 extracelular Galectina-3 intracelular

Interaccion con la
matriz extracelular

Interaccion

con LPS = E}
Activacion de - .
células efectoras SUpEnvikEncie
celular
Modulacién Tp21
i Nl del ciclo celular 1 ciclina D
( ; T —
& N\ )
el 1 Regulacién
£ transcipcional
> splicing del
Propiedades de pre-ARNm

molécula tipo DAMP =

Figura 5. Galectina-3. Como parte de las lectinas de union a p-galactésidos, la galectina-3 es
Gnica en su familia al contar tanto con una region C terminal que reconoce y se une a
carbohidratos, como también una regién N terminal que es a la que mas se le atribuye la
propiedad de esta glicoproteina de oligomerizarse, formando incluso pentameros. Su presencia
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es ubicua y puede encontrarse tanto extracelularmente como intracelularmente, ejerciendo asi
diversas funciones. Al oligomerizarse podria potenciar la activacion de células efectoras y
realizar funciones adicionales como el anclaje a la matriz extracelular o incluso la presentacion
de ciertos antigenos como el LPS.

DAMP= patrén molecular asociado a dafio

Creado con BioRender.com

1.5.5 La galectina-3 en la enfermedad hepética

En la patologia humana, el papel de la galectina-3 se empieza a entender, siendo de gran
relevancia clinica hasta el momento los estudios de esta glicoproteina relacionados con la
enfermedad cardiaca. El estudio indice en este tema fue publicado en el 2004 por el equipo de
Schroen y colaboradores quienes evaluaron la expresion de genes en el miocardio de ratas
antes del desarrollo de insuficiencia cardiaca; de acuerdo con los resultados de un
microarreglo, se demostré que el gen de la galectina-3 es el que se expresa de manera mas
robusta y significativa en el corazén con insuficiencia en comparacién con aquel con funcion
preservada (72). Un estudio adicional mostré el papel patolégico de esta lectina al ser
inoculada directamente en el saco pericardico de ratas sanas, ocasionando fibrosis cardiaca
por proliferacion fibroblastica y depdsito de colageno (73). El interés por la utilidad de la
galectina-3 como biomarcador de insuficiencia cardiaca en humanos conllevé a su aprobacion
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) en Estados Unidos en el 2010 (74).
A la par, estudios adicionales se han desarrollado para evaluar su asociacion con otros érganos
y enfermedades que tienen tanto un componente de inflamacion como de fibrosis. El rifién ha
sido uno de los 6rganos ampliamente estudiados, y se conoce la utilidad de la galectina-3 como
biomarcador de lesion renal cronica al correlacionarse con la disminucion de la tasa de filtracion
glomerular (75).

En higado, falta aiin por comprender y determinar la presencia y funcion de la galectina-3. En el
estudio de Henderson et al., esta glicoproteina fue analizada tanto en ratones a los que se les
indujo fibrosis hepética con tetracloruro de carbono (CCl,), como también en muestras
humanas de cirrosis secundaria a hepatitis B y C, hepatitis autoinmune, hepatitis alcohdlica,
hemocromatosis, enfermedad de Wilson, y cirrosis biliar primaria, observando una marcada
expresion tanto a nivel de proteina como de ARNm en comparacién con higados sanos y sin
fibrosis (76). Por analisis de inmunohistoquimica se observa que la galectina-3 en el higado
humano normal se encuentra ausente en los hepatocitos y se expresa Unicamente en el epitelio
de los conductos biliares (colangiocitos), en las células de Kupffer y en células dendriticas. Un
hallazgo sorprendente es que en condiciones patoloégicas de cirrosis e incluso de
hepatocarcinoma, esta expresion se puede localizar ahora en los hepatocitos, especialmente
en los nbédulos de regeneracion, asi como en las areas periportales y puentes de fibrosis,
encontrando mayor intensidad en la periferia de estas zonas y un patron que sigue aquel donde
hay depésito de matriz extracelular (77). Esta positividad en el tejido hepético humano se ha
encontrado aumentada hasta en un 76% en condiciones patoldgicas y se sugiere que también
se puede ver relacionada con un indice mitotico elevado. (76, 78, 79)

20



De manera interesante, la expresion del ARNm de la procolagena tipo | es significativamente
menor en los higados con fibrosis de los ratones knockout de galectina-3 comparada con la de
los ratones wild type, lo que sugiere una asociacion entre los niveles de la galectina-3 y el
grado de fibrosis hepética. Adicionalmente, se mostré que la galectina-3 esta implicada en la
activacion de las células estrelladas y por tanto en su diferenciacion en miofibroblastos, los
cuales depositan matriz extracelular en el higado. Incluso, se encontr6 una correlacién
significativa con TGF-f, la principal citocina profibrogénica (76). Confirmando la participacion
clave de la galectina-3 en la fisiopatologia de la fibrosis hepéatica, la inhibicion de esta lectina en
ratones mediante la inoculacién de polisacaridos como el galactomanano, ha mostrado revertir
el estado de cirrosis con reduccion del depésito de colageno e inflamacion portal (80, 81).

La participacion de la galectina-3 en la enfermedad hepatica ha sido descrita en particular con
relaciébn a la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Su deplecion en esta etiologia mostrd
efectos benéficos al presentarse una atenuacién de la sintesis y oxidacién hepatica de los
acidos grasos, ademas de una menor infiltracion inflamatoria y esteatosis histoldgica.
Asimismo, una mejoria de dicho estado patolégico se pudo interpretar debido a una
disminucion del estrés oxidativo, con menor acumulacion de productos finales de lipooxidacion
avanzada y una menor expresion de sus receptores (82). Hallazgos similares se pudieron
repetir en otro modelo de NASH después de inhibir la galectina-3 mediante un tratamiento con
polisacaridos. No obstante, los beneficios de esta terapia no se limitaron al higado ya que
incluso hubo mejoria de la funcién renal, lo que se debi6 a un restablecimiento de la
glomerulopatia y fibrosis intersticial (83). A pesar de dichos hallazgos, en un ensayo clinico
reciente fase 2b con pacientes con cirrosis por NASH e hipertension portal el tratamiento con
belapectina (uno de los polisacaridos que inhibe a galectina-3) no resulté en cambios
significativos con respecto a una disminucion de la presién venosa portal o de la fibrosis y
tampoco una menor incidencia de complicaciones relacionadas con la cirrosis. Los autores
sefialaron que habria que descartar fallas inherentes al estudio como la inclusion de pacientes
con cirrosis e hipertension portal avanzada ademas de la dosis y duracion de la terapia, ya que
en un subgrupo de pacientes sin varices esofagicas si se logré una reduccion significativa de la
presion portal tras la inhibicion de galectina-3 (84).

De esta manera, la evidencia al momento en torno a la galectina-3 sefiala implicaciones claras
en los mecanismos de enfermedad hepética. En efecto, niveles elevados de galectina-3 han
sido reportados en cirrosis alcohdlica y no alcohdlica en comparacion con sujetos sanos, e
incluso se ha observado tanto una correlaciéon con la gravedad de la enfermedad, de acuerdo
con las escalas de Child-Pugh y MELD, como también poder diagnéstico para discriminar entre
estas etiologias (79, 85). Dicho fendbmeno parece explicarse debido a que existe una activacion
en la sintesis de galectina-3 tanto en hepatocitos como en colangiocitos en el higado cirrético,
ademés de una disminucion en la depuracién hepética de esta glicoproteina debido a niveles
significativamente mas altos en la vena hepatica que en la vena porta. Corroborando la
asociacion entre galectina-3 y el grado de cirrosis, aquellos con el score de Child-Pugh méas
alto mostraron tener valores mas elevados de galectina-3 y de manera interesante, se ha
encontrado también una correlacion con la disfuncion hepética y renal (79). Este papel de la
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galectina-3 en el higado es ain mas complejo debido a su potencial funcion como alarmina y
mediador del inflamasoma, e incluso como promotor de la regeneracién hepatica (86). No
obstante, estos mismos aspectos apuntan ser relevantes en la comprension fisiopatoldgica de
las fases avanzadas de cirrosis incluyendo el sindrome de ACLF, lo que sugiere la necesidad
de estudiar a galectina-3 como un potencial biomarcador y blanco terapéutico.

Galectina-3 en higado

Fibrosis Enfermedad hepatica NASH
o T expresién por proteina * No se expresa en ¢ Relacién con la esteatosis.
y ARNm en cirrosis. hepatocitos sanos; solo « Infiltrado inflamatorio
ante alteraciones como

e Activacion de células : : 5o
, Estrés oxidativo
estrelladas (T a-SMA). hepatocarcinoma *

e &

Figura 6. La galectina-3 en la enfermedad hepatica. La relevancia fisiopatoldgica de la
galectina-3 en el higado empieza a ser comprendida. Es evidente su participacion en
procesos patoldégicos de manera que es necesario esclarecer ain mas su papel en la
cirrosis y su utilidad clinica.

NASH= esteatohepatitis no alcohdlica

Creado con BioRender.com
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

A pesar de que en los ultimos afios la insuficiencia hepatica aguda sobre crénica se ha
establecido como una entidad patoldgica distinta dentro del espectro de cirrosis, aun falta por
discernir varios aspectos relacionados con su historia clinica y fisiopatologia. Actualmente se
cuenta con escasas teorias que explican posibles causas de la descompensacion aguda
acompafiada de falla multiorganica que distingue a este diagndstico y falta por caracterizar
mejor su curso de enfermedad, el cual es altamente dindmico y de elevada mortalidad. Aunado
a esta carencia de conocimiento médico, se requiere proponer moléculas con relevancia
fisiopatologica y potencial uso como biomarcadores para de esta manera tomar una decision
oportuna en cuanto a medidas preventivas o la evaluacién del paciente como potencial
candidato a trasplante hepdatico ortotépico. La evidencia que ha sido publicada en torno a las
diversas funciones de la galectina-3 tanto en el sistema inmunolégico como en los procesos
fibrogénicos parece ser compatible con el desarrollo de cirrosis, asi como con los mecanismos
inmunopatolégicos descritos en la ACLF. La posibilidad de que la galectina-3 sea una molécula
con alta expresiéon tanto sistémica como intrahepética en pacientes con cirrosis avanzada
incluyendo ACLF aln no se ha explorado. Por tal motivo, el estudio de esta asociacién podria
esclarecer la utilidad clinica de dicha molécula y con esto mejorar el diagndéstico y tratamiento.

2.2 HIPOTESIS

La descompensacion por cirrosis se asocia a una mayor expresion de galectina-3, siendo aun
mas evidente en pacientes con insuficiencia hepatica aguda sobre crénica al funcionar como un
patron molecular asociado a dafio que es secretado debido a la elevada lesion hepatica. La
galectina-3 es responsable de desencadenar una respuesta inflamatoria exacerbada y a
contribuir en mecanismos relacionados con la desregulacidn transcripcional hepatica y la
disfuncion del ciclo celular que ocasionan la pérdida de funcion del hepatocito y la progresion
de la enfermedad.

2.3 OBJETIVOS

Objetivo _principal: Estudiar la expresion de galectina-3 a nivel sistémico y hepético y sus
implicaciones sobre el sistema inmunoldgico y la funcionalidad del hepatocito para comprender
posibles diferencias entre pacientes que desarrollan cirrosis descompensada incluyendo
insuficiencia hepatica aguda sobre cronica, asociando esta glicoproteina como potencial
biomarcador y blanco terapéutico.
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Obijetivos especificos:

Demostrar la expresion de galectina-3 a nivel de proteina en la circulacion e higado y a
nivel de ARNm en higado en pacientes con diferentes estadios de cirrosis incluyendo
insuficiencia hepatica aguda sobre crénica, y su asociacion con la descompensacion de
la enfermedad hepatica y la gravedad del paciente.

Analizar y comparar la expresion por ARNm de marcadores de la inmunidad innata en
muestras de higado humano de pacientes con diferentes estadios de cirrosis,
correlacionando con la expresion de galectina-3 para determinar un posible mecanismo
inflamatorio que se relaciona con la descompensacién hepética.

Analizar la expresion por ARNm de los factores principales que componen el sistema de
transcripcion hepatico en las muestras de higado de los pacientes con cirrosis,
determinando una posible desregulacién transcripcional hepatica vinculada a galectina-
3 como mecanismo de enfermedad en cirrosis avanzada.

Analizar la expresién a nivel de ARNm y proteina de marcadores del ciclo celular en las
muestras de higado de los pacientes con cirrosis y su asociacién con los niveles de
expresion de galectina-3 como mecanismo de enfermedad en cirrosis avanzada.

2.4 DISENO DEL ESTUDIO

Cohorte ambispectiva de pacientes que recibieron trasplante hepatico ortotopico en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

2.5 CRITERIOS DE SELECCION
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2.5.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras experimentales:
e Provenientes de pacientes adultos con diagndstico de cirrosis sin importar el estadio

de enfermedad o etiologia, de ambos géneros y que recibieron trasplante hepéatico
ortotopico en el INCMNSZ entre el 1ro de enero de 2015 y el 31 de diciembre de
20109.

Muestras control:

e Injerto hepatico de donadores cadavéricos de ambos géneros, que por estudio
anatomopatoldgico se confirma libre de enfermedad.

e En el caso de los andlisis con suero se consideran sujetos sanos de ambos géneros,
dentro de la edad mediana de los pacientes con cirrosis, sin comorbilidades.

2.5.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes con antecedente de un trasplante hepético previo.

e Pacientes con neoplasias diferentes a carcinoma hepatocelular o con antecedente de
metastasis hepaticas.

e Pacientes que recibieron trasplante debido a falla hepatica aguda fulminante.



e Pacientes que recibieron trasplante debido a amiloidosis hereditaria.

2.5.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

o Pacientes cuyas muestras no se lograron conservar en condiciones adecuadas para

los andlisis planeados.

FLUJOGRAMA DE LOS PACIENTES ANALIZADOS

Pacientes que recibieron trasplante hepatico ortotopico
en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran entre el
1ro de enero de 2015 y el 31 de diciembre de 2019 (n= 244)

Criterios de exclusion:
* Trasplante previo (n= 2)

* Neoplasias diferentes a
carcinoma hepatocelular (n= 3)

+ Falla hepatica fulminante (n= 3)

» Amiloidosis hereditaria (n=1)

A ————————————— -

4

Pacientes revisados (n= 235)

CC(n=11) || DC (n=129) || ACLF (n=95)

1
1
v
Pacientes con consentimiento
informado para uso de

muestra biolégica (n=129)

A 4

CC (n=9) DC n=59) || ACLF (n=61)
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DISENO EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO
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2.6 VARIABLES Y DESENLACES

Variable

Definicién
conceptual

Definicion operacional

Unidad de
medicién

Escala de
medicién

Variable dependie

nte

Gravedad de la
enfermedad

Estado de
progresion de la
enfermedad
hepéatica.

Cirrosis compensada: sin
sintomas relacionados con la
hipertension portal causada por la
fibrosis hepatica.

Cirrosis avanzada: presencia de
cirrosis descompensada o ACLF.

Cirrosis descompensada:
manifestacion de sintomas
relacionados con la
hipertension portal causada
por la fibrosis hepética,
incluyendo ascitis,
encefalopatia o hemorragia
gastrointestinal.

ACLF: presencia de falla
hepatica y/o fallas
extrahepaticas (renal,
cerebral, de la coagulacion,
circulatoria, o pulmonar)
valoradas con el score
CLIF-C OF (37), en el
contexto de un evento
agudo de ascitis de gran
volumen, encefalopatia,
hemorragia gastrointestinal
o infeccion bacteriana.

1= Cirrosis
compensada

2= Cirrosis

avanzada

Cualitativa
nominal
dicotdmica

Variables indepen

dientes

Galectina-3

Lectina que se une a B-
galactésidos con presencia

intra- y extracelular, implicada

en diferentes procesos
incluyendo aquellos de
inflamacién vy fibrosis.

Proteina evaluada
en el suero
mediante ELISA 'y
en el higado
mediante PCR
cuantitativa e
inmunohistoquimica.

ng/mL

Expresion
relativa/18s
% de area

positiva a
galectina-3

Cuantitativa
continua
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IL-6 Citocina proinflamatoria Marcador evaluado Expresion Cuantitativa
caracteristica que regula la en el higado relativa/18s continua
respuesta aguda ante lesion mediante PCR
tisular e infeccion. cuantitativa.

IL-8 Citocina involucrada en la Marcador evaluado Expresion Cuantitativa
respuesta proinflamatoria que en el higado relativa/18s continua
funciona principalmente como mediante PCR
quimioatrayente y activador de cuantitativa.
neutrdfilos.

MCP-1 Quimiocina caracteristica de Marcador evaluado Expresion Cuantitativa
monocitos que influye en su en el higado relativa/18s continua
infiltracién a tejidos. mediante PCR

cuantitativa.

M-CSF Factor de crecimiento Marcador evaluado Expresion Cuantitativa
involucrado en el mantenimiento | en el higado relativa/18s continua
de mdltiples poblaciones del mediante PCR
linaje mieloide, pero en especial | cuantitativa.
estimula la expansion de
monocitos y macréfagos.

CD66b Marcador de neutréfilos Marcador evaluado Expresion Cuantitativa
activados implicado también en el higado relativa/18s continua
como potencial receptor de mediante PCR
galectina-3. cuantitativa.

MPO La mieloperoxidasa es una Marcador evaluado Expresion Cuantitativa
enzima que caracteriza a los en el higado relativa/18s continua
neutréfilos y tiene funcién en la | mediante PCR
respuesta de defensa frente a cuantitativa.
infecciones.

HNF4a Factor de transcripciéon Proteina expresada Expresion Cuantitativa
enriquecido en el higado que en el higado relativa/18s continua
regula varios genes necesarios | evaluada mediante
para mantener la funcion PCR cuantitativa.
hepatica, incluyendo también
aguella de otros factores de
transcripciéon hepaticos.

HNF1la Factor de transcripcién que Proteina expresada Expresion Cuantitativa
forma parte del sistema en el higado relativa/18s continua

transcripcional hepatico y cuya
presencia también es esencial
para el metabolismo en general.

evaluada mediante
PCR cuantitativa.
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CEBPa Factor de transcripcién que Proteina expresada Expresion Cuantitativa
forma parte del sistema en el higado relativa/18s continua
transcripcional hepatico, con evaluada mediante
funcion conocida en la PCR cuantitativa.
regulacion de genes que
controlan la glucosa, lipidos y
bilirrubina en el higado.

FOXAZ2 Factor de transcripcion que Proteina expresada Expresion Cuantitativa
forma parte del sistema en el higado relativa/18s continua
transcripcional hepatico con evaluada mediante
funciones en el metabolismo de | PCR cuantitativa.
la glucosa y la regulacion de
otros factores de transcripcion
hepaticos

CiclinaD Proteina que controla la fase G1 | Proteina expresada Expresion Cuantitativa

(CCND1) del ciclo celular, junto con otros | en el higado relativa/18s continua
factores como Rb/E2F. evaluada mediante

PCR cuantitativa.

Rb1l Proteina del retinoblastoma Proteina expresada Expresion Cuantitativa
importante en la fase G1 del en el higado relativa/18s continua
ciclo celular al regular la evaluada mediante
actividad del factor de PCR cuantitativa.
transcripcion E2F.

pl16 (CDKN2A) Proteina que inhibe la actividad | Proteina expresada Expresion Cuantitativa
de Cdk4 y Cdk6, controlando en el higado relativa/18s continua
asi la fase G1 del ciclo celular. evaluada mediante

PCR cuantitativa.
CiclinaB Proteina que controla la fase M | Proteina expresada Expresion Cuantitativa
(CCNB1) del ciclo celular. en el higado relativa/18s continua
evaluada mediante
PCR cuantitativa.

Pruebas de Conjunto de andlisis de Datos obtenidos a Bilirrubina total | Cuantitativa

funcionamiento | laboratorio en el que se evallan | partir de los (mg/dL) continua

hepético elementos especificos del resultados de AST, ALT (U/L)
higado. andlisis de o

laboratorios AIburtnna,
proteinas,

proporcionados por
el Sistema Integral

de Laboratorios del
INCMNSZ.

globulinas (g/dL)

Fosfatasa
alcalina (mg/dL)
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Quimica Conjunto de analisis de Datos obtenidos a Glucosa, Cuantitativa
sanguinea laboratorio que proporcionan partir de los nitrégeno continua
informacién sobre componentes | resultados de ureico, urea,
disueltos en la sangre. analisis de creatinina
laboratorios (mg/dL)
proporcionados por
el Sistema Integral
de Laboratorios del
INCMNSZ.
Biometria Analisis de laboratorio con los Datos obtenidos a Leucocitos Cuantitativa
hematica que se evalua la cantidad y partir de los (x10%/uL) continua
variaciones de los elementos resultados de Eritrocitos
sanguineos. andlisis o!e (x10%/uL)
laboratorios .
. Hemoglobina
proporcionados por
el Sistema Integral (g/dL)
de Laboratorios del Plaquetas
INCMNSZ. (K/uL)
linfocitos,
neutrofilos,
monocitos,
eosindfilos,
basdfilos (%6).
Tiempos de Conjunto de analisis de Datos obtenidos a INR; tiempo de | Cuantitativa
coagulacion laboratorio que proporcionan partir de los protrombina y continua
informacién sobre el resultados de tiempo de
funcionamiento de los factores andlisis de trombina (%)
de coagulacion y plaquetas. laboratorios
proporcionados por
el Sistema Integral
de Laboratorios del
INCMNSZ.
Model for End- Puntaje que integra los valores | Dato obtenido con la Unidad Cuantitativa
Stage Liver de creatinina, bilirrubina, INRy | calculadora de arbitraria. El continua
Disease-sodium | sodio sérico para evaluar la MELD-Na a partir de | puntaje minimo
(MELD-Na) probabilidad de mortalidad del los resultados de es6yel
paciente a corto plazo. andlisis de méaximo 40.

laboratorios
proporcionados por
el Sistema Integral
de Laboratorios del
INCMNSZ.

30




Sindrome de Condicion patoldgica presente Dato calculado a 0= No Cualitativa
respuesta cuando se cumplen por lo partir de las 1=Si nominal
inflamatoria menos dos de los siguientes constantes vitales dicotomica
sistémica (SIRS) | criterios: temperatura < 36°C o reportadas en el
> 38°C; frecuencia cardiaca > expediente del
90 latidos por minuto; frecuencia | paciente y los
respiratoria > 20 respiraciones resultados de
por minuto; y cuenta de andlisis de
leucocitos < 4 x10%L 0 > 12 laboratorios
x10%/L. proporcionados por
el Sistema Integral
de Laboratorios del
INCMNSZ.

Variables antecedentes

Sexo Condicion anatémica que Dato obtenido a partir 0= femenino Cualitativa
distingue al hombre de la del expediente del 1= masculino nominal
mujer. paciente. dicotomica

Edad Tiempo transcurrido a partir Dato obtenido a partir Afios Cuantitativa
del nacimiento del individuo del expediente del continua
hasta el presente. paciente.

Etiologia Causa principal que ocasioné | Dato obtenido a partir | 1= enfermedad Cualitativa
el desarrollo de enfermedad del expediente del autoinmune nominal
hepatica y cirrosis. paciente. 2= virus de politmica

hepatitis C

3= enfermedad
hepatica
alcohdlica

4=
esteatohepatitis
no alcohdlica
5= criptogénico
6= otro

Ascitis Acumulacién de liquido libre Dato obtenido a partir 0=No Cualitativa
en la cavidad abdominal como | del expediente del 1=Si nominal
resultado de hipertension paciente. dicotémica
portal.

Encefalopatia Alteracion del estado Dato obtenido a partir 0= No Cualitativa

hepética neurolégico como del expediente del 1=Si nominal
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consecuencia de la paciente. dicotomica
acumulacioén de amonio
debido a disfuncion hepética.
Hemorragia Sangrado del tubo digestivo Dato obtenido a partir 0= No Cualitativa
gastrointestinal | alto o bajo como consecuencia | del expediente del 1=Si nominal
de la hipertension portal. paciente. dicotémica
Variables de desenlace
Trasplante Procedimiento quirdrgico que se | Dato obtenido a 0= No Cualitativa
hepético realiza en pacientes cirréticos partir del expediente 1=Si nominal
ortotépico con enfermedad avanzada. del paciente. dicotémica
Muerte Ausencia de signos vitales; cese | Nota de defuncion 0= No Cualitativa
de la vida. del expediente del 1=Si nominal
paciente. dicotémica
Complicaciones | Cualquier tipo de infeccion Dato obtenido a 0= No Cualitativa
infecciosas del adquirida durante la estancia partir del expediente 1=Si nominal
postrasplante hospitalaria, relacionada o no del paciente. dicotémica

con el procedimiento quirdrgico
o con el donador, en el periodo
inmediato del postrasplante
hasta el egreso del paciente
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3. METODOLOGIA

El presente protocolo de investigacion fue revisado y aprobado por el Comité de Investigaciéon y
el Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubirdn (INCMNSZ), con numero de registro GAS-2368-17-20 y GAS-2247-17/19-1, y
cumple con los lineamientos establecidos en la Declaracion de Helsinki. Todos los estudios que
involucraron el analisis de muestras bioldgicas se realizaron bajo consentimiento informado
obtenido del paciente y/o sus familiares. Ningun higado de donador cadavérico se obtuvo de
presos ejecutados u otras personas institucionalizadas.

3.1 PACIENTES Y RECOLECCION DE DATOS CLINICOS Y BIOQUIMICOS

Se revisO el expediente clinico fisico y electrénico de pacientes que recibieron trasplante
hepatico ortotépico en el Instituto, desde el 2015 al 2019. Los pacientes son considerados
candidatos al trasplante de acuerdo con un consenso interdisciplinario alcanzado por las
especialidades de gastroenterologia, cardiologia, neumologia, infectologia, otorrinolaringologia,
psiquiatria, cirugia, anestesiologia y estomatologia. Se asigna prioridad en la lista de espera de
acuerdo con una evaluacion irrestricta de los scores MELD, MELD-Na y CLIF-C. Aquellos
pacientes con carcinoma hepatocelular (HCC) reciben puntos adicionales considerando el
momento de inicio de esta entidad. Los pacientes fueron clasificados segun la gravedad de la
cirrosis en cirrosis compensada (CC), cirrosis descompensada (DC) o insuficiencia hepatica
aguda sobre crénica (ACLF). El diagnéstico de CC o DC se consider6 de acuerdo con la
ausencia o presencia de sintomas relacionados con la hipertension portal, incluyendo ascitis,
encefalopatia, 0 sangrado gastrointestinal, respectivamente. Todos los pacientes con CC
recibieron trasplante por indicacion de HCC. Para el diagnéstico de ACLF, se utilizo la
definicién del estudio CANONIC (27) como se describe a continuacion.

3.1.1 Criterios diagnésticos de ACLF vy clasificacién de la gravedad

ACLF se diagnosticdé de acuerdo con la presencia de fallas organicas (OFs) tanto hepatica
(bilirrubina total > 12mg/dL) como extrahepaticas (renal [creatinina = 2 mg/dL], cerebral
[encefalopatia grado 3 o0 4 de acuerdo con los criterios de West-Haven], coagulacion [INR 2
2.5], circulacion [uso de vasopresores debido a falla circulatoria] o pulmonar [PaO2/FiO2 < 200,
o SpO2/Fi02 < 214 o ventilacién mecanica debido a falla pulmonar]). La gravedad fue evaluada
en cada evento de ACLF de acuerdo también con lo establecido por el estudio CANONIC:
ACLF-1, pacientes con OF unica renal o una OF no renal asociada a disfuncion renal
(creatinina entre 1.5y 1.9 mg/dL) y/o disfuncion cerebral (encefalopatia grado 1 o 2 de acuerdo
con los criterios de West-Haven); ACLF-2, pacientes con dos OFs; y ACLF-3, pacientes con
tres 0 més OFs.

3.1.2 Descripcion de las poblaciones de ACLF y determinacién de los eventos de ACLF
Con el fin de caracterizar el curso clinico de los pacientes diagnosticados con ACLF e
identificar factores asociados con el beneficio del trasplante hepatico, se llevaron a cabo
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comparaciones entre los pacientes con ACLF que fueron trasplantados y un grupo de aquellos
con ACLF que no fueron trasplantados conformado por: a) pacientes que fueron evaluados y
considerados como candidatos al trasplante pero fallecieron antes de recibirlo; b) pacientes que
fueron evaluados pero se decidié que no eran candidatos al trasplante; y c) pacientes que no
pudieron ser evaluados, principalmente debido a enfermedad avanzada que culminé en
defuncion. Con fines explicativos, aquellos que no fueron trasplantados debido a la razén a)
constituyen el subgrupo de pacientes elegibles al trasplante mientras que los que no se
trasplantaron por las razones b) y c) se juntaron como el subgrupo de pacientes no elegibles al
trasplante.

