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1. RESUMEN

Introduccidon: En México, la cirrosis hepatica ocupa el 42 lugar de mortalidad, la Enfermedad
Hepatica Alcohdlica (EHA) es una de las principales causas, desafortunadamente no se tiene un
tratamiento que permita reducir los efectos negativos al sistema inmunoldgico. Los mecanismos
celulares que participan en los procesos inflamatorios son poco conocidos, lo que se conoce es la
desregulacion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias de acuerdo al consumo de alcohol
tanto en modelos animales y estudios in vitro; sin embargo, los estudios realizados en humanos
son controversiales. Por lo que, es necesario caracterizar y conocer las alteraciones presentes en
los linfocitos en humanos con alcoholismo y cirrosis hepdtica. Objetivo: Se caracterizé la
activacion celular, la capacidad efectora, muerte y trafico de los linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK, asi
como las concentraciones de citocinas en sangre periférica en 3 grupos de sujetos: con
alcoholismo, cirrosis hepdtica por alcohol y sujetos control. Material y Métodos: Estudio
transversal que incluyd; 1: sujetos control (CT) que consumieron <10 g/dia de alcohol; 2: sujetos
con alcoholismo (A) (de acuerdo a criterios de la OMS); 3: pacientes con cirrosis hepatica por
alcohol (CH) (por criterios clinicos y estudios de gabinete). Se realizé la determinacién de las
células T-CD4, T-CD8 y NK en la fraccidn mononuclear periférica, la expresién de moléculas
relacionadas con activacion, actividad efectora, muerte y tréfico linfocitario, asi como citocinas
pro y anti-inflamatorias en los diferentes grupos. Los datos fueron analizados utilizando ANOVA,
analisis ortogonales y U-Mann Whitney, considerando significativa p<0.05. Resultados: Se
incluyeron 55 sujetos; 15 con A, 15 con CHy 25 CT donde el consumo de alcohol por dia fue mayor
en el grupo de CH; en los parametros celulares, no hubo diferencias en el nimero de leucocitos
circulantes; no obstante, se observé un aumento en los neutréfilos y monocitos del grupo con
CH, asi como una disminucién en el nimero y porcentaje de los linfocitos totales. Durante el
consumo croénico de alcohol se observaron cambios en la activacion de las T-CD4, en T-CD8 se
modificd la activacion, capacidad efectora y muerte celular. En las células NK, se observaron
cambios en activacién y muerte. En CH, disminuyd el numero de linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK, el
porcentaje de células T-CD8 y la viabilidad de las células T, asi como la activacidn, capacidad
efectora de las células T-CD8 y NK, muerte y trafico linfocitario de las tres subpoblaciones.
Conclusiones: Durante el alcoholismo las caracteristicas que se modifican son: la activacion,
capacidad efectora y muerte celular, es decir se afectan algunas funciones de los linfocitos T
cooperadores y citotoxicos. En cuanto a las citocinas el ambiente pro-inflamatorio participa de
forma activa a pesar de no presentarse modificaciones en las pruebas de funcién hepatica. Sin
embargo, las alteraciones se manifiestan en mayor nimero en pacientes con cirrosis hepatica
afectando las funciones de las tres poblaciones de linfocitos, principalmente en células citotdxicas
como: T-CD8 y NK, asi como los mediadores celulares pro y anti-inflamatorios.



2. ABREVIATURAS

A: Alcoholismo.
ALT: Alaninoaminotransferasa.
AST: Aspartatoaminotransferasa.

AUDIT: Prueba de Identificacion de
Trastornos por el Uso del Alcohol.

BHC: Biometria hematica.

CD: Células Dendriticas.

CH: Cirrosis Hepatica.

CHC: Carcinoma hepatocelular.
CK: Células de Kupffer.

CMN: Células mononucleares.
CT: Controles.

CYP2E1: Citocromo P450 2E1.
DNA: Acido desoxirribonucleico.

DSM-IV: Manual diagndstico y estadistico de
los trastornos mentales. 42 Edicion.

EHA: Enfermedad Hepatica por Alcohol.
ENA: Encuesta Nacional de Adicciones.

ENCODAT: Encuesta Nacional de Consumo
de Drogas, Alcohol y Tabaco.

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno.
FasL: Ligando de Fas.

FITC: Isocianato de Fluoresceina.

FSC: Forward Scatter, determina la
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GGT: y- Glutamiltransferasa.

GISAH: Global Information System on
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GM-CSF: Factor Estimulante de la Colonia de
Granulocitos-Macroéfagos.
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IFN-y: Interferén gamma.

IL: Interleucina.
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LPS: Lipopolisacarido.

MAST: Prueba de Deteccion de Alcoholismo
de Michigan.

Max: Maximo.
MEC: Matriz Extracelular.

MHC: Complejo
Histocompatibilidad.

Principal de

Min: Minimo.

NAD+: Nicotina Adenina Dinucledtido.



NADPH: Nicotina Adenina Dinucledtido
Fosfato.

NIAAA: National Institute on Alcohol Abuse
and Alcoholism.

NK: Células asesinas naturales.

NKG2D: Receptor activador de células NK
grupo 2, miembro D.

02-: Anidn superodxido.
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PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a
Patégenos.

PBS: Solucién salina amortiguadora de
fosfatos.

PE: Ficoeritrina.

PE-Cy5: Ficoeritrina-Cianina 5.

PerCP: Proteina Clorofila Peridinina.

PFH: Pruebas de funcionamiento hepatico.

PPAR: Receptor Activado por el Proliferador
de Peroxisomas.

Px: Pacientes.
QS: Quimica sanguinea.

RRP: Receptores de Reconocimiento de
Patrones.

SBF: Suero Bovino Fetal.

SREBP-1c: Proteina 1c de Unién a los
Elementos Reguladores del Esterol.

SSC: Side Scatter, determina la dispersiéon
lateral.

TC: Tomografia Computarizada.
TLR-4: Receptor tipo Toll 4.
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa.

TRAIL: Ligando Inductor de Apoptosis
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VCM: Volumen Corpuscular Medio.

VHC: Virus Hepatitis C.
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Figura 29. Cambios fenotipicos observados en los linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK de pacientes con
cirrosis hepatica por alcohol.
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4. INTRODUCCION

4.1 Consumo de alcohol en el mundo

El alcohol etilico o etanol es una sustancia psicoactiva con propiedades causantes de
dependencia, es consumido en todo el mundo y ha sido usado por diversas culturas durante siglos
(OMS, 2015; Liangpunsakul, S., et al, 2016).

Debido a su consumo excesivo, cada afio se producen 3.3 millones de muertes, lo que representa
un 5.9 % de todas las defunciones (OMS, 2015) siendo el factor causal de mds de 200
enfermedades, trastornos mentales y de conducta, asi como accidentes y violencia que impone
cargas sanitarias, sociales y econdmicas a la sociedad (OMS, 2015; Mathurin, P. et al, 2015).

El Sistema de Informacidon Global sobre Alcohol y Salud (GISAH, por sus siglas en inglés) reporté
en 2010, que el consumo de alcohol per capita es alto en paises desarrollados; sin embargo, se
puede encontrar un alto consumo por bebedor en todas las regiones (WHO, 2018), por ejemplo:
Europa oriental tiene el mayor consumo per cépita con 15.7 L por persona (8.1 L por mujer y 24.9
L por hombre), mientras que la region de Africa del Norte / Medio Oriente tuvo el menor consumo
de alcohol per cépita por adulto, con 1.0 L por persona (0.2 L por mujer y 1.7 L por hombre)
(Liangpunsakul, S., et al, 2016; Rehm, J., et al, 2013), en comparacién con América del Norte
donde el consumo promedio es de 6-8 Ly de 4 a 6 L en México (Spanagel, R., 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Consumo de alcohol per capita por adulto en litros de alcohol puro (L/adulto).

El GISHA también establece que por patrén de consumo, en todo el mundo, 62 % de hombres y
mujeres se abstuvieron de beber alcohol en los ultimos 12 meses, 7.5 % de los bebedores
presentan al menos un episodio de consumo excesivo de alcohol por mes y en paises como
Bielorrusia, Belice, Granada, Guatemala, Kazajstan, México, Namibia, la Federacién Rusa,
Sudafrica, Ucrania y Zimbabwe presentan un elevado patrén de riesgo (WHO, 2018).



Cuando se consume alcohol, éste afecta de diferentes maneras y sus efectos son complejos ya
gue dependen de varios factores separados pero relacionados, como la cantidad que se consume
(dependiente del nimero de bebidas estandar), que tan frecuente (agudo o crénico), la velocidad
(en cuento tiempo se consumen las bebidas), el sexo del consumidor, edad, el sistema u érgano
entre otros (Goral, J., et al, 2008; NIAAA, 2017). Si bien no existe un Unico factor dominante,
cuantos mas factores converjan en una persona, mas probable serd que esa persona desarrolle
problemas relacionados con el alcohol como consecuencia de su consumo (OMS, 2015).

4.2 Bebida estandar

Una bebida estandar es cualquiera que contenga aproximadamente 14 gramos de alcohol puro
(aproximadamente 0.6 onzas liquidas o 1.2 cucharadas) (NIAAA, 2017). (Figura 1)
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Figura 2. Equivalentes de una bebida estdndar seguin el NIAAA (Medidas en mL aprox.). Tomado de NIAAA.

Desde el punto de vista sanitario tiene mayor relevancia determinar los gramos de alcohol
absoluto ingeridos. Para realizar este calculo se utiliza la siguiente férmula:

Gramos de alcohol = (G° x ml x 0.8)/100
Donde:
G°= Graduacion alcohdlica de la bebida, la cual se puede visualizar en la etiqueta de la misma.

ml= Cantidad de bebida consumida expresada en mililitros.
0.8= Peso especifico del alcohol.



4.3 Patrones de consumo de alcohol

Existe un amplio espectro de definiciones en lo que se refiere al consumo de bebidas alcohdlicas,
partiendo desde el consumo ligero esporadico y relacionado a eventos sociales, hasta formas de
ingesta excesiva como el consumo diario excesivo, asi como los episodios repetidos de beber
hasta la intoxicacidn, consumos de alcohol que causan daio fisico o mental y el consumo cuyo
resultado es el desarrollo de dependencia (alcoholismo).

El consumo de alcohol puede tener un impacto no solo en la incidencia de enfermedades, lesiones
y otras condiciones de salud, sino también en el curso de los trastornos mentales y sus resultados
en los individuos. Las consecuencias para la salud del consumo de alcohol varian segun la
extensiéon y el método de uso (excesivo, agudo o crénico) y depende de numerosos factores
ambientales e individuales como: las caracteristicas demogréficas, la cantidad de consumo de
alcohol, la frecuencia, la duracién, la calidad de alcohol y el patrén de consumo varian entre los
consumidores.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), National Institute on Alcohol Abuse and
Alcoholism (NIAAA) y la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco (ENCODAT)
se pueden apreciar varios tipos de consumo:

Consumo moderado: Definido como el consumo de 1 hasta 2 bebidas estandar por dia (14-30 g)
para las mujeres y de 2 a 3 bebidas por dia (30-40 g) para los hombres (NIAAA, 2017).

El NIAAA acota una definicidon de consumo de bajo riesgo, el cual es definido como el consumo de
no mas de 3 bebidas estandar en un solo dia (40 g) y no mas de 7 bebidas por semana (98 g) para
las mujeres. En los hombres, se define como el consumo no mayor de 4 bebidas en un solo dia
(56 g) y no mas de 14 por semana (196 g). Investigaciones realizadas por el NIAAA demuestran
gue alrededor de 2 de cada 100 personas que beben dentro de estos limites, tienen un trastorno
por consumo de alcohol.

Consumo de riesgo: Patrén de consumo que aumenta el riesgo de consecuencias adversas para el
bebedor o para los demas. Los patrones de consumo de riesgo son importantes para la salud
publica a pesar de que el individuo auin no haya experimentado ningun trastorno y se define como
el consumo regular diario 2 a 3 bebidas estandar al dia (20-40 g) en mujeres, y de 4 a 6 bebidas
estandar (40-60 g) en hombres.

Consumo perjudicial o excesivo: Aquel que conlleva consecuencias para la salud fisica y mental,
aungue algunos también incluyen las consecuencias sociales entre los dafios causados por el
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alcohol. Consumo regular diario de 4 o mds bebidas estandar (50 g) en mujeres y de mas de 5
bebidas estandar en hombres (70 g) en el Ultimo mes (NIAAA, 2017).

Dependencia: Conjunto de fendmenos conductuales, cognitivos y fisiolégicos que aparecen
después del consumo repetido de alcohol. Estos fendmenos incluyen deseo intenso de consumir
alcohol, dificultad para controlar el consumo, persistencia del consumo a pesar de las
consecuencias perjudiciales, mayor prioridad al consumo frente a otras actividades y
obligaciones, aumento de la tolerancia al alcohol y abstinencia fisica cuando el consumo se
interrumpe. Generalmente implica ingesta diaria de alcohol mayor a 50 g en mujeres y 70 g en
hombres por al menos 5 afios consecutivos.

El NIAAA y la ENCODAT incluyen dos categorias mas de consumo, denominadas Binge Drinking o
Consumo consuetudinario:

Binge Drinking: Definido como un patréon de consumo que eleva los niveles de concentraciéon de
alcohol en la sangre (BAC) a 0.08 g/dL. Esto generalmente ocurre después de consumir 4 bebidas
para mujeres y 5 bebidas para hombres, en aproximadamente 2 horas (NIAAA, 2017).

Consumo consuetudinario: Aquellas personas que por lo menos una vez a la semana consumen 5
bebidas estandar o mas en una sola ocasion en el caso de los hombres, o0 4 bebidas o mas en una
sola ocasidn para las mujeres (ENCODAT, 2017).

4.4 Consumo de alcohol en México

En la actualidad el alcohol constituye la principal droga de adiccidén. De acuerdo a informes de la
OMS, el alcohol se encuentra entre los tres primeros factores de riesgo de enfermedades en
paises como México y a su vez las afecciones por el consumo de alcohol figuran entre los 10
primeros trastornos de importancia (OMS, 2003).

En Meéxico, la 42 causa de mortalidad estd relacionada con enfermedades del higado,
particularmente aquellas que estan relacionadas directamente con el consumo de alcohol como
la Enfermedad Hepatica Alcohdlica (EHA) donde hubo 14,176 defunciones. De acuerdo al sexo,
en hombres ocupa la 52 causa con 12,999 defunciones y en mujeres la 62 con 1,175 en 2017. Otra
enfermedad que se encuentra dentro de las primeras 20 causas de mortalidad en los hombres es
el sindrome de dependencia alcohdlica reportdandose 2,215 defunciones durante el 2017 (INEGI,
2017).

De acuerdo a la ENCODAT 2017, el consumo de alcohol entre la poblacién de 18 a 65 anos, fue
mayor que en los adolescentes y sigue en aumento desde el 2002. La prevalencia de consumo de
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alcohol alguna vez en la vida fue de 77.3 % y el consumo durante el ultimo afio fue de 53.3 %, en
tanto, el consumo en el Ultimo mes incrementd a 39.9 % y el consumo diario aumentd hasta 3 %
siendo mayor en los hombres (5 %); de acuerdo al consumo consuetudinario este incremento
hasta el 9.3 % con respecto a 2011 (ENCODAT, 2017).

La cerveza sigue siendo la bebida de preferencia de la poblacidn mexicana, mds de la mitad de la
poblacion masculina la consume (53.6 %) y una tercera parte de la poblacién femenina (29.3 %),
en segundo lugar se encuentran los destilados (23.6 %), en tercero los vinos de mesa (6.6 %), las
bebidas preparadas (4.4 %) y por ultimo el aguardiente y el alcohol de 96° (ENA, 2011; ENCODAT,
2017).

En cuanto al consumo per capita, la poblacion mexicana reporta ingerir 4.9 litros de alcohol puro,
de acuerdo al sexo los hombres consumen en promedio 7.9 litros y las mujeres 2.1 litros. Por
rango de edad el grupo de 18 a 29 aiios es el que presenta el consumo per cdpita mas elevado 7.6
litros, mientas que en aquellos de mas de 40 afios el consumo se reduce hasta 2.5 litros. Los
estados de Aguascalientes (8 L), Jalisco (7.9 L) y Nuevo Ledn (7.4 L) reportan mayor consumo per
capita en comparacién con el consumo nacional.

De los consumidores de alcohol en el ultimo afio, cerca de 700 mil personas han acudido a
tratamiento (2.2 %), mientras que los consumidores que presentan dependencia en el Gltimo afio,
la cifra disminuyé a 262,053 personas (14 %). De acuerdo al sexo, las mujeres asisten menos a
recibir tratamiento en comparacién con los hombres (0.5 % y 3.2 %). Por tipo de tratamiento
recibido por consumidor con dependencia en el ultimo afio, se ha observado que la mayoria han
estado en un anexo (32.4 %), tratamiento por desintoxicacién (24.8 %) y por tratamiento
psiquiatrico menos del 10 %.

Al analizar las necesidades de atencidn por el consumo de alcohol para la poblacidn, los datos
indican que el 2.2 % de los usuarios con dependencia y 4 % de los que abusan del alcohol
requieren algun tipo de ayuda o intervencidn, es por esto que es de suma importancia promover
campanas de prevencion, promocién e informacidn en la poblacién mexicana.
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4.5 Enfermedad Hepatica Alcohdlica

La Historia Natural de la Enfermedad Hepatica por Alcohol (EHA) incluye varios escenarios entre
los que se encuentran la esteatosis (higado graso), la esteatohepatitis (higado graso e
inflamacién), incluida la hepatitis alcohdlica (HA), fibrosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular
(CHC) (Gao, B., Bataller, R., 2011). Estas etapas no son necesariamente distintas sino mas bien,
son multiples etapas que pueden estar presentes simultdneamente en un individuo (O'Shea, R.

S., etal, 2010).

Severidad
o
Hepatitis 4
aIcohélica}
|
|
: |
Fibrosis |
Cirrosis
Falla hepatica 1

A 4
HCC =P Muerte

FIGURA 3. Historia Natural de la EHA. Tomado y modificado de Mathurin, P., Bataller, R., 2015.

4.5.1 Esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica es una respuesta temprana al consumo de alcohol que se caracteriza por
la acumulacidn excesiva de grasa en los hepatocitos, principalmente triglicéridos, fosfolipidos y
ésteres de colesterol (Gao, B., Bataller, R.,, 2011; Theise N. D., 2013). Se desarrolla
aproximadamente del 80-90 % de las personas que beben mas de 60g al dia de alcohol pero
también hay personas que son susceptibles a desarrollarlo con una menor cantidad (Nagy, L.E.,
2015). El higado graso alcohdlico, es asintomatico, no tiene complicaciones y se reporta que es
completamente reversible con la abstinencia después de 4-6 semanas (O'Shea, R. S., et al, 2010).
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Aungque la esteatosis “pura” se considera clinicamente benigna, la acumulacion excesiva de grasa
propicia a que los hepatocitos sean vulnerables al ataque del “segundo golpe” generado por el
estrés oxidativo, asi como a la secrecidon de citocinas pro-inflamatorias lo que conlleva a la
progresién hacia esteatohepatitis (Wang, Z. G. et al, 2016). Los hepatocitos que se ven afectados
son los de la zona 3 (perivenular), aunque también puede afectar a los hepatocitos de lazona 2y
1 (periportal) cuando el dafio es mayor (Gao, B. & Bataller, R., 2011).

Los primeros estudios indican que el consumo de alcohol aumenta el suministro de lipidos al
higado desde el intestino delgado, lo que aumenta la movilizacién de acidos grasos del tejido
adiposo y la absorcidn de estos por el higado; sin embargo, la contribucidn de estos mecanismos
durante al desarrollo del esteatosis después del consumo de alcohol a largo plazo auin no es clara
(Wang, Z. G. et al, 2016; Gao, B. & Bataller, R., 2011).

A nivel metabdlico se sabe que el consumo de alcohol aumenta la proporcién de Nicotina Adenina
Dinucledtido (NAD+) / Nicotina Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH) en los hepatocitos.
Estudios recientes indican que la exposicion al alcohol, regula los factores asociados al
metabolismo lipidico, estimulando la lipogénesis e inhibiendo la oxidacién mitocondrial de los
acidos grasos, principalmente a través de la inactivacién del receptor activado por el proliferador
de peroxisomas (PPAR) que controla la transcripcién de una variedad de genes implicados en el
transporte de 4cidos grasos libres y la oxidacidon (Res, C. & Kaser, S., 2016).

También se conoce que el etanol aumenta la sintesis de dcidos grasos en los hepatocitos mediante
la regulacion positiva de la proteina 1c de unién a los elementos reguladores del esterol (SREBP-
1c), factor de transcripcién que promueve la sintesis de acidos grasos a través de la regulacién
positiva de genes lipogénicos. Por lo que el consumo de alcohol, podria aumentar directamente
la trascripcién del gen SREBP-1c a través del acetaldehido o regularla indirectamente activando
procesos y factores que estimulan su expresion como la respuesta del reticulo endopldsmico al
estrés celular. Se ha demostrado que la inhibicién de SREBP-1c en ratones reduce el higado graso
inducido por el etanol, lo que explica su papel (Res, C. & Kaser, S., 2016; Osna, N. A. et al, 2017).

4.5.2 Esteatohepatitis

La esteatohepatitis estd caracterizada por esteatosis centrilobular, balonamiento de los
hepatocitos, cuerpos de Mallory, fibrosis perivenular, fibrosis pericelular e infiltracion de células
inflamatorias como neutréfilos y linfocitos, lo anterior es importante debido a que es un
prerrequisito para la progresion a fibrosis y cirrosis (Theise N. D., 2013; Marsano L. S., et al, 2016).
El mecanismo molecular de progresidon de esteatosis a esteatohepatitis involucra interacciones
complicadas entre los efectos directos de los metabolitos toxicos del etanol sobre los diferentes

14



tipos celulares en el higado, la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno y la respuesta
inflamatoria sobreactivada.

El acetaldehido, producto del metabolismo del etanol en el higado, juega un papel importante en
el desarrollo de la esteatohepatitis alcohdlica. Es un compuesto reactivo y altamente toxico para
los hepatocitos ya que se une tanto a proteinas como al acido desoxirribonucleico (DNA), lo que
conduce no solo a sus cambios funcionales, sino también a la activacion del sistema inmune
adaptativo y a la infiltracidn de células inmunitarias en el tejido dafiado.

El estrés oxidativo genera un desbalance entre la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y la capacidad antioxidante celular, se cree que juega un papel critico en la transicion de
esteatosis simple a esteatohepatitis. Muchas vias se han sugerido que contribuyen a la aparicion
de estrés oxidativo en respuesta a la exposicidén crdénica al etanol (Galicia, M. & Gutiérrez, G.,
2014).

En los hepatocitos, la activacion del citocromo P450 2E1 (CYP2E1) y el dafio mitocondrial parecen
desempeiiar un papel central en la induccion del estrés oxidativo celular. CYP2E1 es altamente
inducible y presenta una alta actividad catalitica para el etanol, durante su ciclo catalitico, genera
una cantidad significativa de ERO, que posteriormente puede provocar dano celular,
lipoperoxidacién lipidica y dafio mitocondrial (Galicia, M. & Gutiérrez, G., 2014; Ceni, E., et al,
2014).

Los efectos perjudiciales del consumo crénico de alcohol sobre la mitocondria han sido bien
documentados. La exposicidon a largo plazo estd asociada con una actividad reducida de las
enzimas clave en la cadena respiratoria mitocondrial y una disminuciéon de la utilizacién de
oxigeno por las mitocondrias. El alcohol también conduce a la ruptura entre el complejo I y el
complejo I de la cadena de transporte de electrones, lo que conduce a una produccion elevada
de anién superoxido (O2-) (Ceni, E., et al, 2014).

Ademas, el consumo cronico de alcohol estd asociado con el dafio de la membrana mitocondrial,
posiblemente debido a la acumulacién de acetaldehido, lo que conduce a una absorcién
defectuosa de glutation (GSH), que sensibiliza a los hepatocitos a la muerte celular inducida por
el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) (Galicia, M. & Gutiérrez, G., 2014)

Ademas de los hepatocitos, se identifico la activacidn de las células de Kupffer (CK) como un
elemento central en el desarrollo de la esteatohepatitis.

La exposicion crénica al alcohol resulta en el sobrecrecimiento de bacterias gram-negativas lo que
propicia el aumento de la permeabilidad intestinal, lo que lleva a la traslocaciéon de
lipopolisacarido (LPS) desde la luz intestinal hacia la circulacién portal. EIl aumento de LPS
circulante induce la activacién de las CK en el higado, ya que interactua con el receptor tipo Toll
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4 (TLR-4), lo que resulta en la producciéon de estrés oxidativo y citocinas pro-inflamatorias,
incluido TNF-a, el cual desempeiia un papel fundamental en la muerte del hepatocito (Stickel, F.,
etal, 2017).

4.5.3 Fibrosis/Cirrosis

La fibrosis hepatica es una respuesta de cicatrizacién al dafio hepatico crénico. Se caracteriza por
el depdsito excesivo de colagena y otras proteinas de matriz extracelular, principalmente las
derivadas de la activacion de células estelares (HSC). Los principales estimulos para la activacion
de las células estelares durante el consumo crénico de alcohol, incluyen al acetaldehido vy las
citocinas pro-inflamatorias producidas por las células de Kupffer en respuesta al LPS, a través de
interacciones con su receptor (Wang, Z. G. et al, 2016).

La activacion crénica repetida de la respuesta conduce al mal funcionamiento del tejido y a la
progresién rapida a cirrosis (la fase mds avanzada de la fibrosis) en la mayoria de pacientes
ocurriendo después de un intervalo de 15 a 20 afios (Friedman SL, 2008). La cirrosis puede llevar
a complicaciones graves relacionadas con la hipertension portal, ascitis, falla renal, encefalopatia
y sangrado de varices esofagicas (Toosi, A. E., 2015; Bataller, R. & Brenner, D. A., 2005; Pinzani,
M., 2015).

Aunque la cirrosis es el resultado comun de la fibrogénesis progresiva hay distintos patrones de
desarrollo fibrético relacionado con la enfermedad subyacente causante de la fibrosis. Diferentes
patrones de evolucion profibrogénica han propuesto diferentes fases: 1. La localizacidon
topografica del dano tisular, ocasionada por la lesién primaria 2. La concentracién relativa de
factores profibrogénicos y fibrinoliticos debido a la activacidon de las células efectoras, 3. Los
mecanismos fibrogénicos prevalentes que produciran la Matriz Extracelular (MEC) que se
empalma con 4. Deposicidn dinamica e insuficiente reabsorcién de la MEC lo que promueve la
progresién a fibrosis (Pinzani, M., 2015, Rockey, D. C., et al, 2015). Ademas, estos patrones
diferentes implican la participacidn de diferentes efectores celulares del proceso fibrogénico que
se resumen en 3 principales grupos: 1. Activacién cdénica de la reacciéon de cicatrizacién 2.
Mecanismos moleculares relacionados con el estrés oxidativo y 3. El desarreglo de la llamada
interaccion epitelio mesénquima conduciendo a la generacién de colangiocitos reactivos y fibrosis
peribiliar (Pinzani, M., 2015).

La fibrosis hepatica es el resultado de la cicatrizacidn del higado a lesiones repetidas, pero no sélo
implica la formacidon de cicatriz, sino también involucra la distorsién del parénquima hepatico
debido a la formacion de septos, nddulos ademas de la alteracion de la arquitectura vascular
(Friedman, S. L., 2008) y la pérdida de equilibrio entre la regeneracién y la reparacion (Lee, U. E.
& Friedman, S. L., 2011). Después de un dafo agudo, las células del parénquima regeneran y
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reemplazan a las células necréticas o apoptdticas. Este proceso esta asociado con la respuesta
inflamatoria y la deposicién de MEC. La distribucion del material fibrético depende del origen del
dafio hepdtico, en el daio inducido por el consumo crénico de alcohol se localiza en areas
pericentrales y perisinusoidales.

Durante el desarrollo de fibrosis se produce una interaccion compleja entre diferentes tipos de
células asi como componentes de la MEC para encapsular la lesion (Toosi, A.E., 2015; Friedman,
S. L., 2008).

4.6 Factores asociados a la Enfermedad Hepatica Alcohdlica

4.6.1 Edad

No esta completamente claro cémo la edad modifica la progresién de la EHA, personas de todas
las edades beben; sin embargo, la edad se considera un predictor de daiio (Masson, S., et al, 2014)
ya que la mayoria de las personas que ingresan en hospitales y presentan EHA tienen entre 45 y
64 afios. También se conoce que los adultos mayores de 65 afios son mas vulnerables y una alta
proporcién de ellos cumplen con los criterios para el abuso y dependencia del alcohol ademas de
mostrar mayor grado de deterioro inducido por el consumo de etanol que las personas jévenes
(Osna, N. A,, et al, 2015; Schwartz, J. M. & Reinus, J. F., 2012).

4.6.2 Género

Los datos epidemioldgicos muestran que las mujeres son mas susceptibles al dafio hepatico
generado por el alcohol que los hombres debido a las bajas concentraciones de alcohol
deshidrogenasa gastrica lo que disminuye la capacidad para oxidar el alcohol, este déficit permite
gue haya una cantidad mayor de etanol en la circulacién del portal, exponiendo al higado a una
concentracion mas alta de alcohol. En las mujeres se encuentra una alta proporcién de grasa
corporal y posiblemente también exista algun efecto de los estrégenos (Schwartz, J. M. & Reinus,
J. F., 2012; Mumenthaler, M. S. et al, 1999; Osna, N. A. et al, 2015).

4.7 Diagndstico

El diagndstico de EHA se basa en una combinacién de caracteristicas, que incluye: 1) Historia de
ingesta de alcohol; 2) Evidencia clinica de la enfermedad hepatica; 3) Pruebas de laboratorio y
técnicas no invasivas. Desafortunadamente, la capacidad para detectarlos estd limitada por los
factores del paciente y el médico, asi como las deficiencias del laboratorio de diagnéstico.
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En pacientes con EHA temprana, los estigmas de abuso de alcohol como la pérdida de musculo,
desnutricidon, signos de neuropatia periférica pueden estar presentes, pero a menudo los
pacientes son totalmente asintomdticos por lo que los médicos subestiman los problemas
relacionados con el consumo de alcohol, en este punto los hallazgos fisicos como la evidencia del
laboratorio no pueden ser utilizados como diagndsticos. Por lo tanto, el clinico debe tener un
umbral bajo para plantear el problema de una posible EHA y debe confiar en la evidencia indirecta
de abuso de alcohol, como cuestionarios, informacién de miembros de la familia o pruebas de
imagen para fortalecer o confirmar su sospecha clinica.

La historia de ingesta de alcohol ofrece datos aproximados del patrén de consumo, es decir, la
frecuencia del consumo, la cantidad y la velocidad del alcohol ingerido, asi como las
consecuencias sociales o psicolégicas del abuso de alcohol, en general el médico no puede
controlary, por lo tanto, es dificil reconocer y tratarlo de forma adecuada. Es por esto, que echan
mano de diversas herramientas como cuestionarios para detectar la dependencia, el abuso, asi
como el riesgo que presenta el consumo de alcohol en el individuo como el cuestionario CAGE
(Cut down, Annoyed, Guilty, Eye opener) que detecta bebedores rutinarios, la Prueba de
deteccion de Alcoholismo de Michigan (MAST, por sus siglas en ingles), la Prueba de Identificacion
de Trastornos por el Uso del Alcohol (AUDIT). El uso de una entrevista estructurada utilizando
estos instrumentos permite conocer el consumo de alcohol de por vida.

El examen fisico en pacientes con EHA puede variar desde lo normal hasta aquellos que sugieren

cirrosis avanzada. Aunque las caracteristicas del examen fisico generalmente tienen una
sensibilidad baja, incluso para la deteccidn de cirrosis las caracteristicas especificas de EHA son
dificiles de identificar.

Algunas de las caracteristicas del examen fisico también pueden llevar alguna informacién de
pronéstico independiente, con la presencia de caracteristicas especificas asociadas con un mayor
riesgo de mortalidad en 1 afio.

Estos incluyen (con sus riesgos relativos asociados): encefalopatia hepatica, presencia de venas
visibles a través de la pared abdominal anterior, edema, ascitis y debilidad.

Aunque esto es algo util clinicamente, los hallazgos del examen fisico deben interpretarse con
cautela, porque existe una heterogeneidad considerable en la evaluacién de cada una de estas
caracteristicas cuando participan diferentes examinadores.

Debido a que el higado tiene multiples funciones (bioquimicas, sintéticas y excretoras) no
permiten que un sélo examen de laboratorio o un panel de pruebas sean capaces por completo
para valorar dichas funciones. Sin embargo, se cuenta con algunas pruebas especificas y sensibles
gue valoran estrictamente su funcionamiento y se utilizan como marcadores de dafio. Estas
pruebas son: aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y la y-
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Glutamiltransferasa (GGT), albumina, tiempo de protrombina, factores de coagulacién vy
bilirrubinas. Otras pruebas de laboratorio como el Volumen Corpuscular Medio (VCM),
hemoglobina y el recuento de plaquetas también son utilizadas.

Los estudios de imagen se han utilizado para diagnosticar la presencia de EHA, pero no tienen un
establecimiento del alcohol como etiologia especifica. Sin embargo, el diagnéstico se puede
sugerir mediante ecografia, Tomografia Computarizada (TC) o por Imagen por Resonancia
Magnética (IRM).

4.8 Tratamiento

El tratamiento de la EHA estd basado en la etapa de la enfermedad en que se encuentre el
paciente, siendo la abstinencia la intervencion terapéutica mds importante ya que se ha
demostrado que mejora el resultado y las caracteristicas histoldgicas de la lesidon hepdtica, ya que
reduce la presion portal, la progresién a cirrosis y mejora la supervivencia en todas las etapas.

La reincidencia es un riesgo importante en todos los pacientes y puede suceder en cualquier
momento después de la abstinencia. Por esto, se han probado varios medicamentos para ayudar
a sostener la abstinencia, uno de los primeros agentes utilizados fue el disulfiram aprobado por
la FDA en 1983, sin embargo, una revisién concluyd que habia poca evidencia de que el disulfiram
mejore la abstinencia y debido a su poca tolerabilidad, su uso ha sido suplantado por otros
medicamentos.

La naltrexona, antagonista opioide que controla el deseo del consumo de alcohol fue aprobado
en 1995 para el tratamiento del alcoholismo, aunque también se ha demostrado que causa dafo
hepatocelular. Sin embargo, una revisiéon sistematica reporté que el uso de naltrexona y
nalmefeno en 29 ensayos clinicos aleatorizados concluyo que el tratamiento a corto plazo reduce
el riesgo de recaida.

El acamprosato reduce los sintomas de abstinencia, incluido el deseo de tomar alcohol pero no
se conocen sus efectos sobre la supervivencia. En los alcohdlicos desintoxicados, se ha
demostrado que disminuye la tasa de recaida, mantiene la abstinencia y disminuye la severidad
de la recaida, cuando ocurre.

4.9 Sistema inmune y consumo de alcohol
Los resultados obtenidos en diversos estudios establecen que el abuso del alcohol, el “binge

drinking”, el consumo moderado o excesivo, pero sobre todo el consumo crénico, estan asociados
con pérdida de la inmunocompetencia, donde se ve afectada tanto la inmunidad innata como la
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adaptativa. Esta pérdida puede ser parcialmente responsable del aumento en la incidencia de
enfermedades infecciosas y tumores (Zhang, H., et al, 2015). Estos cambios en el sistema inmune
incluyen pérdida o redistribucion de las células de sangre periférica, del bazo, los ganglios
periféricos, el timo y la médula ésea, lo que genera un desbalance entre las subpoblaciones
linfocitarias; aunque se ha reportado que la mayoria de las células que se pierden del bazo
parecen ser células B y células T. Otros estudios sugieren que las células que disminuyen son las
células mononucleares. Sin embargo, aun se desconoce la razon de este desbalance, lo cual no
solo es importante a nivel de la defensa inmune, sino que también puede tener un efecto sobre
el higado. Lo anterior ha sido determinado en humanos y en diferentes modelos animales (Arteel,
G., 2008; Goral, J. et al, 2008; Helm, R. et al, 1996; Jerrels, T. R. et al, 1992).

4.9.1 Inmunidad Innata

La respuesta del sistema inmune innato a una infeccidn, a una lesién aguda o crénica se manifiesta
como inflamacidn, esta respuesta esta disponible de inmediato pero no es especifica. El propdsito
de la inflamacién es contener la infecciéon permitiendo el acceso rapido de las células inmunes
hacia el sitio de la infeccién ademas de promover la restauracién una vez que el patégeno ha sido
eliminado. Este proceso involucra multiples citocinas y células inmunes. Dentro de las células
inmunes innatas se encuentran las células asesinas naturales (NK), los neutrdfilos, los
monocitos/macrofagos y las células dendriticas (CD) que expresan receptores de reconocimiento
de patrones (RRP) los cuales, reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP’s)
como el LPS. La mayoria de estas células son fagocitos: células que ingieren a otras o desechos
celulares a través de la fagocitosis. La interaccion entre RRP y PAMP’s activa las células para
fagocitar patégenos y secretar citocinas y quimiocinas, lo que resulta en una respuesta
inflamatoria y la movilizaciéon de las células inmunes hacia el sitio de infeccion. Ademas, los
monocitos procesan y presentan péptidos derivados de antigenos unidos a moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) sobre la superficie celular a linfocitos T virgenes
activandolos e iniciando la respuesta inmune adaptativa (Barr, T. et al, 2016; Spiering, M.J., 2015;
Murphy, K., et al, 2009).