La historia natural de los pacientes con ACLF trasplantados y no trasplantados fue analizada
registrando cada evento de ACLF que ocurrio durante la ventana entre su primer registro en el
Instituto hasta el dia de su trasplante o fallecimiento (Figura 7). Por lo tanto, se determiné
como “evento inicial” aquel primer evento de descompensacion que cumplia con criterios de
ACLF de acuerdo con el consorcio EASL-CLIF (27) y “Ultimo evento” aquel episodio final de
ACLF que se presentd antes o durante el desenlace del paciente. La duracion de cada evento
de ACLF y el tiempo entre eventos se documentd también. El fin de un evento de ACLF se
consider6 cuando el paciente ya no cumplia con los criterios diagnésticos. Los pacientes cuyo
expediente clinico sugeria que su evento inicial pudiera haber ocurrido en otro hospital y/o no
se contaba con informacion completa se excluyeron.
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FIGURA 7

INITIAL EVENT LAST EVENT
ACLF 3 ACLF 2
TBIL 18.27 mg/dL TBIL 27.24 mg/dL
Cr  0.55 mg/dL Cr  0.75 mg/dL
INR 29 INR 25

HE 1 No HE

Vasopressor use
No lung failure

No circulatory failure
No lung failure

TBIL 31.48 mg/dL !
Cr  0.86 mg/dL LT
INR 2.3
HE 1l

1
1st registry
at hospital

No circulatory failure
No lung failure

ACLF 1

INITIAL AND LAST EVENT
ACLF 3
TBIL 3.0 mg/dL
Cr 211 mg/dL
INR 2.9
No HE
Vasopressor use '
I Mechanical ventilation

1
1st registry =
at hospital Non-LT

Figura 7. Los pacientes con ACLF presentan un curso clinico dinamico. La historia natural de los
pacientes con ACLF, trasplantados y no trasplantados, se estudié analizando retrospectivamente los
expedientes clinicos y datos de laboratorio, desde su primer registro en el hospital hasta su desenlace
(fallecimiento o trasplante) como se simboliza con las flechas en azul. Las lineas perpendiculares a
estas flechas representan eventos de ACLF, siendo particularmente relevantes para el estudio el
evento inicial y el ultimo. En el caso de pacientes que solo presentaron un evento, ese mismo se
considerd en los analisis como evento inicial y Ultimo. Los parametros necesarios para determinar el
cumplimiento de los criterios diagnosticos para ACLF fueron examinados en cada evento, asi como la
clasificaciébn de la gravedad. Abreviaciones: ACLF, insuficiencia hepatica aguda sobre cronica;
Cr, creatinina; HE, encefalopatia hepatica; ICU, terapia intensiva; INR, international normalized ratio;
LT, trasplante hepatico; TBIL, bilirrubina total.
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3.2 MUESTRAS BIOLOGICAS

Se recolectaron muestras de higado y suero de los pacientes durante su trasplante hepatico.
Todos los pacientes contaban con diagndstico de cirrosis basado en estudios de imagen y/o
biopsia hepética y se confirmé posterior al trasplante de manera histolégica con muestras del
explante. Se analizé un total de 9 pacientes con CC, 59 con DC y 61 con ACLF. El suero se
alicuot6 y almacené a -70°C, mientras que las muestras de higado se preservaron
inmediatamente en formol o en la solucién estabilizadora RNAlater™ (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EU) y almacenaron a -70°C para su posterior andlisis. Como controles, se analizaron muestras
de higado de los donadores cadavéricos (n= 38) y el suero de sujetos sanos (n= 10).

Adicionalmente se examinaron datos de secuenciacion de ARN (RNAseq) de muestras de
higado procuradas al momento del diagnéstico de pacientes con hepatitis alcohdlica (AH)
temprana (n= 12) y grave (n= 25) confirmada por la historia clinica y una evaluacion
histopatoldgica de esteatohepatitis alcohdlica para corroborar los resultados obtenidos. Estos
datos se originan del estudio de Argemi y colaboradores (87) y las muestras de higado son
parte del Human Biorepository Core del consorcio internacional InTeam financiado por el NIH
(7U01AA021908-05). Como controles, se usaron los datos de RNAseq de higado humano
normal (n= 10).

3.3 ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Los niveles de galectina-3 se midieron en el suero de los pacientes con CC, DC y ACLF
recolectado inmediatamente antes de recibir un trasplante hepético. Muestras de sujetos sanos
ajustados a la edad de los pacientes con cirrosis (n= 10) sirvieron como controles. Las
mediciones se realizaron con un kit de ELISA comercial para galectina-3 humana (Invitrogen
Catalog #BMS279-4, Carlsbad, CA, EU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todas
las muestras se analizaron en duplicado. Se obtuvo un coeficiente de variacion inter-ensayo de
7.77% e intra-ensayo de 8.67%

3.4 EXTRACCION DE ARN Y ANALISIS DE EXPRESION GENICA

Se extrajo ARN total de las muestras de higado preservadas y almacenadas de los pacientes y
donadores cadavéricos mediante método de tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo
utilizando la solucion comercial TRIzol™ (Invitrogen, Carlsbad, EU). La cantidad y pureza del
ARN se analiz6 con el espectofotdmetro Nano-Drop™ ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham,
MA, EU) y su integridad se comprob6 por electroforesis en geles de agarosa 1%-formaldehido.
Posteriormente se convirti6 el ARN a ADN complementario por reaccién de transcriptasa
inversa usando el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN), el cual se analiz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
cuantitativa con el kit LightCycler TagMan Master Mix (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) y
un sistema LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) para determinar la
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expresion por ARN mensajero de los genes analizados. Cada muestra se analizé por duplicado
y los resultados se expresaron en términos de 2°2°T. Para esta cuantificacién relativa, los
valores del ciclo umbral (Ct) de cada muestra se normalizaron de acuerdo con la expresién del
gen constitutivo 18s y se compararon con la muestra de un control sano. Esta muestra
calibradora corresponde a la de un paciente de 18 afios sin disfuncién hepatica que fallecioé de
traumatismo craneoencefalico, cuyo Donor Risk Index fue de 1.25. A continuaciéon se muestran
los primers o cebadores utilizados en estos analisis (T4 Oligo, Guanajuato, México):

Inmunidad innata

o LGALS3 (Galectina-3) o |L8
o forward: o forward:
5-CTTCTGGACAGCCAAGTGC-3 5-GAGCACTCCATAAGGCACAAA-3’
o reverse: o reverse:
5-AGGCAGGTTATAAGGCACAATC-3’ 5-ATGGTTCCTTCCGGTGGT-3
e |L6 e CD66b
o forward: o forward:
5-GAAAGTGGCTATGCAGTTTGAA-3’ 5-GTGACCCAGTCACCCTGAA-3
o reverse: o reverse:
5-GAGGTAAGCCTACACTTTCCAAGA-3’ 5-AATACTGTGAGGGTGGATTAGAGG-3
¢ MCP1 e MPO
o forward: o forward:
5-TCAAACTGAAGCTCGCACTCT-3 5-ATCACCGGGATGTGCAAC-3
o reverse: o reverse:
5-GTGACTGGGGCATTGATTG-3 5-GAAGAGAGAAGCCGTCCTCA-3
e MCSF
o forward:
5-GTCGGAGGCCTCTTGTTCTA-3
o reverse:
5-CGCTCTCTGAGGCTCTTGAT-3’
Sistema transcripcional hepético
e HNF4A e FOXA2
o forward: o forward:
5-TCGTTGAGTGGGCCAAGTA-3 5-GGGTGATTGCTGGTCGTTT-3
o reverse: o reverse:
5-CCTTGAACACCATGGATCTCT-3 5-ATACTGGAAGCCGAGTGCAT-3
e HNF1A e CEBPa
o forward: o forward:
5-GTGACCCAGAGCCCCTTC-3 5-GGAGCTGAGATCCCGACA-3
o reverse: o reverse:

5-GGGCTTGTGGCTGTAGAGG-3’

5-TTCTAAGGACAGGCGTGGAG-3’
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Ciclo celular

¢ CCNB1 e CDKN2A (p16)
o forward: o forward:
5-CATGGTGCACTTTCCTCCTT-3 5-CACATTCATGTGGGCATTTC-3
o reverse: o reverse:
5-AGGTAATGTTGTAGAGTTGGTGTCC-3’ 5-TGCTTGTCATGAAGTCGACAG-3’
e CCND1 e RDb1
o forward: o forward:
5-GCTGTGCATCTACACCGACA-3’ 5-AATTGGAAAGGACATGTGAACTTAT-3’
o reverse: o reverse:
5-GCCAGGTTCCACTTGAGC-3 5-CCAATGCAGAATTTATTTCAGTAGATA-3’

Gen constitutivo

e 18s
o forward:
5-CGATTGGATGGTTTAGTGAGG-3
o reverse:

5-AGTTCGACCGTCTTCTCAGC-3

3.5 INMUNOHISTOQUIMICA Y CUANTIFICACION DE GALECTINA-3

Se realizaron cortes histolégicos de 3 um de las muestras de higado preservadas en formol y
posteriormente embebidas en parafina, provenientes de los pacientes con CC (n= 4), DC (n=
14) y ACLF (n= 26), asi como de los donadores cadavéricos (n= 3). Los tejidos se
desparafinizaron en bafos de xileno y rehidrataron en gradientes de etanol. Después se realizé
recuperacion antigénica hirviendo los tejidos en solucion de citrato de sodio 10 mM, pH 6.0. Las
peroxidasas enddégenas se inhibieron incubando con peréxido de hidrogeno al 3% y luego se
bloquearon los tejidos con albumina de suero bovino al 0.1%. En seguida se dejé incubando
toda la noche a 4°C con anticuerpo primario (ver tabla a continuacion). La siguiente incubacién
se hizo con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano o a fosfatasa alcalina (ver
tabla) y la actividad de esta enzima se revelé con 3,3’-diaminobenzidina (Dako K3468,
Glostrup, Denmark) y/o con Vulcan Fast Red Chromogen Kit (Biocare, FR805). La contratincion
de las laminillas se realiz6 tifiendo con hematoxilina de Harris (Reasol, Mexico).

Para los analisis cuantitativos con las laminillas tefiidas para galectina-3 se escogieron al azar 5
campos con magnificacion 10x y el porcentaje de células altamente positivas (hepatocitos y
colangiocitos) se cuantificé con el software Fiji para andlisis de imagenes (88). La media de
cada laminilla se us6 en los andlisis finales. Los paneles con imagenes representativas de las
inmunotinciones se realizaron con el software FigureJ (89).
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Anticuerpo primario Proveedor Catalogo Concentracién
Ultra-LEAF™ Purified Biolegend 125401, 0.01 mg/mL
anti-mouse/human RRID:AB_1134237
Mac-2 (Galectin-3)

Clone M3/38; Biolegend,

San Diego, CA

Rabbit anti-human Santa Cruz sc-28260, 200 pg/mL

p15/p16 (H-43) RRID:AB_2078593

Rabbit anti-human p53 Santa Cruz sc-6243, 200 pg/mL

(FL-393) RRID:AB_653753

Anticuerpo secundario Proveedor Catélogo Concentracion

Goat Anti-Rat IgG-HRP | SouthernBiotech 3030-05, 0.01 mg/mL
RRID:AB 2716837

Goat Anti-Rabbit IgG-AP Invitrogen 81-6122, 1.5 mg/mL

((H+L) Conjugate) RRID:AB_87820

3.6 RECOLECCION DE DATOS CLINICOS Y BIOQUIMICOS Y DEFINICIONES

El expediente clinico y los datos de laboratorio de todos los pacientes se examinaron para
recolectar variables demogréficas (sexo, edad y etiologia de la cirrosis) y aquellas clinicas y
bioguimicas en cada evento de ACLF, incluyendo los datos reportados inmediatamente previo
al trasplante hepatico. Dentro de estas se encuentran: bilirrubina total, creatinina, encefalopatia
de acuerdo con los criterios de West-Haven, INR, uso de vasopresores, relacion de la
PaO2/Fi02 o SpO2/FiO2 y requerimiento de ventilacibn mecanica. Estas variables se usaron
en el estudio demogréafico para computar el score MELD-Na (Model for End-Stage Liver
Disease-Sodium) en el evento inicial, asi como el score CLIF-C OF y ACLF (Chronic Liver
Failure Consortium) de acuerdo con las formulas publicadas (37). Para el estudio sobre la
utilidad clinica de galectina-3, se evalu6 también si los pacientes presentaban sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica al cumplir con por lo menos dos de los siguientes criterios:
temperatura < 36°C o > 38°C; frecuencia cardiaca > 90 latidos por minuto; frecuencia
respiratoria > 20 respiraciones por minuto; y cuenta de leucocitos < 4 x10%L o > 12 x10/L.
Ademas, se evalud el desarrollo de complicaciones infecciosas durante la estancia hospitalaria
inmediatamente después del trasplante hepatico hasta el egreso del paciente (mediana de 9.5
dias [IQR 7.0 — 14.0]), incluyendo cualquier tipo de infeccibn nosocomial o derivada del
donador o relacionada con el procedimiento quirdrgico.

3.7 ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos se reportan como frecuencias para las variables categéricas y como medias con
desviacion estandar (SD) o medianas con rango intercuartil (IQR, percentila 25 a percentila 75)
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para las variables cuantitativas de acuerdo con su distribucion normal. Se usaron pruebas t de
Student o U de Mann-Whitney para comparaciones estadisticas univariadas simples y las
pruebas ANOVA o Kruskall-Wallis para comparaciones univariadas multiples entre variables
cuantitativas. Se llevaron a cabo comparaciones univariadas entre variables categdricas con la
prueba x* o la prueba exacta de Fisher. En el caso de comparaciones univariadas entre
variables categoéricas pareadas se uso la prueba de McNemar. Los analisis de correlacion se
hicieron con el coeficiente de Pearson o Spearman entre pares de variables continuas. Se
graficaron curvas ROC (receiver operating characteristic curve, por sus siglas en inglés) para
determinar el poder de discriminacion de la galectina-3 para cirrosis avanzada y complicaciones
infecciosas en el postrasplante. Como puntos de corte se escogieron aquellos valores con el
indice de Youden mas alto con su correspondiente sensibilidad y especificidad. Se realizaron
adicionalmente analisis univariados de riesgos proporcionales de Cox para determinar la
asociacion de galectina-3 con el riesgo de desarrollar complicaciones infecciosas en el periodo
postrasplante en general y en un subandlisis de pacientes que ya se encontraban
hospitalizados al momento de recibir un trasplante debido a que estaban siendo tratados por
algun evento de descompensacion. La modificacion de efecto entre galectina-3 sérica, el
MELD-Na vy el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica se determiné utilizando términos
de interaccién multiplicativos. Para evaluar la supervivencia, se graficaron curvas de Kaplan-
Meier usando R version 4.1.0 (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria; www.r-
project.org) con el paquete survminer y se compararon con la prueba de log-rank con
correccion de Bonferroni para comparaciones multiples. Los demas analisis se ejecutaron con
el programa estadistico SPSS version 24.0 para Windows (IBM Corp., Armonk, NY, USA) y con
el programa GraphPad Prism versién 9.1 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA). Se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.
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4. RESULTADOS GENERALES

A continuacion, presento los manuscritos principales que resultan de este proyecto doctoral. En
el primero se realizé el estudio demogréafico de pacientes que recibieron trasplante hepético en
el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn entre el 1ro de enero de
2015 y el 31 de diciembre de 2019, reportando la frecuencia de pacientes que desarrollaron
ACLF y analizando diferencias en la gravedad de la enfermedad y en la supervivencia posterior
al trasplante con respecto al resto de pacientes clasificados como CC o DC. En el segundo
manuscrito se estudioé en especifico a la poblacién de ACLF y su curso clinico, para lo cual se
realizé6 una comparacién con otro grupo de pacientes con ACLF del Instituto los cuales no
pudieron ser trasplantados. Por ultimo se muestra el estudio que se realiz6 a la par, analizando
en especifico la expresién de galectina-3 en muestras de los pacientes con ACLF, CC y DC
trasplantados, con el fin de determinar su utilidad como marcador biol6gico para identificar en la
clinica aquellos con cirrosis avanzada, y proponer también su uso en la prediccion de
complicaciones infecciosas en el periodo inmediato del postrasplante.

4.1 EL TRASPLANTE HEPATICO ES BENEFICO INDEPENDIENTEMENTE DEL ESTADIO DE
CIRROSIS O EL GRADO DE INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA SOBRE CRONICA

4.1.1 Caracteristicas de pacientes con ACLF trasplantados y no trasplantados

De un total de 244 pacientes que fueron sometidos a trasplante hepéatico entre el 1ro de enero
de 2015 y el 31 de diciembre de 2019, 235 se incluyeron en este estudio de los cuales 95
(38.9%) cumplieron con criterios de ACLF, 129 (52.9%) fueron clasificados como DC y 11
(4.5%) como CC (Tabla 1). En comparacion con el estudio CANONIC, se encontr6 que esta
poblacién de pacientes trasplantados en el INCMNSZ fue por lo general mas joven, siendo los
pacientes con ACLF mas jovenes que aquellos con DC y CC (50.0 afios [IQR 37.0 — 59.0] vs.
52.0 afios [IQR 43.0 — 61.0] y 57.0 afios [IQR 53.0 — 59.0], respectivamente; p= 0.02). Las
etiologias autoinmunes (hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria, colangitis esclerosante
primaria y sindromes de sobreposicién) fueron las mas frecuentes en los pacientes con ACLF
(44.2% vs. 27.9% DC, y 9.1% CC; p< 0.01), mientras que la causa principal de cirrosis en los
pacientes con DC y CC fue la infeccidon por el virus de hepatitis C (VHC) (72.7% CC, 32.6% DC,
y 13.7% ACLF; p< 0.0001). Con respecto a la presencia de comorbilidades, las frecuencias
tanto de diabetes tipo 2 como de hipertensién arterial no fueron estadisticamente diferentes
entre los diferentes grupos de cirrosis (p= 0.44 and p= 0.06, respectivamente). Los pacientes
con ACLF tuvieron el score MELD-Na mas alto (25 + 6 vs. 19 + 4y 11 + 3, DC y CC
respectivamente), y de manera concordante los valores mas altos de bilirrubina total y
creatinina. La presencia de ascitis y encefalopatia (incluyendo encefalopatia grado 3 — 4 de
West-Haven) también fue significativamente mas frecuente en pacientes con ACLF (Tabla 1).
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Al analizar a los pacientes con ACLF en su ultimo evento antes de recibir un trasplante
hepatico, la mayoria present6 ACLF grado 1 (n= 40 [42.1%]) seguido de ACLF-2 (n= 33
[34.7%]) y ACLF-3 (n= 22 [23.2%)]) (Tabla 2). La mediana de tiempo hasta ser trasplantados
desde este ultimo evento de ACLF fue de 31 dias (IQR 11.0 — 88-0). Sin embargo, aquellos con
ACLF-1 tardaron significativamente mas en ser trasplantados comparado con los pacientes con
ACLF-2 y ACLF-3 (54.0 [IQR 21.3 — 122.8] vs. 31.0 [IQR 7.0 — 59.5] y 22.0 [IQR 9.5 — 46.8],
respectivamente; p= 0.03). Los datos demograficos y las etiologias fueron similares entre estos
tres grupos, siendo las etiologias autoinmunes las mas frecuentes entre todos los grados de
ACLF (p= 0.30). El precipitante de ACLF méas comun fueron las infecciones bacterianas y la
ausencia de un factor identificable (precipitante desconocido). Otros precipitantes incluyeron
complicaciones asociadas con farmacos o procedimientos, las cuales fueron mas comunes en
pacientes con ACLF-1 (p= 0.01). La falla organica (OF) renal fue la Unica que no fue
significativamente diferente entre los tres grupos de ACLF (18 (45.0%) ACLF-1, 11 (33.3%)
ACLF-2, y 14 (63.6%) ACLF-3; p= 0.09), mientras que las fallas hepatica, cerebral, de la
coagulacion, circulacion y pulmonar fueron mas frecuentes en ACLF-3 (Tabla 2).

Los parametros que reflejan la gravedad de la enfermedad, incluyendo los scores MELD-Na,
CLIF-C OF y CLIF-C ACLF, la bilirrubina total, el INR y la cuenta de leucocitos fueron més
elevados en aquellos con ACLF-3 y mas bajos en aquellos con ACLF-1. Se observé una
mejoria generalizada en los pacientes con ACLF de los parametros clinicos al momento de ser
trasplantados, con una reduccidn concomitante de los tres scores de gravedad de la
enfermedad evaluados. Por ejemplo, el MELD-Na disminuyé significativamente entre todos los
pacientes con ACLF (p< 0.01) y también hubo una mejoria del score CLIF-C OF. De manera
interesante, el score CLIF-C ACLF se volvié similar al momento del trasplante entre los
pacientes con ACLF-1, 2 y 3 sin haber alguna diferencia significativa entre ellos (p= 0.18) y lo
mismo ocurrié con el INR y la cuenta de leucocitos (p= 0.05 y p= 0.92, respectivamente)
(Tabla 2).
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TaBLA 1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS.
POBLACION GENERAL CON TRASPLANTE HEPATICO EN EL INCMNSZ, 2015 - 2019 (n= 235)

Pacientes CC

Pacientes DC

Pacientes ACLF

n= 11 (4.5%) n= 129 (52.9%) n= 95 (38.9%) p
Sexo masculino, n (%) 6 (54.5%) 64 (49.6%) 47 (49.5%) 0.95
Edad, afios 57 (53-59) ® 52 (43-61) ° 50 (37-59) ?¢ 0.02
Etiologia de la cirrosis, n (%)
Autoinmune 1(9.1%)? 36 (27.9%) © 42 (44.2%) *° <0.01
VHC 8 (72.7%) @° 42 (32.6%) °° 13 (13.7%) 2° < 0.0001
Enfermedad hepatica alcohdlica 1(9.1%) 11 (8.5%) 9 (9.5%) 0.93
NASH 0 (0.0%) 7 (5.4%) 6 (6.3%) 0.88
Criptogénica 1 (9.1%) 22 (17.1%) 18 (18.9%) 0.76
Otras i 0 (0.0%) 11 (8.5%) 7 (7.4%) 0.84
Comorbilidades
Diabetes tipo 2 3 (27.3%) 22 (17.1%) 13 (13.7%) 0.44
Hipertension arterial 2 (18.2%) 20 (15.5%) 6 (6.3%) 0.06
Datos clinicos pretrasplante
MELD-Na 11+3°2° 19+ 4°° 25 + 6 2° < 0.0001
Bilirrubina total (mg/dL) 1.18 (1.03-1.45)*"  3.39(2.3-5.46)"° 7.70(4.14-16.63)*° < 0.0001
INR  1.1(1.1-1.2)2° 1.5(1.3-17)° 1.5(1.3-2.0)2 < 0.0001
Creatinina (mg/dL) 0.67 (0.57-0.71)* 0.73(0.61-0.88)° 0.97 (0.75-1.35)*° < 0.0001
Leucocitos (x10°/L) 2.9(2.4-3)°? 4(3.1-5)°¢ 5.4 (3.8-6.8)%°  <0.0001
Manifestaciones clinicas
Ascitis clinica 0 (0.0%) *° 88 (68.2%) °° 88 (92.6%) *° < 0.0001
Encefalopatia 0 (0.0%) ** 69 (53.5%) °° 80 (84.2%) 2° < 0.0001
Encefalopatia grado 3-4 (West-Haven) 0 (0.0%) P 7 (5.4%) ° 37 (38.9%) *¢ < 0.0001

1 Incluye hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria y sindromes de sobreposicion.
1 Otras etiologias incluyen cirrosis biliar secundaria, dafio hepatico inducido por farmacos (DILI), y enfermedades

hepaticas congénitas.

Los datos se reportan como n (%), medias (SD) y medianas (IQR). Comparaciones significativas se muestran entre CC y
ACLF (3, CCy DC (%), y DC y ACLF (°). ACLF, insuficiencia hepatica aguda sobre crénica; CC, cirrosis compensada;
DC, cirrosis descompensada; VHC, virus de la hepatitis C; NASH, esteatohepatitis no alcohdlica; MELD-Na, Model for

End-Stage Liver Disease-Sodium; INR, International Normalized Ratio.
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TABLA 2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON ACLF SUBDIVIDOS POR GRADO DE ACLF (n=95)

ACLF-1 ACLF-2 ACLF-3
n= 40 (42.1%) n= 33 (34.7%) n= 22 (23.2%) p
Sexo masculino, n (%) 21 (52.5%) 17 (51.5%) 11 (50.0%) 0.98
Edad, afios 55.0 (39.8 — 60.0) 44.0 (36.5-53.0) 49.0 (37.5-59.3) 0.14
Tiempo al trasplante 54.0 (21.3 — 122.8) " 31.0 (7.0 -59.5)° 22.0(9.5-46.8) ® 0.03
Etiologia de la cirrosis, n (%)
Autoinmune 14 (35.0%) 17 (51.5%) 11 (50.0%) 0.30
VHC 9 (22.5%) 2 (6.1%) 2 (9.1%) 0.14
Enfermedad hepatica alcohdlica 2 (5.0%) 4 (12.1%) 3 (13.6%) 0.44
NASH 3 (7.5%) 2 (6.1%) 1 (4.5%) 0.99
Criptogénica 10 (25.0%) 5 (15.2%) 3 (13.6%) 0.50
Otras i 2 (5.0%) 3 (9.1%) 2 (9.1%) 0.69
Precipitante del evento de ACLF §
Infeccién bacteriana 14 (35.0%) 16 (48.5%) 11 (50.0%) 0.39
Hemorragia gastrointestinal 1 (2.5%) 3(9.1%) 1 (4.5%) 0.44
Alcoholismo activo 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.99
Otro 10 (25.0%) 2 2 (6.1%) 0 (0.0%) 2 0.01
Desconocido 15 (37.5%) 12 (36.4%) 10 (45.5%) 0.77
Fallas organicas §
Hepética 14 (35.0%) 2° 22 (66.7%) ° 16 (72.7%) ° <0.01
Renal 18 (45.0%) 11 (33.3%) 14 (63.6%) 0.09
Cerebral 5 (12.5%) ° 10 (30.3%) 11 (50.0%) @ <0.01
Coagulacion 3 (7.5%) P 12 (36.4%) ° 11 (50.0%) @ <0.001
Circulacion 0 (0.0%) 2° 8 (24.2%) °° 14 (63.6%) ° < 0.0001
Pulmonar 1(2.5%) @ 3 (9.1%) 7 (31.8%) ? <0.01
Datos clinicos del evento de ACLF §
MELD-Na 27 + 43P 29+5 P°¢ 35+47°2° < 0.0001
CLIF-C OF 9+1 2P 10+1 °° 12+2 2° <0.0001



CLIF-C ACLF
Bilirrubina total (mg/dL)
INR

Creatinina (mg/dL)
Leucocitos (x10%/L)

Datos clinicos pretrasplante

MELD-Na

CLIF-C OF

CLIF-C ACLF
Bilirrubina total (mg/dL)
INR

Creatinina (mg/dL)
Leucocitos (x10°%/L)

39+8°2
6.31 (2.99 — 12.91) 2
1.5(1.2-1.9) 2P
1.86(1.18 -2.27) °
6.55 (4.73-9.43) 2

23+4°%
g+2 ¢
37+9
4.58 (2.94 - 8.60) *
1.4 (1.3-1.7)
0.96 (0.75-1.29) ?
4.40 (3.23 - 6.70)

43+6 €
13.07 (6.39 — 22.31) °
1.9(1.4-25)"
0.93 (0.71 —1.99) °°
6.60 (4.55 — 8.25) °

25+5 ¢
9+2
37+8
9.75 (5.40 — 16.62)
1.6 (1.3-2.2)
0.88 (0.72-1.17) °©
4.80 (2.90 — 6.30)

52 +6 ¢
23.08 (10.56 — 27.76) ®
22(1.7-28)°2
2.25(1.42-2.87) °
8.75 (6.88 — 13.05) ¢

29 £ 8 2°¢
10+2 2
41 +12
19.59 (5.48 — 34.11) ?
1.9 (1.4 -2.6)
1.23 (0.94 — 1.95) 2¢
4.75 (2.48 — 10.45)

< 0.0001
<0.001
<0.001
<0.01
<0.01

< 0.0001
0.01
0.18

<0.01
0.05

<0.01
0.92

1 Incluye hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria y sindromes de sobreposicion.
1 Otras etiologias incluyen cirrosis biliar secundaria, dafio hepatico inducido por farmacos (DILI), y enfermedades

hepaticas congénitas.