Los mecanismos de activacién de la inmunidad innata durante el consumo del alcohol incluyen la
hepatotoxicidad directa, la produccion de EROs y el estimulo de las CK para la posterior
produccién de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, citocinas hepatoprotectoras como IL-6 y
anti-inflamatorias como IL-10, lo que desempefia un papel compensatorio en la mejora de EHA.
Se sabe que el consumo crdénico de alcohol aumenta la permeabilidad intestinal, lo que resulta en
concentraciones elevadas de LPS el cual, activa las CK para producir EROs y el TNF-a mediante
vias independientes de MyD88 y dependientes de TRIF, lo que lleva a la inflamacién y dafio del
higado.
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4.9.1.1 Células NK

Las células NK son linfocitos grandes con abundantes granulos citoplasmaticos, que tienen la
capacidad de reconocer o eliminar células anormales como las tumorales o infectadas por virus,
sin la necesidad de inmunizacidén o activaciéon previa.

Esto se debe a su capacidad destructora que puede ser directa, dada por la liberacién de granulos
citoliticos hacia la superficie de la célula blanco unida, donde las proteinas efectoras que
contienen penetran en la membrana celular e inducen apoptosis, o la mediada por anticuerpos,
gracias a la presencia del receptor CD16 en su membrana (Murphy, K., et al, 2009; Batallas, Z. K.
etal, 2012).

De cualquier modo, la muerte por linfocitos citoliticos se desencadena por receptores invariables
que reconocen componentes en la superficie de las células infectadas y su funcién en la defensa
yace en las fases tempranas de infeccién (Murphy, K., et al, 2009).

Fenotipicamente las células NK se pueden identificar como linfocitos CD3-, CD56+, CD16+,
marcadores que definen este grupo celular (Gao, B., et al, 2009).

Las células NK juegan un papel fundamental en el paso de una respuesta inmune innata a una
adquirida, ya que intervienen regulando otras poblaciones celulares, asi como en la maduracién
de otras células (Murphy, K. et al, 2009).

A nivel sistémico, se ha demostrado tanto en humanos como en ratones que el consumo crénico
de alcohol reduce la cantidad de células NK en periferia, provocando baja actividad citotdxica y
un desbalance entre las subpoblaciones linfocitarias (Szabo, G., 1999; Zhang, H. & Meadows, G.
G., 2008). Se desconoce la razon de este desbalance pero se sugiere que puede suceder por
disminucion en la generacion de timocitos (Cook, R. T., et al, 2007) y/o por apoptosis de los
linfocitos (Alhomsi, K., et al, 2008).

Esta modificacién en las subpoblaciones de linfocitos no solo es importante a nivel de la defensa
inmune, también puede tener un efecto sobre el higado (Arteel, G., 2008) y ha recibido mucha
atencidén en el pasado, ya que varios estudios independientes destacaron su papel antifibrético
(Radaeva, S., et al, 2006), en particular, las células NK son capaces de detectar e inducir apoptosis
en las HSC activadas. Recientemente, se demostrd que el consumo crénico de etanol atenua los
efectos antifibroéticos de las células NK en el higado (Jeong, W. |., et al, 2008), con lo cual se explica
la participacion del etanol en la aceleracién de la fibrosis hepatica.
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4.9.2 Inmunidad Adaptativa mediada por células T

La respuesta inmune adaptativa se distingue de la inmunidad innata por la capacidad de general
memoria inmunoldgica o inmunidad protectora contra la enfermedad (Murphy, K., et al, 2009).

Esta respuesta implica la proliferacion de células T especificas de antigeno, la memoria
inmunoldgica, la activacion de células By la produccién de anticuerpos inmunitarios siendo todos
componentes de defensa antimicrobiana eficaz del huésped para la eliminacidn de patégenos y
la proteccion del mismo contra futuras infecciones.

Sin embargo, este complejo proceso puede verse perturbado por los efectos moduladores del
alcohol sobre los diferentes componentes celulares de sistema inmune innato y adaptativo. Estos
efectos moduladores, se producen no solo en individuos adultos o modelos animales, sino que
también pueden modular las funciones de las células inmunes.

Las células que comprenden el sistema inmune adaptativo son las células T que expresan el co-
receptor de células T CD4+, conocidas como células T cooperadoras y desempefian un papel
critico en la activacion y maduracién de monocitos, células T citotdxicas y células B.

Las células T CD8+ o células T citotéxicas que eliminan las células infectadas con patdgenos
intracelulares, asi como células tumorales o bajo estrés celular.

4.9.2.1 Células T Citotéxicas

Son células encargadas de las funciones efectoras de la inmunidad celular, mediante la
interaccion péptido-complejo principal de histocompatibilidad tipo | (CMH-I); reconocen células
infectadas por patdgenos o células dafadas o anormales, cuando un virus o patdgeno infecta a
una célula o se vuelve cancerosa, los fragmentos de proteinas dafiadas se transportan hacia la
superficie celular y se presentan en el CMH- |. Una célula cuyo receptor se ajusta a un antigeno
presentado en CMH-I se une al antigeno, lo que resulta en la activacidén celular. Las células T
citotdxicas activadas comienzan a proliferar en células T de memoria que contribuye a la memoria
inmunolégica o efectoras. Las células T citotoxicas efectoras destruyen a la célula blanco vy
segregan una serie de moléculas como perforinas y granzimas, que van a conducir a su apoptosis.

4.9.2.2 Células T Cooperadoras

Células que se encargan de iniciar la cascada de la respuesta inmune, que es coordinada mediante
la interaccion péptido-complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (CHM-II). Cuando se activan
los linfocitos CD4+ se especializan, diferencidandose a su vez en linfocitos efectores, los cuales se
van a distinguir por el tipo de citocinas que producen:
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Th1: Que migran a los tejidos infectados y colaboran en la activacion de los macréfagos, ya que
los Thl segregan INF-y; los Thl son importantes en la defensa frente a los microorganismos
intracelulares y la inflamacién.

Th2: Que permanecen sobre todo en los tejidos linfoides y colaboran en la activacion de los
linfocitos B; estos segregan principalmente IL-4 e IL-5. Los Th2 son importantes en las reacciones
alérgicas y en la defensa frente a pardasitos.

Th17: Denominadas asi porque segregan IL-17, ademas de IL-22; son los principales mediadores
de las reacciones alérgicas y parecen estar implicados en el desarrollo de diferentes
enfermedades como la esclerosis multiple, la artritis reumatoide y la enfermedad inflamatoria
intestinal.

La diferenciacién en alguno de estos tres tipos celulares no es al azar, sino que va a depender de
los estimulos que reciba el linfocito CD4 cuando contacte un antigeno.

Linfocitos T de memoria: Son células generadas después de la activacion de los linfocitos T, por
exposicién a un antigeno extrafio (patégeno). Tienen periodo de vida largo, son funcionalmente
activos pudiendo circular durante meses o afios manteniéndose preparados para responder a
nuevas exposiciones del mismo antigeno.

Linfocitos T reguladores: Son células que inhiben las respuestas inmunoldgicas secretando
citocinas inmunodepresoras como IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B).
También se han asociado con la eliminacién de la inmunidad mediada por células al final de las
reacciones inmunes, asi como en la eliminacidon de células auto-reactivas que escaparon al
proceso de seleccion negativa en el timo (Gershwin, M., et al, 2007).

4.9.3 Muerte celular

Apoptosis es un proceso fisiolédgico normal que ocurre durante el desarrollo embrionario asi como
para mantener la homeostasis tisular. Es caracterizado por ciertas caracteristicas morfoldgicas
incluidas la perdida de asimetria y unién de la membrana plasmatica, la condensacion del
citoplasma y nucleo. La pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica es una de las
principales caracteristicas.

4.9.3.1 Apoptosis por translocacion de fosfatidil serina

En las células apoptéticas, el fosfolipidofosfatidilserina localizado en la membrana celular es
translocado de la cara interna a la cara externa, exponiendo la fosfatidilserina al microambiente
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extracelular. Anexina V es una proteina de unidn a los fosfolipidos dependiente de calcio y que
tiene afinidad por la fosfatidilserina, sirve como una prueba para el analisis por citometria de flujo
de células sometidas a apoptosis (Zembruski, N.C., et al, 2012).

La externalizacidén de fosfatidilserina puede ocurrir en varios estadios de apoptosis, Anexina V
puede identificar apoptosis en estadio temprano y/o tardio, aunque es tipicamente usado en
conjuncién con un colorante de acidos nucleicos como: loduro de propidio (Pl) o 7-Amino-
Actinomicina (7-AAD) que permiten identificar:

1) Células viables o no apoptosis (Anexina V-/7AAD-).
2) Células con apoptosis temprana o integridad de membrana presente (Anexina V+/7AAD+).
3) Células con apoptosis tardia, muertas o necréticas (AnexinaV+/7AAD+).

Las células viables con membrana celular intacta excluyen al colorante de acidos nucleicos,
mientras que las células con la membrana dafiada y muertas son permeables. Esta prueba no
distingue entre células que sufren apoptosis versus de aquellas que muestran que mueren por
necrosis, puesto que las células son Anexina V+/7AAD+.

4.9.3.2 Receptor de Fas (APO-1/CD95) y ligando de FAS (CD178)

Es una proteina que consta de 2 isoformas, la primera anclada a la membrana (mFas) y soluble
(sFas), mientras que mFas induce la apoptosis celular, sFas induce eficazmente la apoptosis en
algunas células que expresan mFas (Marsik, C., et al, 2003).

La isoforma de membrana, es un receptor transmembrana tipo | de 45-48 kDa que pertenece a la
familia de los receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNF). La porcidn citoplasmica de CD95
contiene un dominio de ~88 aminodcidos denominado “Dominio de Muerte” (DD) que
desempeiia un papel crucial en la transmision de la sefial de muerte desde la superficie celular a
vias intracelulares. La DD no posee actividad enzimatica, a diferencia de otros receptores
transmembrana, ya que media la sefializacidn a través de las interacciones proteina- proteina.

Fas ligando es una proteina transmembrana de tipo Il de 40 kDa que es homdloga al TNF, se
expresa predominantemente en las células T activadas y en las células NK; ademas, funciona
como una molécula efectora citotdxica de las células T CD8. El ligando puede ser escindido de la
membrana celular por una metalopreoteasa. Este induce eficazmente la apoptosis en células que
expresan altos niveles de Fas sobre la superficie celular.

Tras la union del ligando con el receptor de Fas el complejo se agrupa, el dominio de muerte de
CD95 interactua con otros dominios formando FADD, que a su vez interactla con otros dominios
efectores de muerte (DED). En este punto se forma un complejo de sefializacidon que induce la
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muerte llamado DISC, que es compuesto por CD95, FADD y procaspasa-8. La formacién de DISC
da como resultado la interaccién de los DED de pro-caspasa 8, pro-caspasa 10 y las isoformas
cFLIP, lo que lleva a su activacidn autoproteolitica que desencadena la cascada apoptdtica.

Se han establecido dos tipos de vias de sefializacion extrinseca mediada por CD95. En la tipo | se
caracteriza por la alta formacién de CD95 DISCy caspasa 8 activa, que activa las caspasas efectoras
3,6y 7. Enlas células tipo I, hay menos formaciéon de CD95 DISC que conduce a concentraciones
mas bajas de caspasa 8 activa por lo que, la sefializacién requiere una amplificacién adicional que
implique la escision de la proteina BID por caspasa 8 para general BID truncado (tBID). Este
fragmento induce las funciones pro-apoptdticas de las mitocondrias al agregar a BAX o BAK, que
es seguida por la liberacién del citocromo ¢ de las mitocondrias dando como resultado la
formacién del apoptosoma, seguido de la activacion de pro-caspasa 9 que a su vez permite que
esta escinda rio abajo pro-caspasa 3,6y 7.

El receptor de Fas y su ligando no sélo se expresa ampliamente sobre el sistema inmunitario,
también se expresa sobre los hepatocitos en pequefias cantidades, colangiocitos, células
estelares activadas y células de Kupffer.

La importancia del receptor de Fas en la homeostasis ha sido estudiada Miyawaki, T. y
colaboradores en 1992 estudian sobre diversas poblaciones linfocitarias (CD4+, CD8+ y NK) la
expresion de Fas mediante citometria de flujo. Encontraron que el antigeno de Fas fue detectado
en una proporcién de células T CD4+, CD8+, preferentemente en poblaciones CD45R0+ (memoria
o activadas previamente), mientras que su expresion estaba ausente sobre las células NK. Este
trabajo apoya la idea de que la expresidn del receptor de Fas puede ser crucial para el destino de
los linfocitos capacitados.

La expresion del receptor en la fisiopatologia hepatica por varias etiologias ha sido documentada
por observaciones como la realizada por Zwolak, A. y colaboradores 2016 en donde evaltan los
cambios en las diferentes subpoblaciones de linfocitos circulantes (CD4+, CD8+) que expresan el
receptor de Fas en pacientes con EHA, Cirrosis Biliar Primaria (CBP) y Hepatitis autoinmune (HAI).
Observando que en las células T CD4+, CD8+ expresan mas CD95+ en los sujetos con
enfermedades hepaticas en comparacién con el grupo control. En las células CD4+, CD95 se
expresa mas en sujetos con EHA por lo que esta poblacién puede ser afectada por apoptosis,
mientras que en las células CD8+, CD95+ se expresa mas en los grupos con CBP y HAI. Estos
resultados son confirmados también por los obtenidos por Ogawa, S. y colaboradores, 2000
donde observaron que la expresidon de CD95 fue elevada en los linfocitos T CD4+, CD8+ de sangre
periférica de pacientes con HAI y pacientes con Hepatitis C (VHC) comparadas contra un grupo
control.
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Panasiuk, A. y colaboradores en 2009 evalian la influencia del VHC sobre las Células
Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC) y su susceptibilidad a la apoptosis en relacién con la
inflamacion hepdtica y fibrosis. Determinan las poblaciones CD4+, CD8+ y NK en sangre periférica
ademas de las concentraciones séricas de sFas y sFasL. Observando que aumento la expresion de
Fas en las células T CD4+ con el genotipo 1b en contraste con el genotipo 3a del VHC y que esta
expresion fue mayor en etapas avanzadas de la enfermedad. También observaron que Fas
aumenta su expresién en las células T CD8+ y que la concentracién de sFas sérica fue mayor en
VHC comparados con el grupo control. Encontraron una asociacién entre la concentracién de
sFasL y la actividad inflamatoria del higado. La concentracion sérica de sFasL se correlaciond
positivamente con la IMF del receptor de Fas en células T CD4+ y CD8+. Estos resultados indican
gue existe una susceptibilidad de las PBMC a la apoptosis, que puede atribuirse al contacto
constante de los leucocitos con el tejido hepatico inflamado o por la influencia directa del VHC.

4.9.3.3 Ligando inductor de la apoptosis relacionada con TNF (TRAIL)

El ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), es un miembro de la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNF), es similar al ligando de CD95 y TNF-a.

TRAIL es una proteina transmembrana de tipo Il que puede ser escindido por las metaloproteasas
para producir una forma soluble, que mantiene su actividad bioldgica. Al igual que el ligando de
CD95 y TNF-a, se demostrd que induce rapidamente la apoptosis en células susceptibles tras la
dimerizacidon de sus receptores y la posterior activacién de las caspasas que conducen a la
fragmentacién del DNA.

El TRAIL en los humanos puede unirse a cinco moléculas receptoras diferentes, solo el receptor
TRAIL-1 (DR4) y el receptor TRAIL-2 (DR5) son capaces de transmitir una seifal de muerte,
mientras el receptor TRAIL-3 (DcR1) y el receptor TRAIL-4 (DcR2) no contienen un dominio de
muerte funcional.

Aunque se demostrd que TRAIL y sus receptores se expresaban de manera constitutiva mediante
una variedad de tipos de células, incluidas las células T especificas de auto-antigenos, la relevancia
fisiolégica de TRAIL y su posible papel en los procesos inflamatorios no se conocen
completamente.

La cascada de sefializacidon de la apoptosis iniciada por el receptor TRAIL depende en gran medida
del reclutamiento de moléculas de sefializacién mediada por interacciones proteina-proteina,
formando el complejo DISC. La activacion del receptor tras la unién del ligando induce cambios
conformacionales, que conducen al reclutamiento de la molécula adaptadora FADD (Dominio de
Muerte asociado a Fas) a través de interacciones homdlogas. FADD a su vez, puede reclutar a
caspasa 8 inactiva a través de DED. Una vez activada la caspasa 8, DISC tiene dos sustratos en la
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via de apoptosis: 1) interaccion con pro-caspasa 3 y Bid. La escisidn y activacién catalitica de la
caspasa 3 desencadena directamente la cascada de caspasas, conduciendo finalmente a la
apoptosis, mientras que la escisién de BiD enlaza la via extrinseca mediada por receptor y la via
intrinseca.

Ademas de la sefial apoptética que puede llevar a cabo TRAIL, también se ha reportado un tipo
de sefializacion que no es apoptética. Se ha demostrado que TRAIL inicia sefiales mitogénicas y
de supervivencia que incluyen la activacién del Factor Nuclear-kB (NFkB), la protein cinasa B (PKB
o Akt) y las protein cinasas activadas por mitégenos (MAPK).

El estudio de TRAIL depende en gran medida de su potencia en la induccidn de apoptosis de la
célula blanco y sus posibles efectos secundarios en el tejido normal. Se sabe que en el higado la
muerte de los hepatocitos mediada por TRAIL representa un blanco potencial de la terapia
tumoral. Los primeros experimentos que utilizaron la transferencia de células tumorales humanas
a ratones con deficiencia inmunitaria revelaron que el tratamiento con TRAIL mostraba actividad
anti-tumoral sin mostrar efectos adversos en el tejido.

Ademas de su participacion en el cancer, TRAIL participa en la regulacién del equilibrio del sistema
inmunoldgico ya que es expresado por varias células como las NK, las células T activadas, las
células T asesinas naturales (NKT), células dendriticas y los monocitos/macréfagos.

Takeda y colaboradores (2001), informaron que TRAIL se expresa de forma constitutiva en células
NK en el higado, ya que juegan un papel importante en el control de la metastasis hepatica a
través de los mecanismos basados en TRAIL, y parecen ser bien toleradas por el tejido hepatico
normal.

Las células NK hepdticas recién aisladas expresan niveles relativamente altos de TRAIL en la
superficie celular, lo que parece contribuir a la citotoxicidad mediada contra células tumorales.
Se encontré que la neutralizacién de TRAIL in vivo con anticuerpos anti-TRAIL conduce a un
aumento de la metastasis hepdatica. De manera similar, ratones deficientes en TRAIL muestran
una capacidad reducida para eliminar el tumor hepatico. Estos hallazgos apoyan el papel
propuesto de TRAIL como tratamiento especifico contra los tumores en la terapia contra cancer.

En un modelo de sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS), los ratones deficientes en FasL
y TRAIL muestran linfadenopatia, esplenomegalia ademas de acumulacién de células TCD4y T
CD8 negativas.

Por lo tanto, TRAIL contribuye a la regulacion de la tolerancia central mediante la reduccién de

timocitos reactivos. TRAIL puede afectar la inmunidad adaptativa como consecuencia de la
activacion y expansion de células T inhibidas.
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Los ratones deficientes de TRAIL muestran una mayor frecuencia de células T CD4 que los ratones
de tipo salvaje debido a la supresidn de la apoptosis, mientras que las células T CD8+ activadas
por antigeno se eliminan mediante mecanismos mediados por TRAIL.

De estudios en animales y humanos con infeccién, TRAIL puede provocar una supresidon
inmunoldgica induciendo una muerte masiva de diferentes poblaciones de células inmunitarias.
Si de nuevo hay un desafio de infeccion, los mecanismos supresores dependientes de TRAIL
prevendran la eliminacion del patdgeno y el animal o humano sera sensible a la infeccién. El
bloqueo de TRAIL a través de la administracion sistémica de mAb anti-TRAIL, previenen la
supresion inmune inducida por patégenos, manteniendo la funcién inmune mediada por células
T para eliminar la infeccidon y aumentar la supervivencia.

La forma correcta de eliminar la infeccidn es a través de una inflamacion fuertemente controlada,
ya que la inflamacion excesiva puede mejorar la patologia.

Aqui, informamos que TRAIL producido o expresado por diferentes poblaciones de células NK
humanas primarias es funcional, y representa un marcador de diferenciaciéon o activacion de
estos, y posiblemente otros, leucocitos citotéxicos. Durante la diferenciacién, las células NK,
secuencial y diferencialmente, utilizan miembros distintos de la familia TNF o exocitosis de
granulos para mediar en la muerte de las células diana. Las células NK CD161 (+) / CD56 (-)
fenotipicamente inmaduras median en la citotoxicidad dependiente de la liberacidn de granulos,
pero no de FASL o dependiente de granulos, mientras que las células NK CD56 (+) maduras median
las dos ultimas.

La ayuda proporcionada por los linfocitos T CD4 durante la capacitacién de los linfocitos T CD8
confiere una clave de la memoria inmunoldgica: la capacidad de expansidn secundaria después
del reencuentro con el antigeno.

Una vez capacitadas las células T CD8 por las células TCD4, adquieren la capacidad de
experimentar una segunda ronda de expansién clonal tras la re-estimulacién en ausencia de las
células T CD4.

Las células T CD8 que se capacitan en ausencia de las células T CD4, pueden mediar funciones
efectoras como la citotoxicidad y la secrecion de citocinas tras la re-estimulacién, pero no se
someten a una segunda ronda de expansién clonal.

Estas respuestas tienen caracteristicas de ser programadas; es decir, son guiadas por sefales que
se transmiten a las células T CD8 durante la capacitacion, que codifican destinos especificos para
su progenie.
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Ellos estudian el programa de instruccién que gobierna la respuesta secundaria de las células T
CD8 y aqui encontramos que estas células experimentan la muerte celular inducida por activacion
tras la estimulacién secundaria. Esta muerte estd mediada por TRAIL. Por lo tanto, la regulacién
de la expresion de TRAIL puede explicar el papel de las células T CD4+ en la generacién de
memoria de las células T CD8, representando un nuevo mecanismo para controlar las respuestas
inmunes adaptativas.

4.9.3.4 Caspasa 3 activa

La apoptosis se puede definir como un proceso coordinado, dependiente de energia y que
involucra la activacion de un grupo de cistein proteasas denominadas caspasas (en inglés:
cysteinyl aspartate-specific proteases) y una compleja cascada de eventos que unen el estimulo
inicial con la desaparicién definitiva de la célula (Elmore, S., 2007).

Dentro de este proceso hay una gran cantidad de interacciones proteicas como
entrecruzamientos, rupturas, sintesis y degradacién, ademds de un reordenamiento de
estructuras celulares, elevando el consumo de energia por parte de la célula, logrando su efectiva
degradacion para finalmente ser reciclada por parte de otras células.

Se ha reportado que el tiempo que le toma a una célula llevar a cabo este proceso depende de su
tipo y caracteristicas de activacion, pero en promedio es de 2 a 3 horas (Elmore, S., 2007). En
cultivo celular, la activacion de este proceso depende de multiples factores que estimulan las vias
de iniciacion por ejemplo, se ha observado que si se presentan alteraciones en los procedimientos
de subcultivo en el momento de confluencia celular, se ve afectado el indice mitdtico promedio
de las células, y posteriormente una activacion del proceso apoptético (Phelan, M., 1998).

Uno de los aspectos mas importantes frente a esta dindmica es que la muerte celular no solo
puede darse por apoptosis, la muerte celular puede ocurrir por medio de dos vias principales
claramente distinguidas en su naturaleza: apoptosis y necrosis (Kerr, J. et al., 1972; Zhivotovsky,
B. & Orrenius, S., 2001).

Se ha postulado y comprobado que la necrosis celular es un proceso desordenado e
independiente de energia, presenta cambios irreversibles en el nucleo celular (caridlisis) y pérdida
de la estructura citoplasmatica, ademads hay una clara disfuncién en la mitocondria, aumento en
el volumen celular, desencadenando citdlisis (Zhivotovsky, B. & Orrenius, S., 2001), el cual
liberando todo el material citoplasmatico hacia el exterior de la célula, produciendo
generalmente fenotipos inflamatorios y necrdticos en los tejidos afectados; mientras que el
proceso apoptotico establece mecanismos que aseguran que el contenido celular no sera
liberado, sino encapsulado y luego removido en su totalidad por células fagociticas (Campisi, J.,
2003).
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Hay dos tipos principales de via de iniciacidon apoptdtica: extrinseca e intrinseca (Huerta, S., et al,
2007).

La via de sefializacion extrinseca que inicia apoptosis se denomind asi ya que involucra
interacciones mediadas por receptores transmembranales, se ha descrito que esta via es iniciada
por unién de:

1) El ligando de TNF (Factor de Necrosis Tumoral) al receptor de TNF.

2) TRAIL (Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF) a los receptores DR4 (en inglés:
Death Receptor-4) y DR5.

3) Fas-L (Ligando sintetasa de acidos grasos) al receptor Fas.

Se conoce que estas asociaciones reclutan moléculas adaptadoras como FADD (Dominio de
muerte asociado a Fas) o TRADD (Dominio de muerte asociado al receptor TNF), los cuales activan
caspasas iniciadoras 8 y 10, activando posteriormente caspasas ejecutoras 3,6y 7, lo que culmina
en fenotipo celular apoptético con caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas descritas.

En la cascada de seializacién intrinseca se ha reportado una serie de estimulos intracelulares,
especificamente en la mitocondria, que causan cambios estructurales principalmente por la
apertura de poros de transicion y alteracién en el potencial transmembranal, lo que conlleva una
liberacion hacia el citosol de sustancias pro-apoptdticas que en estado normal permanecen
dentro del espacio intermembranal (Saelens, X., et al, 2004; Elmore, S., 2007).

Estos componentes liberados (Citocromo ¢, Smac /Diablo, Serin-proteasa HtrA2/Omi) impulsan la
cascada apoptodtica via activacion de caspasas. Se ha descubierto que la liberacién de citocromo
c activa la proteina Apaf-1 (Factor de la activacidn de apoptosis) y procaspasa-9, ademas de ATP,
estableciendo un complejo proteico denominado apoptosoma, el cual activa la caspasa-3,
iniciando la via efectora de apoptosis (Hill, M. et al, 2004; Huerta, S. et al, 2007), mientras que las
proteinas Smac/Diablo y HtrA2/Om promueven apoptosis por inhibicién de IAP (inhibidores de
proteinas apoptdticas) como clAP1, clAP2 y XIAP (Elmore, S., 2007; Huerta, S. et al, 2007). Los
factores inductores de apoptosis (AlF), endonucelasa G y la DNasa activada por caspasas (CAD) se
liberan hacia el citosol, entran en el nicleo y fragmentan el ADN (Elmore, S., 2007). La importancia
de la degradacion de ADN por endonucleasas dependientes de Ca2+ y Mg2+ radica en que
generan fragmentos de 180 a 200 pares de bases siendo altamente especificos, ya que diferencia
este tipo de muerte celular programada con la necrosis, la cual no presenta patron de
degradacidn ni especificidad en los tamafos de los fragmentos.

Actualmente se conoce que las proteinas reguladoras de los cambios estructurales en la
membrana mitocondrial son de la familia Bcl-2, cuya funcién puede ser apoptética o anti-
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apoptotica, quienes a su vez son controladas por la proteina supresora de tumores p53. Elmore
(2007) reporta que las proteinas anti-apoptéticas incluyen Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG,
y algunas de las proteinas pro-apoptdticas incluyen Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, y Blk. Estas
proteinas pueden eventualmente ser detectadas como un referente de gran confianza de
activacion del proceso apoptético.

Una de las caracteristicas distintivas del proceso apoptético, como se observd en las vias de
sefializacion, es la activacién de enzimas proteoliticas caspasas; éstas han sido clasificadas en:
iniciadoras (caspasa-2, -8, -9 y -10); efectoras (caspasa-3, -6 y -7), las cuales degradan varios
sustratos como citoqueratinas, Poli ADP-Ribosa Polimerasa (PARP), proteinas de citoesqueleto,
membrana plasmatica y caspasas inflamatorias (caspasa-1, -4 y -5) (Cohen, G. M., 1997; Elmore,
S., 2007).

4.9.4 Activacion celular

Las respuestas de células T se inician cuando una célula T CD4 o CD8 indiferenciada madura
encuentra a las células presentadoras de antigeno adecuadamente activadas que exponen el
ligando péptido: MHC apropiado. Se describid el trafico de células T indiferenciadas y células
dendriticas hacia zonas especializadas de los érganos linfaticos periféricos donde es posible que
se encuentren unas a otras en las zonas de células T. A continuacidn, se describe la generacion de
células T efectoras a partir de las T indiferenciadas. La activacion y diferenciacién de linfocitos T
indiferenciados, a menudo llamada iniciacidn o cebamiento, es distinta de las ultimas respuestas
de las células T efectoras a antigeno en sus células efectoras y de las respuestas de células T de
memoria iniciada en encuentros ulteriores con el mismo antigeno. Durante la activacién de las
células T CD4 los linfocitos T virgenes migran desde la sangre hasta que entran en contacto con el
antigeno para el cual expresan receptores especificos. Las células dendriticas tienen una funcién
importante en la captacion de los antigenos en focos infecciosos. Durante su migracién hasta los
ganglios linfaticos, maduran y se convierten en Células Presentadoras de Antigeno (CPA)
eficientes. Una vez en el ganglio linfatico, presentan a los linfocitos T CD4+ virgenes, péptidos
derivados de los antigenos de la proteina endocitada asociados a moléculas del CMH de clase Il.
Las reacciones inmunitarias mediadas por los linfocitos T CD4+ son desencadenadas por los
antigenos proteinicos de microorganismos extracelulares que son ingeridos por células
dendriticas.

Las células dendriticas responden a las estructuras microbianas expresando concentraciones
elevadas de coestimuladores como las proteinas B7-1 y B7-2 y mediante la secrecion de citocinas
como la IL-2. La proliferacion de los linfocitos T estd mediada principalmente por una via de
crecimiento autocrina, en la que el linfocito T que responde secreta citocinas promotoras de su
propio crecimiento y también expresa receptores para estas citocinas en la superficie celular. El
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principal es la IL-2. La consecuencia de la proliferacién de los linfocitos T virgenes es la expansion
clonal. Después de la exposicién al antigeno, el nimero de LT CD4+ especificos, puede aumentar
hasta aproximadamente 1 de cada 100 a 1000 linfocitos. Estos nimeros disminuyen rdpidamente
cuando se elimina el antigeno y los linfocitos de memoria supervivientes para el antigeno alcanzan
numeros del orden de 1 de cada 104. Los LT activados mueren mediante apoptosis, lo que
constituye un mecanismo homeostatico que devuelve el sistema inmunitario a su estado basal de
reposo después de haber eliminado la infeccidon. Mientras que los LT CD4+ virgenes producen
principalmente IL-2 tras su activacion, los LT CD4+ efectores son capaces de producir un gran
numero y variedad de citocinas que tienen diversas actividades bioldgicas.

Los linfocitos T CD8+ virgenes deben reconocer los antigenos peptidicos asociados a CMH clase |
y también establecer contacto sobre las CPA o sefiales proporcionadas por los linfocitos T
cooperadores. Las respuestas de los linfocitos CD8+ son activadas por péptidos microbianos
presentes en el citosol de las células infectadas. Los linfocitos CD8+ pueden responder a algunas
bacterias y virus fagocitados si estos o sus antigenos proteinicos son transportados fuera de los
fagosomas hasta el citosol.

El antigeno que reconoce estos linfocitos puede ser producido en un tipo celular, como una célula
tisular que es infectada por un virus o transformada, que no es una CPA profesional y no puede
activar a los linfocitos T virgenes. El antigeno tiene que acceder a la via del CMH del tipo | de las
células dendriticas.

Esta permisividad para el trafico de proteinas desde las vesiculas endosdmicas hasta el citosol es
exclusiva de las células dendriticas. Este proceso se denomina presentacién cruzada o cebado
cruzado, para indicar que un tipo celular puede presentar antigenos de otra célula y cebar, o
activar, a los linfocitos T especificos de estos antigenos.

Los linfocitos T cooperadores pueden proporcionar segundas sefiales para los linfocitos T CD8+.
La necesidad de los linfocitos cooperadores puede variar segun el tipo de exposicién antigénica.
Los linfocitos T cooperadores pueden secretar citocinas que estimulan la diferenciacién de los
linfocitos T CD8+. Los linfocitos T cooperadores estimulados por el antigeno expresan el miembro
trimérico de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) denominado ligando de CD40 (CD40L),
gue se une al CD40 de las CPA y activa a estas la célula presentadoras para hacer que sean mas
eficientes en la estimulacion de la diferenciacidon de los linfocitos T CD8+. Los efectos de los
linfocitos T cooperadores parecen producirse sobre todo en la diferenciacién de los linfocitos T
CD8+ en linfocitos de memoria completamente funcionales y menos sobre la expansién clonal
inicial y el desarrollo temprano de los LTC.

Después de la exposicion al antigeno, el nimero de linfocitos T CD8+ especificos para ese antigeno
puede aumentar hasta llegar a ser 1 de cada 10. Varias citocinas pueden actuar como factores de
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crecimiento para dirigir la expansion clonal de los LT CD8+; entre ellas estan IL-12, IL-15 e IL-7-.
No estd totalmente clara la funcion de IL-2, el primer factor de crecimiento de los linfocitos T
identificado.

La caracteristica mas especifica de la diferenciacién de los linfocitos T CD8 es la aparicion de
organulos citoplasmaticos unidos a la membrana que contienen proteinas como perforina y
granzimas. Los linfocitos T CD8 diferenciados pueden secretar citocinas, principalmente IFN-y,
linfotoxina y TNF, que actuan activando los fagocitos e induciendo la inflamacién. Los fendmenos
moleculares de la diferenciacidén de los linfocitos T CD8 suponen la transcripcién de genes que
codifican estas moléculas efectoras.

4.9.5 Actividad efectora

El principal mecanismo de accién de las células T citotdxicas es la liberacidon dependiente de calcio
de granulos citotdxicos especializados durante el reconocimiento de antigeno en la superficie de
una célula blanco. Los granulos citotéxicos son lisosomas modificados que contienen cuando
menos tres clases distintas de proteinas efectoras citotdxicas que se expresan de manera
especifica en células T citotdxicas, tales proteinas se almacenan en los granulos citotdxicos en
forma activa, pero las condiciones en el interior de los granulos impiden que intervengan antes
de su liberacidn. Una de estas proteinas citotodxicas, la perforina, actia en la liberacién del
contenido de los granulos citotdxicos en las membranas celulares blanco. La importancia de la
perforina en la citotoxicidad estd demostrada en ratones a los que se desactivo el gen para la
perforina presentando una grave deficiencia de su capacidad al montar una respuesta de células
T citotdxicas a muchos virus. Otra clase de proteinas citotéxicas comprende una familia de
serinproteasas, llamadas Granzimas, de las cuales existen 5 en el ser humano y 10 en el ratén.
Para una destruccién celular eficaz son necesarias perforina y granzima. Sus funciones se han
investigado por separado en experimentos basados en semejanzas entre los granulos citotdxicos
de las células T CD8 y los granulos de células cebadas (mastocitos), mas faciles de estudiar. La
liberacion de los granulos citotéxicos de las células T ocurre después de la agregacion de
receptores de las células T en la sinapsis inmunitaria. La perforina actua causando la formacién
de un poro en la membrana de la célula blanco por el cual pueden ingresar las granzimas, sin
embargo, parece ser que la perforina y la granzima forman complejos multiméricos con el
proteoglicano serglicina, que es el principal proteoglicano de los granulos citotoxicos y actua
como un andamio. La granzima B no se difunde simplemente del espacio extracelular a través de
un poro de perforina, como alguna vez se pensd; mas bien, se suministra en la forma de complejos
multiméricos al citosol sin la formacion evidente de un poro en la membrana plasmatica, un
mecanismo mas parecido al ingreso de un virus. Si bien ain no se define el mecanismo exacto al
parecer la perforina actia como un transponedor de estos complejos y media la liberacién en el
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citosol de la granzima unida. Las granzimas inducen la apoptosis en la célula blanco activando
Caspasas. La granzima B escinde y activa caspasa 3 activando vias de muerte celular.

4.9.6 Receptores y ligandos de quimiocinas

Entre las citocinas liberadas por tejidos durante las fases mds tempranas de infeccidn se
encuentran miembros de una familia de citocinas quimioatrayentes conocidas como quimiocinas.
Tales proteinas pequeiias inducen quimiotaxis dirigida en células con capacidad de respuesta
cercana. Dado que se detectaron por primera vez en valoraciones de citocinas, inicialmente se
denominaron interleucinas: la Interleucina 8 (ahora conocida como CXCL-8) fue la primera
quimiocina que se clond y caracterizo. Todas las quimiocinas se relacionan en la secuencia de
aminodcidos, y sus receptores son proteinas con 7 dominios transmembrana que emiten sefiales
por medio de proteinas G acopladas. Todavia no se ha determinado la estructura atémica de un
receptor de quimiocina, pero es similar a otros receptores acoplados.

Las quimiocinas funcionan principalmente como atrayentes de leucocitos; reclutan monocitos,
neutrdfilos y otras células efectoras a partir de la sangre hacia sitios de infeccion. También guian
a los linfocitos en la inmunidad adaptativa. Algunas quimiocinas también funcionan en el
desarrollo, la migracidn de linfocitos y en la angiogénesis.

Los miembros de la familia de las quimiocinas caen en su mayor parte en dos grupos amplios:
guimiocinas CC con dos cisteinas adyacentes cerca del amino terminal, y quimiocinas CXC, en las
cuales los dos residuos de cisteina estan separados por un aminoacido. Los dos grupos de
guimiocinas actuan sobre grupos diferentes de receptores. Las quimiocinas CC se unen a
receptores de quimiocinas CC, de los cuales hay nueve CCR, CCR1-9. Las quimiocinas CXC se unen
a receptores de CXC; hay seis de estos, CXR1-6. Tales receptores se expresan sobre diferentes
tipos de célula, que en consecuencia son atraidas por diferentes quimiocinas. Las quimiocinas
pueden producirse mediante una gran variedad de tipos celulares en respuesta a productos
bacterianos, virus y agentes que causan dafio fisico. De esta manera, la infeccién o el dafio fisico
de tejidos pone en marcha la produccién de gradientes de quimiocina que pueden dirigira los
fagocitos a lugares donde se necesitan.