8§ Los datos corresponden a los que se encontraron en el ultimo evento de ACLF (ver Metodologia, seccion 3.1.2)
Los datos se reportan como n (%), medias (SD) y medianas (IQR). Comparaciones significativas se muestran entre ACLF-1
y ACLF-3 (%), ACLF-1y ACLF-2 (°), y ACLF-2 y ACLF-3 (°). ACLF, insuficiencia hepatica aguda sobre crénica; CLIF-C OF:
Chronic Liver Failure Consortium: Organ Failure score; CLIF-C ACLF: Chronic Liver Failure Consortium: Acute-on-Chronic
Liver Failure score; INR, International Normalized Ratio; MELD-Na, Model for End-Stage Liver Disease-Sodium; NASH,
esteatohepatitis no alcohdlica; VHC, virus de la hepatitis C.
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4.1.2 Los pacientes con ACLF tienen una estancia mas complicada en el periodo postrasplante,
pero una supervivencia comparable a corto vy largo plazo

Aunque la gravedad de la enfermedad fue claramente distinta entre pacientes con CC, DC y
ACLF, los desenlaces en el periodo postrasplante fueron en su mayoria similares. Mientras que
el numero total de dias en la unidad de terapia intensiva (UTI) fueron comparables, los
pacientes con ACLF tuvieron una estancia en piso significativamente mas larga (8.0 dias [IQR
6.0 — 13.0] vs. 6.0 dias [IQR 3.0 — 7.0] y 7.0 dias [IQR 4.5 — 10.0], CC y DC, respectivamente;
p= 0.01). La frecuencia de pacientes que desarrollaron cualquier tipo de complicacién
(complicaciones Clavien-Dindo | — V (90)) durante su estancia hospitalaria inmediata después
del trasplante hepatico fue también similar, sin embargo, aquellos con ACLF presentaron con
mayor frecuencia complicaciones de tipo infeccioso (47 [49.5%] vs. 1 [9.1%] y 38 [29.5%] CC y
DC, respectivamente; p< 0.01) (Tabla 3). Cuando se compararon los dias de estancia
hospitalaria y los desenlaces postrasplante entre los diferentes grados de ACLF, no se
observaron diferencias significativas, por lo que el curso clinico de aquellos con ACLF-3
después el trasplante fue similar que aquel de los pacientes con ACLF-1y 2 (Tabla 4).

Una evaluacion de la mortalidad postrasplante revelé que los pacientes con ACLF, DC y CC
tienen una supervivencia comparable al afio y a los 6 afios después del trasplante (87 [91.6%],
114 [88.4%], 11 [100%] al afio, respectivamente; p= 0.60. 80 [84.2%], 112 [86.8%], y 10
[90.9%] a los 6 afos, respectivamente; p= 0.90). La mortalidad temprana en los periodos
criticos a los 30 dias y 3 meses después del trasplante tampoco mostré diferencias
estadisticamente significativas (p= 0.38 y p= 0.30, respectivamente).

Todos los grupos recibieron un injerto de la misma calidad al no haberse encontrado
diferencias entre los pacientes con respecto al score donor risk index (DRI) (p= 0.13) (Tabla
5A). La supervivencia evaluada por analisis de Kaplan-Meier fue similar entre los tres estadios
de cirrosis (p= 0.79; Figura 8A). Estos andlisis se llevaron a cabo adicionalmente entre los
distintos grados de ACLF sin encontrar diferencias significativas con la mortalidad a los 30 dias
y a los 3 meses (p= 0.17 y p= 0.65, respectivamente), y la supervivencia al afio y 6 afos
(p= 0.40 y p= 0.15, respectivamente). De igual manera, no se observaron diferencias con el
indice DRI (p= 0.08) (Tabla 5B). Esto se vio reflejado en un analisis de Kaplan-Meier que no
fue significativo (p= 0.17; Figura 8B), lo que confirma que los desenlaces en el periodo
postrasplante son similares, incluso entre pacientes con ACLF grado 3.
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TaBLA 3. DESENLACES POSTRASPLANTE (n= 235)

Pacientes CC Pacientes DC Pacientes ACLF

n=11 (45%)  n=129 (52.9%)  n= 95 (38.9%) b
Estancia en UTI (dias) 2.0 (1.0 -4.0) 20(1.5-4.0) 3.0(2.0-5.0) 0.05
Estancia en piso (dias) 6.0(3.0-7.00* 7.0(45-10.00 8.0(6.0-13.0)° 0.01
Cualquier tipo de complicacién 7 (63.6%) 105 (81.4%) 85 (89.5%) 0.05
Complicaciones infecciosas 1(9.1%) ® 38 (29.5%)" 47 (49.5%) *° <0.01
Complicaciones (Clavien-Dindo)

| 4(36.4%) 17 (13.2%) 19 (20.0%) 0.08

I 2 (18.2%) 51 (39.5%) 32 (33.7%) 0.31

i 1(9.1%) 14 (10.9%) 17 (17.9%) 0.27

W, 0 (0.0%) 9 (7.0%) 12 (12.6%) 0.23

Vv 0 (0.0%) 14 (10.9%) 5 (5.3%) 0.24

Los datos se reportan como n (%) y medianas (IQR). Comparaciones significativas se muestran entre CC
y ACLF (%), DC y ACLF (°). Abreviaciones: ACLF, insuficiencia hepatica aguda sobre crénica; CC, cirrosis
compensada; DC, cirrosis descompensada; UTI, unidad de terapia intensiva.

TaBLA 4. DESENLACES POSTRASPLANTE EN ACLF (n=95)

ACLF-1 ACLF-2 ACLF-3
n= 40 (42.1%) n= 33 (34.7%) n= 22 (23.2%) p
Estancia en UTI (dias) 3.0 (2.0 —4.0) 3.0(2.0-6.0) 3.0(2.0-6.0) 0.68
Estancia en piso (dias) 8.0 (5.0—-11.8) 8.0 (6.0 — 15.5) 6.0 (5.8 — 14.3) 0.54
Cualquier tipo de complicacion 35 (87.5%) 31 (93.9%) 19 (86.4%) 0.58
Complicaciones infecciosas 20 (50.0%) 15 (45.5%) 12 (54.5%) 0.80
Complicaciones (Clavien-Dindo)
I 7 (17.5%) 6 (18.2%) 6 (27.3%) 0.62
Il 17 (42.5%) 11 (33.3%) 4 (18.2%) 0.15
1] 5 (12.5%) 7 (21.2%) 5 (22.7%) 0.50
v 4 (10.0%) 6 (18.2%) 2 (9.1%) 0.49
V 2 (5.0%) 1 (3.0%) 2 (9.1%) 0.61

Los datos se reportan como n (%) y medianas (IQR). Abreviaciones: ACLF, insuficiencia hepatica aguda
sobre cronica; UTI, unidad de terapia intensiva.
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TasLA 5. SUPERVIVENCIA POSTRASPLANTE GENERAL Y POR GRADO

DE ACLF
A) Pacientes CC Pacientes DC  Pacientes ACLF
n= 11 (4.5%) n= 129 (52.9%) n= 95 (38.9%) p
1.41 1.38 1.32

DRI (1.36 — 2.26) (1.21 - 1.53) (1.19-1.54) 0.13
Mortalidad a los 30 dias 0 (0.0%) 10 (7.8%) 3 (3.2%) 0.38
Mortalidad a 3 meses 0 (0.0%) 15 (11.6%) 6 (6.3%) 0.30
Supervivencia al afio 11 (100%) 114 (88.4%) 87 (91.6%) 0.60
Supervivencia general 1 10 (90.9%) 112 (86.8%) 80 (84.2%) 0.90

+ Evaluada hasta el 30 de junio, 2021.

Los datos se reportan como n (%) y medianas (IQR). Abreviaciones: ACLF, insuficiencia
hepatica aguda sobre crénica; CC, cirrosis compensada; DC, cirrosis descompensada;
DRI, Donor Risk Index.

B) ACLF-1 ACLF-2 ACLF-3
n= 40 (42.1%) n= 33 (34.7%) n= 22 (23.2%) p
1.43 1.27 1.38

DRI (1.24 - 1.62) (1.20-1.43) (1.20 - 1.69) 0.08
Mortalidad a los 30 dias 1 (2.5%) 0 (0.0%) 2 (9.1%) 0.17
Mortalidad a 3 meses 3 (7.5%) 1 (3.0%) 2 (9.1%) 0.65
Supervivencia al afio 35 (87.5%) 32 (97.0%) 20 (90.9%) 0.40
Supervivencia general T 32 (80.0%) 31 (93.9%) 17 (77.3%) 0.15

+ Evaluada hasta el 30 de junio, 2021.
Los datos se reportan como n (%) y medianas (IQR). Abreviaciones: ACLF, insuficiencia
hepéatica aguda sobre crénica; DRI, Donor Risk Index.
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FIGURA 8
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Figura 8. Los pacientes con ACLF presentan una supervivencia posterior al
trasplante comparable a corto y largo plazo. Analisis de Kaplan-Meier con datos de
supervivencia postrasplante entre cirrosis compensada (CC), cirrosis decompensada (DC),
e insuficiencia hepatica aguda sobre crénica (ACLF) (A), y entre grados de ACLF (B).
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4.1.3 DIScUSION. El trasplante hepatico es benéfico independientemente del estadio de cirrosis
o el grado de insuficiencia hepatica aguda sobre crénica

A pesar de las controversias, el trasplante hepético ha sido cada vez mas fomentado en
pacientes con ACLF, incluyendo aquellos con el mayor grado de esta entidad. Las alteraciones
hemodindmicas y la inflamacion sistémica pueden detener a los clinicos de considerar un
paciente con ACLF como candidato para este procedimiento. Sin embargo, la decision es tan
urgente que la mortalidad en la lista de espera puede ser incluso mas alta que la de los
pacientes con estatus la (91). En apoyo al beneficio del trasplante hepético en pacientes
cirréticos criticamente enfermos, este estudio demuestra que de acuerdo con la experiencia
unicéntrica del INCMNSZ, los desenlaces en el periodo postrasplante de los pacientes con
ACLF son favorables e incluso comparable con aquellos de los pacientes con CC y DC.
Asimismo, cuando se realizaron comparaciones entre los distintos grados de ACLF no se
observé un peor pronéstico en aquellos con ACLF-3.

En contraste con el estudio CANONIC (27), nuestra poblacién de pacientes fue por lo general
mas joven y de manera interesante los pacientes con ACLF también fueron los més jovenes de
todos sin haber diferencias al subdividirlos por grado de ACLF. No obstante, la etiologia
principal en este grupo fue de origen autoinmune. Aunque las enfermedades autoinmunes en
cirrosis siguen un curso clinico progresivo y complicado, los pacientes con ACLF autoinmunes
en el INCMNSZ mostraron una supervivencia postrasplante similar a la del resto de pacientes
sin importar el grado de ACLF, lo que concuerda con un reporte previo (92). La diferencia en la
gravedad de la enfermedad entre los pacientes con ACLF y aquellos con CC y DC fue evidente
debido a un score MELD-Na y una cuenta de leucocitos significativamente mayor. Estos dos
pardmetros junto con los scores CLIF-C OF y CLIF-C ACLF disminuyeron al momento del
trasplante, indicando una mejoria del sindrome de ACLF y por lo tanto un perfil mas favorable
gue permitié el que se llevara a cabo el trasplante. En efecto, el equipo de Kim y colaboradores
habian reportado previamente que tanto un MELD mas bajo como la ausencia de progresion de
la enfermedad son factores independientes asociados con una alta supervivencia después del
trasplante en pacientes con ACLF (93). Asimismo, se observé que el score CLIF-C ACLF al
momento del trasplante se volvid similar entre los distintos grados de ACLF, lo que podria
explicar aln més la mejoria y por tanto el igualmente excelente desenlace postrasplante entre
estos subgrupos.

En comparacién con otros estudios (40, 94-96), los pacientes con ACLF-3 en el INCMNSZ se
beneficiaron de una mayor tasa de supervivencia al afio (90.9%) la cual permaneci6 elevada
aun después de 6 afios (77.3%). Existen varios factores de riesgo asociados con una peor
mortalidad postrasplante al afio en pacientes con ACLF-3, como por ejemplo una edad mayor
(=53 anos), niveles de lactato arterial pretrasplante elevados, el requerimiento de ventilacion
mecanica y una cuenta alta de leucocitos (<10 G/L) (97). Contribuyendo al desenlace favorable
observado en la poblacién con ACLF del Instituto, incluyendo aquellos con ACLF-3, varios de
los factores de riesgo anteriores no se presentaron en estos pacientes. Primero, una edad
joven caracterizo a este grupo de pacientes con ACLF y los parametros clinicos se encontraban
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principalmente estables entre todos los grados de ACLF al momento del trasplante. Segundo,
la cuenta de leucocitos fue mas alta en ACLF que en DC y CC, pero por lo general siempre por
debajo de 10x10°%L tanto durante el evento de ACLF como al momento del trasplante. Mientras
gue las infecciones bacterianas fueron el precipitante principal de ACLF seguido de factores
desconocidos, diferencias importantes con respecto a otras cohortes se pueden encontrar en la
frecuencia de ciertas OFs. La insuficiencia respiratoria que es un factor de riesgo asociado con
una supervivencia postrasplante mas baja (39, 94, 97), fue infrecuente como se observd con
las bajas prevalencias de falla pulmonar. En cambio, la falla hepética prevalecié en aquellos
con ACLF avanzado, grados 2 y 3, aunque seguido de cerca por OFs extrahepéticas
incluyendo la falla renal, la cual fue mas frecuente en aquellos con ACLF-1.

Inevitablemente, los pacientes con ACLF tendrdn una estancia hospitalaria mas larga y
complicada después de ser trasplantados como ha sido reportado (40, 96). Esto fue cierto
también en el INCMNSZ donde la poblacién con ACLF requiri6 mas dias en la unidad de
terapia intensiva y en piso. Las complicaciones en el periodo postrasplante de acuerdo con la
clasificacion de Clavien-Dindo (90), no fueron diferentes entre los pacientes con y sin ACLF en
concordancia con una revision sistematica (96). A pesar de este hallazgo alentador, las
complicaciones infecciosas fueron especificamente mas comunes en aquellos con ACLF,
ocurriendo practicamente en la mitad de este grupo, lo que también es congruente con el
estudio de Artru y colaboradores (40). Ante esta observacion se ve justificado un esquema
antibiotico mas dirigido en pacientes con ACLF y el personal médico deberia estar mas alerta
sobre este desenlace frecuente para promover una mayor supervivencia postrasplante. De
manera interesante, las infecciones fueron igualmente prevalentes entre pacientes con ACLF
de acuerdo con la experiencia del Instituto, incluso aquellos con ACLF-3, lo que podria deberse
al perfil pretrasplante que fue similar entre los diferentes grados de ACLF como se observo por
valores similares del score CLIF-C ACLF. Una buena calidad del injerto hepatico fue apreciable
en todos los pacientes sin importar el estadio de cirrosis, lo que es otro factor que podria haber
contribuido a los excelentes desenlaces. No obstante, la calidad del injerto no deberia impedir
la decision para llevar a cabo un trasplante hepatico en aquellos con ACLF debido a su menor
impacto en comparacion con el trasplante temprano, como fue reportado recientemente (98).

En conclusion, de 235 trasplantes hepaticos que se realizaron entre el 2015 y 2019 en el
INCMNSZ, 38.9% correspondieron a trasplantes realizados en pacientes con ACLF. A pesar de
gue se encontraron diferencias clinicas importantes con los pacientes sin ACLF (CC y DC) y
entre ellos cuando se subdividieron por grado de ACLF, la supervivencia postrasplante fue
uniformemente excelente. Una estancia hospitalaria mas prolongada y una mayor frecuencia de
complicaciones infecciosas se pueden esperar en aquellos con ACLF, sin embargo, esto no
deberia detener la decision de trasplantar a este grupo de pacientes. Ademas, estas
observaciones apoyan el beneficio del trasplante incluso en los mas criticos (ACLF-3), de
acuerdo con las comparables tasas de supervivencia al afio y 6 afios en el INCMNSZ.
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4.2 DIFERENCIAS CLINICAS EN EL EVENTO INICIAL DE INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA SOBRE
CRONICA DISTINGUEN A PACIENTES CON MAYOR BENEFICIO DEL TRASPLANTE HEPATICO

4.2.1 Caracteristicas de dos poblaciones distintas de pacientes con ACLF:
trasplantados y no trasplantados

Un total de 162 pacientes que cumplieron con criterios de ACLF se incluyeron en este estudio,
de los cuales 95 (58.6%) se sometieron a trasplante hepatico y 67 (41.4%) no pudieron recibir
un trasplante (Tabla 6). Este Ultimo grupo estuvo compuesto principalmente por pacientes no
elegibles al trasplante (n= 54 [80.6%]), cuya mayoria presentd cirrosis avanzada con baja
esperanza de vida (n= 23 [42.6%)]) o infeccién activa, no controlada o sepsis (19 [35.8%]). La
otra parte de este grupo eran pacientes elegibles al trasplante pero que no sobrevivieron hasta
ser trasplantados (n= 13 [19.4%]), siendo las infecciones la causa principal de mortalidad (n=9
[69.2%]). Aquellos que no fueron elegibles al trasplante presentaron al poco tiempo un
desenlace fulminante que se pudo atribuir también principalmente al desarrollo de
complicaciones infecciosas (n= 32 [59.3%]; p= 0.75) (Tabla 7).

Los pacientes que recibieron un trasplante fueron significativamente mas jovenes que los
pacientes no trasplantados (50.0 [IQR 37.0 — 59.0] vs. 57.0 [IQR 47.0 — 65.0], respectivamente;
p< 0.001). Las etiologias de origen autoinmune (hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria,
colangitis esclerosante primaria y sindromes de sobreposicion) presentaron una alta
prevalencia en el Instituto y una proporcién significativamente mayor se observé en aquellos
gue fueron sometidos a trasplante hepatico (44.2% vs. 26.9%, p= 0.02). Notablemente, la
gravedad de la enfermedad fue similar entre las dos poblaciones de pacientes con ACLF
cuando se evalué con el MELD-Na en el evento inicial (30 £ 6 y 29 + 5, pacientes no
trasplantados y trasplantados respectivamente, p= 0.17). Sin embargo, después de evaluar los
scores CLIF-OF y CLIF-C ACLF los pacientes que no fueron trasplantados mostraron tener la
mayor gravedad (11 £ 2 vs. 10 £ 2, p< 0.01, y 51 + 9 vs. 44 + 9, p< 0.0001, respectivamente).
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a los precipitantes del evento inicial de
ACLF y tanto en los pacientes trasplantados como en los no trasplantados las infecciones
bacterianas fueron el precipitante mas comuan (55.2% y 47.4%, respectivamente) seguido de
precipitantes no identificables (25.4% y 34.7%, respectivamente).
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TABLA 6. DEMOGRAFIA Y CARACTERISTICAS CLINICAS:

PACIENTES CON ACLF TRASPLANTADOS Y NO TRASPLANTADOS (n= 162)

No trasplantados

Trasplantados

n= 67 (41.4%) n= 95 (58.6%) p
Sexo masculino, n (%) 33 (49.3%) 47 (49.5%) 0.99
Edad, afios 57.0 (47.0 - 65.0) 50.0 (37.0 - 59.0) <0.01
Estatura, m 1.64 +0.10 1.64 +0.10 0.67
Peso, kg 65.21 + 13.36 68.45 + 14.40 0.15
IMC 24.29 + 3.98 25.23+4.15 0.15
Diabetes tipo 2 15 (22.4%) 13 (13.7%) 0.15
Hipertension arterial 12 (17.9%) 6 (6.3%) 0.02
Etiologia de la cirrosis, n (%)
Autoinmune f 18 (26.9%) 42 (44.2%) 0.02
VHC 11 (16.4%) 13 (13.7%) 0.63
Enfermedad hepatica alcohdlica 13 (19.4%) 9 (9.5%) 0.07
NASH 5 (7.5%) 6 (6.3%) 0.78
Criptogénica 16 (23.9%) 18 (18.9%) 0.45
Otras i 4 (6.0%) 7 (7.4%) 0.99
MELD-Na 30+6 29+5 0.17
CLIF-C OF 11+2 10+2 <0.01
CLIF-C ACLF 51+9 44 +9 < 0.0001
Precipitante del evento inicial de ACLF
Infecciones bacterianas 37 (55.2%) 45 (47.4%) 0.33
Hemorragia gastrointestinal 8 (11.9%) 7 (7.4%) 0.32
Alcoholismo activo 1(1.5%) 0 (0.0%) 0.41
Otro 6 (9.0%) 10 (10.5%) 0.74
Desconocido 17 (25.4%) 33 (34.7%) 0.20
Pacientes con multiples eventos de ACLF 36 (53.7%) 53 (55.8%) 0.80

+ Incluye hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria y sindromes de sobreposicion.

1 Otras etiologias incluyen cirrosis biliar secundaria, dafio hepatico inducido por farmacos (DILI), y enfermedades

hepaticas congénitas.

Los datos se reportan como n (%), medias (SD) y medianas (IQR). ACLF, insuficiencia hepética aguda sobre crénica;
CLIF-C, Chronic Liver Failure Consortium; ICU, terapia intensiva; LT, trasplante hepético; MELD-Na, Model for End-Stage

Liver Disease-Sodium; NASH, esteatohepatitis no alcohdlica; OF, falla organica; VHC, virus de la hepatitis C.
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TaBLA 7. PACIENTES CON ACLF NO TRASPLANTADOS:
CAUSAS DE EXCLUSION Y MORTALIDAD

No elegibles al Elegibles al
trasplante trasplante
n= 54 (80.6%) n= 13 (19.4%) p
Sexo masculino, n (%) 25 (46.3%) 7 (53.8%) 0.63
Edad, afios 58.0 (47.8 — 65.0) 48.0 (36 — 61.5) 0.06
Infeccidn activa, no controlada o sepsis 19 (35.8%) 9 (69.2%) -
Cirrosis avanzada con baja esperanza de vida 23 (42.6%) - -
Alcoholismo activo o abuso de sustancias 10 (18.5%) - -
Trombosis portal difusa 8 (14.8%) - -
Enfermedad cardiopulmonar avanzada 6 (11.1%) - -
Problemas psicosociales 6 (11.1%) - -
Edad avanzada (= 70 afos) 3 (5.6%) - -
Trasplante rechazado por el paciente 3 (5.6%) - -
Malnutricion / Fragilidad 2 (3.7%) - -
HCC fuera de los criterios de Milan 1 (1.9%) - -
Causas de mortalidad
Infecciones 32 (59.3%) 9 (69.2%) 0.75
Hemorragia gastrointestinal 5 (9.3%) 1(7.7%) 0.99
Fallecieron en casa 12 (22.2%) 2 (15.4%) 0.72
Otros 5 (9.3%) 1 (7.7%) 0.99

Los datos se reportan como n (%) y medianas (IQR). ACLF, insuficiencia hepatica aguda sobre cronica;

HCC, carcinoma hepatocelular.
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4.2.2 Durante su curso clinico, los pacientes con ACLF pueden desarrollar multiples eventos de
ACLF vy con diferente gravedad de la enfermedad

La revisién de los expedientes clinicos y datos de laboratorio desde el primer registro en el
Instituto hasta el fallecimiento o trasplante revel6 que los pacientes con ACLF presentaron uno
0 multiples eventos que cumplen con criterios para esta entidad y que pueden variar en cuanto
al grado de ACLF. Los pacientes en ambos grupos desarrollaron multiples eventos de ACLF
con frecuencias similares (53.7% vs. 55.8%, respectivamente, p= 0.80; Tabla 6) y no se
encontraron diferencias entre aquellos que presentaron un evento Unico de ACLF (46.3% vs.
44.2%, p= 080), 2 eventos (29.9% vs. 31.6%, p= 0.82) y 3 0 mas eventos (23.9% vs. 24.2%;
p= 0.96) (Figura 9a).

Sin embargo, las diferencias principales entre ambos grupos radicaron en la gravedad de la
enfermedad durante el evento inicial de ACLF. Mientras que la mayoria de los pacientes que se
sometieron a trasplante hepatico iniciaron como ACLF-1 (52.6% vs. 14.9%, p< 0.0001),
aguellos que no recibieron un trasplante presentaron de manera mas frecuente ACLF-3 (55.2%
vs. 14.7%, p< 0.0001) (Figura 9b). Se observo un patrén similar cuando se evaluo el grado de
ACLF en el dltimo evento, donde un porcentaje muy alto de pacientes que no sobrevivieron
hasta ser trasplantados tuvieron ACLF-3 (71.6%) comparado con los pacientes trasplantados
los cuales tuvieron una alta prevalencia de ACLF-1 (42.1%) (Figura 9c). Un incremento
significativo de ACLF-3 entre el evento inicial y el tltimo fue evidente tanto en los pacientes no
trasplantados como en aquellos trasplantados (p= 0.03 y p= 0.04, respectivamente) y
adicionalmente, una disminucion significativa de la frecuencia de ACLF-1 ocurrié en estos
ltimos (p= 0.04) (Figura 9b-c).

Dentro del grupo de los pacientes no trasplantados fue evidente que aquellos con ACLF-3
desarrollaron menos eventos de ACLF, lo que sefiala a la gravedad de la enfermedad que
presentaban y a una de las razones por las que no pudieron sobrevivir hasta un posible
trasplante hepatico (Figura 10a). No obstante, esta diferencia no se observo dentro de los
pacientes trasplantados y el nimero de eventos de ACLF fue similar cuando se subdividieron
por el grado de ACLF presente en el evento inicial (Figura 10b). La duracién de los eventos
inicial y udltimo fue similar entre los pacientes trasplantados y no trasplantados, con una
mediana para el evento inicial de 7.0 dias (IQR 3.0 — 15.0) y 5.0 dias (IQR 2.0 — 13.0),
respectivamente (p= 0.14), y una mediana para el Gltimo evento de 8.0 dias (IQR 3.0 — 15.0) y
4.0 dias (IQR 2.0 — 13.0), respectivamente (p= 0.16) (Figura 10c). El tiempo que tomé a
desarrollar un segundo evento de ACLF también fue similar entre los dos grupos, siendo de
34.0 dias (IQR 21.5 - 76.5) en los pacientes trasplantados y de 44.5 dias (IQR 20.3 — 161.8) en
aquellos que no recibieron trasplante (p= 0.34) (Figura 10d). Sin embargo, estos ultimos
llegaron a su desenlace (fallecimiento) significativamente mas rapido que los pacientes
trasplantados (47.0 dias [IQR 14.0 — 152.0] vs. 70.0 dias [IQR 35.0 — 146.0], respectivamente;
p= 0.04) (Figura 10d), reiterando asi su mayor gravedad.
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FIGURA 9
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Figura 9. Los pacientes con ACLF presentan un curso clinico dinamico. NUmero de eventos de
ACLF entre pacientes no trasplantados (Non-LT) y trasplantados (LT) (a) y prevalencia de los grados
de ACLF entre estos grupos en los eventos de ACLF inicial (b) y ultimo (c). Las comparaciones se
realizaron con la prueba de 2. **** p< 0.0001; ns, no significativo. Abreviaciones: ACLF, insuficiencia
hepética aguda sobre crénica; LT, trasplante hepatico.
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U de Mann-Whitney; * p<0.05, *** p< 0.001, ns, no significativo. Abreviaciones: ACLF, insuficiencia
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4.2.3 Los pacientes con ACLF que sobreviven o no hasta ser trasplantados desarrollan
diferentes tipos de fallas organicas antes de su desenlace

Para determinar si ambos grupos diferian también en cuanto al tipo de fallas organicas (OFs)
que desarrollaron, se analizaron los eventos de ACLF inicial y ultimo. Los pacientes que no
pudieron recibir un trasplante hepético desarrollaron OFs predominantemente extrahepdticas
tanto en el evento inicial como en el ultimo evento de ACLF en comparacion con los pacientes
que si fueron trasplantados. En especifico, varios de los pacientes no trasplantados
presentaron las OFs renal (71.6% vs. 41.1%, p< 0.001), circulatoria (70.1% vs. 27.4%,
p< 0.0001), cerebral (49.3% vs. 14.7%, p< 0.0001), y pulmonar (25.4% vs. 9.5%, p= 0.01)
(Figura 11a-b). En contraste, en el grupo de aquellos que si fueron trasplantados la OF
hepatica fue la més prevalente en el evento inicial y en el dltimo evento de ACLF (49.5% y
54.7%, respectivamente). Comparaciones dentro de cada grupo revelaron que la prevalencia
de las OFs de coagulacién y pulmonar incrementé significativamente desde el evento inicial al
ultimo en los pacientes no trasplantados (p= 0.04 y p= 0.02, respectivamente), mientras que un
incremento significativo de la OF cerebral ocurri6 en aquellos que recibieron un trasplante
(p=0.01) (Figura 11a-b).