4.9.7 Citocinas

Las citocinas son proteinas pequefias liberadas por diversas células en el cuerpo, por lo general
en respuesta a un estimulo activador, inducen respuestas mediante la unién a receptores
especificos. Pueden actuar de manera autdcrina, paracrina y endocrina. Las citocinas secretadas
por macrofagos en respuesta a patdgenos son un grupo diverso de moléculas que incluye
interleucina 1-B, IL-6, IL-12, TNF-a y CXCL-8.
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El nombre interleucina (IL) seguido por un numero se establecié para crear una nomenclatura
estandarizada para moléculas secretadas por leucocitos y que actian sobre los mismos.

5. JUSTIFICACION

El alcoholismo y sus efectos son un problema mundial de salud publica y condiciona un elevado
gasto tanto en el ambito social como en el sanitario. En México la enfermedad hepdtica por
alcohol ocupa la 42 causa de muerte. Uno de los problemas relacionados con mayor frecuencia al
consumo cronico de alcohol, es la enfermedad hepatica, la cual se ha asociado con alteraciones
en el sistema inmune en donde se encuentra incrementado el componente pro-inflamatorio y
disminuido el anti-inflamatorio.

Sin embargo, se desconoce si en los linfocitos de sangre periférica se presentan procesos
relacionados con activacién celular, modificaciones en la actividad efectora, muerte, asi como en
el tréfico linfocitario y si estas alteraciones pueden influenciar el desarrollo o perpetuar el dafio
en cirrosis hepatica por alcohol. Este trabajo propone conocer la modificacidn de estos procesos
de manera conjunta por el consumo crénico de alcohol y/o la cirrosis hepatica, lo cual puede
contribuir a la busqueda de nuevas y adecuadas estrategias preventivas, diagndsticas y
terapéuticas.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El consumo crénico de alcohol y/o la presencia de cirrosis hepatica por alcohol modifican la
activacion celular, capacidad efectora, muerte celular y el trafico de las células T-CD4, T-CDS8, y
NK asi como las concentraciones de citocinas en sangre periférica?

7. HIPOTESIS

Si el consumo crénico de alcohol estd relacionado con cambios en el sistema inmunolégico,
entonces se encontraran alteraciones en activacion, capacidad efectora, muerte y tréfico de
linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK asi como la secrecion de mediadores celulares en sujetos con
alcoholismo y sera mayor en pacientes con cirrosis hepatica por alcohol.
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Caracterizar la activacién celular, la capacidad efectora, muerte extracelular y trafico celular de
los linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK asi como determinar las concentraciones de citocinas en sangre
periférica de pacientes con alcoholismo y/o cirrosis hepatica por alcohol y sujetos sin la
enfermedad.

8.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar la activacién, la capacidad efectora, muerte extracelular y el trafico de
linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK de pacientes con alcoholismo, cirrosis hepatica por alcohol y
en sujetos sanos.

2. Determinar las concentraciones del Factor estimulante de la colonia de granulocitos-
macrofagos (GM-CSF), de Interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-6, IL-8/CXCL-8, IL-10, Factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e Interferén gama (IFN-y) en pacientes con alcoholismo,
cirrosis hepatica por alcohol y sujetos sanos.

3. Evaluar la asociacion de los parametros clinicos con las poblaciones linfocitarias y
mediadores celulares en cada grupo de sujetos.

9. MATERIAL Y METODOS

9.1 Diseio del estudio

Finalidad: Descriptivo
Secuencia temporal: Transversal
Asignacidén de los factores de estudio: Observacional

9.2 Poblacion de estudio

Se incluyeron pacientes con Enfermedad Hepdtica por Alcohol, que asistieron por primera vez a
la consulta en la Clinica de Higado, Departamento de Gastroenterologia y donadores del Banco
de Sangre del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” que conformaron el grupo
control. Los participantes cumplieron con criterios de inclusién y aceptaron participar en el
estudio (Anexo 1). A cada uno se le realizd somatometria, en donde se tomé el peso y talla para
calcular el indice de masa corporal (IMC). Se evalué el consumo de alcohol mediante el
cuestionario AUDIT (Anexo 2), ademas se les realizé una encuesta personalizada a cerca de su
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consumo de alcohol que incluye cantidad y frecuencia (Anexo 3). Este proyecto fue aprobado por
el comité de ética de la Facultad de Medicina, UNAM con registro FM/DI/135/2017 asi como del
hospital con registro DI/16/107/03/031 (Anexo 4).

NoukwbheE

9.3 Criterios de seleccion de la muestra

9.3.1 Criterios de inclusion
9.3.1.1 Pacientes

Asistir a la 12 consulta de la Clinica de Higado y contar con expediente del Hospital General de
México.

Aceptar participar en el estudio (Consentimiento firmado por escrito).

Cumplir con criterios de alcoholismo por la OMS (>70g/dia en hombres, >50g/dia en mujeres
durante los ultimos 5 afios).

Dependencia alcohdlica positiva segun el Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos
Mentales, Cuarta edicion (DSM-1V) (Anexo 5).

Establecer ausencia o presencia de cirrosis hepdtica por pruebas de laboratorio y gabinete
para clasificar en los grupos correspondientes.

Panel viral negativo.

No haber consumido alcohol 24 horas previas a la toma de muestra.

9.3.1.2 Controles

Sin criterios de alcoholismo (OMS).

Sin antecedentes de problemas relacionados con el alcoholismo.
Aceptar participar en el estudio (Consentimiento firmado por escrito).
Consumo no riesgoso de alcohol (<10 g/dia en hombres y mujeres).
Puntuacién AUDIT <8.

Panel viral negativo.

No haber consumido alcohol 24 horas previas a la toma de la muestra.

9.3.2 Criterios de exclusion
9.3.2.1 Para Pacientes y Controles

No aceptar participar en el estudio.

No poder obtener la muestra de sangre.

Presencia de alteraciones neuroldgicas, psiquiatricas, antecedentes de traumatismos
craneoencefdlicos con pérdida del estado de alerta.
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Hepatopatopatia o nefropatia de cualquier origen, excepto el grupo de casos con dafio
hepatico.

Enfermedades que puedan alterar el sistema inmune como: Diabetes Mellitus, desnutricidn
de cualquier grado.

Enfermedades de tipo autoinmune.

Tuberculosis antecedentes de haberla padecido.

Neoplasias de cualquier origen.

Uso de farmacos inmunosupresores, inmunomoduladores o esteroides por cualquier causa.

. Sujetos menores de edad.
. Mujeres embarazadas o lactando.

9.3.3 Criterios de Eliminacion
9.3.3.1 Para Pacientes y Controles

Inicio de tratamientos inmunomoduladores o hepatotdxicos una vez incluidos en el estudio.
Positividad a algun antigeno viral.

Imposibilidad de realizar las determinaciones en las muestras de sangre periférica.

Que ya no desee participar en el estudio.
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9.4 Calculo del tamaiio de la muestra

Para determinar el tamafio de la muestra se utilizaron los datos obtenidos previamente (estudio
piloto) por este grupo de investigacion, en el cual se determind el perfil linfocitario de pacientes
con alcoholismo que fueron comparando contra un grupo control, se tomd el valor de la
desviacidon estandar de las células NK que fue de 9, se determiné la varianza igual a 81 y se
sustituyeron los valores en la férmula.

n= (Za +ZB)* S*(2)

d2
En donde,
Za: error alfa (error tipo 1) = 1.96
ZB: error beta (error tipo 1l) = 0.84
S: varianza de la medicién de NK en linfocitos de sangre periférica= 9
d: valor minimo de la diferencia que se desea detectar=7
Por lo tanto:

n= (1. 96+0.84)% 9%(2)

72

n=(7.84) (81) (2)

49

n= 25 sujetos por grupo
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9.6 Obtencion de muestras

De cada participante, se tomaron 20 ml de sangre periférica para realizar biometria hematica
completa (BHC), quimica sanguinea (QS), asi como pruebas de funcionamiento hepatico (PFH),
panel viral para hepatitis B, Cy VIH.

Los 15 ml restantes se transportaron al Laboratorio de Higado, Pancreas y Motilidad (HIPAM)
ubicado dentro del Hospital General de México en la Unidad de Medicina Experimental para
realizar la separacién de células mononucleares, inmunofenotipo y la determinacion de
mediadores celulares.

9.7 Separacion de Células Mononucleares (CMN)

Para la separacion se utilizdé sangre total, la cual se diluyé 1:2 con PBS 1X. Para la formacién del
gradiente se colocaron 3.5 ml de Ficoll-Histopaque y se adicioné la sangre diluida para formar el
gradiente. Posteriormente el gradiente fue centrifugado 20 min a 2000 rpm y se recuperd el halo
de células mononucleares (anillo blanco). Una vez obtenidas las células, se lavaron con PBS 1X y
finalmente se mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 que contenia 5 % de Suero Bovino
Fetal (SBF) y 1 % de penicilina/estreptomicina. Se realizé el conteo celular y determind la
viabilidad de las células mediante el método de exclusién por azul tripano.

9.8 Marcadores inmunoldgicos

9.8.1 Inmunofenotipo
Una vez obtenidas las células, se diseiid un panel de andlisis multiparamétrico de las diferentes
moléculas (Tabla 1) para determinar muerte celular, viabilidad, activacidn, capacidad efectora y

trafico linfocitario de las células T-CD4, T-CD8 y NK.

Tabla 1. Disefio de paneles para determinar caracteristicas de los linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK.

PANEL FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7 APC APC-Cy7
MUERTE Caspasa 3 CD178L CD95 CD56  CDS8 CD3
VIABILIDAD AnexinaV  7AAD CD4 CD8 CD3
ACTIVACION CD56 CD3 CD16 CD69 CDS8 CD25
ACTIVACION/MUERTE NKG2D TRAIL CD16 CD56 (D16 CD3
CAPACIDAD EFECTORA Perforina GranzimaB CD16 CD56 CD8 CD3
TRAFICO CELULAR CD56 CXCR4 CXCR3 CcD4 CD8 CD3
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El estudio del inmunofenotipo se realizé por un método de inmunofluorescencia directa con un
panel de anticuerpos monoclonales (AcMo) que detectan antigenos sobre las células en las
diferentes subpoblaciones. Para la determinacion de moléculas extracelulares, se agregd 5 plL de
anticuerpo de acuerdo al panel, el cual, fue incubado durante 15 min a 4°C en obscuridad,
posteriormente las células fueron lavadas con PBS 1Xy homogenizadas con 300 uL de PBS 1X para
su lectura en el citémetro de flujo. En el marcaje de moléculas intracelulares, primero las células
fueron fijadas y permeabilizadas (citofix/citoperm), posteriormente se agregd el anticuerpo
asignado que fue incubado durante 1 hora a 4 °C y en obscuridad, las células fueron lavadas y
homogenizadas con perm wash 1X, para su lectura en el citémetro.

9.8.2 Analisis por citometria de flujo

Se utilizé un citémetro de flujo modelo FACS Canto Il (Becton-Dickinson), calibrado con perlas
para el andlisis de las muestras. La adquisicion de datos se realizé empleando el software FACS
DIVA, se adquirieron 20,000 eventos con un minimo de 1,000 linfocitos dentro de la regién de
analisis. Se realiz6 el andlisis de la dispersion frontal de luz (FSC) y de la dispersion lateral (SSC);
al mismo tiempo por medio de la florescencia de cada anticuerpo se seleccionaron las
subpoblaciones. Los resultados fueron analizados en graficas de contornos y son presentados en
porcentaje de células positivas para cada caso.

9.8.3 Determinacion de citocinas

Se utilizo la tecnologia por arreglo en suspensidon multiple Luminex, mediante un kit (The Bio-Plex
Pro Human Cytokine 8-Plex) en donde se determinaron los siguientes analitos: GM-CSF, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-8/CXCL-8, IL-10, TNF-a e IFN-y. El ensayo permite la deteccién de hasta 100 analitos
diferentes en una sola muestra ya que utiliza microesferas, cada una con un cédigo de color
diferente (espectro) que permite la discriminacién de lecturas individuales, cada microesfera esta
acoplada a un anticuerpo contra un objetivo diferente. Se agregaron 50 plL de suero a cada pozo
gue contenia las microesferas acopladas, fue incubado durante 30 min consiguiendo el
reconocimiento y la unién especifica proteina-anticuerpo, posteriormente se colocaron los
anticuerpos de deteccion marcados con biotina, se utilizd estreptavidina conjugado con
ficoeritrina que se une a los anticuerpos de deteccién marcados con biotina. Finalmente, las
muestras fueron determinadas en el equipo, el cual utiliza dos laseres, uno rojo que identifica y
excita la microesfera y un verde que da la sefal del reportero asociado, siendo directamente
proporcional a la concentracion del analito en la muestra (Figura 4).
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Figura 4. Complejo formado para la deteccién de los diferentes analitos en suero.

9.9 Analisis estadistico

Se evalud la distribucién de los datos utilizando la prueba Kolmogorov-Smirnov para conocer que
variables presentaban distribucién normal o no. Se utilizé Chi-cuadrada (X?) para las variables
categdricas. ANOVA mas andlisis ortogonales para variables con distribucién normal y U de Mann
Whitney para las variables con distribucidn no normal para conocer si existen diferencias en la
expresion de marcadores entre los grupos de estudio. En las correlaciones se utilizé la prueba de
Rho de Spearman para establecer si existen relaciones entre los diferentes parametros
determinados empleando el programa estadistico “Statistical Package for the Social Sciences”
(SPSS) version 21.0 para Windows. Los datos se expresan en frecuencias, media + desviacion
estandar y mediana con Rango Intercuartil (RIQ). Se tomé como significativa una p<0.05.
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10. RESULTADOS

10.1 Parametros demograficos y de consumo de alcohol

A continuacion, se muestran los datos demograficos de los Pacientes (Px), el grupo con
Alcoholismo (A), Cirrosis hepatica (CH) y los sujetos Control (CT):

Se incluyeron en total 55 participantes, 30 fueron pacientes con consumo crénico de alcohol que
presentaban o no dafio, la frecuencia en mujeres fue del 20 % y 80 % hombres (p<0.01); en el
grupo de pacientes 15 sujetos presentaron alcoholismo y 15 cirrosis, el grupo control estuvo
formado por 25 sujetos donde el 60 % fueron mujeres y 40 % hombres.

La media de edad entre Px y CT fue diferente (p<0.001), el grupo con CH fue mayor al grupo CT y
al grupo con A, respectivamente (p<0.001). Los valores en la puntuaciéon de AUDIT fueron altos
en los pacientes, asi como en el grupo con Ay CH comparado con los CT (p<0.001).

De acuerdo a los resultados de consumo de alcohol por dia, éste fue mayor en Px comparado con
CT (p<0.001); sin embargo, se observé que en los pacientes con CH el consumo crénico de alcohol
fue mas alto comparado vs CT (p<0.001); en los aiflos de consumo de alcohol, el promedio del
grupo con CH fue mas alto que el grupo con A (p<0.01). No hubo diferencias significativas en IMC
y edad de inicio del consumo crénico de alcohol entre los grupos. (Tabla 2)

Tabla 2. Datos demograficos y de consumo cronico de alcohol en la poblacion de estudio.

Controles Pacientes  Alcoholismo Cirrosis
Género n% Mujeres 15 (60) 6 (20)° 3(20) 3(20)
Hombres 10 (40) 24 (80) 12 (80) 12 (80)
Edad (Anos) 2911 424142 34+11 51+11¢%¢
IMC (Kg/m?) 25.3%5 2644 26.5%3.3 26+4
AUDIT 3.211.6 21+8° 20+7° 17+£11¢
Consumo por dia (g) 2.9+3.3 1734220° 1794104 318+166.5°¢
Aiios de consumo NA 23114 17+13 28.5+13¢
Edad de inicio NA 1614 163 146

“n

Datos expresados en media * desviacién estandar. “a” Diferencia entre pacientes y controles; “b” Diferencia entre

“, n

alcoholismo y controles; “c” Diferencia entre cirrosis y controles; “d” Diferencia entre alcoholismo y cirrosis. NA: No
Aplica; %: Porcentaje; g: gramos.

10.2 Parametros bioquimicos

El promedio en la concentracién de hemoglobina, porcentaje y nimero de linfocitos y plaquetas,
disminuyd en los Px comparados con el grupo CT (p<0.02); sin embargo, el porcentaje de
neutrdfilos y monocitos aumentd en los Px comparados contra el grupo CT (p<0.01).
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Como se puede observar en sujetos con A se incrementé el porcentaje de neutrdfilos y disminuyo
el porcentaje de linfocitos (p<0.001), la concentracién de hemoglobina, el porcentaje y nimero
de linfocitos y plaquetas disminuyeron en CH comparado contra CT (p<0.01) y A (p<0.03); el
porcentaje de neutréfilos y monocitos aumentd en CH vs CT (p<0.001) y A (p<0.03).

La media en VCM fue mas alta en el grupo CH vs el grupo CT (p<0.05) sin embargo, no hubo
diferencias significativas en el nimero de leucocitos circulantes (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros celulares en los diferentes grupos.

Controles Pacientes Alcoholismo Cirrosis

Hb (g/dI) 16+1.2 14+32 16+1.2 13+3¢d

VCM (fL) 89+4.4 9349 89+4 96+10°

Leucocitos (miles/pL) 5.3+2 6.614 6.4t1.5 6.815.5

Neutrofilos (%) 30+12 59+16° 49+18° 66+12%¢
Monocitos (%) 615 10+32 8+2 10.5+3.3¢¢

Linfocitos (%) 58+17 28+153 39+17° 22+9¢4d

Linfocitos (miles/pL) 2.2+0.7 1.4+0.6° 1.8+0.6 1.2+0.6¢
Plaquetas (miles/pL) 269167 1794952 239449 1284964

“un

Datos expresados en media + desviacion estandar. “a” Diferencia entre pacientes y controles; “b” Diferencia entre

“, n

alcoholismo y controles; “c” Diferencia entre cirrosis y controles; “d” Diferencia entre alcoholismo y cirrosis. Hb:
Hemoglobina; VCM: Volumen Corpuscular Medio; %: porcentaje: um3: micrémetros cubicos: pL: microlitros.

En las pruebas de funcion hepdtica se observé un aumento en las concentraciones de AST, ALT y
GGT, asi como una disminuciéon en la albimina (p<0.01) entre Px y CT. El promedio en la
concentracion de ALT es alto en A y CH comparado contra los CT (p<0.01), mientras que AST y
GGT aumentan en el grupo con CH comparado contra A y CT (p<0.05), las concentraciones de
albdmina disminuyeron en CH y CH vs A (p<0.001) (Tabla 4).

Tabla 4. Enzimas hepaticas en los diferentes grupos.