Adicionalmente, se analizaron las combinaciones mas frecuentes de las diferentes OFs que los
dos grupos manifestaron en los eventos de ACLF inicial y ultimo. Considerando solo aquellas
gue coincidieron en por lo menos dos pacientes, los pacientes que no pudieron ser
trasplantados presentaron predominantemente combinaciones que implicaban la OF renal con
una o mas OFs diferentes (Figura 11c). Como se puede observar en este grupo, la presencia
de dos o tres OFs fue frecuente tanto en el evento de ACLF inicial como en el dltimo (Figura
11c-d). Algunos pacientes manifestaron una combinacién de cinco o seis OFs, siendo la mas
frecuente aquella con las OFs pulmonar, renal, cerebral, de la coagulacion y circulacion
(8.96%). Esto refleja la gravedad y la complejidad del curso clinico del grupo de pacientes que
no pudo recibir un trasplante hepatico. Por el contrario, en aquellos que si fueron trasplantados
la OF renal aislada fue una manifestaciébn comuin de los eventos de ACLF inicial y dltimo
(14.74%) mientras que las combinaciones que involucraron mas de 2 OFs fueron infrecuentes
(Figura 11c-d).
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FIGURA 11

B Non-LT mm LT

a 100-
804 tﬁf * % %k %k
604 % % % %k
& I 22
401 .
201
0_
. e} c,“\ : 'OQ -OQ (\Q
Ny 'l'-‘bo X 0\,5\\ & PO
&9 G§
(¢
C  Non-LT, Initial Event - 50 KeB d
0000000000 =:i <
000000009 = Lwswcor
QOPOOOOO0O0O o iae veba
OO00D0000@® =Z iiw Lukscivu
. (] 1
Q@O@OO000000® =:ocia
...OOOOOOO = 2199"/’: K+Co+Ci+Lu+Bd
Q000000000 =i k..
OO0O0O0O0OO0OOQ = 299% Leb+co
0]0]0]0]0]0]0]010]0 JE=F 1 furits
’ ‘
elelelelololelelelo iR
LT, Initial Event
0000000000 - ...
0000000000 -=::: =
.......... = 5.25:.43 B+Kd
Q000000000 - i) oes,
.......... B 3.16% K+Ci
B3 2.11% B+Co+Ci+Kd
4-3-4-+-4-+-4-+-4- T
B 2.11% L+Co+Ci+Bd
Q@OO0000000 g 21w L,
OOOOOOOOOO =3 2.11% L+Kd+Bd
OOOOOOOOOO 3 22.10% Other

B Non-LT mm LT

ke ke o

Non-LT, Last Event

4
@
0]
©
o
O
O
O
O

000000000

Q@O0O0P@0OO00
010100000000
0]0]0]0/0/0,0/0/6]0)

8.96% L+K+B+Co+Ci
5.97% L+K+B+Ci+Lu
5.97% L+K+Co+Ci+Bd
4.48% K+B

4.48% K+B+Ci

4.48% K+B+Co+Ci
4.48% L+K+B+Ci
4.48% L+K+B

2.99% B+Co

2.99% K+Ci+Bd

2.99% K+Ci+Lu+Bd
2.99% K+Co+Ci+Lu+Bd
2.99% L+K+B+Co+Ci+Lu
41.79% Other

OREpOOROOODNDDN

m 14.74% K

m 9.47% L+Co

m 7.37% L+Bd

B 5.26% B+Kd

= 4.21% K+B

0 4.21% L+B

B 4.21% L+Kd

B 3.16% Co+Bd

3 3.16% K+Bd

B 3.16% L+K+Bd
m 2.11% Ci+Lu+Bd
m 2.11% K+B+Lu
0 211% L+B+Ci+Kd
8 2.11% L+Co+Ci+Bd
0 2.11% L+K+Bd
B 2.11% L+K+Ci+Bd
8 211% L+K

m 2.11% L+Kd+Bd
0O 24.21% Other

Figura 11. Prevalencia de las fallas organicas y sus combinaciones en los eventos de ACLF
inicial y dltimo. Las comparaciones entre pacientes no trasplantados (Non-LT) y trasplantados (LT)
con respecto a la prevalencia de las OFs en los eventos de ACLF inicial (a) y ultimo (b) se analizaron
con la prueba de ¥ Las frecuencias de las combinaciones de OFs en c y d son representadas con
diagramas de 10x10 puntos. * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001. Abreviaciones: ACLF,
insuficiencia hepética aguda sobre cronica; LT, trasplante hepético; B, cerebral; Bd, disfuncién
cerebral; Ci, circulacion; Co; coagulacion; K, renal; Kd, disfuncion renal; L, hepatica; Lu, pulmonar.
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4.2.4 Diferencias en la mortalidad posterior al primer evento de ACLF distinquen
adicionalmente a los pacientes con ACLF que se benefician del trasplante hepatico

Las curvas de Kaplan-Meier mostraron que los pacientes que no pudieron recibir un trasplante
hepético tuvieron una supervivencia marcadamente reducida después de presentar ACLF como
se observo al afio y a los 6 afios (p< 0.0001 cada uno) (Figura 12a). Las diferencias de
mortalidad entre ambos grupos fueron muy notables aln desde los 30 dias, encontrando una
mortalidad de 0% en los pacientes que recibieron un trasplante y de 43.3% en aquellos que no
pudieron ser trasplantados (p< 0.0001; Tabla 8). La mortalidad a los 3 y 6 meses fue de 65.7%
y 77.6% en estos ultimos y de 3.2% y 4.2% en los que fueron trasplantados (p< 0.0001;
Tabla 8). Los subanalisis de supervivencia de acuerdo con el grado de ACLF tanto en el evento
inicial como en el dltimo no fueron significativos en los pacientes trasplantados (p= 0.68 y
p= 0.60, respectivamente; Figura 12b). Por el contrario, los pacientes que no recibieron un
trasplante y que en el evento inicial presentaron tanto ACLF-1 como ACLF-2 tuvieron una
supervivencia significativamente mayor comparada con la de aquellos con ACLF-3 (p= 0.001
cada uno) mientras que en el dltimo evento de ACLF los pacientes con ACLF-2 tuvieron una
mayor supervivencia que aquellos con ACLF-3 (p= 0.01). La mortalidad de acuerdo con el
grado de ACLF fue distinta entre los dos grupos. Los pacientes con ACLF-3 y que no pudieron
recibir un trasplante tuvieron la mas alta mortalidad cuando se evaluaron considerando los
eventos de ACLF inicial y ultimo. A los 6 meses el 94.6% de los pacientes en este grupo habian
sucumbido a la ACLF (Tabla 8). En contraste, a los 6 meses la mortalidad en los pacientes
trasplantados fue menor del0% sin importar el grado de ACLF. Los datos de mortalidad se
reportan mas detalladamente en la Tabla 8.
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FIGURA 12
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Figura 12. Analisis de supervivencia entre pacientes no trasplantados y trasplantados (a)
y de acuerdo con los grados de ACLF en los eventos de ACLF inicial y altimo (b) Las
curvas de Kaplan-Meier se compararon con la prueba de log-rank. Abreviaciones: ACLF,
insuficiencia hepatica aguda sobre cronica; LT, trasplante hepatico
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TasLA 8. MORTALIDAD ENTRE COHORTES Y POR GRADO DE ACLF

No trasplantados

Trasplantados

n=67 n= 95 p

30 dias 29 (43.3%) 0 (0.0%) < 0.0001

3 meses 44 (65.7%) 3 (3.2%) < 0.0001

6 meses 52 (77.6%) 4 (4.2%) < 0.0001

1 afio 61 (91.0%) 6 (6.3%) < 0.0001

6 afios 67 (100.0%) 15 (15.8%) < 0.0001

GRADO DE ACLF EN EL EVENTO INICIAL
ACLF-1 ACLF-2 ACLF-3

No trasplantados n= 10 (14.9%) n= 20 (29.9%) n= 37 (55.2%) p
30 dias 2 (20.0%) ? 3 (15.0%) " 24 (64.9%) *° <0.001
3 meses 3 (30.0%) 2 9 (45.0%) ° 32 (86.5%) *° <0.001
6 meses 4 (40.0%) 2 13 (65.0%) ° 35 (94.6%) *° <0.001
1 afio 8 (80.0%) 17 (85.0%) 36 (97.3%) 0.09
6 afios 10 (100.0%) 20 (100.0%) 37 (100.0%) 0.99
ACLF-1 ACLF-2 ACLF-3
Trasplantados n= 50 (52.6%) n= 31 (32.6%) n= 14 (14.7%) p
30 dias 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) -
3 meses 2 (4.0%) 0 (0.0%) 1 (7.1%) 0.26
6 meses 3 (6.0%) 0 (0.0%) 1 (7.1%) 0.36
1 afio 4 (8.0%) 1 (3.2%) 1 (7.1%) 0.73
6 afios 9 (18.0%) 3 (9.7%) 3 (21.4%) 0.47
GRADO DE ACLF EN EL ULTIMO EVENTO
ACLF-1 ACLF-2 ACLF-3
No trasplantados n=4 (6.0%) n= 15 (22.4%) n= 48 (71.8%) p
30 dias 3 (75.0%) *°© 1 (6.7%) ©¢ 25 (52.1%) ¢ <0.01
3 meses 3 (75.0%) 5 (33.3%) ¢ 36 (75.0%) ° 0.01
6 meses 3 (75.0%) 10 (66.7%) 39 (81.3%) 0.45
1 afio 3 (75.0%) 12 (80.0%) 46 (95.8%) 0.08
6 afios 4 (100.0%) 15 (100.0%) 48 (100.0%) 0.99
ACLF-1 ACLF-2 ACLF-3
Trasplantados n= 40 (42.1%) n= 33 (34.7%) n= 22 (23.2%) p
30 dias 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) -
3 meses 1 (2.5%) 0 (0.0%) 2 (9.1%) 0.17
6 meses 2 (5.0%) 0 (0.0%) 2 (9.1%) 0.21
1 afio 3 (7.5%) 1 (3.0%) 2 (9.1%) 0.65
6 afios 8 (20.0%) 2 (6.1%) 5 (22.7%) 0.15
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4.2.5 DISCUSION. Diferencias en el evento inicial de insuficiencia hepatica aguda sobre crénica
distinquen a pacientes con mayor beneficio del trasplante hepatico

ACLF es una entidad distinta dentro del espectro de cirrosis, como se observa por su alta
mortalidad a corto y largo plazo y su complejo curso clinico. Con la evidencia de este estudio
observacional, se demostré mediante una comparacion novedosa entre pacientes con ACLF
que recibieron o no un trasplante hepatico que esta entidad puede variar considerablemente de
paciente a paciente y que caracteristicas de su Unico o multiples eventos de ACLF pueden
determinar su pronéstico. Las observaciones que se presentan aqui fueron posibles dada una
revision completa de los expedientes clinicos y datos de laboratorio de los pacientes desde su
evento inicial de ACLF hasta su desenlace, permitiendo asi un analisis que no es restringido a
un cierto numero de dias de observacion a diferencia de los demas estudios sobre ACLF que
en su mayoria se han limitado a observaciones de 28 dias.

Considerando las caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacién con ACLF que logra o
no recibir un trasplante en el Instituto, ciertos aspectos podrian ayudar a distinguir mas
facilmente aquellos pacientes que tendrian mayor beneficio del procedimiento. Es imperativo
reconocer desde temprano aquellos cuyo curso clinico indica un bajo riesgo de mortalidad con
el fin de asignar recursos a los pacientes que los podrian aprovechar mas, evitando asi un
posible trasplante futil. Los pacientes que pudieron recibir un trasplante hepatico fueron mas
jévenes y aunque en ambas cohortes las etiologias autoinmunes fueron la causa mas frecuente
de cirrosis, la frecuencia de hepatitis alcohdlica tendié a ser mayor en aquellos que no fueron
trasplantados. El alcoholismo activo fue, de hecho, la tercera razén principal por la que un
paciente con ACLF no fue considerado como candidato al procedimiento en el Instituto, aunque
lo superd por mucho el tener cirrosis avanzada con baja esperanza de vida y sobre todo la
presencia de infecciones no controladas o sepsis. En concordancia, el precipitante principal de
ACLF en estos pacientes fueron las infecciones bacterianas a las cuales se encuentran
predispuestos, por lo tanto el alcoholismo es un factor relevante de mal pronéstico dado el
riesgo incrementado que conlleva para el desarrollo de ACLF, como se ha demostrado en
cohortes tanto europeas como asiaticas (27, 99, 100), y este estudio resalta adicionalmente la
desventaja que impone en la lista de espera para trasplante hepatico. De manera sorprendente,
el score MELD-Na no fue significativamente diferente entre agquellos que se sometieron o no al
procedimiento, sin embargo, una diferencia importante en la gravedad de la enfermedad fue
evidente después de evaluar los scores CLIF-OF y CLIF-C ACLF los cuales estuvieron mas
altos en los pacientes que no fueron trasplantados. Esto confirma la utilidad de un score de
pronostico especifico para pacientes con ACLF, siendo estos Ultimos mas precisos con una
mejoria reportada de aproximadamente 20 a 25% en la prediccion de la mortalidad a 28 y 90
dias (37). También va de la mano con el estudio de Hernaez et al. en el que se demostro que
después de evaluar la mortalidad observada vs. la esperada usando el MELD-Na, la tasa de
mortalidad estandarizada en pacientes con ACLF fue de 1.5, todo lo cual los coloca en
desventaja de recibir un trasplante (101). No obstante, al considerar un score CLIF-C ACLF
promedio de 51 en la cohorte ICU la mortalidad esperada a los 3, 6 meses y al afio fue
considerablemente més baja que la observada (49%, 54% y 62% esperada vs. 66%, 79% y
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92% observada), por lo tanto, cierta subestimaciébn puede ser relevante a tomar en
consideracion y se debera hacer un esfuerzo para mejorar dichos scores con el fin de otorgar
mayor equidad a los pacientes en lista de espera.

Otro aspecto que distintivamente identifico a los pacientes en cada grupo y por tanto determiné
la viabilidad del trasplante fue la frecuencia de ciertas OFs y sus combinaciones en los eventos
de ACLF inicial y ultimo. Una diferencia muy evidente fue que las OFs extrahepaticas fueron
mas comunes en los pacientes que no fueron trasplantados, siendo la OF renal la mas
frecuente seguida de cerca por la OF de la circulacién. Por el contrario, la OF hepatica fue més
comun en los pacientes con ACLF que si recibieron trasplante. Dos hipotesis podrian explicar
dichos hallazgos. La primera es que los pacientes con OFs extrahepaticas y un grado de ACLF
mayor podrian haber sido considerados demasiado enfermos como para ser trasplantados de
manera que no recibieron prioridad para recibir un injerto. Una segunda explicacion es que el
score MELD-Na resultdé ser insuficientemente preciso para predecir la mortalidad en estos
pacientes, lo que resaltaria la relevancia de valorar la gravedad de la enfermedad con scores
especificamente disefiados para ACLF. Su implementacion generalizada y mejoria seran
cruciales para mejorar los desenlaces de aquellos pacientes cirréticos que progresan hasta
este extremo de la enfermedad.

Cualquiera de estos dos factores podrian ciertamente haber retrasado la decision de trasplantar
a dichos pacientes y especialmente ante la presencia de factores que contraindican el
trasplante hepético o complicaciones como son las infecciones, que en este estudio y otros (39,
102) son una razén principal del fallecimiento o la exclusién de la lista de espera. La rapida
progresion de la ACLF que se observé en los pacientes que no pudieron recibir un trasplante
junto con la falta inmediata de injertos hepaticos son limitaciones importantes que obstaculizan
la ejecucién de este procedimiento. No obstante, esto subraya adicionalmente la relevancia de
detectar tempranamente aquellos cuyo curso clinico es compatible con los criterios de ACLF
para acelerar su valoracion como candidatos potenciales a un trasplante hepatico.

Una caracteristica adicional de este estudio fue la determinacion del desarrollo y nimero de
eventos mdultiples de ACLF, un aspecto que no ha sido completamente explorado en la
literatura actual. De manera interesante, mas de la mitad de los pacientes en cada grupo
presentaron durante su curso clinico mas de un evento que cumplia con criterios de ACLF vy el
acontecimiento de 2, 3 o mas eventos fue también similar. De esta manera, el desarrollar
multiples eventos de descompensacién no necesariamente debe indicar mayor gravedad de la
enfermedad; de hecho, los pacientes que no fueron trasplantados presentaron con mayor
frecuencia un solo evento, pero desafortunadamente de mayor gravedad (ACLF-3) después del
cual fallecieron. Debido a que el Ultimo evento en los pacientes trasplantados no siempre
ocurrié en el momento del trasplante, un factor importante que determinara su elegibilidad para
este procedimiento es su capacidad para sobrevivir un evento de ACLF. Sin embargo, un
retraso en la asignacion de un injerto hepatico podria predisponer a los pacientes a desarrollar
OFs adicionales como se demostré en un estudio donde el desarrollo de ACLF-1 fue un factor
de riesgo importante para la progresion a ACLF-3 (103). En consecuencia, en ambos grupos se
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observé un incremento significativo en la prevalencia de ACLF-3 en el Ultimo evento, asi como
una disminucién en aquella de ACLF-1 en los pacientes que recibieron un trasplante.

Resaltando la relevancia de una revision completa y exhaustiva del curso clinico de pacientes
con ACLF, estos hallazgos contrastan con las elevadas frecuencias de resolucién del sindrome
(42.5% y 54.1%) reportadas en estudios que analizaron solo los primeros 28 dias después del
diagnostico (38, 104). Debido a que tanto en los pacientes trasplantados como en los no
trasplantados un evento de ACLF tuvo una duracion mediana de aproximadamente una
semana y el tiempo a un segundo evento de ACLF en ambos grupos ocurrié después de 28
dias, si puede ser posible que los pacientes analizados en aquellos estudios dejaron de cumplir
criterios de ACLF, pero también es posible que hayan regresado a ACLF después de un
tiempo. Por otro lado, estas observaciones podrian apoyar la estrategia propuesta de reevaluar
a los pacientes con ACLF después de 3 a 7 dias de ser diagnosticados para determinar su
grado final de ACLF y con esto su elegibilidad para el trasplante, dado que este periodo
coincide con el fin de un evento de ACLF. Este periodo de tiempo entre el séptimo y trigésimo
dia podria entonces ser critico para enlistar y eventualmente trasplantar a dichos pacientes ya
gue podrian estar en riesgo de desarrollar un segundo evento con grado de ACLF aun mayor,
lo que obstaculizaria sus posibilidades de ser sometidos a este procedimiento. Varios estudios
enfatizan la urgencia del trasplante en pacientes con ACLF, reportando un excelente prondéstico
tras el procedimiento, con tasas de supervivencia al afio comparables entre pacientes con y sin
ACLF, asi como la ausencia de diferencias en cuanto al desarrollo de enfermedad renal crénica
y disfuncién temprana del injerto (105-107). Con este proyecto de doctorado los datos
analizados del centro de trasplantes del INCMNSZ apoyan el beneficio del trasplante en ACLF
al afio y a los 6 afios, incluyendo aquellos con ACLF-3 (108), lo cual enfatizo también en este
estudio (Figura 12).

Reflejando la amplia diferencia entre los posibles cursos clinicos de pacientes con ACLF, las
curvas de Kaplan Meier demostraron por un lado el drastico pronéstico esperado cuando las
caracteristicas del paciente favorecen o no el trasplante hepatico y por el otro, la rapidez con la
gue los pacientes que son excluidos de la lista de espera o fallecen en la misma alcanzan un
desenlace fatal. Mientras que la mortalidad en los pacientes trasplantados fue estable en cada
punto en el tiempo analizado, los pacientes que no recibieron un trasplante experimentaron
tasas de mortalidad muy altas atn a partir de los 30 dias (43.3%) y solo 6 pacientes (9.0%)
estuvieron vivos después de 1 afio. En concordancia, el estudio de Finkenstedt et al. (39)
reporté una mediana de supervivencia libre de trasplante de 48 dias la cual es casi idéntica a la
de este estudio (47 dias [14.0 — 152.0]). Como se conocia previamente, los pacientes con
ACLF-3 tuvieron el peor prondéstico, sin embargo, en especifico solo aquellos que fueron
excluidos de la lista de espera y especialmente cuando se evalu6 el evento de ACLF inicial. Las
diferencias de mortalidad entre los grados de ACLF en el ultimo evento pudieron haber sido
menos notorias dado el empeoramiento generalizado al observarse un incremento significativo
en la prevalencia de ACLF-3. Esto podria enfatizar la relevancia de estudiar el curso clinico
completo de los pacientes con ACLF para determinar su estado de descompensacion de
manera mas precisa. De manera interesante, las tasas de mortalidad fueron similares entre los
grados de ACLF en los pacientes que si fueron trasplantados, lo que confirma el excelente y
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comparable prondstico que se puede esperar de los pacientes con ACLF-3 tras el
procedimiento como ha sido descrito también por otros autores (40).

En resumen, este estudio describe y compara el curso clinico de dos grupos diferentes de
pacientes con ACLF que de acuerdo con la gravedad de la enfermedad pudieron o no ser
sometidos a este procedimiento. Las observaciones aqui descritas llevan a la identificacion de
determinantes potenciales de bajo riesgo de mortalidad que pudieran indicar qué pacientes con
ACLF se podrian beneficiar méas de un trasplante hepatico. Después de un analisis exhaustivo
de los expedientes clinicos y datos de laboratorio de estos pacientes, se demuestra que el
desarrollo de mudltiples eventos de ACLF es una caracteristica comdn que podria estar
asociada con la progresion del curso de la enfermedad. Un score CLIF-OF y CLIF-C ACLF més
alto y el desarrollo de ciertas OFs en el evento inicial de ACLF podrian distinguir a pacientes
gue no son elegibles para recibir un trasplante. Aquellos con un perfil mas favorable y que han
sobrevivido un evento de ACLF podrian tener mayor provecho de todos los recursos que
implica un trasplante, mostrando una mortalidad notoriamente reducida a corto y largo plazo.
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4.3 LA GALECTINA-3 SE ENCUENTRA SOBRE-EXPRESADA EN PACIENTES CON CIRROSIS
AVANZADA Y PREDICE COMPLICACIONES INFECCIOSAS POSTERIORES AL TRASPLANTE
HEPATICO

4.3.1 Caracteristicas demograficas de los pacientes analizados

Para determinar la relevancia de la galectina-3 como pardmetro clinico, se analizaron un total
de 129 pacientes, todos los cuales recibieron trasplante hepatico ortotopico en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn. Esta poblacion se compone de 9
pacientes con CC, 59 con CD, y 61 con ACLF los cuales se compararon contra controles sanos
cuya mediana de edad es similar (n= 10) o contra las muestras de higado de donadores
cadavéricos (n= 35). Las caracteristicas de esta poblacién se muestran en la Tabla 9.

Estos datos muestran que los parametros de laboratorio y clinicos varian significativamente
entre cada estadio de cirrosis, incluyendo los niveles de bilirrubina total, el INR y el desarrollo
de ascitis y encefalopatia (todos p < 0.0001). La creatinina fue mas alta en los pacientes con
ACLF (0.97 mg/dL [IQR 0.77 — 1.33] vs. 0.67 mg/dL [IQR 0.56 — 0.70] y 0.70 mg/dL [IQR 0.60 —
0.81] en aquellos con CC y DC, respectivamente; p< 0.0001). En concordancia, el score
MELD-Na presenta diferencias entre los grupos, siendo mas alto en ACLF seguido de los
pacientes con DCy CC (26 £ 6 vs. 19 £ 4 vs. 11 + 3, respectivamente, p < 0.0001). Una cuenta
mas alta de leucocitos se observé tanto en DC como en ACLF cuando se compararon contra
CC (p=0.019 cada uno).

66



TaBLA 9. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS.
POBLACION CON TRASPLANTE HEPATICO CON MUESTRA BIOLOGICA ANALIZADA (n=129)

Control Pacientes CC Pacientes DC Pacientes ACLF
n=10 n=9 n=59 n=61 p

Sexo masculino 4 (40.0%) 5 (55.6%) 24 (40.7%) 26 (42.6%) 0.845

Edad, afios 47.0 (44.8 — 52.3) 59.0 (53.5 — 60.0) ° 52.0 (41.0 - 60.0) 51.0 (39.0 - 57.0)° 0.047

IMC 22.47 (21.67 —24.20) 28.26 (25.78 —30.01) 26.27 (22.92 — 29.86) 24.66 (22.66 — 26.51) 0.072
Creatinina (mg/dL) 0.78 (0.69 — 0.89) 0.67 (0.56 — 0.70) ° 0.70 (0.60-10.81) ¢ 0.97 (0.77 - 1.33) *¢ < 0.0001

Etiologia de la cirrosis, n (%)

Autoinmune f — 1(11.1%) 19 (32.2%) 27 (44.3%) 0.100

VHC — 6 (66.7%) 16 (27.1%) 8 (13.1%) 0.002

Enfermedad hepética alcohdlica — 1(11.1%) 5 (8.5%) 3 (4.9%) 0.463

NASH — 0 (0.0%) 3 (5.1%) 4 (6.6%) 0.999

Criptogénica — 1(11.1%) 9 (15.3%) 13 (21.3%) 0.667

Otras § — 0 (0.0%) 7 (11.9%) 6 (9.8%) 0.737

Datos clinicos y de laboratorio

Ascitis — 0 (0.0%) 2P 41 (69.5%) ®° 56 (91.8%) °° < 0.0001
Encefalopatia — 0 (0.0%) 2P 27 (45.8%) *° 49 (80.3%) °° < 0.0001
MELD-Na — 11+32° 19+4°2° 26+6°° < 0.0001
Bilirrubina total (mg/dL) — 1.18 (0.98 —1.78) *®  3.34 (2.14-5.71)*°  7.54(4.21-22.29)*° < 0.0001

AST (U/L) — 58.0 (40.5 - 103.0) 75.0 (51.0-118.0) 69.0 (43.0 — 144.0) 0.537

ALT (U/L) — 47.0 (31.5-83.0) 47.9 (29.1 - 81.9) 35.9 (24.0-77.7) 0.308
INR — 1.1(1.1-1.3)2° 1.5(1.3-1.6)°¢ 1.7 (1.4 -2.1)"¢ < 0.0001

Leucocitos (x10°/L) — 2.5 (2.05-3.6) 3.8(3.0-6.6) 4.3(3.0-5.8) 0.051

T Incluye hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria y sindromes de sobreposicion.
1 Otras etiologias incluyen cirrosis biliar secundaria, dafio hepatico inducido por farmacos (DILI), y enfermedades hepéticas congénitas.

Los datos se reportan como n (%), medias (SD) y medianas (IQR). Comparaciones significativas se muestran entre CC y DC (%), CC y ACLF
(®), y DC y ACLF (). ACLF, insuficiencia hepética aguda sobre cronica; CC, cirrosis compensada; DC, cirrosis descompensada; VHC, virus de
la hepatitis C; NASH, esteatohepatitis no alcohdlica; MELD-Na, Model for End-Stage Liver Disease-Sodium; INR, International Normalized

Ratio.
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4.3.2 Niveles de galectina-3 sistémicos discriminan cirrosis avanzada y correlacionan con la
gravedad de la enfermedad hepatica

Para determinar la asociacion entre cirrosis avanzada (DC y ACLF) y los niveles de galectina-3
sistémicos, se midieron muestras de suero de todos los pacientes, las cuales fueron
procuradas en el momento de ser sometidos a trasplante hepatico. La correlacién entre estas
mediciones de galectina-3 con la gravedad de la enfermedad determinada por el score
MELD-Na fue posteriormente analizada. La galectina-3 sistémica se encontrd
significativamente elevada en pacientes con cirrosis en comparacién con los controles sanos
(p= 0.007). Aquellos con cirrosis avanzada tuvieron los valores mas altos (17.69 ng/mL en
ACLF [10.38 — 31.71] y 16.18 ng/mL en DC [11.16 — 23.85]), mientras que niveles mas bajos se
observaron en el grupo de CC (7.85 ng/mL [5.19 — 13.62]) y en los controles (9.66 ng/mL [8.27
— 14.71]). Especificamente, hubo una diferencia estadisticamente significativa entre los
pacientes con ACLF y aquellos con cirrosis compensada después de una prueba de
comparacion mudltiple (Figura 13A). Los niveles de galectina-3 al momento del trasplante
tuvieron poder predictivo significativo para discriminar entre pacientes con cirrosis avanzada y
CC (AUC= 0.78, 95% CI 0.66 — 0.89, p= 0.006) (Figura 13B). Se identific6 un valor
>12.57 ng/mL como punto de corte 6ptimo (67.6% sensibilidad y 77.8% especificidad).