Controles Pacientes Alcoholismo Cirrosis
AST (U/L) 2317 4542532 28+10 60+24¢%¢
ALT (U/L) 20+12 36+22° 32.5+24° 38+20¢
GGT (U/L) 21+12 105+145¢2 40+29 160+179¢¢
Albumina (g/dl) 4.4%0.2 3.6+12 4.4+0.3 3+1¢d

Datos expresados en media * desviacion estandar. “a” Diferencia entre pacientes y controles; “b” Diferencia entre
alcoholismo y controles; “c” Diferencia entre cirrosis y controles; “d” Diferencia entre alcoholismo y cirrosis. Hb:
Hemoglobina; Hto: Hematocrito; VCM: Volumen Corpuscular Medio; AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanino
aminotransferasa; GGT: Gamma glutamil transferasa; g/dl: Gramos por decilitro; U/L: Unidades por litro; mg/dl:

miligramos por decilitro.
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10.3 Parametros Inmunolégicos

Las subpoblaciones de linfocitos se muestran en ndmero de células (1000/mm?3) asi como en
frecuencia para cada una; la expresion de las diferentes moléculas en frecuencia donde se evalué
activacion celular, capacidad efectora, muerte y trafico celular de acuerdo a los diferentes grupos
de estudio: sujetos control, pacientes (con y sin dafio), pacientes con alcoholismo vy cirrosis
hepatica.

10.3.1 Determinacion de linfocitos T cooperadores (CD3+CD4+)

El nimero promedio de linfocitos T-cooperadores en los Px fue 0.5+0.2, en el grupo con A fue
0.56+0.20, en CH 0.38+0.23 y en CT 0.79+0.15; observando un menor nimero de células T-CD4
en el grupo con CH comparado contra CT (Figura 5a).

La frecuencia en el porcentaje promedio en los Px fue 33.4+8.7, en el grupo con A fue 3619.7, en
CH 31+7 y 38%4.5 en el grupo CT; no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos
(Figura 5b).
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Figura 5. Linfocitos T-cooperadores, nimero (a) y frecuencia (b) en las poblaciones de estudio.
Datos expresados en media * desviacion estandar. NS: No significativo

10.3.1.1 Determinacién de la viabilidad de linfocitos T cooperadores.

Se comparo el porcentaje promedio de viabilidad celular entre Px y CT que fue de 82.3+13 y
97+3, observdndose una disminucion en los pacientes (p<0.05).

El promedio de células viables en A fue de 99.5+0.5, mientras que para el grupo de CH fue
menor 54429; observando una disminucion en la viabilidad entre CHy CT, asicomo CHy A
obteniendo diferencias significativas (Figura 6).
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Figura 6. Frecuencia de linfocitos T cooperadores viables en los diferentes grupos obtenido por Anexina Vy 7AAD.
Datos expresados en media * desviacidn estandar.

10.3.1.2 Expresidn de receptores de activacién celular sobre linfocitos T
cooperadores

La expresion media del receptor para IL-2 (CD25+) entre Px y CT fue de 3+0.5 y 5.1+0.8,
observandose una disminucidn en la expresion del receptor en los Px (p<0.05).

La expresion media en el grupo con A fue 2.4+0.4 y en CH 4%1.1; se obtuvieron diferencias
significativas entre A y CT disminuyendo la expresidon del receptor; no obstante, aumenta la
expresion de CD25+ cuando se compara CH vs A (Figura 7a).

El promedio de expresidn para el receptor de activacion temprana (CD69+) entre Px y CT fue de
1.51£0.2 y 6x1, respectivamente observandose una disminucién en la expresidon de CD69 en los
Px (p<0.03).

El promedio en el grupo con A fue 1.6£0.4 y 1.1+0.2 en CH; mostrando una menor expresion de
CD69+ en ambos grupos A y CH comparados contra el grupo CT (Figura 7b).
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Figura 7. Expresion en de receptores de activacion celular sobre linfocitos T cooperadores. a) Frecuencia de
linfocitos que expresan CD25+/IL-2Ra; b) Frecuencia de linfocitos T cooperadores que expresan CD69+/AIM. Datos

expresados en media * error estandar.

10.3.1.3 Expresion del Receptory Ligando de FAS (CD95+y CD178+) asi
como Caspasa 3 activa en linfocitos T cooperadores.

La expresion promedio del receptor de Fas (CD95+) sobre linfocitos T cooperadores en el grupo
de Px fue 15.615, en A fue 12.1+4.5, en CH 18.548.5 y en los sujetos CT 10.4+1; observandose una
mayor expresion en el grupo con CH, encontrando diferencias significativas contra CT (Figura 8a).

El promedio de expresidn para el Ligando de Fas (CD178+) en los Px fue de 33112 y en Controles
6.7+3, observando un aumento en la expresién del ligando en Px (p<0.05).

La media en el grupo con A fue 24+18 y 40£16.5 para CH; se observé un aumento en la expresién
del ligando en CH, obteniendo diferencias significativas entre CH y CT (Figura 8b).

La expresion promedio de Caspasa 3 en su forma activa en Px y CT fue de 1048 y 0.1+0.03,
observandose un aumento en su expresién en los Px (p<0.05), mientras que en el grupo de A fue
22+16 y en el grupo con CH fue de 0.1+0.05, respectivamente no encontrando diferencias
significativas (Figura 8c).
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Figura 8. Expresion en linfocitos T cooperadores de moléculas que participan en los procesos de muerte celular,
sujetos con consumo crénico de alcohol sin dafio y sujetos con cirrosis hepatica. a) Frecuencia de expresion del
receptor Fas; b) Expresion del ligando de Fas; c) Expresidn de caspasa 3 activa. Datos expresados en media * error
estandar.

10.3.1.4 Expresion de receptores de quimiocinas sobre linfocitos T
cooperadores

El porcentaje en la expresion del receptor de quimiocina CXCR3 (CD183+) sobre linfocitos T
cooperadores fue 6.3+3 en Px, 1.9+0.6 en A, 15+6.7 en CH y 8+6.3 en CT; se observé un aumento
en la expresion en el grupo con CH comparado con A (Figura 9a). Para el receptor CXCR4 (CD184+),
el promedio en los Px fue de 6.5£3.5, en el grupo con A fue de 9+5.2, en CH 2+0.7 y en los sujetos
CT 16.3+8.3; en los pacientes con CH disminuyd la expresion comparado contra Ay CT controles,
obteniendo diferencias significativas (Figura 9b).
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Figura 9. Expresion en linfocitos T cooperadores de moléculas que participan en el trafico linfocitario de sujetos con
consumo crénico de alcohol, cirrosis hepatica y sujetos control. a) Frecuencia de linfocitos T cooperadores que
expresan CD183+/CXCR3; b) Frecuencia de linfocitos T cooperadores que expresan CD184+/CXCR4. Datos
expresados en media + EE.

10.3.2 Determinacion de linfocitos T citotoxicos (CD3+CD8+)

El promedio en el nimero de linfocitos T-citotdxicos en los Px fue de 0.2+0.05, en A 0.3410.06,
0.131£0.03 en el grupo con CH y 0.44+0.13 para los sujetos CT. El nimero de células citotéxicas fue
menor en el grupo con CH comparado contra Ay CT.

De acuerdo al promedio en porcentaje en los Px fue de 17.611.6, para el grupo con A fue 21.5£2.3,
en CH 13.3+1.4 y 21.6%2.3 en CT, observando un porcentaje menor de células citotéxicas en el
grupo con CH, se obtuvieron diferencias significativas entre CH vs Ay CT (Figura 10).
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Figura 10. Numero y frecuencia de linfocitos T-citotdxicos en los diferentes grupos. Datos expresados en media +
desviacion estandar.

10.3.2.1 Determinacion de la viabilidad de linfocitos T citotdxicos.

El promedio de la viabilidad de linfocitos T citotdxicos en los Px fue de 82+10 y en el grupo CT fue
de 99+0.5, observando una disminucion en la viabilidad de estas células (p<0.04). La viabilidad en
A fue 96+2.5 y en CH 49.2+28.8, respectivamente; el grupo con una disminucién en la viabilidad

celular fueron los px con CH, observandose diferencias significativas entre CH vs A y CT (Figura
11).

Células viables (%)
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Figura 11. Frecuencia de células viables en los diferentes grupos. Datos expresados en media + desviacién estandar.

10.3.2.2 Expresion de receptores de activacion celular sobre linfocitos T
citotoéxicos.

La expresion del receptor para IL-2 (CD25+) en los Px fue de 68+11.5, en el grupo con A fue
75.4+12.6, en CH 57+23.3 y en CT 51.3+27.3; no se observaron diferencias significativas entre
grupos (Figura 12a). Para el receptor de activacién temprana (CD69+), el promedio en el grupo de
Px fue de 1.4+0.6 en el grupo con A fue 11£0.6, 1.9+1.3 en CH y en CT 5%2.2; observando una
disminucion en la expresidon en todos los Px comparados contra CT y A vs CT (Figura 12b). La
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expresion de NKG2D (CD314+) en el grupo de Px fue 68140 y en CT 34+1.1, respectivamente
(p<0.03), se observé un aumento en la expresion de NKG2D en los Px. En los pacientes con A fue
69.2+17.8 y 65.5+29.3 en CH; observando un incremento en la expresién de la molécula en Ay
CH comparados contra CT, obteniendo diferencias significativas (Figura 12c).
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Figura 12. Expresién de receptores de activacion celular. @) Frecuencia de linfocitos que expresan CD25+; b)
Frecuencia de linfocitos que expresan CD69+; c) Frecuencia de células que expresan CD314+ en los diferentes

grupos. Datos expresados en media £ EE. NS: No significativo.

10.3.2.3 Capacidad efectora de los linfocitos T citotdxicos.

La expresidon de granzima B en los Px fue de 33+9 y en CT 18.5+0.6, se observd el aumento en la
expresion de esta molécula en los Px, obteniendo diferencias significativas (p<0.05). En los
linfocitos citotdxicos la expresion de granzima B en el grupo con A fue 24.1+7.6 y 46.7+21.5 en
CH; observando un aumento en la expresiéon de esta molécula en el grupo con CH. Se obtuvieron
diferencias significativas entre CH contra Ay CT (Figura 13a). La frecuencia promedio de perforina
en los Px fue de 30.5+11.3 y en el grupo CT 5.2+0.5, respectivamente (p<0.02), mientras que para
el grupo de A fue 31%#13.2 y en CH 29+26.5; observandose un aumento en la expresion de
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perforina en los Px, en el grupo con Ay CH, se obtuvieron diferencias significativas entre Px vs CT,
Ay CH vs CT (Figura 13b).
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Figura 13. Expresion de moléculas efectoras sobre linfocitos T citotdxicos. a) Frecuencia de linfocitos que expresan
granzima B; b) Frecuencia de linfocitos que expresan perforina en los diferentes grupos. Datos expresados en
media t EE.

10.3.2.4 Expresion del Receptory Ligando de FAS (CD95+y CD178+), TRAIL
(CD253+) asi como Caspasa 3 activa en linfocitos T citotoxicos.

El promedio en la expresion del receptor de Fas (CD95+) sobre linfocitos T citotdxicos en Px fue
de 1+0.5, en A fue 0.4+0.1, 1.7¢1.1 en CHy en CT 0.3+0.1; se observé un aumento en la expresion
del receptor en CH obteniendo diferencias significativas vs CT (Figura 14a). La expresién del
ligando de Fas (CD178+) en los Px fue de 1+0.5 y en CT 0.10.1, respectivamente (p<0.05),
observandose un aumento en la expresidn del ligando de Fas en los Px. La expresidon promedio en
el grupo con A fue de 1.4+1 y 0.3+0.1 en CH; se observé un aumento en la expresidn de esta
molécula y diferencias significativas entre el grupo con A vs CT y CH (Figural4b). La expresion
promedio de CD253+/TRAIL en los Px fue de 0.2+0.1 y en CT 1.4+0.4, respectivamente (p<0.02),
mientras que en el grupo con A fue 0.2+0.2 y en CH 0.210.18; donde disminuyd la expresidn de la
molécula en los Px, Ay CH comparados contra el grupo CT (Figura 14c). La expresion de Caspasa
3 activa en los Px fue de 7+6 y en CT fue 0.1+0.0, observando un aumento en la expresidén de esta
molécula en los Px con diferencias significativas (p<0.04), la expresién en el grupo A obtuvo en
promedio 13.2+11.6 no observandose diferencias significativas (Figura 14d).
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Figura 14. Expresion de moléculas de muerte celular sobre los linfocitos T citotdxicos. a,b) Frecuencia de linfocitos
que expresan el receptor y ligando de Fas; c) Frecuencia de linfocitos citotoxicos que expresan TRAIL; d) Expresion
de Caspasa 3 activa en linfocitos T citotdxicos. Datos expresados en media + EE.

10.3.2.5 Expresion de receptores de quimiocinas sobre linfocitos T citotdxicos

La frecuencia en la expresiéon del receptor de quimiocina CXCR3 (CD183+) fue 2+1 en Px, 0.7+0.2
en A, 5£2.5 en CH y 12.2+10 en CT; se obtuvieron diferencias significativas entre Px, A y CT,
disminuyendo en ambos, asi como CH y A, aumentando en CH (Figura 15a). Para el receptor
CXCR4 (CD184+), el promedio en los Px fue 4+2.2, en el grupo A fue 4.31£3, en CH 3.6x3 y en CT
6.8+3.5; no observando diferencias significativas entre grupos (Figura 15b).
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Figura 15. Expresion de receptores de quimiocinas sobre los linfocitos T citotdxicos. a -b) Frecuencia de linfocitos T
citotdxicos que expresan CD183+/CXCR3 y CD184+/CXCR4. Datos expresados en mediatEE.

10.3.3 Determinacion de linfocitos NK (CD3-CD56+)

Se obtuvo en promedio 0.16+0.03 de linfocitos NK en los Px, 0.2+0.03 en el grupo con A, 0.07+0.03
en CH y 0.32+0.07 en CT; obteniendo diferencias significativas entre CH vs A y CT, teniendo un
menor numero de células NK en CH.

De acuerdo a la frecuencia promedio se obtuvo 12.6+1.3 en los Px, 12.311.2 en A, 1343 para el
grupo CH y 13.6+2.6 para CT. No se presentaron diferencias significativas entre grupos (Figura
16).
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Figura 16. Numero y frecuencia promedio de linfocitos NK en los diferentes grupos. Datos expresados en media +
desviacion estandar. NS: No significativo

10.3.3.1 Determinacion de la viabilidad de linfocitos NK.

En promedio los Px obtuvieron 85.7+7.7 de células viables, en el grupo con A fue de 89.7+7.2, en

CH fue 73.5+26.3 y 98.9+0.5 en CT; no se observaron diferencias significativas entre grupos
(Figura 17).
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Figura 17. Frecuencia de células NK viables en los grupos. Datos expresados en media + desviacidn estandar.

10.3.3.2 Expresion de receptores de activacion celular sobre linfocitos NK

La expresién del receptor para IL-2 (CD25+) en los Px fue 40£12.5, en el grupo A fue 31+17.5, en
CH 5943.5 y 0.7+0.2 en CT; se observa el aumento en la expresidon de CD25+ en los pacientes Px
(p<0.05), se obtuvieron diferencias significativas entre pacientes y CT, asi como entre CH y A
(Figura 18a). Para el receptor de activacion temprana (CD69+), el promedio en los Px fue 1.2+0.5
y 4+0.6 en los Controles obteniendo diferencias significativas (p<0.03), mientras que en el grupo
Afue 0.610.5, 2.2+1 en CH y en CT 440.6; mostrando diferencias significativas entre pacientes con
alcoholismo y CT asi como CH vs Ay CH vs CT (Figura 18b), la expresion de esta molécula se
encuentra disminuida en los pacientes y entre ellos la expresién aumenta en el grupo CH. La
expresion para NKG2D (CD314+) en los Px fue 6.515.6, en A fue 10.3+8.8, 0.2+0.2 en CH y 8.5+0.5
para los sujetos CT; observando una disminucion en el grupo CH, se encontraron diferencias
significativas en CH comparado con CT y A (Figura 18c).
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Figura 18. Expresidon de receptores de activacion celular sobre linfocitos NK. a) Frecuencia de células NK que

expresan CD25/IL-2Ra; b) Frecuencia de linfocitos que expresan CD69+/AIM; c) Frecuencia de células que expresan
CD314+/NKG2D. Datos expresados en media % EE.
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10.3.3.3 Capacidad efectora de los linfocitos NK

La expresion de granzima B en los linfocitos en el grupo de Px fue 54.6 £13.2, en A fue 43.4+19.7,
73.4+7.4 en CH y 5416 en los CT; siendo el grupo con CH el que tiene mayor expresién de la
molécula, se obtuvieron diferencias significativas entre CH contra CT (Figura 19a). La frecuencia
promedio de perforina en los Px fue 81.4+7, en A fue 7519, en CH 96+2.2 y 82.417.2 en CT; se
observaron diferencias entre CH comparados contra Ay CT teniendo mayor expresion en el grupo
CH (Figura 19b).
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Figura 19. Expresion de moléculas efectoras sobre linfocitos NK. a) Frecuencia en la expresidn de granzima B; b)
Frecuencia en la expresidn de perforina de linfocitos NK. Datos expresados en media + EE.

10.3.3.4 Expresion del Receptor y Ligando de FAS (CD95+ y CD178+), TRAIL
(CD253+) asi como Caspasa 3 activa en linfocitos NK.

La frecuencia en la expresion del receptor de Fas sobre linfocitos NK en los Px fue 6+3.5 y 0.7+0.5
en los CT, respectivamente (p<0.01) aumentando la expresién en los Px. En el grupo con A fue
7+5.2, 4£2.5 en CH; la expresion del receptor se encontré aumentada en A y disminuida en CH,
se encontraron diferencias entre Ay CT, asi como CH y CT (Figura 20a). Para el ligando de Fas, los
Px tuvieron en promedio 21.318.6 y 0.8+0.4 en CT, observandose un aumento en los Px con
diferencias significativas (p<0.05), mientras que para el grupo con A obtuvo 11+6,41.5+20 en CH;
aumentando su expresion en A y CH comparado contra los CT y observando diferencias
significativas (Figura 20b). La expresion promedio de CD253+/TRAIL en los Px fue de 62.319.7 y
48+1.5 en CT, observando un aumento en la expresion en los Px (p<0.04) en el grupo A fue 5611,
en CH 72.7+20; se obtuvieron diferencias entre CH contra el grupo CT, teniendo mayor expresion
en CH (Figura 20c). La expresion de Caspasa 3 activa promedio en los Px fue de 10+6.5 y 0.2+0.05
en el grupo CT (p<0.02), en el grupo de A fue 14.5+10, en CH 0.940.9, se observa mayor expresion
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en los Px, en el grupo con A presentandose diferencias significativas entre Px vs Ct y A vs CH
(Figura 20d).
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Figura 20. Expresion de moléculas de muerte sobre linfocitos NK. a, b) Frecuencia de linfocitos que expresan el
receptor de Fas/CD95+ y ligando de Fas/CD178+ ; c) Frecuencia de linfocitos citotoxicos que expresan
CD253+/TRAIL; d) Expresidn de Caspasa 3 activa en linfocitos NK. Datos expresados en media + EE.