La galectina-3 en suero mostr6 ademas una correlacion positiva significativa con el score
MELD-Na (r= 0.32, p < 0.001) asi como con parametros clinicos de cirrosis relevantes
incluyendo los niveles de bilirrubina total (r= 0.42, p < 0.0001) y el INR (r= 0.31, p < 0.001)
(Figura 13 C-E). Adicionalmente, los pacientes que presentaron por lo menos un episodio de
encefalopatia durante su curso clinico previo a recibir un trasplante hepatico tuvieron niveles
sistémicos de galectina-3 mas altos (20.39 ng/mL [11.97 — 31.66] vs. 13.57 ng/mL [8.56 —
21.34]; p= 0.001; Figura 13F), todo lo cual indica que la galectina-3 se puede usar como un
marcador alternativo que refleja la descompensacién y por tanto la gravedad de la enfermedad.
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FIGURA 13
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Figura 13. Niveles de galectina-3 sistémicos discriminan cirrosis avanzada y correlacionan con la
gravedad de la enfermedad hepética. A) Niveles de galectina-3 en suero entre los estadios de cirrosis
(medianas; las barras representan la percentila 25%, mediana y percentila 75%). Solo se muestran
combinaciones de comparaciones multiples con significancia: * p< 0.05 (prueba de Kruskal-Wallis). B) Curva
ROC demostrando el poder discriminativo de la galectina-3 entre cirrosis avanzada y CC. C), D) y E)
correlaciones clinicas (coeficiente de Spearman). F) Niveles séricos de galectina-3 entre pacientes que
presentaron o no por lo menos un episodio de encefalopatia (las cajas indican los niveles en medianas y las
barras las percentilas 25% y 75%); U de Mann-Whitney). Sujetos sanos (n= 10) dentro del rango de edad de
estos pacientes sirvieron como controles (n= 10). ACLF, insuficiencia hepética aguda sobre cronica (n= 57);
CC, cirrosis compensada (n= 9); DC, cirrosis descompensada (n= 54); HE, encefalopatia hepética; INR,
International Normalized Ratio; MELD-Na, Model for End-Stage Liver Disease-Sodium.
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4.3.3 La expresion hepatica de galectina-3 discrimina a pacientes con cirrosis avanzada y
correlaciona con la gravedad de la enfermedad v la inflamacién intrahepatica

Debido a que la galectina-3 en suero se asocié con el estado de enfermedad, nos preguntamos
si la galectina-3 intrahepética se correlacionaria también con la gravedad de la cirrosis y aun
mas importante, si reflejaria el estado de inflamacion intrahepética. Se encontré que los
pacientes con cirrosis avanzada tuvieron la expresion relativa de galectina-3 mas alta
(p < 0.0001) y diferencias significativas se encontraron entre los donadores (1.02 [0.79 — 1.44])
y aquellos con ACLF (20.15 [8.57 — 39.66]) y DC (12.91 [5.06 — 25.11]), y también entre ACLF y
CC (4.34 [0.61 — 9.17])) (Figura 14A). Asimismo, la galectina-3 intrahepéatica mostr6 poder
significativo para discriminar a pacientes con cirrosis avanzada con un importante AUC (AUC=
0.84, 95% CI 0.72 — 0.95, p= 0.002) (Figura 14B).

La expresion del ARNm de galectina-3 en higado se asocié también con una mayor gravedad
de cirrosis. Encontramos una correlacion positiva y significativa con el score MELD-Na (r= 0.38,
p < 0.001; Figura 14C) y con la bilirrubina total (r= 0.33, p= 0.004; Figura 14D), mientras que
con los niveles de sodio existe una correlacion negativa (r= -0.30, p= 0.009; Figura 14E). La
correlacion con el INR no fue significativa (r= 0.22, p= 0.060; Figura 14F).

Considerando la relevancia de la respuesta inmunolégica innata en pacientes cirréticos que se
descompensan y ante la falta de evidencia sobre la participacién hepética en este fenbmeno,
se analizé adicionalmente en los pacientes trasplantados la expresion intrahepética de la
citocina proinflamatoria IL-6, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) y M-CSF
(macrophage colony-stimulating factor) (ambos marcadores de infiltraciébn y activacion de
monocitos), asi como aquella de IL-8, CD66b y mieloperoxidasa (MPO) (todos marcadores de
neutréfilos). De acuerdo con estos analisis, los pacientes con cirrosis avanzada mostraron
inflamacién intrahepatica grave con una expresion significativamente mayor de IL-6
(p < 0.0001; Figura 15A), MCP-1 (p < 0.0001; Figura 15B), M-CSF (p < 0.001; Figura 15C), e
IL-8 (p < 0.0001; Figura 15D) en comparaciéon con aquellos con CC y los donadores (Tabla
10). Al comparar con el grupo de CC, la IL-6 se encontr6 mas elevada en pacientes con DC
mientras que MCP-1 en aquellos con ACLF.

La galectina-3 intrahepética correlacion6 fuertemente con todos estos marcadores de
inflamacién analizados (IL-6, r= 0.54, p < 0.0001; MCP-1, r= 0.79, p < 0.0001; M-CSF, r= 0.69,
p < 0.0001; IL-8, r= 0.73, p < 0.0001) (Figura 15 A-D). A pesar de que la expresion tanto de
MPO como de CD66b, un marcador de activacion en neutréfilos y potencial receptor de
galectina-3 (109, 110), fue similar entre los pacientes con cirrosis y los donadores (Figura 15 E-
F y Tabla 10), se encontraron también correlaciones positivas y significativas con la expresion
de galectina-3 (CD66b, r= 0.30, p= 0.001; y MPO, r= 0.25, p= 0.008; Figura 15 E-F,
respectivamente).
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Figura 14. La expresion hepatica de galectina-3 discrimina a pacientes con cirrosis avanzada y
correlaciona con la gravedad de la enfermedad. A) Niveles de expresion relativos de galectina-3 entre
todos los estadios de cirrosis (las barras representan la percentila 25%, mediana y percentila 75%). Solo
se muestran combinaciones de comparaciones mdultiples con significancia: ** p< 0.01 y **** p< 0.0001
(prueba de Kruskal-Wallis). B) Curva ROC demostrando el poder de discriminacion de la expresion
relativa de galectina-3 en el higado entre cirrosis avanzada y CC. C), D), E) y F) correlaciones clinicas
(coeficiente de Spearman). ACLF, insuficiencia hepatica aguda sobre cronica (n= 35); Controles (n= 35);
CC, cirrosis compensada (n= 8); DC, cirrosis descompensada (n= 34); INR, International Normalized
Ratio; MELD-Na, Model for End-Stage Liver Disease Sodium.
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Figura 15. La expresion hepatica de galectina-3 correlaciona con la expresion intrahepatica de marcadores de
inflamacion en cirrosis. A) — F) Niveles de expresion hepética relativos de IL-6 y marcadores de infiltrado inflamatorio por
neutrofilos y monocitos (las barras representan la percentila 25%, mediana y la percentila 75%). Solo se muestran combinaciones
de comparaciones mudltiples con significancia: * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001 (prueba de Kruskal-Wallis).
A lado de cada figura se ensefian las correlaciones con la expresion relativa de galectina-3 (coeficiente de Spearman). Controles
(n=35), CC, cirrosis compensada (n= 8); DC, cirrosis descompensada (n= 34); ACLF, insuficiencia hepética aguda sobre cronica
(n= 35); MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; MPO, mieloperoxidasa.



TABLA 10. ANALISIS DE gPCR PARA MARCADORES DE INFLAMACION

MUESTRAS DE HIGADO DE PACIENTES CIRROTICOS Y DONADORES CADAVERICOS

Control
n= 35

CcC
n=38

DC
n= 34

ACLF
n= 35

p

IL-6

4.45 (1.18 — 8.03) @°

1.91 (0.57 - 17.7)

23.09 (8.05 — 99.7) *°

31.13 (6.68 — 82.71) °

< 0.0001

MCP-1

2.01 (1.00 — 3.66) ®°

2.08 (0.36 — 8.23) °

6.64 (3.77 — 23.46)

15.69 (4.99 — 22.71) ¢

< 0.0001

M-CSF

0.95 (0.53 — 1.60) 2°

1.33 (0.53 — 1.94)

2.70 (1.32 - 4.87) ®

2.48 (1.19-5.9)°

<0.001

IL-8

1.35(0.71—2.97) *°

3.58 (0.61 — 6.80)

8.37 (3.99 — 30.43) @

7.49 (2.99 — 22.14) °

< 0.0001

CD66b

0.85 (0.42 — 1.81)

0.61 (0.14 — 1.76)

0.75 (0.54 — 5.07)

0.95 (0.45 — 2.36)

0.68

MPO

36.77 (12.25 — 122.5)

14.65 (3.655 — 80.15)

31.77 (12.06 — 219.2)

55.31 (18.83 — 164.6)

0.40

Los datos se reportan como medianas (IQR). Comparaciones significativas se muestran entre controles y DC (%), controles y
ACLF (°), CC y DC (), CC y ACLF (%) (Pruebas de Kruskall-Wallis). ACLF, insuficiencia hepética aguda sobre crénica;
CC, cirrosis compensada; DC, cirrosis descompensada; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; M-CSF, macrophage
colony-stimulating factor; MPO, mieloperoxidasa.
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4.3.4 La inmunotincidn positiva de galectina-3 en los hepatocitos es caracteristica en pacientes
con cirrosis avanzada

Para determinar la existencia de un patrén especifico de expresion intrahepatica de galectina-3
asociado con la gravedad de la enfermedad, se realizaron inmunotinciones de galectina-3 en
las muestras de higado de todos los pacientes. En el higado control de los donadores, la
galectina-3 solo fue positiva en las células de Kupffer y en las células de los conductos biliares,
mientras que en los higados cirrticos se encontrd positividad adicional en los hepatocitos. La
principal diferencia entre los diferentes estadios de cirrosis fue la cantidad e intensidad del &rea
positiva a galectina-3 en hepatocitos y colangiocitos. Mientras que en la mayoria de estos
pacientes los nddulos de regeneracion eran por lo general positivos en la periferia, en los
pacientes con DC y ACLF se observaron adicionalmente hepatocitos positivos a galectina-3 en
el centro de los nodulos. Asimismo, las reacciones ductulares que son comunes en aquellos
con cirrosis avanzada también mostraron ser positivas a galectina-3 (Figura 16 A-D).

De acuerdo con analisis cuantitativos, aquellos con DC y ACLF mostraron tener el mayor
namero de células positivas a galectina-3 (p= 0.002) y se observé una diferencia significativa
entre ACLF y controles después de una prueba de comparacion multiple (ACLF 7.75% [5.18 —
10.91], controles 0.08% [0.02 — 0.38]; CC 2.12% [1.27 — 5.04], y DC 4.75% [1.86 — 10.35])
(Figura 16E). Ademas, se encontré una correlacion positiva entre la expresion de galectina-3
analizada por gPCR y aguella determinada por inmunohistoquimica (r= 0.36, p= 0.023;
Figura 16F).

4.3.5 Se confirma una elevada expresion de galectina-3 intrahepatica en una cohorte externa
de pacientes con hepatitis alcohélica grave

Posteriormente, con el fin de corroborar los hallazgos obtenidos, se analizaron los datos de
RNAseq de muestras de higado procuradas al momento del diagnéstico de una cohorte externa
de pacientes con AH temprana o grave. Los datos demograficos de esta cohorte se muestran
en la Tabla 11, en la que se observan diferencias significativas entre los pacientes con
respecto al score MELD, los niveles de creatinina y bilirrubina, el INR, la cuenta de leucocitos y
la presencia de ascitis. Los pacientes con AH grave tuvieron un nimero significativamente mas
elevado de copias de ARNm de galectina-3 en comparacion con aquellos con AH temprana y
muestras de higado sano (12.89 [IQR 9.79 — 22.00] vs. 3.74 [IQR 2.21 - 5.38] y 3.12 [IQR 2.65
— 4.34], respectivamente, p< 0.0001; Figura 17A). Esto se refleja en una curva ROC
significativa en la que la expresion por ARNm de galectina-3 en el higado tuvo poder para
discriminar entre AH temprana y grave (AUC= 0.95, 95% CI 0.89 — 1.00, p< 0.0001;
Figura 17B). Adicionalmente, mayor inflamacion intrahepatica se encontré también en
pacientes con AH grave debido a una expresion mas elevada de IL-6 (p< 0.0001), MCP-1 (p<
0.0001), M-CSF (p< 0.001) e IL-8 (p< 0.0001). Confirmando ademas una fuerte asociacion
entre galectina-3 y la inflamacién intrahepatica observada en los pacientes con enfermedad
avanzada, se encontraron correlaciones significativas entre la expresion de galectina-3
intrahepatica y cada uno de estos marcadores de inflamacion (IL-6, r= 0.68, p< 0.0001; MCP-1,
r=0.83, p< 0.0001; M-CSF, r= 0.50, p< 0.001; IL-8, r= 0.83, p< 0.0001) (Figura 17C-F).
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TABLA 11. DEMOGRAFIA DE LA COHORTE EXTERNA (n=37)
PACIENTES CON HEPATITIS ALCOHOLICA ANALIZADOS POR SECUENCIACION DE ARN

Control AH temprana AH grave
n=10 n=12 n= 25 p

Sexo masculino 7 (70.0%) 7 (58.3%) 17 (68.0%) 0.564

Edad, afios 32.0 (28.8 —50.8) 52.0 (48.3 —58.8) 49.0 (41.5-57.5) 0.306

Creatinina sérica (mg/dL) 0.84 (0.74 - 0.90) 0.60 (0.58 — 0.81) 0.98 (0.71 - 1.36) 0.011

Datos clinicos y de laboratorio

Ascitis — 0 (0.0%) 19 (76.0%) < 0.0001

Encefalopatia - 0 (0.0%) 6 (24.0%) 0.149
MELD — 71 27+ 6 < 0.0001
Bilirrubina total (mg/dL) — 1.20 (0.73 — 1.45) 19.60 (13.25-27.95) < 0.0001
INR — 0.99 (0.91-1.02) 1.79 (1.58 — 2.22) < 0.0001

Leucocitos (x10°/L) — 5.60 (4.60 — 7.18) 10.00 (8.14 — 14.89) 0.001

Los datos se reportan como n (%), medias (SD) y medianas (IQR). Las comparaciones se realizaron entre AH temprana y
grave (pruebas x? o exacta de Fisher, y U de Mann-Whitney o t de Student). AH, hepatitis alcohdlica; MELD-Na, Model for
End-Stage Liver Disease-sodium; INR, international normalized ratio.
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FIGURA 17
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Figura 17. Se confirma una elevada expresion de galectina-3 intrahepética en una cohorte externa
de pacientes con hepatitis alcohdlica grave. A) Abundancia del ARN de galectina-3 en transcritos por
millén (tpm) entre higados normales y pacientes con AH temprana y grave (las barras representan la
percentila 25%, mediana y percentila 75%). Solo se muestran combinaciones de comparaciones multiples
con significancia: *** p< 0.001 y **** p< 0.0001 (prueba de Kruskal-Wallis). B) Curva ROC demostrando el
poder de discriminacion del ARN de galectina-3 entre AH temprana y grave. C) — F) Abundancia del ARN
de IL-6, MCP-1, M-CSF e IL-8 en tpm entre higados normales y pacientes con AH temprana y grave.
A lado de cada grafica se ensefian las correlaciones con los tpm de galectina-3 (coeficiente de
Spearman). Controles (n= 10), AH temprana (n= 12), AH grave (n= 25). AH, hepatitis alcohdlica, MCP-1,
monocyte chemoattractant protein-1; M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; MPO,
myeloperoxidase.
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4.3.6 La evaluacion pretrasplante de la galectina-3 sistémica ayuda a predecir complicaciones
infecciosas en el periodo postrasplante

Debido al papel central de la galectina-3 como inmunomodulador, se decidié examinar su
potencial uso clinico en pacientes que reciben un trasplante hepatico. La presencia de SIRS
durante la semana previa a dicho procedimiento y el desarrollo de infecciones postrasplante
durante la estancia hospitalaria inmediata hasta el egreso se analizaron en cada paciente.

Una mayor proporcion de pacientes con ACLF cumplieron con criterios de SIRS (47.4% vs.
13.0% DC y 0.0% CC; p< 0.0001) y las complicaciones infecciosas también fueron mas
frecuentes en este grupo (43.9% vs. 22.2% DC y 11.1% CC; p= 0.019) (Figura 18A). Las
complicaciones infecciosas fueron de origen bacteriano con una mediana de tiempo a su
aparicion de 4 dias (IQR 2 — 8) posterior al trasplante hepético. De manera importante, el
régimen inmunosupresor que se administré6 después del procedimiento fue similar entre los
pacientes, recibiendo todos (n= 106 [82.2%]) o una combinacién (n= 23 [17.8%]) de los
siguientes medicamentos: un inhibidor de la calcineurina, (tacrolimus o ciclosporina),
corticoesteroides, mofetil micofenolato y el antagonista del receptor de interleucina-2 (IL-2)
basiliximab.

Se encontraron niveles elevados de galectina-3 en pacientes que presentaron SIRS en el
periodo pretrasplante (21.61 ng/mL [10.14 — 38.63] vs. 14.40 ng/mL [10.19 — 22.64]; p= 0.037)
(Figura 18B) y en aquellos que desarrollaron complicaciones infecciosas en el postrasplante
(20.95 ng/mL [11.57 — 31.88] vs. 14.51 ng/mL [8.98 — 22.64]; p= 0.026) (Figura 18C). De esta
manera, los niveles de galectina-3 séricos al momento del trasplante discriminaron de manera
significativa entre pacientes que desarrollaron infecciones en el postrasplante (AUC= 0.63, 95%
Cl 0.52 — 0.74, p= 0.027). Se identificé un valor >16.58 ng/mL como punto de corte 6ptimo
(65.8% sensibilidad y 62.2% especificidad).

Las diferencias entre los niveles de galectina-3 fueron mas claras en un subanalisis de
pacientes que estaban siendo tratados debido a un evento de descompensacién y por tanto ya
se encontraban hospitalizados en el dia de su trasplante (31.14 ng/mL [IQR 20.43 — 54.36] vs.
10.10 ng/mL [IQR 7.17 — 19.37]; p= 0.004) (Figura 18D). Estos pacientes ya llevaban una
mediana de 11 dias (IQR 5.75 — 14.25) hospitalizados antes de recibir un trasplante. El poder
de discriminacion de galectina-3 fue aun mayor en este subgrupo de pacientes (AUC= 0.89,
95% CI 0.74 — 1.00, p= 0.006) con un punto de corte 6ptimo >17.37 ng/mL, con mayor
sensibilidad (90.0%) y especificidad (75.0%).

Con base en la asociacion reportada entre el score MELD y el desarrollo de infecciones en el
postrasplante (111-113), se evalué la habilidad del score MELD-Na para discriminar a
pacientes que desarrollan complicaciones infecciosas. Se encontr6 que el MELD-Na con un
punto de corte 6ptimo >20.0 tuvo poder de discriminacion significativo en el grupo general de
pacientes con un AUC de 0.65 (95% CI 0.55 — 0.75, p= 0.01) (Figura 18E-F).
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De acuerdo con analisis de regresion de Cox, tomando en cuenta el tiempo al desarrollo de
alguna infeccion desde el trasplante hepético hasta que el paciente es dado de alta, la
presencia de un score MELD-Na >20.0 o SIRS y concomitantemente niveles de galectina-3
>16.58 ng/mL otorga una razon de riesgos (HR) para complicaciones infecciosas en el periodo
postrasplante de 3.24 y 3.94, respectivamente. Se encontraron interacciones significativas
entre todas estas tres variables, lo que indica su fuerte interrelacion para este desenlace. Por lo
tanto, cuando un paciente presenta las tres variables de manera simultanea (galectina-3 >16.58
ng/mL * MELD-Na >20.0 * SIRS) la HR es significativamente mayor con un valor de 4.60 ([2.38
—8.90], p< 0.0001) (Tabla 12A).

En el subandlisis con pacientes que ya se encontraban hospitalizados antes de recibir un
trasplante Unicamente la galectina-3 con el punto de corte 6ptimo >17.37 ng/mL obtuvo
significancia estadistica con una HR de 9.59 (95% CI 1.18 — 78.07, p= 0.04) a diferencia del
score MELD-Na y SIRS los cuales perdieron su significancia. (Tabla 12B)
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FIGURA 18
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Figura 18. La evaluacion pretrasplante de la galectina-3 sistémica ayuda a predecir complicaciones
infecciosas en el periodo postrasplante. A) Frecuencias de pacientes con CC, DC y ACLF que presentaron
SIRS durante la semana previa al trasplante y aquellos que desarrollaron complicaciones infecciosas en el
postrasplante. B) Niveles séricos de galectina-3 entre pacientes que presentaron o no SIRS (las barras
representan la percentila 25%, mediana y percentila 75%; * p< 0.05 y [U de Mann-Whitney]). C) Niveles séricos
de galectina-3 entre pacientes que desarrollaron complicaciones infecciosas o no en el postrasplante en la
poblacién general y en un subanalisis de pacientes hospitalizados en el dia de su trasplante D). Se muestran
abajo de estas graficas curvas ROC para cada analisis, demostrando el poder discriminativo de la galectina-3
sérica para infecciones postrasplante. Aquellas curvas ROC que ensefian el poder discriminativo del score
MELD-Na se muestran en E) para la poblacién general y en F) para los pacientes hospitalizados en el dia de su
trasplante. ACLF, insuficiencia hepatica aguda sobre crénica; CC, cirrosis compensada; DC, cirrosis
descompensada; LT, trasplante hepatico; MELD-Na, model for end-stage liver disease sodium; SIRS, sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica.



TasLA 12. MODELOS UNIVARIADOS DE RIESGOS PROPORCIONALES DE
COX PARA COMPLICACIONES INFECCIOSAS EN EL POSTRASPLANTE

A) Poblacion general

Univariado
Variable Hazard Ratio 95% ClI p
Galectina-3, >16.58 ng/mL 2.19 (1.12 - 4.29) 0.02
MELD-Na, >20.0 2.78 (1.22-6.31) 0.02
SIRS 2.77 (1.45-5.24) <0.01
Galectina-3 >16.58 ng/mL * MELD-Na > 20.0 3.24 (1.69 — 6.22) < 0.001
Galectina-3 >16.58 ng/mL * SIRS 3.94 (2.05-7.57) < 0.0001
Galectina-3 >16.58 ng/mL * MELD-Na > 20.0 * SIRS 4.60 (2.38 — 8.90) < 0.0001
B) Pacientes hospitalizados en el dia del trasplante
Univariado
Variable Hazard Ratio 95% ClI p value
Galectina-3 >17.37 ng/mL 9.59 (1.18 —78.07) 0.04
MELD-Na 0.95 (0.85-1.06) 0.39
SIRS 1.82 (0.23 — 14.45) 0.57
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4.3.7 DISCUSION. La galectina-3 se encuentra sobre-expresada en pacientes con cirrosis
avanzada y predice complicaciones infecciosas posteriores al
trasplante hepatico

La decisidn sobre qué pacientes con cirrosis son elegibles para recibir un trasplante hepatico es
una tarea complicada, especialmente cuando se evalla quién se beneficiara mas de este
procedimiento. Esta decision es particularmente dificil de acuerdo con la histérica escasez
mundial de 6rganos y por lo tanto involucra una evaluacion exhaustiva de la gravedad de la
enfermedad y el riesgo de mortalidad en la lista de espera, e idealmente deberia considerar
también una estimacion sobre los posibles riesgos o complicaciones en el periodo
postrasplante. En este estudio se demostré que la galectina-3 es tanto fisiopatolégicamente
como clinicamente relevante en cirrosis. La funcion exacta de la galectina-3 en el contexto de la
enfermedad hepatica crénica no se comprende aun por completo, sin embargo, se ha asociado
como un posible indicador clinico de fibrosis hepatica (85).

Con estos andlisis se demuestra ahora niveles incrementados de galectina-3 en pacientes con
cirrosis descompensada y ACLF en comparacion con aquellos con cirrosis compensada. Esto
se observé sistémicamente (niveles séricos) e intrahepaticamente tanto a nivel del ARN
mensajero como de proteina (inmunohistoquimica). En pacientes que recibieron un trasplante
hepatico la galectina-3 sérica discrimind entre cirrosis avanzada y cirrosis compensada con un
AUC= 0.84. Esta glicoproteina reflejo de manera precisa el estado de descompensaciéon de los
pacientes correlacionando significativamente con el score MELD-Na, la bilirrubina y el INR.
Estas observaciones vinculan a la galectina-3 con la fisiopatologia de la cirrosis avanzada y la
progresion de la enfermedad hepatica, siendo mas expresada conforme la condicion clinica del
paciente empeora. Apoyando este hallazgo, los analisis de inmunohistoquimica presentados
revelan que en cirrosis avanzada la expresion de galectina-3 se detect6 principalmente en los
hepatocitos y las reacciones ductulares. Considerando que la reaccion ductular es un marcador
histolégico conocido asociado con la gravedad de la enfermedad y el estadio de fibrosis (114),
la galectina-3 podria ayudar a identificar mejor aquellos con enfermedad mas critica.

Asimismo, la informacién presentada en este estudio resalta la relevancia de la galectina-3 en
un mecanismo fisiopatoldgico adicional de la cirrosis avanzada, incluyendo la inflamacién
mediada inmunolégicamente por el higado y la disfuncién inmunolégica en general. Se conoce
gue los pacientes cirréticos cursan con perturbaciones inmunoldgicas importantes que
comprenden por un lado una elevada inflamacién sistémica y por el otro un marcado grado de
inmunodeficiencia, lo que contribuye al desarrollo de falla multiorganica y a un elevado riesgo
de mortalidad asociado con la susceptibilidad a infecciones (30, 35, 115). De manera
consistente con lo anterior, los pacientes con enfermedad hepatica grave presentaron
inflamacién intrahepética activa mediada por una expresion significativamente mayor de IL-6,
MCP-1, M-CSF y galectina-3 en comparacion con pacientes compensados. La interleucina 8
(IL-8) es un quimioatrayente conocido de neutrdfilos y aunque fue expresado significativamente
mas en el higado de los pacientes con cirrosis avanzada, la expresion de los marcadores de
neutréfilos CD66b y MPO no obtuvo significancia estadistica. Por el contrario, los marcadores
de infiltracion macrofagica, MCP-1 y M-CSF, estuvieron elevados. Estos resultados concuerdan
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con el estudio de Zimmermann y colaboradores en el que encontraron que IL-8 correlaciona
con la fibrosis hepatica y con el numero de macréfagos hepaticos, pero no con la cuenta de
neutréfilos. Lo anterior sugiere que la IL-8 podria estar involucrada en el reclutamiento y
activacion de macréfagos en el higado con cirrosis (116), contribuyendo asi al proceso
inflamatorio.

En concordancia, se encontré una correlacion importante entre la galectina-3 intrahepética y
MCP-1, lo que es interesante ya que se ha reportado que niveles circulantes de este Ultimo
funcionan como otro marcador relevante asociado con la gravedad de cirrosis y que su origen
es principalmente en el higado enfermo (117). La expresion de galectina-3 por ARNm no
solamente correlaciono fuertemente con MCP-1, sino con todos los marcadores de inflamacion
analizados, lo que podria indicar que la galectina-3 se ve involucrada en la progresion y
descompensacién de cirrosis mediante mecanismos inflamatorios. Esto podria explicar por qué
las correlaciones con parametros de descompensaciéon (MELD-Na, bilirrubina total y el INR) no
tuvieron una fuerza de asociacion alta como si lo fue en el caso de las correlaciones con los
pardmetros inflamatorios. Igualmente podria ser una razén por la que se observaron niveles
mas altos de galectina-3 en pacientes con encefalopatia hepatica y SIRS.

Se reconoce que el poder de discriminacion de galectina-3 para distinguir entre cirrosis
avanzada y cirrosis compensada en el punto de tiempo evaluado (al momento del trasplante)
podria no ser clinicamente util debido a que el paciente ya se encuentra recibiendo un
trasplante hepatico. Sin embargo, la intencién general con estos analisis fue demostrar que los
niveles de galectina-3 incrementan conforme progresa la enfermedad y que como tal esta
glicoproteina tiene poder para identificar a los pacientes con la mas elevada gravedad de la
enfermedad. Con base en este importante vinculo fisiopatoldgico, la idea es extrapolar estos
resultados y usar los niveles de galectina-3 para monitorizar a los pacientes con enfermedad
hepatica y asi identificar aquellos en riesgo de progresiébn de manera temprana durante su
curso clinico, o hacer una evaluacion adecuada de la gravedad de la enfermedad para priorizar
gue el paciente reciba un trasplante hepatico. De hecho, con los datos de la cohorte externa
compuesta por pacientes con hepatitis alcohdlica de los que se obtuvo una biopsia hepética al
momento del diagnéstico, se pudo confirmar que los niveles de galectina-3 en efecto tienen el
poder para discriminar la gravedad de la enfermedad. La galectina-3 tuvo excelente poder de
discriminacion entre hepatitis alcohdlica temprana y grave con un AUC de 0.95, enfatizando
gue la mediciébn de galectina-3 en un periodo mas temprano durante el curso clinico del
paciente puede ser clinicamente relevante para identificar una progresion de la enfermedad.
Las correlaciones en estos pacientes entre galectina-3 y los marcadores inflamatorios fueron
también elevadas, incluso con una r de 0.83, lo que coloca claramente a esta glicoproteina en
la inflamacion y la gravedad de la enfermedad observada en hepatitis alcohdlica.

Por otro lado, la galectina-3 mostr6 ser también clinicamente relevante en el periodo
postrasplante, donde niveles mas altos predijeron complicaciones infecciosas. Al momento no
hay un marcador clinico universalmente valido o score que pueda predecir este desenlace,
aunque algunos reportes indican que un score MELD de 20 — 30 o 230 tiene asociacion como
factor de riesgo (111, 112). En este estudio la galectina-3 tuvo poder para discriminar de
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manera general complicaciones infecciosas en el postrasplante con un AUC de 0.63. Se
reconoce que este valor es relativamente bajo, pero incluso el AUC del MELD-Na también lo
fue (0.65). No obstante, la galectina-3 mostré ain mayor poder (AUC= 0.89) en pacientes que
ya se encontraban hospitalizados antes de ser sometidos a trasplante hepatico debido a un
evento de descompensacion, mientras que el MELD-Na perdi6 su significancia estadistica.

La utilidad de la medicion de galectina-3 para determinar el riesgo de desarrollar infecciones en
el periodo postrasplante se vio reforzada después de los modelos de riesgos proporcionales de
Cox. Las razones de riesgo que se encontraron significativamente elevadas para galectina-3, la
presencia de SIRS y el score MELD-Na sugieren la importancia de estas variables como
factores de riesgo que deberian ser considerados en receptores de trasplante hepatico. Como
hallazgo relevante, se encontraron interacciones significativas entre estas tres variables, de
manera que un paciente que presenta un nivel de galectina-3 arriba de 16.58 ng/mL, un score
MELD-Na arriba de 20 y criterios de SIRS, tiene un riesgo para desarrollar complicaciones
infecciosas en el postrasplante casi cinco veces mas alto. De acuerdo con la importante
modificacion de efecto entre estas variables, esto podria haber explicado por qué un modelo de
regresion multivariable no fue significativo. A pesar de que la evaluacién pretrasplante de
biomarcadores de inflamacion sistémica, incluyendo la proteina C reactiva, ha sido asociada
con la prediccion de infecciones bacterianas durante el periodo postrasplante temprano (118),
una implicacién directa del SIRS en el desarrollo de complicaciones infecciosas en general no
habia sido reportada adn.

Considerando que el desenlace después de una cirugia mayor como es el trasplante hepético
es dificil de predecir y las complicaciones infecciosas son una importante causa de morbilidad y
mortalidad en los receptores de un injerto hepéatico, ocurriendo en mas del 50% (119, 120), la
galectina-3 podria tener valor pronéstico importante y potencial terapéutico. Las terapias
inmunosupresoras incrementan la incidencia de infecciones oportunistas, sin embargo, muchos
de los factores de riesgo en el pretrasplante siguen sin conocerse. De manera interesante, la
galectina-3 sérica se encontrd significativamente mas alta en pacientes con cirrosis avanzada y
este grupo fue el que presentdé una mayor frecuencia de complicaciones infecciosas. Es
importante considerar que esta glicoproteina tiene un papel inmunomodulador al ser conocido
gue regula las respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas, pudiendo comprometer la
adecuada defensa inmunolégica del organismo al disminuir la diferenciacion de las células
dendriticas y su capacidad de presentar antigenos a los linfocitos T (121). Adicionalmente, la
galectina-3 es uno de los ligandos identificados del receptor de tirosina quinasa MER (MERTK),
un receptor fagocitico cuya activacion inhibe la respuesta proinflamatoria del sistema inmune
innato (122, 123). Un estudio reciente encontré6 que los pacientes con ACLF tienen el mayor
namero de monocitos y macréfagos MERTK+, lo que correlacion6é con la gravedad de la
enfermedad y se asocio con una frecuencia mas elevada de complicaciones infecciosas (124).
Se demostré que los monocitos adquieren este fenotipo después de ser expuestos al ambiente
inflamatorio sistémico, posiblemente al interactuar con ligandos de MERTK incluyendo la
galectina-3, y de esta manera contribuyen a fenomenos como la pardlisis inmunolégica. Por lo
tanto, en receptores de trasplante hepatico un exceso de galectina-3 circulante debido a
enfermedad avanzada podria alterar varios aspectos de la respuesta inmunoldgica, incluyendo
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aquellos asociados con el reconocimiento de patdgenos donde la galectina-3 ha mostrado tener
un papel importante (121, 125). Esto podria ser perjudicial en el periodo inmediato del
postrasplante, siendo un riesgo adicional a aquel que conlleva la terapia inmunosupresora.

En conjunto, se demuestra que la galectina-3 tiene el potencial para ser un indicador biolégico
pertinente de inflamacién activa y gravedad de la enfermedad, que podria ser clinicamente (til
solo o en combinacion con otros scores para identificar a pacientes que tienen mayor urgencia
de recibir un trasplante, incluyendo aquellos que podrian requerir una atenciéon médica mas
intensiva después de ser sometidos a este procedimiento. La deteccion de niveles elevados de
galectina-3 en el periodo pretrasplante podria justificar una administracion méas dirigida de
antibioticos profilacticos. No obstante, la inhibicién de la galectina-3 en pacientes que reciben
un trasplante es también una alternativa que deberéa ser explorada.

Concluyendo, la galectina-3 caracteriza a pacientes con un estado inflamatorio activo de
cirrosis avanzada o enfermedad hepética grave y su expresion elevada tanto sistémica como
intrahepatica distinguié de manera precisa a pacientes con DC o ACLF de aquellos con CC al
momento de recibir un trasplante hepatico, asi como a pacientes con AH grave de aquellos con
AH temprana al momento del diagnostico. De esta manera, la galectina-3 muestra utilidad
como biomarcador para la deteccidbn de pacientes con enfermedad hepatica en riesgo de
progresion, sola o en combinacion con ciertos scores. Adicionalmente, sus niveles fueron mas
altos en pacientes que desarrollaron complicaciones infecciosas en el postrasplante y tuvieron
significancia como un predictor de este desenlace, adicional a la presencia de SIRS y un score
MELD-Na alto. En consecuencia, el grado de expresion de la galectina-3 podria representar
una caracteristica particular de cada paciente con potencial pronéstico y terapéutico en
receptores de un trasplante hepatico.
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4.4 DISCUSION: RESULTADOS GENERALES

Los resultados presentados previamente proceden de las observaciones y andlisis que realicé
durante el doctorado al enfocarme en los pacientes que reciben trasplante hepatico ortotdpico
en el INCMNSZ y al identificar aquellos cuyo curso clinico es compatible con un diagnéstico de
ACLF. En estas publicaciones resalté de manera importante que existe una poblacién
considerable de pacientes que desarrollan esta entidad y que logran ser trasplantados en el
INCMNSZ, aunque también se puede encontrar una poblacién practicamente comparable de
aquellos que no sobreviven hasta recibir un trasplante o que son excluidos del procedimiento y
fallecen debido principalmente al estado avanzado de cirrosis 0 al desarrollo de infecciones. Al
ver que la prevalencia de ACLF tan solo con la poblacién de pacientes trasplantados fue de
38.9% en un periodo de 5 aflos se puede concluir que este Instituto Nacional de Salud
concentra una gran cantidad de pacientes con enfermedad hepatica critica, considerando que
la prevalencia de ACLF reportada en el estudio CANONIC fue de 33.4% en casi un afio pero
basada en los ingresos totales que obtuvieron 29 hospitales de Europa (27). Aprovechando la
alta frecuencia de ACLF en el INCMNSZ, se pudo realizar un analisis completo sobre su curso
clinico desde el evento inicial, logrando asi contrastar entre los pacientes que pudieron
beneficiarse de un trasplante hepatico y aquellos que fueron excluidos o fallecieron en la lista
de espera. AUn mas importante, se encontré6 que la medicidon de galectina-3 tiene relevancia
clinica en la enfermedad hepéatica al correlacionar con el grado de descompensacion y también
de inflamacion intrahepatica y mostrando adicionalmente poder para predecir complicaciones
infecciosas en el periodo postrasplante.

Contrario a la hipétesis, la galectina-3 no fue distintiva exclusivamente de ACLF, pero en
general caracterizé a los pacientes con un estado de cirrosis avanzada, o bien, pacientes con
enfermedad descompensada con o sin fallas extrahepaticas. Sin embargo, una limitante a
considerar es el hecho que la poblacion analizada consisti6 en pacientes que recibieron
trasplante hepético, por lo que se podrian esperar otros valores en aquellos que solo llegan a
urgencias en estado critico. En efecto, en analisis preliminares con muestras de suero de la
poblacion de pacientes con ACLF que no recibié un trasplante, parecen encontrarse niveles
elevados cercanos o mayores a 100 ng/mL, lo que es parecido a lo reportado en pacientes con
sepsis, choque séptico y/o traumatismo grave (126). Diferencias en la expresién de marcadores
inflamatorios incluyendo galectina-3 se pueden esperar también entre ACLF vy cirrosis
descompensada considerando el curso clinico de cada uno de estos dos estadios, siendo aquel
de ACLF de mayor gravedad dado el maximo grado de disfunciéon inmunolégica asociada a
cirrosis (35). Esto fue evidente después de una revision exhaustiva de los expedientes de los
pacientes trasplantados en el Instituto, donde a pesar de que la mayoria con ACLF no hubieran
recibido dicho diagndstico si solo se hubieran considerado los datos disponibles en el dia del
trasplante, mas de la mitad presenté multiples eventos de ACLF incluso varios meses antes del
trasplante. De esta manera, estudios adicionales se encuentran justificados para valorar si
fluctuaciones en la concentracion de galectina-3 a lo largo del curso clinico de los pacientes se
pudieran usar como un marcador independiente de progresion a estadios avanzados como
ACLF, o en conjunto con scores estandares de prondstico como el MELD-Na.
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En este proyecto se propone también que una razén por la que la galectina-3 se encuentra
elevada en pacientes con cirrosis avanzada es debido a su asociacion con el estado
inflamatorio. En efecto, no solo se demostré un elevado nivel de inflamacién intrahepética, sino
gue la galectina-3 correlaciond positiva y significativamente con todos los marcadores
inflamatorios e incluso se asocid con la presencia del sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica. Esto puede ser de gran relevancia en la progresion a ACLF y su curso dinamico ya
gue podria ser uno de los mediadores que contribuyen a la disfuncion y eventual falla de otros
organos, como ha sido expuesto en un estudio donde la galectina-3 inducida por lesion renal
produjo activacion del endotelio cardiaco con su consecuente disfuncion y fibrosis al ser
liberada a la circulacion junto con citocinas proinflamatorias (127). En pacientes con lesion
hepatica incluyendo cirrosis esta glicoproteina podria ser también parte de los mediadores
liberados y contribuir a la inmunopatologia debido a su potencial participacién en el fendmeno
de paralisis inmunoldgica (124). Su elevada expresion intrahepética junto con aquella de
citocinas proinflamatorias en pacientes con cirrosis avanzada podria servir de evidencia del
spillover o desbordamiento inflamatorio hepéatico del que se ha hipotetizado (35). Sera
interesante conocer a qué grado esta lectina promueve o interviene en una respuesta
inflamatoria exacerbada. Es posible que dado su papel como patrén molecular asociado a dafio
(70, 71) sea parte de los factores que originan aquellos eventos de descompensacion cuyo
precipitante no logra ser identificado. Asimismo, se podria considerar una participaciébn mas
estrecha de la galectina-3 en el higado ya que en estos analisis se demostr6 que tiene
presencia intracelular en hepatocitos con cirrosis, sitio que es conocido también por la
expresion del inflamasoma (128) cuya activaciéon resulta ser una via principal para la liberacion
de esta lectina (67).

De acuerdo con esta informacién, galectina-3 parece distinguir a pacientes con inflamacion
activa y por tanto aquellos con mayor urgencia de recibir un trasplante hepatico. Esto se apoya
en su poder para predecir infecciones en el postrasplante que fue aln mayor en pacientes que
ya se encontraban hospitalizados antes de recibir un trasplante. Como se resaltd
anteriormente, se podria haber esperado un AUC de mayor valor, sin embargo, incluso con las
otras variables que tienen una relacion fisiopatoldgica con este desenlace (el score MELD-Na y
SIRS) no se encontré mayor poder e incluso reporté que habia una importante modificacion de
efecto entre todas las tres variables. Esta observacion enfatiza aiin mas la interrelacion de la
galectina-3 con los procesos infecciosos y la gravedad de la enfermedad hepética. Se
requeriran estudios adicionales para determinar si la galectina-3 incrementa antes del inicio de
un evento de descompensacion, lo que corroboraria su papel fisiopatolégico y reforzaria la
utiidad de su medicion para predecir, posiblemente de manera temprana, quiénes se
encuentran en riesgo de progresar y por tanto deben recibir prioridad en la lista de espera.
Considerando la observacion de que los pacientes con ACLF pueden presentar multiples
eventos de descompensacion antes de ser trasplantados, estaria asimismo justificada la
valoracion de fluctuaciones en la concentracion de galectina-3 a lo largo del curso clinico del
paciente para determinar beneficio o futilidad del trasplante junto con la valoracion de los
scores CLIF-C OF y CLIF-C ACLF, cuya utilidad se remarcé al valorar la gravedad de la ACLF
entre pacientes trasplantados y no trasplantados.
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En este &mbito es relevante considerar la necesidad de ampliar el estudio con una poblacién
mayor de pacientes y posiblemente de manera multicéntrica, en especial para poder determinar
y validar el potencial uso de la galectina-3 como biomarcador teniendo como base estos
analisis preliminares. Al momento, el haber encontrado niveles mas altos de ARN en los
pacientes con hepatitis alcohdlica de la cohorte externa, cuya muestra se tomé al momento de
ser diagnosticados, impulsa ain mas el llevar a cabo estos estudios. La utilidad de esta lectina
para distinguir a pacientes con cirrosis avanzada podria facilitar el reconocimiento de pacientes
gue requieren mayor vigilancia, por ejemplo, aquellos con ACLF que sobreviven un primer
evento. Al estudiar el curso clinico de dichos pacientes fue evidente la propiedad dindmica de
este diagnéstico, siendo notable el hecho que un poco mas de la mitad en ambas poblaciones
presentaron multiples eventos de ACLF. De esta manera, un objetivo importante en la clinica
deberia ser impedir el desarrollo de eventos adicionales de descompensacion ya que conllevan
el riesgo de que el paciente se complique con fallas organicas adicionales, aumentando asi su
riesgo de mortalidad y las probabilidades de que ya no sea considerado como candidato para
recibir un trasplante. Interesantemente, se pudo observar que la supervivencia postrasplante en
los pacientes con ACLF es excelente (91.6% al afio y 84.2% a los 6 afios) aunque con una
mayor frecuencia de infecciones en la estancia hospitalaria inmediata (49.5%), lo que confirma
lo reportado en la literatura (40, 102, 106) y alentando la ejecucién de mas trasplantes en este
extremo de la enfermedad. Asimismo, se puede suponer un riesgo considerable de desarrollar
ACLF en el paciente con cirrosis que en multiples ocasiones requiere atencion médica debido a
una descompensacion. La galectina-3 podria ser el marcador ideal para llevar el seguimiento
de estos y para determinar la posibilidad de que el paciente vuelva a presentar alguna
complicacién en el corto plazo. Logrando identificar dicho riesgo se podria llegar mas rapido a
una decision de acelerar el proceso para enlistar y finalmente trasplantar al paciente,
potencialmente reduciendo la mortalidad dentro de la lista de espera y evitando un trasplante
futil. Cabe notar que en estos analisis se encontrdé que la mortalidad de pacientes con ACLF
elegibles al trasplante mientras esperaban poder ser intervenidos no fue despreciable (19.4%).

Conociendo su relevancia clinica sustentada en una alta expresién diferencial en el higado y en
la circulacién de pacientes con cirrosis, asi como en la literatura actual que apoya sus
implicaciones en la fibrosis e inflamacién hepatica (76, 82, 129, 130), se debera proceder
también a entender mejor su papel dentro de los mecanismos de enfermedad de dicho érgano.
Al comprender las posibles vias en las que interviene galectina-3, se podra determinar mejor su
potencial como blanco terapéutico. Al momento se ha reportado un ensayo clinico donde se
prob6 el uso intravenoso de belapectina con el objetivo de reducir la presion venosa hepética y
fibrosis, sin encontrar una mejoria significativa excepto en un subgrupo de pacientes sin varices
esofagicas (84). No obstante, debido a la diversidad de las funciones de esta glicoproteina
cabe estudiar, por ejemplo, si al participar en el splicing del pre-ARNm influye en el sistema
transcripcional hepético y en consecuencia en la funcién hepética. Asimismo, seré interesante
comprobar si sus implicaciones sobre el ciclo celular sean también relevantes en el hepatocito,
lo que podria tener impacto en la capacidad regenerativa del higado. Con este fin, se
presentardn a continuacion andlisis preliminares que se llevaron a cabo adicionalmente con
muestras de los pacientes trasplantados en el Instituto para ahondar en el conocimiento de la
galectina-3 como molécula biol6gicamente importante en cirrosis.
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5. RESULTADOS ADICIONALES

Presento a continuacién los resultados del trabajo que empecé a la par con los articulos
previamente detallados, procesando las mismas muestras analizadas de los pacientes con CC,
DC y ACLF que recibieron trasplante hepatico. Los siguientes analisis se llevaron a cabo con el
fin de comprender posibles mecanismos patolégicos en los que interviene galectina-3,
alterando la funcion hepatica y contribuyendo a la descompensacion del paciente cirrtico. Con
estos analisis destaco la importancia por un lado del sistema transcripcional hepético del cual
previamente habia reportado su relevancia en pacientes con falla hepatica crénica (131), y por
otro la expresion de marcadores del ciclo celular debido a su asociacion con la progresion de la
enfermedad (132) y con la senescencia hepética y pérdida de la capacidad regenerativa (133).
Considerando las diversas funciones al momento reportadas sobre la galectina-3, es probable
gue participe también en la disfuncién hepética tanto transcripcional como regenerativa, lo que
incrementaria su utilidad clinica como biomarcador y posible blanco terapéutico.

5.1 LOS PRINCIPALES FACTORES DE TRANSCRIPCION ENRIQUECIDOS EN EL HIGADO SE
ENCUENTRAN ALTERADOS EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE CIRROSIS Y
CORRELACIONAN CON LA EXPRESION INTRAHEPATICA DE GALECTINA-3

5.1.1 En cirrosis, HNF4a es requlado a la baja mientras que HNFla, CEBPa y FOXAZ2 al alta,
encontrando correlaciones con parametros de descompensacion hepatica

De acuerdo con andlisis por gPCR de los principales factores de transcripcion enriquecidos en
el higado se encontr6 que si bien no hubo diferencias significativas entre los diferentes estadios
de cirrosis con respecto a la expresion del regulador maestro HNF4a (p= 0.092), al comparar el
grupo de cirrosis con el grupo control compuesto por las muestras de tejido hepatico de los
donadores, se encontraron niveles de expresion significativamente mas bajos en los primeros
(p=0.019) (Figura 19 A-B). Por el contrario, una regulacion al alta se observo tanto con HNFla
(p=0.032) como con FOXA2 (p= 0.014) y CEBPa (p= 0.012) (Figuras 20, 21, 22 A). Solamente
en el caso de FOXA2, el analisis de Kruskal-Wallis resultd significativo (p= 0.018) aunque sin
obtener pruebas de comparacion mdultiple con relevancia estadistica. Tanto los pacientes con
DC como aquellos con ACLF mostraron niveles de expresion de FOXA2 mas altos que aquellos
con CC o controles (Figura 21B).

Confirmando su importancia con la funcion hepatica, se encontraron correlaciones entre los
factores de transcripcion enriquecidos en el higado y parametros clinicos que se evaltan en el
paciente con cirrosis. HNF4a fue el Unico factor que mostré asociarse de manera significativa
con el MELD-Na (r= -0.24, p= 0.038), mostrando ademas correlaciones con el lactato venoso
(r=-0.31, p= 0.006) y con el INR (r= -0.25, p= 0.029) (Figura 19 C-F). CEBPa correlaciono
significativamente con el INR (r= -0.26, p= 0.048) mientras que FOXA2 con el lactato venoso
(r=-0.27, p= 0.042). HNF1l1a no alcanzo6 relevancia estadistica, sin embargo, se puede ver una
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tendencia con el sodio sérico (r= 0.20, p= 0.092) e INR (r= -0.23, p= 0.054). (Figuras 20, 21, 22
C-F)

De manera interesante, HNF4a mostr6 ser especificamente relevante en el grupo de pacientes
con ACLF al encontrar mas correlaciones y con mayor poder estadistico en este subandlisis.
Especificamente, HNF4a correlacion6 fuertemente y de manera negativa con el MELD-Na
(r=-0.46, p= 0.005), bilirrubina total (r= -0.38, p= 0.025) y lactato venoso (r= -0.38, p= 0.026), e
incluso se observo que la disminucion en la expresion intrahepética de HNF4a se asocia con
una mayor expresion histologica de galectina-3 (r=-0.51, p= 0.012). (Figura 23 A-D)

FIGURA 19
A) p=0.019 . B) p=0.092
—
@ 1,001 N © 1.00- .
g N, Al = . A .
5 5 *
= 0.75- L = 0.754 .
» . » .
@ * L] .
— ¢+ +0 | n *e
S 0.504 L A, S 0.50 s .
* A A *
i} A * w Y\ *
R T S o Ay
2 0.251 ke 2 0.25- "l P
g Cove =
S A
& 0.00 . b & 0.00 . y Gt shde
Control Cirrhosis Control CC DC ACLF
Control cc DC ACLF
Liver HNF4a 0.31 0.21 0.20 0.19
(Rolative Exprossion/t8s) | (0,17 - 0.54) | (0.10-0.50) | (0.09-0.39) | (0.10-0.31)
C) p =0.038 D) p=0.115
409r=-0.24 5 407r=0.18
.* T
* o
& OTFNL L, E 309 .
z *08 ety - E 0: .
o
o 20 v A g0 L, .
= |.‘ 4 Aa E ¢ 4 *
10{ fa b T, . @ 10{%as o
" © Aw e o *
- TR A, A
0 : : : . N O Y S —
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Liver HNF4a Relative Expression/18s Liver HNF4a Relative Expression/18s
E) ___ p=0.006 F) p =0.029
J87r=-031 47r=.025
2
A A
-E-G-“‘O * 3 - : * *
Q
Za4f * % oy .
E P . . A - - .. A! P A La
n z-”.}° B L. JReR ST T
g > L ::-e'; LA A
Q *
>0 T T T " 0 T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Liver HNF4a Relative Expression/18s Liver HNF4a Relative Expression/18s

Figura 19. Expresion hepatica de HNF4a en cirrosis y correlaciones clinicas. A) Niveles de expresion
relativos de HNF4a entre controles y todos los pacientes con cirrosis (U de Mann-Whitney). B) Niveles de
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Figura 23. En ACLF una disminucién en la expresion hepéatica de HNF4a se asocia con
mayor expresion de galectina-3 y mayor gravedad de cirrosis. A) — D) correlaciones clinicas
entre los niveles de expresion relativos de HNF4a en higado de los pacientes con ACLF y
parametros de descompensacion por cirrosis (coeficiente de Spearman). ACLF, insuficiencia
hepatica aguda sobre crénica (n= 35); MELD-Na, Model for End-Stage Liver Disease Sodium.

5.1.2 Galectina-3 correlaciona intrahepaticamente con factores de transcripciéon enriguecidos en

el higado que se encuentran alterados en el paciente cirrético

Se realizaron correlaciones entre los niveles de expresion de los factores de transcripcion
enriguecidos en el higado de todos los pacientes analizados y la expresion de galectina-3 tanto
en la circulacion como en el higado. Si bien no hubo asociacion con HNF4a, se encontraron
correlaciones positivas entre la expresion intrahepatica de galectina-3 y HNFla (r= 0.25, p=
0.012), FOXA2 (r= 0.53, p < 0.0001) y CEBPa (r= 0.44, p < 0.0001). Ninguna correlacion fue
significativa cuando se realizaron los analisis con la expresion en la circulacion e histolégica de
galectina-3. (Figura 24 A-D)
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FIGUrA 24
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5.2 MARCADORES DE LA PROGRESION O ARRESTO DEL CICLO CELULAR EN EL HIGADO SE
ENCUENTRAN DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS DE ACUERDO CON EL ESTADIO DE
CIRROSIS, REVELAN UN IMPORTANTE GRADO DE SENESCENCIA'Y CORRELACIONAN CON LA
EXPRESION INTRAHEPATICA DE GALECTINA-3

5.2.1 La expresion intrahepéatica de CCND1, Rb y p16 es mayor en pacientes con cirrosis y se
asocia con el MELD-Na

Continuando con los analisis de qPCR con las muestras de higado de los pacientes con cirrosis
al momento de recibir un trasplante, se midieron los niveles de expresion de la ciclina D
(CCND1), ciclina B (CCNB1), Rb y p16 (Cdkn2a). Tanto con CCND1 como con Rb y p16 se
observd una regulacion al alta cuando se comparé la expresion de los pacientes con cirrosis
con la de las muestras de los donadores control (p < 0.0001, cada uno). Los andlisis de
Kruskal-Wallis fueron igualmente significativos con estos marcadores encontrando, por un lado,
después de analisis de comparaciéon mdultiple, que con CCND1 la diferencia entre controles y
pacientes con CC y DC es estadisticamente significativo (controles 0.41 [0.23 — 2.07]; CC 5.03
[1.36 — 11.81]; y DC 2.34 [1.70 — 5.45]; p < 0.001). Se puede apreciar ademas que, si bien no
hubo diferencias significativas entre los estadios de cirrosis, se observa un patron donde
numéricamente la expresion de CCND1 es mayor en CC, disminuyendo en DC y siendo la mas
baja en ACLF. Los resultados con Rb fueron similares a los de CCND1, encontrando una
expresion significativamente mas alta en CC y DC en comparacion con controles (1.17 [0.37 —
2.33]; CC 8.40 [5.78 — 13.44]; y DC 6.86 [1.13 — 15.71]; p < 0.001). Por el otro lado, la
expresion de pl6é fue mas alta en todos los estadios de cirrosis en comparacién con los
controles (p < 0.0001), siendo mayor en pacientes con DC y ACLF (controles 7.95 [3.37 —
24.94]; CC 202.3 [12.43 — 665.7]; DC 279.4 [125.9 — 883.3]; y ACLF 274.5 [64.23 — 765.5]). Los
analisis con CCNB1 mostraron que no hay diferencias significativas con los niveles de
expresion entre controles y los estadios de cirrosis (p= 0.826). (Figuras 25, 26, 27, 28 A-B)

Posteriormente, se investigd si estos marcadores se asocian con la gravedad de la
enfermedad, es decir, con el score MELD-Na. En efecto, la mitad de los marcadores present6
una correlacién significativa y negativa: CCND1 (r= -0.29, p= 0.019) y Rb (r= -0.38, p= 0.002).
(Figuras 25y 27 C).