10.3.3.5 Expresion de receptores de quimiocinas sobre linfocitos NK

La frecuencia en la expresién del receptor CXCR3 (CD183+) fue 7.4+7 en Px, 0.03+0.03 para A,
15+14 en CH y 0.28+0.16 en CT; no se observaron diferencias significativas entre grupos (Figura
21a). En el receptor CXCR4 (CD184+), el promedio en Px fue 2+1.8, en A fue 0.07+0.07, en CH
3.7£3 y en CT 0.1840.09; se observd un aumento en la expresion en el grupo CH se obtuvieron
diferencias significativas entre CH comparados contra Ay CT (Figura 21b).
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Figura 21. Expresion de receptores de quimiocinas sobre linfocitos NK. a-b) Frecuencia de células NK que expresan
CD183+/CXCR3 y CD184+/CXCR4 en los grupos. Datos expresados en media + EE

10.3.4 Determinacion de citocinas en suero

La mediana de la concentracion de IL-6, IL-8 e IFN-y aumentaron en los Px vs CT (p<0.001); las
concentraciones de IL-6 e IL-8 incrementaron en el grupo con A vs CT, la concentracién de IL-6 es
elevada en CH vs A y CT; sin embargo, IL-8, IL-10 e IFN-y solo aumentaron en CH vs CT (p=0.003,
p=0.008) (Tabla 5). No se observaron diferencias significativas entre las concentraciones de GM-
CSF, TNF-a, IL-2 e IL-4.

Tabla 5. Concentraciones séricas en los grupos de estudio.

Controles Pacientes Alcoholismo Cirrosis
IL-6 (pg/mL) 0.4 (0.2-4.6) 2 (0.2-36)? 0.73 (0.2-3)° 4 (0.3-36)%
IL-8/CXCL8 (pg/mL) 1.3 (0.3-12.3) 8 (0.1-163)° 7 (0.6-54)° 9.4 (0.1-163)¢
IL-10 (pg/mL) 0.4 (0.1-4.5) 1(0.1-118.3) 0.3 (0.1-118.3) 1.1 (0.1-81)¢
IFN-y (pg/mL) 1(0-21) 2 (0-173)2 1.5(0.1-50.2) 18 (0-173)¢

“un

Datos expresados en mediana (min-max). “a” Diferencia entre pacientes y controles; “b” Diferencia entre
alcoholismo y controles; “c” Diferencia entre cirrosis y controles; “d” Diferencia entre alcoholismo y cirrosis. pg/mL:
pico gramos por mililitro. GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos. IFN-y: Interferén
gama. Interleucina (IL).



10.3.5 Asociaciones

Las asociaciones entre el consumo crénico de alcohol y pardametros inmunoldgicos se presentan
a continuacion (Tabla 6-8).

Tabla 6. Correlaciones de linfocitos T cooperadores.

rs P
#CD4+ y g por dia -0.678 0.045°
#CD4+ y #Linfocitos 0.904 0.001°
H#CD4+ y #CD8+ 0.833  0.010°
HCD4+ y #NK 0.757  0.049°
H#CD4+ e IL-6 -0.683 0.042°
CD4+CD95+ y NK+CD178+ 0.739  0.036°
CD4+CD178+ y NK+CD178+ 0.842 0.010°
CD4+Caspasa 3 activa y NK+Caspasa 3 activa 0.9760 <0.001°
CD4+CXCR4+ y NK+CXCR4+ 0.756  0.049°

rs: Correlacidon de Spearman.

Tabla 7. Correlaciones de linfocitos T citotoxicos.

rs P
#CD8+ y #Linfocitos 0.786 0.021°
%CD8+ e IL-10 -0.559 0.007°
CD8+CD95+ y CD4+CD95+ 0.936 <0.001°
CD8+CD178+y CD4+CD178+ 0.551 0.041°
CD8+Caspasa 3 activa y CD4+Caspasa 3 activa 0.986 <0.001?
CD8+CXCR3+ y CD4+CXCR3+ 0.689  0.005%

rs: Correlacidon de Spearman.

Tabla 8. Correlaciones de linfocitos NK.

rs p
#NK+ y #CD8 0.847 0.016°
#NK y #Linfocitos 0.955 0.001°
NKy TRAIL 0.850 0.004°
NKy Granzima B 0.728 0.026°
NK+Caspasa 3 activa y CD8+Caspasa 3 activa 0.929 <0.001°
NK+CD25+ y CD8+CD25+ 0.859 0.013°
NK+NKG2D+y CD8+CD25+ -0.708 0.033°
NK+Granzima B+ y CD8+Perforina+ 0.810 0.008°
NK+CXCR4+ y CD8+CXCR4+ 0.998 <0.001°
NK+CXCR3+y CD8+CXCR4+ 0.997 <0.001°

rs: Correlacion de Spearman.
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11. DISCUSION

El consumo crénico de alcohol se considera uno de los principales factores de riesgo para
enfermar. Campollo O., 2007, establecié que una consideracién metodoldgica para el estudio del
alcoholismo se vincula con las limitaciones epidemioldgicas y la presentacién clinica de los
sujetos. Ya que la mayoria de ellos acude a solicitar atencion o ayuda sélo en etapas cuando ya se
encuentra establecido el padecimiento. Por esta razén y para obtener mas informacion sobre el
trastorno, se debe analizar el problema de forma clinica, psicoldgica y psiquidtrica en diferentes
grupos como son sujetos en apariencia sanos (estudiantes, hogares), grupos especiales (sujetos
con cirrosis, grupos de autoayuda) y en los propios sujetos con alcoholismo que acuden a los
servicios médicos por causas ajenas o relacionadas con un periodo de intoxicacion (accidentes,
salas de urgencias médicas).

En nuestro estudio se encontré que el 80 % de los pacientes estuvo conformado por hombres y
el restante 20 % por mujeres, lo cual coincidié con lo reportado por la ENCODAT 2017, donde se
determind que la poblacidn masculina presenta un mayor consumo de alcohol. El grupo control
estuvo conformado principalmente por mujeres; sin embargo, es importante mencionar que se
observé una tendencia a la alza en el consumo crdénico de alcohol en mujeres, esta alza estd
afectando sobre todo a los grupos etarios jévenes (Cavareo-Anduaga, J. J., et al, 1999; ENCODAT,
2017).

Respecto a la edad, las poblaciones se localizaron dentro del rango de los 18 a 60 afios, en donde
observamos que en el grupo de cirrosis por alcohol presentd rangos de mayor edad, Rehm, J. y
colaboradores en 2013, observaron que el nimero de muertes por cirrosis hepatica atribuida al
consumo crénico de alcohol es mucho mayor en personas que tienen 65 o mas afos (debido a
complicaciones de la misma) en comparacion con grupos de entre 15 a 34 afios y las personas de
35 a menores de 65 afios, tanto para hombres como mujeres. Sin embargo, en términos de
contribucién relativa, el impacto de la cirrosis hepatica por alcohol es mayor en el grupo de
mediana edad que abarca de los 35 a menores a 65 afios. Esto es importante debido a que es la
poblacién econdmicamente activa la que esta siendo mas afectada.

En el IMC, el promedio en los tres grupos se ubicé entre el peso normal (18.5-24.9 Kg/m2) y el
sobrepeso (25-29.9 Kg/m2), de acuerdo a lo descrito por la Organizacién Mundial de la Salud.
Naveau, S. y colaboradores en 1997, identificaron que el exceso de peso corporal durante al
menos 10 afios sumado al consumo excesivo de alcohol, es considerado un factor de riesgo para
desarrollar hepatitis alcohdlica y cirrosis por alcohol aumentando la mortalidad por enfermedad
hepatica. Mientras que la presencia de obesidad fue un predictor independiente para el
desarrollo de EHA.
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En el AUDIT, el grupo con alcoholismo obtuvo una puntuacién promedio de 20, de acuerdo a
Babor, T. 2001 los sujetos que presentan puntuaciones iguales o mayores a 20 requieren una
evaluacién diagnostica amplia de la dependencia del alcohol. Sin embargo, como sabemos estos
sujetos no acuden a los servicios médicos debido a que no tienen conciencia de su padecimiento
o tratan de minimizar u ocultar su problema (negacién) (Martinez-Herndndez, L. A., Lépez-
Carbajal, D. A., 2005). En el grupo con cirrosis el puntaje de AUDIT fue de 17, de acuerdo a Babor,
2001 las puntuaciones entre 16 y 19 sugieren terapia breve y un abordaje continuado, es
importante mencionar que en esta etapa los pacientes con cirrosis presentan signos y sintomas
relacionados a la misma como: hipertensidn, ascitis etc. Para proporcionar descripciones claras
de las categorias diagndsticas, con el fin de conocer si el individuo presenta algun trastorno de
abuso o dependencia hacia el alcohol es necesario aplicar el cuestionario DSM-IV, en el grupo de
alcoholismo y cirrosis todos los participantes dieron positivo a dependencia alcohdlica.

El conocimiento acerca de un consumo de riesgo o perjudicial del alcohol puede ayudar en la
identificacidon del consumo excesivo como causa de una enfermedad presente, proporcionando
esquemas de intervencion dirigida a los bebedores de riesgo para que puedan reducir o
abandonar el consumo de alcohol y con ello evitar las consecuencias del mismo (Babor, T. et al,
2001). Por otra parte, el grupo control presentd valores de AUDIT menores a 8, de manera
interesante algunos estudios han reportado que el consumo moderado de alcohol puede ser
saludable y protege al individuo contra enfermedades cardiovasculares (Szabo, G. & Mandrekar,
P., 2009).

De acuerdo a los gramos de alcohol consumidos por dia, el grupo con cirrosis presentd puntajes
altos con un consumo inicial a los 14 afios el cual fue continuado durante 28 afios, Campollo, O.,
2007, reportd que en personas que desarrollaron cirrosis a consecuencia del consumo crénico de
alcohol, el tiempo promedio de ingestidon alcohdlica para su desarrollo fue de 24 afios con un
inicio de la ingestidn a los 18, por lo que pudimos observar que nuestra poblacién de estudio se
ubico en estos pardmetros aunque es importante mencionar que el inicio de la ingestién cada vez
se inicia en etapas tempranas.

Los multiples efectos patolégicos del alcohol pueden ser divididos en aquellos que resultan del
efecto directo del alcohol, los que surgen por efectos secundarios a las deficiencias nutricionales
y los causados por la enfermedad hepatica. Al examinar las pruebas bioquimicas entre los grupos
se encontré que las concentraciones de Hb disminuyeron en el grupo con cirrosis, la anemia es
una causa comun en los sujetos con alcoholismo y cirrosis. Das, S. K. et al, 2008, reporta que la
hemoglobina puede formar aductos con el acetaldehido (HAA) después de la ingesta de alcohol.
Estos complejos de HAA, pueden ser detectables en el torrente sanguineo y pueden estar
presentes durante al menos 28 dias en circulacidon por lo que puede ser usado como un
biomarcador para el consumo crénico de alcohol.
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El alcohol y sus metabolitos tienen efectos tdxicos en la médula dsea y, por lo tanto, también en
la produccion de precursores hematoldgicos. La macrocitosis (eritrocitos agrandados) es un
hallazgo comun en los alcohdlicos crénicos y en déficits vitaminicos (vitamina B6, B12 y acido
folico). La macrocitosis es determinada por el Volumen Corpuscular Medio (VCM) estimacion
promedio del volumen de eritrocitos en este estudio se observé que el VCM aumentd en el grupo
con cirrosis. Debido a que el glébulo rojo sobrevive por 120 dias después de ser liberado hacia la
circulacidn, el VCM puede permanecer elevado hasta 3 meses después de que una persona haya
dejado de beber y si las concentraciones de GGT y VCM son elevados, es probable que el alcohol
fuese el agente causante (Das, S. K., et al. 2008; Torruelas, C. et al, 2014).

En los pacientes con alcoholismo o cirrosis hepatica por alcohol se describe también leucopenia
con neutropenia (Homann, C. & Hasselbalch, H. C., 1992). Sin embargo, en nuestro estudio no se
observaron diferencias significativas en el nUmero de leucocitos circulantes aunque si se observo
elevado el porcentaje de neutréfilos en el grupo con alcoholismo y cirrosis hepatica. Los
neutrdfilos pueden infiltrarse al higado promoviendo la progresién de EHA, produciendo dafio en
los hepatocitos a través de la liberacidén de especies reactivas de oxigeno, proteasas y mediadores
pro-inflamatorios. Por otro lado, los neutréfilos tienen la capacidad de contrarrestar las
infecciones bacterianas por lo cual, los pacientes que tienen un menor nimero de neutrdfilos en
circulacidon pueden reflejar un sistema de defensa inmune deficiente y presentar una mayor
susceptibilidad a infecciones bacterianas o virales (Gao, B. & Tsukamoto, H., 2016).

También, se observé que el porcentaje de monocitos en la periferia fue mayor en los sujetos con
cirrosis, esto concuerda con lo reportado por Donnadieu-Rigole, H., et al, 2016, en donde
observaron que el uso crénico se alcohol altera la distribucién, asi como las caracteristicas
fenotipicas y funcionales de los monocitos de sangre periférica.

Se sabe que otra de las modificaciones causadas por el consumo crénico de alcohol es la
disminucion de linfocitos o linfopenia (Matos L., Batista P et al, 2013), nuestros datos coincidieron
con estas modificaciones en la disminucidn de linfocitos, mientras que el nimero total sélo estuvo
disminuido en cirrosis.

Dentro de las anomalias hematoldgicas mas comunes también se encuentra la trombocitopenia
complicacién frecuente en los alcohélicos y durante la cirrosis hepatica, nuestros datos muestran
gue disminuyd el niumero de plaguetas en el grupo con cirrosis hepatica. En un estudio con
voluntarios, se demostré que durante la administracién de alcohol con dieta normal, las plaquetas
disminuian en la mitad de las personas después de tres a cinco semanas de consumo diario de
alcohol (Lindenbaum J & Lieber CS, 1969). Adicionalmente, algunos estudios, han demostraron
gue la trombocitopenia en los alcohdlicos se presenta como resultado de la supresién en la
maduracion de los megacariocitos a nivel medular (Latvala J, Parkkila S, Niemelad O., 2004; Violi F,
Basili S, Raparelli V, Chowdary P, Gatt A et al, 2011). Ademas, el alcohol es la causa mas

62



importante de cirrosis y a través de ésta; es el origen de otras alteraciones en la coagulacion por
la insuficiencia hepatica, asi como el hiperesplenismo donde la hipertensién portal causa la
acumulacién y el secuestro de las plaquetas (Peck-Radosavljevic M., 2017).

Los marcadores de consumo de alcohol mas utilizados son las enzimas AST, ALT y GGT, siendo
AST y ALT las que se elevan con menos frecuencia que la GGT durante el consumo. En nuestros
resultados se determind que la concentracion de AST, ALT y GGT se encontraron elevadas en los
pacientes con alcoholismo y cirrosis hepatica, lo cual coincidié con lo reportado por Atalo P. et al,
2008 en pacientes con consumo crénico de alcohol que fue AST 63 (U/L), ALT 67 (U/L) y GGT 177
(U/L). Asi mismo, una caracteristica comun de la hepatopatia alcohdlica crénica es la
hipoalbuminemia progresiva, a nivel sérico también se atribuye al estado nutricional de los
pacientes el cual es deficiente, este estudio expuso que las concentraciones de albumina son
menores en el grupo de cirrosis y esto concuerda con lo reportado en otros (Atalo P, 2008).

El alcoholismo se asocia con alteraciones significativas del sistema inmunolégico lo que
predispone a las personas a contraer infecciones virales, bacterianas y al desarrollo de cancer. Sin
embargo, es importante advertir que varios aspectos del consumo de alcohol y sus efectos sobre
la inmunidad y defensa del huésped aln no se han aclarado por completo (Gyongyi S & Saha B,
2015); también, se desconoce lo que sucede con estos componentes durante la cirrosis hepatica
(Jeong WI., Gao B, 2008).

En la poblacién de linfocitos T cooperadores identificados por la expresién de moléculas
CD3+CD4+, el porcentaje en el grupo control fue de 38 %, en los T citotoxicos (CD3+CD8+) y NK
(CD3-CD56+) fue de 21y 13 %, respectivamente. Razo D, Garcia J y Llorente L, 1996 reportaron
los intervalos de referencia obtenidos en una poblacién adulta sana de la Ciudad de México, para
CD4+ obtuvieron un estimado de 42%, para CD8+ un 26% y finalmente para NK fue 13 %. Con
base a lo anterior, nuestras poblaciones celulares se encontraron dentro de los pardmetros de
referencia, validando nuestro andlisis celular.

Durante el consumo crénico de alcohol en los linfocitos T cooperadores CD4+ disminuyé la
expresion del receptor de IL-2 (CD25+) de activacion y proliferacion celular, el cual es mediado
por la sefalizacion del TCR, su expresidon es detectable hasta el dia 4-5 después de la unién,
también disminuyd la expresidon del receptor de activacion temprana (CD69+), el cual es
detectable a las pocas horas de la unién con el TCR, por lo que estas células no son activadas en
la periferia, generando anergia e impidiendo su diferenciacién hacia células efectoras, también
se inhibe su capacidad para activar otras células como los macréfagos, linfocitos B y en la
produccién y secrecidn de citocinas pro y anti-inflamatorias.
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Sin embargo, en las células T cooperadoras el nimero de células y otras caracteristicas fenotipicas
como la viabilidad celular, moléculas de muerte y trafico celular no se observaron cambios
durante el consumo crénico de alcohol (Figura 22).
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Figura 22. Caracteristicas fenotipicas de los linfocitos T cooperadores en pacientes con Alcoholismo. Se observa la
disminucion en la expresion de marcadores de activaciéon CD25+/IL-2Ra y CD69+/AIM (flecha negra hacia abajo), en
la parte inferior del esquema se encuentran las caracteristicas celulares que no presentaron modificaciones.

En la cirrosis hepatica por alcohol, el nimero de células T cooperadoras se observan disminuidos
de acuerdo a lo observado por Cook et al. 1994, Zhang and Meadows 2005, Costa Matos et al,
2013 indican que, durante la cirrosis hepatica se reducen los nimeros de linfocitos en periferia,
siendo los CD4+ uno de los afectados; ademads del nimero el dafio hepatico por alcohol disminuye
la viabilidad celular hasta en un 50 % aproximadamente.

En las células T CD4+ aumenta la expresidon del receptor de IL-2 (CD25+) de activacion vy
proliferacion celular, y disminuye el receptor de activacién temprana (CD69+), por lo que la
activacion de estas células es deficiente en el dafio hepatico.