5.2.2 La expresion intrahepatica de galectina-3 correlaciona fuertemente con el marcador de
arresto celular p16

Considerando todas las muestras procesadas, se procedidé a analizar si galectina-3 en el
higado se asocia con los marcadores del ciclo celular estudiados. Con todos los marcadores se
encontraron correlaciones moderadas a fuertes y positivas. Cabe destacar aquella con el
inhibidor p16 que obtuvo una r=0.73 y p < 0.0001. Aquellas correlaciones con la galectina-3 en
suero e histologica no tuvieron poder estadistico. (Figura 29 A-D)
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FIGURA 29
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Figura 29. La expresion intrahepética de galectina-3 se asocia con la de marcadores del ciclo celular
alterados en cirrosis. Andlisis de correlacién entre la expresion intrahepatica, en la circulacion e histologica
(de izquierda a derecha) y la expresion intrahepatica de los marcadores CCND1 A), CCNB1 B), p16 C) y
Rb D) (coeficiente de Spearman). Controles (n=26); CC, cirrosis compensada (n=8); DC, cirrosis
descompensada (n=28); ACLF, insuficiencia hepética aguda sobre crénica (n=27).
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5.2.3 La ausencia de Ki-67 y una alta expresion de los inhibidores p15/16 y p53 aunado a una
doble positividad con galectina-3 caracterizan histologicamente al higado cirrético

Procediendo al andlisis histolégico de marcadores del ciclo celular en secciones del tejido
hepatico de los pacientes, se decidid investigar la expresiéon de Ki67 como marcador de
proliferacion celular y de p15/16 y p53 como inhibidores en relacion con la expresion de
galectina-3. A diferencia de la marcada expresion de Ki67 en tejido control sano de amigdala
(Figura 30A), en el higado de pacientes con cirrosis se observé una ausencia completa de
nucleos positivos independiente del estadio (Figura 30B). Por el contrario, una expresion difusa
de p15/16 y p53 fue notable tanto en DC y ACLF como en aquellos con CC (Figuras 30 C-E y
G-H, respectivamente), la cual se pudo localizar tanto en hepatocitos como en colangiocitos y
macrofagos sinusoidales y de manera interesante tanto en el citoplasma como en el nicleo de
los hepatocitos. De manera importante, en los tres estadios de cirrosis fue posible observar
positividad doble (p15/16 o p53 + galectina-3) en los hepatocitos y en las reacciones
ductulares. En pacientes con cirrosis avanzada (DC y ACLF) varios de aquellos hepatocitos
gue se distinguen por ser positivos a galectina-3 en la periferia de los nédulos de regeneraciéon
resultaron también visiblemente dobles positivos como se puede observar a mayor
magnificacion en la Figura 31, resaltando asi la relevancia fisiopatologica de esta glicoproteina
en los mecanismos de disfuncién regenerativa.
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FiGurA 30

Flgura 30 La ausencia de K| 67 y una alta expreS|on de Ios |nh|b|dores p15/16 y p53 aunado a una doble
positividad con galectina-3 caracterizan histolégicamente al higado cirrético. Todas las imagenes se muestran en
magnificacion total 100x. Se realiz6 inmunohistoquimica para Ki67 en tejido control sano de amigdala A) y en los
pacientes con cirrosis B). Asimismo, en pacientes con cirrosis compensada (CC), cirrosis descompensada (DC) e
insuficiencia hepéatica aguda sobre crénica (ACLF) se evalué la expresion de p15/pl16 (C), D) y E), respectivamente) y
de p53 (F), G), y H), respectivamente). La sefial positiva de p15/p16 o de p53 es color rosa, la de galectina-3 café,
mientras que la doble positividad es marron.



FIGURA 31
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Figura 31. En cirrosis avanzada hepatocitos positivos a galectina-3 en la periferia de los nddulos de regeneracion son
también positivos a los inhibidores pl5/p16 y p53. Las imagenes se muestran en magnificacion total 400x. Aquella a la
izquierda representa la inmunohistoquimica para los marcadores pl5/pl6 y galectina-3 mientras que la de la derecha los

marcadores p53 y galectina-3. La sefial positiva de p15/p16 o de p53 es color rosa, la de galectina-3 café, mientras que la doble
positividad es marron.
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5.3 DiscuUSION: RESULTADOS ADICIONALES

De manera reciente, gran interés se le ha otorgado a la determinacion de las funciones de la
galectina-3 como molécula fisiopatologicamente relevante. Su presencia ubicua en el
organismo, asi como su variada localizacion tanto extracelular como intracelular la hace una
molécula fascinante y a la vez compleja con mdltiples y potenciales aplicaciones clinicas.
Conociendo mejor el papel de la galectina-3 en algun 6rgano en especifico se podra adquirir
mayor conocimiento sobre su importancia en la enfermedad. En el higado cirrético falta atin por
comprender las implicaciones de esta glicoproteina mas alla de la fibrosis y la inflamacién por
lo que sabiendo que ha sido estudiada como factor asociado al proceso de splicing y en la
regulacion del ciclo celular, se propuso analizar en la misma cohorte de pacientes que
recibieron trasplante hepatico su posible intervencion en la disfuncién hepatica mediada por
irregularidades en la expresion de factores de transcripcion enriquecidos en el higado asi como
en la alterada regeneracion hepatica. Estos andlisis preliminares demuestran asociaciones
novedosas y considerables con galectina-3 en pacientes con diferentes estadios de cirrosis, lo
que confirma la necesidad de profundizar en su relacién molecular con los hepatocitos para asi
fundamentar su uso como biomarcador y blanco terapéutico.

A manera de afrontar la creciente prevalencia de pacientes con cirrosis descompensada y la
falta de suficientes érganos trasplantables, serd importante desarrollar estrategias innovadoras
gue permitan, por ejemplo, intervenir en la reversion de este estado de fibrosis. Bajo este
objetivo, dos é&reas de interés terapéutico a considerar son por un lado la alteracion
transcripcional y disfuncién hepética y por el otro la disrupcién del ciclo celular normal del
hepatocito. En efecto, hemos demostrado que mediante andlisis de expresion por ARNm el
factor nuclear HNF4a destaca como un regulador maestro del sistema transcripcional hepatico,
al mostrar cambios significativos conforme mayor es la progresion de la enfermedad hepatica
cronica. En especifico, pacientes con un Child-Pugh C se caracterizaron por tener los niveles
de expresiébn mas bajos, lo que se tradujo en una mayor descompensacion clinica (131). Esto
se apoyO en un estudio preliminar en el que se propuso la reprogramacién del sistema
transcripcional, encontrando de manera interesante que la transduccion viral de HNF4a en un
modelo de cirrosis en ratas logré revertir la falla hepatica, restaurando fenotipicamente la
poblaciéon de hepatocitos lesionados (134). Se conoce también que una limitada capacidad
regenerativa y aumento en la expresién de marcadores de senescencia correlacionan con la
progresion de cirrosis, por lo que su mejoria va de la mano con aquella del estado de fibrosis
(135). Una manera de intervenir en este fendbmeno ha sido con el trasplante de células madre
mesenguimales, lo que ha mostrado en un modelo murino lograr exitosamente una disminucion
en los inhibidores del ciclo celular p16, p21 y p27 con aumento del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) y de la proteina antiapoptética bcl-2 y a la vez una estabilizacién de la
funcién hepatica con disminucion de la fibrosis (136).

No obstante, tanto la transduccién viral como el trasplante de células mesenquimales
representan terapias experimentales que aun faltan por ser perfeccionadas y en especial al ser
aplicadas en humanos. El estudio de moléculas con relevancia fisiopatolégica en estos
mecanismos de enfermedad puede traer a luz blancos cuya inhibicion o estimulacion brinden
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los posibles beneficios de estos dos métodos y a su vez sirvan como marcadores de progresion
de la enfermedad y prondstico. En este sentido, la lectina de union a -galactésidos conocida
como galectina-3 es un gran candidato al tener apoyo en la literatura actual y mas ahora con
los analisis preliminares presentados. De manera interesante, la galectina-3 muestra tener
también funciones esenciales a nivel nuclear, sitio donde son regulados el sistema
transcripcional hepatico y el ciclo celular. A pesar de carecer de una sefial clara de localizacion
nuclear, sus mecanismos de importacion y exportacion en este compartimento celular han sido
bien documentados, en especial en relacién con el cancer y la progresion oncolégica, aunque
Se reconoce gque Su secuencia contiene una presunta sefial de exportacion y que su
fosforilacion en la region N terminal o la eliminacion de ciertos aminoacidos de su CRD influye
en su movimiento hacia el citoplasma o al nucleo (137, 138). Una primera referencia de la
galectina-3 nuclear fue su identificacion como un componente que interactia con las
ribonucleoproteinas, lo cual fue seguido después por un estudio que confirmé su propiedad
como un factor necesario para el splicing del pre ARNm (57, 139). Recientemente, ha sido
asociada especificamente con la ribonucleoproteina hnRNPA2B1 y por analisis de
secuenciaciéon de ARN se sabe que la galectina-3 es importante en el splicing de genes
involucrados en la regulacién de la transcripcion y traduccién, metabolismo celular, transporte
intracelular y la proliferacion celular (140).

Su papel como regulador transcripcional es también conocido al ser demostrado que interactla
directamente y activa al factor TTF-1 expresado en el tejido tiroideo (141) y también que
promueve las funciones de transactivacion de los factores CREB y SP1 favoreciendo asi la
expresion de la ciclina D (58). Los resultados obtenidos en estos andlisis adicionales plantean
la posibilidad de que la galectina-3 se vea adicionalmente involucrada en mecanismos
transcripcionales asociados con la disfuncion hepatica en cirrosis al encontrar correlaciones
con los niveles de expresion relativos de HNF4a, HNFla, CEBPa y FOXAZ2, los cuales son
componentes esenciales del sistema de factores de transcripcion enriquecidos en el higado.
Confirmando las observaciones anteriores, se observd que, si bien no hubo diferencias
significativas entre los diferentes estadios de cirrosis, al comparar todos los pacientes con
cirrosis contra los controles se identifican niveles mas bajos de HNF4a en los primeros. De
manera interesante, estos mismos andlisis demuestran una mayor expresion de HNFla,
CEBPa y FOXA2 en cirrosis lo que podria estar relacionado con el complejo sistema de
regulacion cruzada que existe entre estos factores, por lo que una posibilidad es que en la
enfermedad hepéatica estos se regulen al alta a manera de compensar la deficiencia de HNF4a.
En este sentido se conoce, por ejemplo, que hay sitios de unién tanto para HNFla como
FOXAZ2 en el promotor de HNF4a en el higado adulto y que CEBPa podria estar implicado en la
activacion del promotor de proteinas de la familia FOXA (142, 143). La importancia de HNF4a
como regulador maestro de la funcién hepatica se hace mas evidente al ver que es el Unico
factor que tuvo una asociacion significativa con el MELD-Na y de manera mas contundente en
el grupo de ACLF donde alcanzé una r= -0.46, mostrando también una correlacion negativa
fuerte con la galectina-3 a nivel proteina por inmunohistoquimica (r= -0.51). Estas
observaciones consolidan la utilidad clinica de esta glicoproteina ya que su expresion varia a la
par con aquella de los factores que directamente tienen una implicaciébn en funciones
esenciales para la homeostasis como son las del metabolismo y coagulacion, lo que se
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confirma con las correlaciones clinicas significativas con la bilirrubina, lactato y el INR. Ademas
de poder servir como un marcador inmediato de la disfuncion hepética se abre la posibilidad de
gue la galectina-3 interactie con alguno de los HNFs, siendo asi un blanco terapéutico de gran
interés.

En el ciclo celular la participacién de esta lectina ha sido mas estudiada, aunque aun no es bien
explicado si actia como inhibidor o promotor ya que aparentemente es relativo al 6rgano en
cuestion. Sin embargo, parece ser evidente su papel en la regulacién al alta de la ciclina D, la
cual ocurre en cooperacion con una mayor expresion de la proteina Rb fosforilada,
posiblemente mediante la estabilizacion de complejos de factores de transcripcion. Este mismo
mecanismo fue usado para explicar la induccién de ciclina A, p21 y p27 y la disminucién de
ciclina E observada en una linea de células epiteliales de mama, lo que podria conferir
resistencia a la apoptosis (58, 144). En un reporte reciente se confirmo la importante y directa
regulacién de galectina-3 sobre el inhibidor del ciclo p21, encontrando que esta glicoproteina
efectivamente hace un complejo con el factor de transcripcion SP1 regulando asi la expresion
del gen de p21, lo que ayuda a mantener la quiescencia de las células madre hematopoyéticas
y prevenir el agotamiento de esta poblacion en la médula 6sea (145). Resaltando la falta de
unanimidad entre las distintas funciones de la galectina-3, estos datos contrastan con otro
reporte en el que se sefiala que la expresion de esta lectina en el nicho de células progenitoras
hepéticas es necesaria para su proliferacién ante algun insulto al higado, descubriendo por
ejemplo que su bloqueo ocasiona una elevacién del inhibidor p16 (86).

Los analisis preliminares que he llevado a cabo en las muestras de higado cirrético parecen
favorecer la teoria sobre un arresto en el ciclo celular, demostrando niveles relativos de
expresion mas altos en todos los pacientes con cirrosis de CCND1, Rb, y p16 en comparacion
con las muestras control, sin haber diferencias significativas con CCNBL1 el cual controla la
transicion G2/M. Galectina-3 correlacion6 con todos estos marcadores pero resalta el analisis
con pl16 (r= 0.73, p<0.0001) y también aquel con ciclina D (r= 0.45, p<0.0001), lo que podria
hablar sobre un intento regenerativo fatil del parénquima hepéatico al no poder pasar de la fase
G1/S y completar asi la mitosis. Asimismo, estos datos sefialan el importante grado de
senescencia que es inevitable con la falla hepatica terminal de manera independiente a la edad
del paciente, y que se caracteriza justamente por un arresto en la fase G1 del ciclo celular
(133). Histologicamente se pudo constatar este fendbmeno en las muestras de los pacientes, las
cuales mostraron positividad a los marcadores pl5, p16 y p53 mientras que Ki67 fue negativo
indicando ausencia de proliferacion. Estos andlisis ensefian por primera vez que existe doble
positividad con galectina-3, lo que incrementa su relevancia fisiopatol6gica como molécula
asociada con la gravedad de la enfermedad. Apoyando estas observaciones, ha sido reportado
también que el estrés y consecuente envejecimiento del nicho de células progenitoras en el
higado conlleva a la regulacion al alta de la galectina-3, la cual puede ser incluso secretada por
los mismos hepatocitos senescentes, y esta interactda con las células progenitoras haciendo
gue pierdan la quiescencia y eventualmente agoten su potencial replicativo (146).

Por ende, se demuestra que la galectina-3 es una molécula con multiples implicaciones en
pacientes con cirrosis que van mas alld de su propiedad como mediador inflamatorio. Los
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resultados adicionales que aqui presenté apoyan el hecho que sus funciones nucleares son
igualmente relevantes y que dadas las fuertes correlaciones que mantiene tanto con los
factores de transcripcién enriquecidos en el higado como con los marcadores del ciclo celular
gue se encuentran patolégicamente alterados, se justifican analisis adicionales para
comprender posibles mecanismos de enfermedad y con esto fortalecer su uso clinico como
biomarcador y blanco terapéutico. Como molécula que predice la gravedad de la enfermedad y
posible pronéstico del paciente cirrético, la galectina-3 muestra ahora tener un patrén de
expresion que varia significativamente con aquel del regulador maestro de la funcion hepatica,
HNF4a, y con el de otros factores que podrian estar compensando sus niveles en un intento de
preservar el equilibrio del sistema transcripcional de este 6rgano. Asimismo, se podran validar
algunas teorias vigentes en la literatura al observar que la expresion de galectina-3 tiene una
evidente asociacion con la senescencia hepatica ante el insulto crénico y el arresto temprano
del ciclo celular. En la terapéutica, la galectina-3 tiene ademas gran potencial al ser un blanco
gue facilmente puede ser modificado con el uso de sustancias inocuas como la pectina. Si se
consigue regularizar la expresion de los factores de transcripcion del higado o su capacidad
regenerativa normal alterando los niveles de esta glicoproteina, podra tener una ventaja
adicional sobre terapias que aln no son seguras en humanos como la transfeccion viral o el
trasplante de células madre. En definitiva, la galectina-3 requiere mayor estudio y es factible
considerar aplicaciones adicionales a las que se presentan, considerando los resultados
obtenidos al momento que revelan su relevancia fisiopatol6gica en pacientes con diferentes
estadios de cirrosis.
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6. LIMITACIONES, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Considerando las caracteristicas metodolédgicas de este proyecto, cabe sefialar la existencia de
ciertas limitaciones. Los analisis se realizaron principalmente en torno a un grupo de pacientes
gue recibieron trasplante en un unico centro, de manera que los hallazgos reportados deberan
compararse con los de otros autores, especialmente tomando en cuenta que la demografia en
el INCMNSZ puede variar con la de otros centros de trasplantes en México. Esto puede
explicar, por ejemplo, la alta frecuencia que se encontr6 de pacientes con etiologias
autoinmunes en comparacion con la frecuencia mas baja de VHC o hepatitis alcohdlica. Con el
fin de evitar un sesgo de seleccién al analizar el curso clinico de la ACLF y comprender mejor
porqué ciertos pacientes con ACLF si son sometidos a trasplante hepatico, se analiz6 una
poblacion adicional de aquellos que a pesar de encontrarse enlistados para dicho
procedimiento fueron excluidos o fallecieron antes de poder recibir un trasplante. Como fue
descrito anteriormente, esto Ultimos mostraron una marcada progresion acelerada que se
complicé con inestabilidad hemodinamica y falla multiorganica, lo que inevitablemente conllevé
a su fallecimiento. De esta manera, cabe enfatizar la importancia de agilizar el tiempo al
trasplante ya que, aunque existen ciertos pacientes que no presentan una descompensacion
subita, el hecho de presentar un evento adicional de ACLF trae un alto riesgo de presentar una
nueva falla organica aunada a las ya existentes. Una propuesta en la que he trabajado como
intento para facilitar la toma de decisiones y saber qué pacientes tienen mayor prioridad en la
lista de espera es replantear la evaluacion del grado de ACLF considerando, por ejemplo, el
namero total de fallas organicas que el paciente ha desarrollado desde que inici6 con este
estadio de cirrosis. Posiblemente este podria ser un criterio adicional al score CLIF-C ACLF,
aunque la medicién de marcadores biolégicamente relevantes en cirrosis como la galectina-3
podria aportar ain mayor poder para identificar aquellos con peor prondstico a corto plazo.

Con los analisis en los que se determind la asociacién de la galectina-3 con la gravedad de la
enfermedad y su utilidad en la evaluacion pre- y postrasplante, se pudo analizar un grupo mas
pequefio de pacientes con cirrosis compensada debido a las caracteristicas demograficas de
los pacientes trasplantados en el Instituto y considerando que la indicacién principal para que
este grupo de pacientes estables reciban un trasplante es el hepatocarcinoma (HCC)
secundario a infeccién por virus de hepatitis C. No obstante, una distincion clinica fue evidente
entre aquellos con cirrosis compensada, descompensada y ACLF, como también se pudo
mostrar por los diferentes niveles de galectina-3 presentes en estos estadios de enfermedad.
En la literatura se ha mostrado que en el HCC prevalecen niveles altos de galectina-3, sin
embargo, la gravedad y progresion de la enfermedad de los pacientes en estos reportes es
ambigua (147, 148). Para determinar si el HCC podria influir en los niveles de galectina-3, se
encontré que los niveles séricos e intrahepéticos de galectina-3 en los pacientes con DC que
adicionalmente tenian HCC no fueron significativamente diferentes de aquellos de pacientes
con DC sin HCC (16.39 ng/mL [IQR 11.16 — 23.85] vs. 14.08 ng/mL [IQR 10.61 — 24.84],
p=0.71; y 14.83 [IQR 6.36 — 29.62] vs. 6.34 [IQR 3.67 — 27.35], p= 0.40, respectivamente). Un
analisis con el grupo de pacientes con ACLF no fue posible ya que solo 2 de estos pacientes
(3.3%) presentaban adicionalmente HCC. Considerando también que se pudieron observar
patrones de expresion diferencial de galectina-3 aun cuando los pacientes con CC tenian HCC,
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se puede concluir que la gravedad de la cirrosis es mas relevante que la presencia de HCC en
la expresion sistémica y hepatica de galectina-3, como ya habia sido sugerido en otro estudio
(148).

Otra cuestion es que al tener una poblacion con alta prevalencia de autoinmunidad existiera la
posibilidad de que las mediciones de galectina-3 se vean influenciadas por la etiologia. No
obstante, después de comparar los niveles séricos e intrahepéticos de todos los pacientes con
alguna etiologia autoinmune contra los de aquellos que padecian infeccion por VHC (las dos
etiologias principales del estudio), se encontr6 una diferencia significativa con los niveles
séricos de galectina-3 (22.24 ng/mL [IQR 9.13 — 32.07] vs. 13.23 ng/mL [IQR 10.11 — 16.14],
respectivamente), pero no con la galectina-3 intrahepética. Sin embargo, es importante
mencionar que, con excepcion de un solo paciente, aquellos que padecian alguna enfermedad
autoinmune tuvieron DC o ACLF. De esta manera, dichos niveles elevados podrian ser
resultado mas bien de la gravedad de la enfermedad. En efecto, en la cohorte externa
compuesta por pacientes con una etiologia uniforme (hepatitis alcohdlica, AH) la galectina-3 fue
significativamente mas elevada en aquellos con AH grave. Esto refuerza el hecho que la
galectina-3 se sobre-expresa dependiendo de la gravedad de la enfermedad sin importar la
etiologia, lo que va en concordancia con lo reportado previamente en la literatura (85, 148,
149).

Por tanto, estos resultados dejan una base importante para esclarecer el curso clinico de los
pacientes con la mas alta gravedad de cirrosis y para justificar de manera mas firme estudios
gue propongan a la galectina-3 como una molécula con gran potencial como biomarcador y
blanco terapéutico en la enfermedad hepéatica. A pesar de que los analisis principales se
realizaron con muestras procuradas al momento del trasplante, resultados similares se
obtuvieron con los datos de la cohorte externa de AH cuya biopsia hepatica se tomé al
momento del diagndstico. De esta manera el llevar a cabo mediciones tempranas de esta
lectina en otros puntos de tiempo del curso clinico del paciente podria mantener utilidad clinica
para estimar y monitorizar la gravedad.

Por el momento se han empezado analisis con algunas muestras de sangre de los pacientes
gue no pudieron ser sometidos a trasplante hepatico con el fin de aseverar los resultados y
poder proponer después mediciones seriadas de dicha glicoproteina que permitan ahondar
directamente en su utilidad como biomarcador de progresion de la enfermedad hepéatica. De
manera preliminar se cuenta con una muestra de suero que fue tomada antes del trasplante de
8 de los pacientes con ACLF que analicé como parte del grupo de pacientes trasplantados.
Esta muestra se tomé con una mediana de tiempo de 25 dias (IQR 12.0 — 109.8) antes de
aquella medicion al momento del trasplante. Se encontré que, aunque los niveles de la muestra
basal son numéricamente mas bajos que los de la muestra procurada en el trasplante, no hubo
una diferencia estadisticamente significativa (17.75 ng/mL [IQR 14.13 — 45.84] vs. 22.71 ng/mL
[IQR 8.94 — 60.07], p= 0.84). Cabe considerar que ademas del nimero limitado de pacientes
analizados, el IQR del tiempo cuando se tomé aquella muestra basal (12.0 — 109.8) es muy
grande. No obstante, parece ser que la galectina-3 incrementa conforme el tiempo y la
enfermedad progresa. De hecho, dos pacientes mostraron progresion por coagulopatia y

105



disfuncién renal lo que parece reflejarse en la elevacion que se observo de galectina-3 de 14.82
a 68.46 ng/mL en uno de los pacientes y de 43.51 a 62.87 ng/mL en el otro. La medicién
seriada de galectina-3 también ya fue explorado por nuestro equipo en una cohorte de
pacientes que padecieron COVID-19 en el Instituto encontrando, por ejemplo, una gran utilidad
para la prediccion de desenlaces adversos y en especial si se mide junto con parametros
clinicos convencionales de inflamacion (150). De esta manera, es claro también que la
relevancia patolégica de esta molécula puede extenderse para la evaluacion y seguimiento de
otras condiciones no necesariamente hepaticas, especialmente si implican un proceso de
inflamacién y agudizacién importante.

Como se apoya en los analisis reportados, galectina-3 parece ser una molécula idénea que
podria agregarse a scores estandares, pudiendo compensar irregularidades como por ejemplo
el hecho que las mujeres al tener niveles de creatinina mas bajos que los hombres se vean
desfavorecidas al ser evaluadas con el MELD-Na, o que scores dirigidos al postrasplante
carezcan de un factor que logre reflejar el grado de descompensacion hepética. De hecho, al
comparar los niveles séricos de galectina-3 de todas las mujeres y hombres analizados, se
encuentra que las mujeres presentan niveles mas altos que los hombres (20.39 ng/mL [IQR
11.30 — 28.94] vs. 14.19 [IQR 7.72 — 22.19], respectivamente; p= 0.03), y en especifico esta
diferencia solo se mantiene en el grupo de aquellos con ACLF, de manera que la integracion de
galectina-3 a scores estandares pudiera ser de gran utilidad equilibrando disparidades en los
pacientes mas criticos y mejorando asi la asignacion de los injertos hepaticos. Como blanco
terapéutico, este proyecto muestra la relevancia de la galectina-3 en cirrosis avanzada como
una molécula asociada con el proceso inflamatorio intrahepatico y ademas con la disfuncion
regenerativa y de los factores de transcripcion hepaticos. Dependiendo de lo que se observe
con estudios mecanisticos, la inhibicion de galectina-3 con polisacaridos como la belapectina
podria contribuir con una disminucién del grado de fibrosis y con un aumento en la
regeneracion hepatica, todo lo cual se veria reflejado en mejor funcionalidad y en un
microambiente de menor inflamacion. Aunque en modelos murinos su utilidad terapéutica ya ha
sido comprobada (80, 83), aun continlla en proceso un ensayo clinico en humanos el cual
contempla también que la inhibicion de galectina-3 sea benéfica, en parte debido a que el
tratamiento con belapectina es inocuo por su origen vegetal (84).
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7. OTROS MANUSCRITOS

A lo largo del doctorado hemos logrado publicar los siguientes manuscritos, los cuales reflejan
nuestro interés por contribuir al conocimiento tanto de la galectina-3 como de la ACLF y en
general de la patologia hepatica. Resaltando la utilidad clinica de dicha glicoproteina como
potencial biomarcador, tuve la oportunidad de organizar y participar en un proyecto donde
extendimos su estudio a la estimacion del prondstico de pacientes con infeccion por SARS-
CoV-2, sabiendo su patrén en pacientes con cirrosis avanzada y aprovechando la situaciéon al
momento ante la crisis por COVID-19. Sin duda, estas areas de investigacion son fascinantes y
de gran aplicaciébn médica, faltando ain mucho que explorar en especial en relacién con el
papel de la galectina-3 como molécula fisiopatolégicamente relevante en el higado.

Glosario de abreviaciones:

ACLF, insuficiencia hepética aguda sobre crénica. AH, hepatitis alcohdlica.
ARDS, sindrome de dificultad respiratoria aguda. AUC, éarea bajo la curva.
COVID-19, enfermedad por coronavirus 2019. CRP, proteina C reactiva.
EASL-CLIF, European Association for the Study of the Liver-Chronic liver failure.
ELISA, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas. IMV, ventilacion mecénica invasiva.
MELD-Na, Model for End-Stage Liver Disease-sodium. NLR, razén neutrdfilos a linfocitos.
PCR, reacciébn en cadena de la polimerasa. RNAseq, secuenciacion de ARN.
ROC, receiver operating characteristic curve. SARS-CoV-2, coronavirus tipo 2 del sindrome
respiratorio agudo grave. SIRS, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.

» Cervantes-Alvarez E, Limon-de la Rosa N, Vilatoba M, Pérez-Monter C, Hurtado-Gomez S,
et al. Galectin-3 is overexpressed in advanced cirrhosis and predicts post-liver transplant
infectious complications. Liver International. 2022; 42(10):2260-73.
https://doi.org/10.1111/liv.15326

Los pacientes con cirrosis avanzada presentan con frecuencia disfuncion inmunolégica y
son mas susceptibles a infecciones. La galectina-3 es una lectina de unién a p-galactésidos
implicada en la inflamacion, la regulaciéon inmunolégica y la fibrosis hepatica. El objetivo de
este estudio fue investigar la expresion de galectina-3 en cirrosis avanzada y su habilidad
para predecir complicaciones infecciosas en el periodo postrasplante. Se recolectd suero y
muestras de higado de 129 pacientes con cirrosis al momento de recibir un trasplante
hepatico y de una cohorte externa de 37 pacientes con enfermedad hepética alcohdlica
incluyendo hepatitis alcohdlica (AH) al momento del diagndstico. La galectina-3 se analizé
por ELISA, PCR tiempo real, inmunohistoquimica y RNA-seq. Se realizaron curvas ROC y
andlisis de riesgos proporcionales de Cox para evaluar el poder predictivo de la galectina-3
para gravedad de la enfermedad e infecciones en el periodo postrasplante. Como parte de
los resultados se encontr6 que los niveles de galectina-3 fueron elevados en aquellos con
cirrosis avanzada. La galectina-3 correlaciono significativamente con parametros de la
gravedad de la enfermedad y con marcadores inflamatorios. La galectina-3 tuvo poder
significativo para discriminar entre cirrosis compensada y avanzada (AUC = 0.78/0.84,
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galectina-3 circulante/hepética; p < .01) y fue aun mayor para discriminar AH grave
(AUC = 0.95, p < .0001). Mediante un modelo de riesgos proporcionales de Cox se
demostré que la galectina-3, el MELD-Na y la presencia del sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) predicen el desarrollo de infecciones en el periodo
postrasplante. Los pacientes con un nivel de galectina-3 sistémico >16.58 ng/ml tenian un
riesgo 2.19 veces 95% CI (1.12-4.29) incrementado, pero cuando se combina con un
MELD-Na > 20.0 y SIRS, el riesgo de desarrollar complicaciones infecciosas en el
postrasplante increment6é a 4.6, 95% CI (2.38-8.90). En conclusién la galectina-3 es un
marcador biol6gico novedoso de inflamacion activa y gravedad de la enfermedad que
podria ser clinicamente (til solo o en combinacion con otros scores para identificar
pacientes con cirrosis avanzada y predecir complicaciones infecciosas durante el periodo
postrasplante.

> Cervantes-Alvarez E, Vilatoba M, Limon-de la Rosa N, Mendez-Guerrero O, Kershenobich
D, Torre A, Navarro-Alvarez N. Liver transplantation is beneficial regardless of cirrhosis
stage or acute-on-chronic liver failure grade: A single-center experience. World J
Gastroenterol. Forthcoming 2022

El trasplante hepéatico como medida terapéutica en los pacientes con mayor gravedad de la
enfermedad continda siendo un tema controversial, a pesar de ser actualmente la Unica
opcion curativa. El objetivo de este estudio fue evaluar los desenlaces durante el periodo
inmediato del postrasplante y comparar la supervivencia postrasplante a corto (1 afo) y
largo plazo (6 afios) entre pacientes cirréticos estratificados por gravedad de la
enfermedad. Incluimos pacientes cirréticos sometidos a trasplante hepatico entre el 2015 y
2019 y los categorizamos en cirrosis compensada (CC), cirrosis descompensada (DC) e
insuficiencia hepatica aguda sobre crénica (ACLF). ACLF se subdividié adicionalmente de
acuerdo con la gravedad en los grados ACLF-1, ACLF-2 y ACLF-3. Los desenlaces
primarios de interés fueron el niumero total de dias en la unidad de terapia intensiva (ICU) y
en piso, el desarrollo de complicaciones y la supervivencia postrasplante al afio y a los 6
aflos. 235 pacientes recibieron trasplante hepatico (CC= 11, DC= 129 y ACLF= 95).
Aquellos con ACLF tuvieron una estancia significativamente mas prolongada en piso (8.0
[6.0-13.0] vs. CC, 6.0 [3.0-7.0], y DC 7.0 [4.5-10.0]; p= 0.01) y desarrollaron mas
complicaciones infecciosas (47 [49.5%], vs. CC, 1 [9.1%] y DC, 38 [29.5%]; p < 0.01). La
supervivencia postrasplante al afio y a los 6 afos fue similar entre grupos (p= 0.60 y
p= 0.90, respectivamente). Los pacientes con ACLF subdivididos de acuerdo con el grado
de ACLF (ACLF-1 n= 40 [42.1%], ACLF-2 n= 33 [34.7%] y ACLF-3 n= 22 [23.2%)])
mostraron tener una duracion similar en la UCI y en piso (p= 0.68, p= 0.54), asi como
también frecuencias comparables de complicaciones en general y aquellas de tipo
infeccioso (p= 0.58, p= 0.80). No se encontré6 una diferencia en la supervivencia de los
diferentes grados de ACLF al afio y a los 6 afios (p= 0.40 y p= 0.15). Se concluye que los
pacientes se pueden beneficiar del trasplante hepatico sin importar el estadio de cirrosis.
Los pacientes con ACLF tuvieron una estancia en piso mas prolongada y una mayor
frecuencia de complicaciones infecciosas. No obstante, su supervivencia al afio y a los 6
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afios es excelente y similar a la de los demas pacientes, lo que apoya seguir enlistando y
trasplantando a todo aquel con ACLF incluyendo aquellos con ACLF-3.

Cervantes-Alvarez E *, Limon-de la Rosa N *, la Mora MS, Valdez-Sandoval P, Palacios-
Jimenez M, et al. Galectin-3 as a potential prognostic biomarker of severe COVID-19 in
SARS-CoV-2 infected patients. Scientific reports. 2022, 12(1):1856.
https://doi.org/10.1038/s41598-022-05968-4. *Contribuyeron igual

La COVID-19 grave se encuentra asociada con una respuesta sistémica hiperinflamatoria
gue conlleva al sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), falla multiorganica y
defuncion. La galectina-3 es una lectina de unién a -galactésidos que se conoce por
promover el reclutamiento de neutrofilos y la liberacion de citocinas proinflamatorias,
contribuyendo asi a la inflamacién de la via aérea. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue investigar el potencial de la galectina-3 como un biomarcador de desenlaces graves por
COVID-19. Se incluyeron prospectivamente 156 pacientes con COVID-19 confirmados por
PCR tiempo real. Un desenlace grave se defini6 como el requerimiento de ventilacién
mecénica invasiva (IMV) y/o defuncién intrahospitalaria. Se consider6 como desenlace no
grave el alta hospitalaria sin requerimiento de IMV. Se utilizaron curvas ROC y analisis de
regresion logistica multivariable para determinar el poder de la galectina-3 sérica para
predecir desenlaces graves. Los niveles de galectina-3 discriminaron bien entre desenlaces
graves y no graves y correlacionaron con marcadores de gravedad de la enfermedad por
COVID-19 (la proteina C reactiva [CRP], la razén neutrdfilos a linfocitos, el dimero-D, y la
cuenta de neutrdfilos). Mediante un analisis de regresion logistica por pasos se identificd
gue la galectina-3 es un predictor independiente de desenlace grave (razén de momios 3.68
[95% CI 1.47-9.20], p < 0.01). Adicionalmente, la galectina-3 en combinacion con la CRP,
la albimina y una afectacién pulmonar >50% muestra una mejor habilidad para predecir
desenlaces graves (AUC 0.85 [95% CI 0.79—-0.91, p < 0.0001]). Con base en la evidencia
de este estudio, se recomienda que los médicos midan los niveles de galectina-3 al ingreso
hospitalario para facilitar la asignacioén oportuna de los recursos adecuados a los pacientes
con COVID-19 que se encuentran en mayor riesgo de desarrollar un desenlace grave.

Limon-de la Rosa N *, Cervantes-Alvarez E *, Mendez-Guerrero O, Gutierrez-Gallardo MA,
Kershenobich D, Navarro-Alvarez N. Time-Dependent Changes of Laboratory Parameters
as Independent Predictors of All-Cause Mortality in COVID-19 Patients . Biology. 2022;
11(4), 580. https://doi.org/10.3390/biology11040580. *Contribuyeron igual

Se han identificado predictores independientes de mortalidad para pacientes con COVID-19
al momento de ser ingresados al hospital. Sin embargo, se desconoce cOmo estos se
comportan durante la hospitalizacion. El objetivo de este estudio fue identificar pardmetros
clinicos y de laboratorio desde el ingreso hasta el alta hospitalaria que distingan entre
sobrevivientes y no sobrevivientes de COVID-19, incluyendo aquellos con poder
independiente para predecir mortalidad. En una cohorte de 266 pacientes adultos, datos
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clinicos y de laboratorio fueron analizados desde el ingreso y a lo largo de la estancia
hospitalaria hasta el alta o la defuncion del paciente. Al ingreso, aquellos que fallecieron
tuvieron una elevacion significativa de la proteina C reactiva (CRP), la cuenta de neutrdfilos,
la razén neutrdfilos a linfocitos (NLR) [p < 0.0001 cada uno de estos], la ferritina [p < 0.001],
y la aspartato aminotransferasa [p= 0.009] en comparacion con los sobrevivientes. Durante
la estancia hospitalaria, los pacientes que fallecieron mantuvieron una CRP elevada (21.7
mg/dL [ingreso] vs. 19.3 [hospitalizacion], p= 0.060), asi como valores altos de ferritina,
cuenta de neutréfilos y la NLR. Por el contrario, los sobrevivientes mostraron reducciones
significativas de la CRP (15.8 mg/dL [admision] vs. 9.3 [hospitalizacion], p < 0.0001), la
ferritina, la cuenta de neutrdfilos, y la NLR durante la estancia hospitalaria. Al ingreso, una
CRP elevada, la ferritina y diabetes fueron predictores independientes de mortalidad, asi
como fueron una CRP persistentemente elevada, la neutrofilia y el requerimiento de
ventilacién mecénica invasiva durante la estancia hospitalaria. Los pardmetros inflamatorios
y clinicos que distinguieron entre los sobrevivientes y no sobrevivientes al ingreso
cambiaron significativamente durante la estancia hospitalaria. Se encuentra justificada una
evaluacién mas estrecha de estos marcadores para monitorizar y predecir el desenlace de
los pacientes con COVID-19 una vez que se encuentran hospitalizados.

» Limon-de la Rosa N, Cervantes-Alvarez E, Navarro-Alvarez N. Increased Hepatic
Expression of SARS-CoV-2 Entry Points and Proinflammatory Cytokines in Cirrhosis.
Clinical gastroenterology and hepatology. 2021. https://doi.org/10.1016/j.cgh.2021.08.053

Se ha reportado recientemente que los pacientes con cirrosis tienen una mortalidad
significativamente mas alta después de la infeccion por SARS-CoV-2. Especificamente se
ha demostrado que la mortalidad fue mayor en aquellos con cirrosis avanzada (Child-Pugh
B y C) y que aproximadamente la mitad de los pacientes cirréticos infectados con este virus
sufren una descompensacion aguda incluyendo ACLF. Desafortunadamente, la presencia
basal de descompensacion hepatica ha sido asociada como predictor independiente de
mortalidad en pacientes con la enfermedad por coronavirus 2019. Los pacientes que
contraen COVID-19 tienen peor prondstico con una mortalidad general reportada mayor a
30%. Se cree que la produccién elevada de citocinas y la endotoxemia presente en
pacientes con cirrosis los lleva a una respuesta inflamatoria amplificada después de la
infeccién y por tanto podria ponerlos en mayor riesgo de desenlaces adversos. De esta
manera propusimos analizar la expresion hepatica de ACE2, TMPRSS2, IL-6, IL-8, y MCP-1
en pacientes con cirrosis para proporcionar informacién sobre un mecanismo potencial que
los predispone a COVID-19 grave y una mayor mortalidad.

» Cervantes-Alvarez E *, Lizardo-Thiebaud MJ *, Limon-de la Rosa N, Tejeda-Dominguez F,
Palacios-Jimenez M, Mendez-Guerrero O, et al. Direct or Collateral Liver Damage in SARS-
CoV-2-Infected Patients. Seminars in liver disease. 2020;40(3):321-30. https://doi.org
/10.1055/s-0040-1715108. *Contribuyeron igual

110



La infeccidn por el SARS-CoV-2 puede resultar en lesion hepatica, con mas de un tercio de
los pacientes con COVID-19 manifestando elevacién de las enzimas hepaticas. La
esteatosis microvesicular, inflamacién, congestion vascular y trombosis han sido descritas
en muestras de autopsias de pacientes con COVID-19. Varios factores incluyendo el efecto
citopatico directo del virus, dafio colateral mediado por el sistema inmunoldgico, o la
exacerbacion de enfermedad hepatica preexistente podrian contribuir a la patologia de la
COVID-19 en el higado. Debido a sus implicaciones inmunolégicas, el higado es un érgano
potencialmente involucrado en la respuesta viral contra el SARS-CoV-2, lo que lo podria
predisponer a lesion. Se necesita un mejor entendimiento de los mecanismos que
contribuyen al dafio hepético para desarrollar e implementar medidas tempranas que
permitan prevenir mayor deterioro en pacientes que padecen COVID-19. Esta revision de la
literatura resume reportes actuales sobre el SARS-CoV-2, enfatizando en cémo la infeccion
directa y la respuesta inflamatoria subsecuente podrian contribuir a la lesién hepatica en
pacientes con y sin enfermedad hepatica preexistente.

Mendez-Guerrero O, Calle-Rodas DA, Cervantes-Alvarez E, Alatorre-Arenas E, Perez-
Escobar J, Navarro-Alvarez N, et al. Renal and brain failure predict mortality of patients with
acute-on-chronic liver failure admitted to the intensive care unit. Annals of hepatology.
2021;22:100270. https://doi.org/ 10.1016/j.aohep.2020.09.014.

La insuficiencia hepatica aguda sobre crénica (ACLF) se caracteriza por fallas organicas y
una elevada mortalidad a 28 dias. El identificar predictores clinicos asociados con
mortalidad temprana podria tener implicaciones en el tratamiento de pacientes con ACLF.
En este estudio de cohorte prospectiva se incluyeron pacientes diagnosticados con falla
hepéatica crénica que desarrollaron ACLF de acuerdo con la definicion del consorcio
EASL-CLIF y que fueron admitidos a la unidad de cuidados intensivos del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Subiran entre el 2012 y 2018. Se realizar6n
analisis de regresion de Cox de tipo bivariable y multivariable para identificar factores
asociados con mortalidad. 148 pacientes (55% mujeres) fueron diagnosticados con ACLF
de los cuales 55% (n= 82) tuvieron ACLF grado 3, 28% (n= 41) grado 2 y 17% (n= 25)
grado 1. La mediana de edad fue de 54 afos (41 — 63). La etiologia mas frecuente fue la
infeccion por el virus de hepatitis C en 29.8% (n= 44) de los pacientes, siendo la infeccién
bacteriana el factor precipitante predominante en un 58.1% (n= 86). La supervivencia
cumulativa global a 90 dias fue solo de 18%. Cuando se divieron los pacientes por grado de
ACLF, la supervivencia fue de 10% en aquellos con ACLF-3. Ademas, en un analisis de
regresion de Cox multivariable, la falla renal (HR 3.26, 95% CI (2.13 — 4.99), falla cerebral
(HR 1.37, 95% CI 1.09 — 2.04) y el sexo masculino (HR 1.62, 95% CI 1.10 — 2.40) fueron
predictores independientes de mortalidad a 28 y 90 dias. Se concluye que la ACLF es un
sindrome frecuente en pacientes con enfermedad hepética cronica. La falla cerebral y renal
se asociaron significativamente con la mortalidad y son predictores independientes de
mortalidad a 28 y 90 dias.

111



» Lizardo-Thiebaud MJ, Cervantes-Alvarez E, Navarro-Alvarez N. Towards the Study of Liver
Failure: Protocol for a 90% Extended Hepatectomy in Mice. In: Gayam V, Engin O, editors.
Liver Pathology [book on the Internet]. IntechOpen; 2019. p. 1-19.
https://doi.org/10.5772/intechopen.90245.

La hepatectomia extendida se puede definir como la eliminacién de mas del 70% del
volumen hepético. Estudios han demostrado que la hepatectomia extendida imita la falla
hepéatica post-hepatectomia y podria ayudar también a comprender el sindrome
denominado pequefio para el flujo (small-for-flow syndrome). A nivel molecular, parece
haber un retraso en la entrada al ciclo celular por lo que ocurre disfuncion hepatica. Por lo
tanto, se considera necesario estudiar los mecanismos de dicho fenémeno para asi
entender como podria ser regulado. Mientras que el modelo clasico de la hepatectomia al
70% usado para estudiar la regeneracion hepatica ha sido descrito previamente de manera
extensa, no existen protocolos que describan el procedimiento quirargico para una
hepatectomia extendida al 90%. Por lo tanto, describimos un protocolo detallado y
reproducible que define los aspectos especificos que deben ser considerados, asi como las
complicaciones mas comunes y estrategias para la resolucién de problemas.
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8. RECONOCIMIENTOS

El presente proyecto de doctorado se presento en el taller de investigadores jovenes durante el
XVI congreso de la Asociacion Mexicana de Hepatologia, llevado a cabo en octubre del 2021,
siendo elegido ganador. Asimismo, este trabajo fue seleccionado como poéster distinguido
durante el congreso de la American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD)
celebrado en noviembre 2021. Otras exhibiciones de los trabajos se realizaron también en el
American Transplant Congress (ATC) en el 2020 y 2022, mientras que los primeros avances
del proyecto fueron presentados durante la Semana Nacional de Gastroenterologia organizada
por la Asociacion Mexicana de Gastroenterologia en el 2019.
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Zubiran, ha revisado y aprobado el Protocolo de Investigacién Clinica, titulado:

“EL ROL DE LA GALECTINA-3 COMO MEDIADOR INFLAMATORIO EN LA
FISIOPATOLOG[A DE LA INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA SOBRE CRONICA“
VERSION SEPTIEMBRE 2017

Ref. 2368
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PRESENTE
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COMITE DE ETICA EN INVESTIGAC/ION del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran, han revisado y aprobado el Protocolo de Investigacién Clinica, titulado:
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REF. 2247

Asi mismo se revisé y aprobé la siguiente documentacion:

« Carta de consentimiento informado, Versién 2, del 20 de julio de 2017

La vigencia de la aprobacién termina el dia 17 de agosto de 2018. Si la duracién del
estudio es mayor tendra que solicitar la re-aprobacién anual del mismo, informando sobre los avances y
resultados parciales de su investigacién e incluyendo todos los datos sobresalientes y conclusiones.

Sin més por el momento quedamos de usted.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:

EL ROL DE LA GALECTINA-3 COMO MEDIADOR INFLAMATORIO EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA
AGUDA SOBRE CRONICA.

Investigador principal: Dra. Nali Navarro Alvarez

Direccion del investigador: Departamento de Gastroenterologia

Teléfono de contacto del investigador: 55 5487 0900 ext. 2711).

Teléfono de contacto de 24hrs del investigador: 55 7455 8838

Investigadores participantes: Eduardo Cervantes Alvarez

Nombre del patrocinador del estudio:

Eduardo Cervantes Alvarez, Dr. Mario Vilatoba Chapa, Dr. Ignacio Garcia Juarez, Dr. David
Kershenobich, Dr. Carlos Pérez Monter, Sahara Hurtado Gomez.

Version del consentimiento informado y fecha de su preparacion: 18 de Octubre, 2017. Version
2

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacién a participar en un estudio de investigacion del Instituto. Por favor,
tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al investigador sobre
cualquier duda que tenga.

Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar o no como sujeto de investigacion en este
proyecto. El investigador le debe explicar ampliamente los beneficios y riesgos del proyecto sin
ningun tipo de presion y usted tendra todo el tiempo que requiera para pensar, solo o con quien
usted decida consultarlo, antes de decidir si acepta participar. Cualquiera que sea su decision no
tendra efecto alguno sobre su atencion médica en el Instituto.

Con el fin de tomar una decision verdaderamente informada sobre si acepta participar o no en este
estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles riesgos y beneficios a su
salud al participar. Este documento le dara informacion detallada acerca del estudio de investigacion,
la cual podra comentar quien usted quiera, por ejemplo, un familiar, su médico tratante, el
investigador principal de este estudio o con algin miembro del equipo de investigadores. Al final, una
vez leida y entendida esta informacion, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta,
sin ninguna presién o intimidacién, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la Declaracion de Helsinki, y a las
Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.

Al final de la explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

l. La justificacion y los objetivos de la investigacion.
Il Los procedimientos que se utilizaran y su proposito, incluyendo la identificacion de qué son

EL ROL DE LA GALECTINA-3 COMO MEDIADOR INFLAMATORIO EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA AGUDA SOBRE CRONICA. Version 2, 2017
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procedimientos experimentales.
M. Los riesgos o molestias previstos.

V. Los beneficios que se pueden observar.
V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted
VI. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los

procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el
tratamiento de la materia.

VII. La libertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de
participar en el estudio, sin que por ello se afecte su atencion y el tratamiento en el
Instituto.

VIIl. La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se mantendra la
confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.

IX. El compromiso del investigador de proporcionarle la informacién actualizada que pueda

ser obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su disposicion para
continuar con su participacion.

X. La disponibilidad del tratamiento médico y compensacion a que legalmente tiene derecho,
en el caso de que ocurran dafios causados directamente por la investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una decision final en
los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION DEL
PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ), a través del grupo
de investigacion del departamento de Gastroenterologia y Trasplante, le invitan a participar en el
presente estudio que tiene como objetivo estudiar los mecanismos que podrian estar causando el
empeoramiento de su enfermedad hepatica, evaluando la expresion de moléculas en muestras de
higado y de sangre.

Usted fue invitado al estudio debido a que se le realizé o se le realizara cirugia de trasplante hepatico,
por padecer alguna enfermedad del higado.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Si usted acepta participar en este estudio, el procedimiento a seguir sera el siguiente: Durante su
cirugia, se extrajo o se extraera una muestra de aproximadamente 1 cm de su higado enfermo una
vez que se le haya quitado. Dicha muestra esta almacenada o sera almacenada para evaluar
posteriormente moléculas que pueden estar asociadas con el deterioro de su enfermedad hepatica.
Su muestra de higado sera comparada con la de otros pacientes con y sin enfermedad del higado.
Por lo que se le pide su consentimiento para utilizar también un pedacito del higado sano que se le va
a trasplantar o se le trasplanto.

EL ROL DE LA GALECTINA-3 COMO MEDIADOR INFLAMATORIO EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA AGUDA SOBRE CRONICA. Version 2, 2017
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De igual manera, como parte de su procedimiento de trasplante, a usted se le toma una muestra de
sangre de rutina la cual se compara con la muestra de sangre de su donador para ver qué tan
compatibles son. Estas muestras se almacenan para cualquier aclaracién que pudiera surgir antes,
durante y después de su trasplante. Por lo que se solicita su aprobacion para utilizar una porcion de
esa muestra para medir algunas sustancias que nos ayudaran a entender el mecanismo por el cual
su higado se deterioré. También como parte de su seguimiento posterior a su trasplante, a usted se le
toman examenes de sangre para evaluar el funcionamiento adecuado de su higado trasplantado, una
parte de las cuales se utilizaria para fines de investigacion bajo su aprobacion.

RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud, sefala que la
obtencion de muestras biologicas representa un riesgo minimo dentro de la investigacion. No se
consideran riesgos por la obtencion de una muestra de su higado, ya que se tomara una vez que éste
sea removido de su cuerpo durante su cirugia de trasplante. La muestra del higado sano que se le va
a trasplantar se tomara antes de que le sea trasplantado.

Los datos acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en ningun momento
como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccién de datos clinicos usted no enfrenta riesgos
mayores a los relativos a la proteccion de la confidencialidad, la cual sera protegida mediante la
codificacion de las muestras y de su informacion.

BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la busqueda y analisis de
moléculas que se encuentran alterados en la enfermedad del higado podria permitir comprender
mejor las causas que conducen a la falla del higado. Gracias a su participacién altruista, su
comunidad se podra beneficiar significativamente al encontrar nuevas formas de atender esta
complicacién médica.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS
No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno.

COMPENSACION
No se realizara ningun tipo de compensacion por su participacion en el estudio

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacién es voluntaria, por lo que usted puede elegir no participar en el estudio. En caso de
decidir no participar, usted seguira recibiendo el tratamiento o manejo habitual (estandar) para su
enfermedad.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

Los resultados o materiales obtenidos en el estudio seran propiedad del INCMNSZ. Si un producto
comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo sera propiedad del Instituto o
quienes ellos designen. En tal caso, usted no recibira un beneficio financiero por el mismo.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

EL ROL DE LA GALECTINA-3 COMO MEDIADOR INFLAMATORIO EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA AGUDA SOBRE CRONICA. Version 2, 2017
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Usted puede solicitar los resultados de las conclusiones del estudio a la Dra. Nalu Navarro Alvarez
del INCMNSZ (teléfono 55 5487 0900 ext. 2711). La investigacion es un proceso largo y complejo. El

obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Recuerde que su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su relacién
habitual con el INCMNSZ como su derecho para recibir atencion médica o cualquier servicio al que
tenga derecho no se veran afectados. Si decide participar, tiene la libertad para retirar su
consentimiento e interrumpir su participacion en cualquier momento sin perjudicar su atenciéon en el
INCMNSZ. Se le informara a tiempo si se obtiene nueva informacién que pueda afectar su decision
para continuar en el estudio.

El investigador del estudio puede excluirlo del estudio si su muestra preservado en condiciones no se
consiguio preservar en condiciones adecuadas para los analisis planteados.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los estudios. Las muestras biolégicas obtenidas no
contendran ninguna informacién personal y seran codificadas con un numero de serie para evitar
cualquier posibilidad de identificacion. Por disposicién legal, las muestras bioldgicas, son catalogadas
como residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y por esta razén durante el curso de la investigacion
su muestra no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras bioldgicas, asi como su informacion
médica y/o genética, puedan ser usadas para otros proyectos de investigacion analogos relacionados
con la enfermedad en estudio. No podran ser usados para estudios de investigacion que estén
relacionados con condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto ni para la creacién de lineas
celulares inmortales, y estos estudios deberan ser sometidos a aprobacién por un Comité de Etica.
Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por 10 afios.

Los cddigos que identifican su muestra estaran sélo disponibles a los investigadores titulares, quienes
estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos codigos seran guardados en un archivero
con llave. Soélo los investigadores tendran acceso a ellos. El personal del estudio (monitores o
auditores) podra tener acceso a la informacion de los participantes.

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su participacién en
el estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley, asignando coédigos a su
informacion. El cédigo es un numero de identificacion que no incluye datos personales. Ninguna
informacion sobre su persona sera compartida con otros sin su autorizacion, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido una lesién y
requiere tratamiento de emergencia); o

- Es solicitado por la ley.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su material bioldgico y
de su informacién. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas con las mismas medidas
de confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran acceso a los datos que tienen su
nombre.

El Comité de Etica en Investigacién del INCMNSZ aprobd la realizacién de este estudio. Dicho comité

EL ROL DE LA GALECTINA-3 COMO MEDIADOR INFLAMATORIO EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA AGUDA SOBRE CRONICA. Version 2, 2017
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es quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigacion en humanos en el Instituto. En el
futuro, si identificamos informacién que consideremos importante para su salud, consultaremos con el
Comité de Etica en Investigacion para decidir la mejor forma de darle esta informacioén a usted y a su
médico. Ademas, le solicitamos que nos autorice contactarlo, en caso de ser necesario, para

solicitarle informacion que podria ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en publicaciones o
presentaciones médicas. Su nombre y otra informacién personal seran eliminados antes de usar los
datos.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con la Dra. Nalu Navarro
Alvarez en el INCMNSZ (teléfono: 55 5487 0900, ext. 2711)

Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede hablar con el
Presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga. Teléfono
54870900, ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he tenido y
todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, estoy de acuerdo
con todos los siguientes puntos:
= Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales,
particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido explicados a
mi entera satisfaccion.
= Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas para ser utilizadas
con fines de investigacion. Asi mismo, mi informacion médica podra ser utilizada con los
mismos fines.
= Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto
requiere colectar informacién adicional o si encuentran informacion relevante para mi salud.
= Mifirma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas:

Si NO
(marque (marque
por por

favor) favor)

EL ROL DE LA GALECTINA-3 COMO MEDIADOR INFLAMATORIO EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA AGUDA SOBRE CRONICA. Version 2, 2017
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Si NO
(marque (marque
por por
favor) favor)
a. ¢Haleido y entendido el formato de consentimiento informado, ensu O O
lengua materna?
b.  ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este O O
estudio?
c. ¢Harecibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas? O O
d. ¢ Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha tenidoel O O
tiempo suficiente para tomar la decision?
e. ¢Entiende usted que su participacion es voluntaria y que es libre de O O
suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin
tener que justificar su decision y sin que esto afecte su atencion
médica o sin la pérdida de los beneficios a los que de otra forma
tenga derecho?
f. ¢ Entiende los posibles riesgos de participar en este estudio? O O
g. ¢Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de participar O O
en este estudio?
h. ¢ Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos O O

legales a los que es acreedor de otra forma como sujeto en un
estudio de investigacion?

i. ¢ Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de esta O O
Forma de Consentimiento para sus registros personales?

Declaracion del paciente:

Yo, declaro que es mi decision participar como sujeto
de investigacion clinica en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido informado que puedo
negarme a participar sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. Si no participo no sufriré
perjuicio en mi atencién médica o en futuros estudios de investigacion. Yo puedo solicitar informacion
adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales derivados de mi participacion en este estudio.
Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con la Dra. Nalt Navarro Alvarez
(teléfono: 55 5487 0900, ext. 2711). Para preguntas sobre mis derechos como participante en el
estudio, problemas, preocupaciones o preguntas, asi como para obtener informacion y ofrecer
informacion, hablaré con el presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Arturo
Galindo Fraga. Teléfono 54870900. ext. 6101).

He leido y entendido toda la informaciéon que me han dado sobre mi participacion en el estudio. He
tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a
mi satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado.
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SALVADOR ZUBIRAN

Declaraciéon del familiar que autorizara la participacion del paciente en este estudio:

Yo, (parentesco con el paciente) de
(nombre del paciente) declaro que es mi decision aceptar la
participacion voluntaria como sujeto de investigacion clinica en el estudio de

(nombre del paciente).

He sido informado que puedo negarme a autorizar o terminar la participacion de mi familiar en
cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios.

Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con la Dra. Nalt Navarro Alvarez en
el INCMNSZ (teléfono: 55 5487 0900, ext. 2711).

Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal o familiar (si aplica) Firma del representante legal o familiar

Fecha
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Nombre del Investigador o médico Firma del Investigador que explicé el documento

Fecha

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1

Fecha

Direccion:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2

Fecha

Direccion:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 8 paginas)
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