En los marcadores de muerte celular se observa un aumento en la expresidon del receptor de
Fas/CD95+ el cual, transmite la sefial de muerte desde la superficie a vias intracelulares en donde
las células T cooperadoras pueden sufrir apoptosis, la expresion de esta molécula es crucial en el
destino de los linfocitos efectores. La expresiéon del ligando de Fas/CD178+ aumenta en los
linfocitos CD4 que son activados, si el ligando no es escindido de la superficie celular puede inducir
apoptosis en células que expresan altas cantidades del receptor de Fas sobre la superficie celular.
Los linfocitos no son las Unicas células que expresan Fas, sino también los hepatocitos,
colangiocitos, células estelares activadas y células de Kupffer.
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Cuando hay dafio hepatico se incrementa la expresion de CXCR3/CD183+, de acuerdo a su
clasificacién funcional esta molécula interviene en procesos inflamatorios, presenta 3 ligandos
como CXCL9, CXCL10 y CXCL11 que son expresados por células no parenquimales hepaticas;
durante el dafio hepatico las células T cooperadoras pueden ser reclutadas a tejido para mediar
el microambiente inflamatorio llevado a cabo principalmente por CXCR3.

No se observan cambios en otras caracteristicas fenotipicas como el porcentaje celular y la
expresion de caspasa 3 activa sobre las células T cooperadoras (Figura 23).
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Figura 23. Caracteristicas fenotipicas de los linfocitos T cooperadores en pacientes con cirrosis hepatica por alcohol.
Se observan modificaciones en frecuencia absoluta, viabilidad, activacién CD25+/IL-2Ra, CD69+/AIM, muerte
CD95+/FasR, CD178+/FasL, CD253+/TRAIL, Caspasa 3 activa y trafico linfocitario CD183+/CXCR3, CD184+/CXCR4. En
la parte inferior del esquema se encuentran las caracteristicas celulares que no presentaron modificaciones (Flecha
negra hacia arriba = aumento en la expresion, flecha hacia abajo = disminucién en la expresion).

Durante el consumo crénico de alcohol en los linfocitos T citotéxicos CD8+ disminuye la expresidon
del receptor de activacién temprana (CD69+) sin embargo, aumenta la expresion de NKG2D
(CD314+) el cual es necesario junto con el TCR para reconocer, detectar y eliminar células
infectadas o transformadas, ya que sus ligandos son inducibles bajo estrés celular o ya sea como
resultado de una infeccion.

La capacidad citotdxica de las células T aumenta con la expresion de perforina intracelular en los
pacientes que presentan un consumo crénico de alcohol, por lo que actua en la liberacién del
contenido de los granulos citotdxicos en las membranas celulares blanco; sin embargo, para una
destruccién eficaz son necesarias ambas perforina y granzima B; por lo que la capacidad efectora
citotdxica es deficiente.
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De acuerdo a la expresién de receptores de muerte celular, aumenta la expresién del ligando de
Fas (CD178+), el cual puede inducir apoptosis en otras células que expresan altas cantidades del
receptor de Fas sobre la superficie celular. Se observa que disminuye la expresiéon de TRAIL
(CD253+) otra via de induccion de apoptosis la cual, no esta participando durante el consumo
cronico de alcohol.

No se observan cambios en otras caracteristicas como el numero, porcentaje, viabilidad,
expresion del marcador de activacion CD25+, capacidad efectora por granzima B, muerte por el
receptor de Fas y la activacion de caspasa 3 asi como el trafico celular mediado por CXCR3 y CXCR4
(Figura 24).
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Figura 24. Caracteristicas fenotipicas de los linfocitos T citotdxicos en pacientes con alcoholismo. Se observan
modificaciones en activacion CD69+/AIM, CD314+/NKG2D, capacidad efectora en perforina y muerte celular
CD178+/FasL, CD253+/TRAIL. En la parte inferior del esquema se muestran las caracteristicas celulares que no se
modifican por el consumo crénico de alcohol (Flecha negra hacia arriba = aumento en la expresidn, flecha hacia abajo

= disminucion en la expresion).

En la cirrosis hepatica por alcohol, el nUmero de células T citotdxicas se observan disminuidas, de
acuerdo a lo observado por Cook et al. 1994, Zhang and Meadows 2005, Costa Matos et al, 2013
indican que, durante la cirrosis hepatica se reducen los nUmeros de linfocitos en periferia; ademas
en el dafio hepdtico por alcohol disminuye la viabilidad celular hasta en un 50 %
aproximadamente.

En las células T citotdxicas aumenta la expresion de NKG2D (CD314+), molécula necesaria junto
con el TCR para activar, reconocer, detectar y eliminar células infectadas o transformadas, ya que
sus ligandos son inducibles bajo estrés celular, o como resultado de una infeccién.

La capacidad efectora de los linfocitos T citotdxicos es completa, ya que aumentd la expresion de
granzima B y perforina intracelular en los pacientes que presentan cirrosis hepatica.
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De acuerdo a la expresion de receptores de muerte celular, aumenté la expresién del receptor de
Fas (CD95+) el cual, transmite la sefial de muerte desde la superficie a vias intracelulares causando
la muerte por apoptosis de las células T citotdxicas, la expresién de esta molécula es crucial en el
destino de los linfocitos efectores. Se observé una disminucion en la expresion del ligando de Fas
(CD178+) y TRAIL (CD253+) estas vias de induccion de apoptosis no participan durante la cirrosis
hepatica por alcohol.

Cuando hay dafo hepatico se incrementd la expresion de CXCR3/CD183+, durante el dafio
hepatico las células citotoxicas CD8+ pueden ser reclutadas a tejido para participar en el
microambiente inflamatorio.

No se observaron cambios en otras caracteristicas fenotipicas como activacion celular, activacién
de caspasa 3 y el trafico linfocitario por CXCR4 en las células T citotdxicas (Figura 25).
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Figura 25. Caracteristicas fenotipicas de los linfocitos T citotdxicos en pacientes con cirrosis hepatica por alcohol. Se
observan modificaciones en frecuencia absoluta y relativa, viabilidad, activacién CD314+/NKG2D, capacidad efectora
en granzima B, perforina, muerte CD95+/FasR, CD178+/FasL, CD253+/TRAIL y trafico linfocitario CD183+/CXCR3. En
la parte inferior del esquema se muestran las caracteristicas celulares que no se modificaron por el dafio hepatico
(Flecha negra hacia arriba = aumento en la expresion, flecha hacia abajo = disminucion en la expresion).

En el consumo crdénico de alcohol, la expresion del marcador de activacion y proliferacién celular
(CD25+) se encuentré aumentado en las células NK, esta activacién no es completa ya que la
expresion del receptor de activacién temprana (CD69+) disminuye, por lo que, la activacion
celular es deficiente.

De acuerdo a la expresidn de receptores de muerte celular, podemos observar que durante el
consumo cronico de alcohol aumentd la expresion del receptor y ligando de Fas, asi como caspasa
3 activa, por lo tanto, las células NK presentaron apoptosis.
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Sin embargo, no se observaron cambios en el nimero, porcentaje y otras caracteristicas
fenotipicas como la viabilidad celular, activacién por NKG2D, capacidad efectora, muerte mediada
por TRAIL y el trafico de las células NK en pacientes con consumo crénico de alcohol (Figura 26).
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Figura 26. Caracteristicas fenotipicas de los linfocitos NK en pacientes con alcoholismo. Se observan modificaciones
en activaciéon CD25+/IL-2Ra, CD69+/AIM y muerte celular CD95+/FasR, CD178+/FasL, Caspasa 3 activa. En la parte
inferior del esquema se muestran las caracteristicas celulares que no se modifican por el consumo crénico de alcohol
(Flecha negra hacia arriba = aumento en la expresion, flecha hacia abajo = disminucion en la expresion).

En el dafio hepatico por alcohol, el nimero de células NK se observaron disminuidas de acuerdo
a las observaciones hechas por Cook et al. 1994, Zhang and Meadows 2005, Costa Matos et al,
2013 indican que durante la cirrosis se reducen los numeros de linfocitos en periferia.

En las células NK, la expresién de marcadores de activacidn y proliferacién celular CD25+ y CD69+
se encontraron aumentados durante la cirrosis hepatica, por lo que la activacién fue completa;
mientras que la expresion de NKG2D fue reducida.

Durante el dafio hepdtico se mantiene la expresion de granzima B y perforina, en ambas
condiciones las células NK tienen la misma capacidad funcional para producir muerte sobre las
células blanco.

De acuerdo a la expresidon de receptores de muerte celular extracelular, podemos observar que
durante la cirrosis hepatica aumentd la expresiéon del receptor, ligando de Fas y TRAIL por lo cual,
estas células pueden inducir muerte sobre las células blanco, asi como ser susceptibles a que ellas
mueran por apoptosis.

En la poblacién de células NK cuando hay dafio hepatico generado por el consumo de alcohol se
incrementa la expresion de CXCR4, esta molécula se considera homeostatica y angiogénica y se
expresa por estimulos pro-inflamatorios.
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En cuanto al porcentaje, viabilidad celular, muerte por caspasa 3 activa y trafico linfocitario por
CXCR3+ de las células NK, no se observaron diferencias significativas (Figura 27).
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Figura 27. Caracteristicas fenotipicas de las células NK en pacientes con cirrosis hepatica por alcohol. Se observan
modificaciones en frecuencia absoluta, activacién CD25+/IL-2Ra, CD69+/AIM, CD314+/NKG2D, capacidad efectora
en granzima B, perforina, muerte celular CD95+/FasR, CD178+/FasL, CD253+/TRAIL y trafico linfocitario
CD184+/CXCR4. En la parte inferior del esquema se muestran las caracteristicas celulares que no se modifican por el
dafio hepatico (Flecha negra hacia arriba = aumento en la expresion, flecha hacia abajo = disminucién en la
expresion).

El consumo crénico de alcohol tiene efectos diversos en la respuesta inmunoldgica tanto innata
como adaptativa. Estos efectos pueden perjudicar las defensas del cuerpo contra una amplia
variedad de patdgenos incluidos los virus, las bacterias y pueden afectar los tejidos como el
higado.

Los efectos del alcohol en la respuesta inmune innata promueven reacciones inflamatorias, que
pueden contribuir al dafo tisular. Las alteraciones relacionadas con la respuesta inmunitaria
adaptativa generan que el organismo sea mas vulnerable a las infecciones virales y bacterianas,
lo que contribuye a una progresidén mas grave o acelerada de la enfermedad. Ademas, la
desregulacién de la respuesta inmunolégica normal causada por el consumo crénico de alcohol
puede contribuir a que la activacion, capacidad efectora y muerte celular de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias sean deficiente, incompleta o exacerbada, lo que propicia que estos
pacientes sean susceptibles a presentar deficiencias inmunoldgicas (Figura 28).
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Figura 28. Cambios fenotipicos observados en los linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK de pacientes con Alcoholismo. a) Se
observan cambios en la expresion de receptores de activacion CD25+/IL-2Ra, CD69+/AIM (morado) en la fraccion T
cooperadora, b) en T citotdxicos la activacién temprana mediada por CD69+/AIM y CD314+/NKG2D (morado) se
modifican, en la capacidad efectora se observa la expresion de perforina (amarillo) y en muerte celular CD178+/FasL
y CD253+/TRAIL (rojo); c) en las células NK la activacion celular mediada por CD69+/AIM y CD25+/IL-2Ra (morado) es
diferencial, finalmente en muerte celular aumenta la expresion de CD95+/FasR, CD178+/FasL y Caspasa 3 activa
(rojo). En la parte inferior del esquema se muestran las caracteristicas celulares que no se modifican por el consumo
cronico de alcohol (Flecha negra hacia arriba = aumento en la expresidn, flecha hacia abajo = disminucién en la
expresion).

Durante la cirrosis hepatica debido al consumo crénico de alcohol, puede modular las funciones
de las diferentes subpoblaciones celulares afectando la frecuencia, la viabilidad, las funciones lo
que causa una interferencia en la respuesta inmunolégica bdsica. Sin embargo, a diferencia de
otros mecanismos el consumo de alcohol genera una inmunosupresion clinica que se vuelve
significativa en caso de un insulto secundario. Por ejemplo, el consumo crénico de alcohol
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aumenta el riesgo y la gravedad de las infecciones crénicas ya sean gastrointestinales o

respiratorias, lo anterior aunado al déficit en el funcionamiento de las mismas (Figura 29).
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Figura 29. Cambios fenotipicos observados en los linfocitos T-CD4, T-CD8 y NK de pacientes con cirrosis hepatica por
alcohol. a) Se observan cambios en el numero, la viabilidad y en la expresién de receptores de activacion como
CD69+/AIM y CD25+/1L-2Ra (morado); en muerte celular aumenta la expresion de CD95+/FasR y CD178+/FasL (rojo).
Durante el trafico linfocitario se modifica la expresién de CD183+/CXCR3 y CD184+/CXCR4+ (azul) en la fraccion T
cooperadora. b) En los linfocitos T citotéxicos el nimero, porcentaje y viabilidad se ven afectados, en activacion
celular aumenta la expresion de CD314+/NKG2D (morado), en la capacidad efectora se observa la expresién de
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granzima B y perforina (amarillo), en muerte celular se modifica la expresion de CD95+/FasR, CD178+/FasL y
CD253+/TRAIL (rojo) y en el trafico linfocitario, estas células expresan CD183+/CXCR3 (azul); por el contrario, c) en
las células NK disminuye su numero y se observan cambios en la expresidn de receptores de activacion como
CD25+/IL-2Ra, CD69+/AIM y CD314+/NKG2D (morado), en la capacidad efectora aumenta la expresion de Granzima
B y perforina (gris), en muerte celular aumenta la expresién de CD95+/FasR, CD178+/FasL y CD253+/TRAIL (rojo) y
finalmente en el trafico linfocitario se expresa CD184+/CXCR4. En la parte inferior del esquema se muestran las
caracteristicas celulares que no se modifican durante la cirrosis hepatica (Flecha negra hacia arriba = aumento en la
expresion, flecha hacia abajo = disminucidn en la expresién).

El alcoholismo disminuye la activacion celular de las células T-CD4+.

El alcoholismo modifica la activacién, capacidad efectora, muerte y trafico linfocitario de las
células T-CD8+.

El alcoholismo modifica la activacién y muerte de las células NK.

El alcoholismo promueve el microambiente pro-inflamatorio que es mediado por IL-6 e IL-8/CXCL-
8.

La presencia de cirrosis hepatica disminuye el nimero, la viabilidad, modifica de forma diferencial
la activacion celular, aumenta la muerte y el trafico de las células T-CD4+.

Durante el dafio hepatico disminuye el nUmero, porcentaje, viabilidad, afecta de forma diferencial
la activacidn, muerte, el tréfico linfocitario y aumenta la capacidad efectora de las células T-CD8+.

En la cirrosis hepatica por alcohol disminuye el nimero y afecta de forma diferencial la activacién
y tréfico linfocitario, aumentando la capacidad efectora y la muerte de las células NK.

Las poblaciones celulares que son afectadas son las citotdxicas como las células T-CD8 y NK.

El grupo de pacientes que presentan mas dafio en las diferentes subpoblaciones linfocitarias
generado por el consumo crénico de alcohol son los pacientes con cirrosis.

Las concentraciones de citocinas en suero como: IL-6, IL-8, IL-10 e IFN-y aumentan en el grupo

con cirrosis hepatica participando de forma diferencial y mediando los efectos pro-inflamatorios
producidos por el dafio.
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12. CONCLUSIONES

Durante el alcoholismo las caracteristicas que se modifican son: la activacidn, capacidad efectora
y muerte celular, es decir se afectan algunas funciones de los linfocitos T cooperadores y
citotoxicos. En cuanto a las citocinas el ambiente pro-inflamatorio participa de forma activa a
pesar de no presentarse modificaciones en las pruebas de funciéon hepdtica. Sin embargo, las
alteraciones se manifiestan en mayor nimero en pacientes con cirrosis hepatica afectando las
funciones de las tres poblaciones de linfocitos, principalmente en células citotdxicas como: T-CD8
y NK, asi como los mediadores celulares proy anti-inflamatorios. Con base en nuestros resultados,
las alteraciones en las diferentes poblaciones linfocitarias permitirdn el desarrollo de nuevas
herramientas que puedan modular el sistema inmunoldgico y que ademas sirvan de apoyo en el
prondstico de los pacientes, ya que nos permitird discernir la poblacién celular mas afectada para
asi orientar el tratamiento empleado, ya que los pacientes con cirrosis son susceptibles a las
infecciones virales y/o bacterianas.

13. PERSPECTIVAS

Los mecanismos celulares alterados en las diferentes poblaciones linfocitarias y los mediadores
participantes observados en nuestro estudio, permitiran el desarrollo de nuevas herramientas
que promuevan la modulacién del sistema inmunoldégico, debido a la falta de tratamientos que
nos permitan reducir los efectos negativos hacia el mismo y que ademads sirvan de apoyo al
prondstico, susceptibilidad y tratamiento de los pacientes con alcoholismo y cirrosis hepatica.

Sin embargo, aun falta profundizar a cerca del funcionamiento directo y compuesto de las
diferentes poblaciones celulares con las células del parénquima y no parénquima hepatico, asi
como a los estimulos externos que son expuestos los linfocitos durante el desarrollo del
alcoholismo vy cirrosis hepatica. Por ejemplo, en el estudio de las células T seria interesante
observar la expresidn de otras moléculas de activacidn CD28 o inhibicion de la activaciéon CTLA-4
y que otras células puedan estar participando en este mecanismo.

De manera interesante, se podria estudiar la expresién de ligandos como MIC-A y MIC-B sobre
otros leucocitos y células que pudieran estar mediando la activacion, capacidad efectora y la
induccion de muerte de las células T-CD8+ sobre otras.

Otro punto a conocer es: ¢Cudl es el efecto ejercido por PAMPs y/o DAMPs sobre las
subpoblaciones linfocitarias?, ¢Cudl de ellos es mas fuerte o si sinergizan sus efectos sobre las
subpoblaciones de células T y NK?
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15. ANEXOS

15.1 Anexo 1. Consentimiento informado.

DIRECCION GENERAL ADJUNTA [ﬂE'DtCA de MEXICO

X HOSPITAL
SALUD HOSPITAL GENERAL DE MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA" * GEMERAL
) ' ! . DEPARTAMENTO DE GASTROENTEROLOGIA

T ECLVARTA) LCERGA,

Carta de consentimiento informado

Protocolo: PARTICIPACION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA Y EL ESTRES OXIDATIVO EN LOS
DIFERENTES PATRONES DE CONSUMO DE ALCOHOL Y EN ENFERMEDAD HEPATICA ALCOHOLICA

Iniciales del paciente:
Fecha de lectura y llenado:

Se me ha invitado a participar en este estudio de investigacidon médica. Antes de decidir si
participo o no, debo conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se
conoce como consentimiento informado: se me garantiza que tengo absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que me ayude a aclarar mis dudas al respecto.

Una vez que yo haya comprendido el estudio v si deseo participar, entonces se me pedird que
firme esta forma de consentimiento, de la cual se me entregara una copia firmada y fechada.

1. Esta es una investigacion con riesgo minimo

2. FORMATO DE CONSENTIMIENTO

I, IUSTIFI[AEIéN DEL ESTUDIO

Un gran numero de caracteristicas individuales (de cada persona) estadn relacionadas con el dafio
hepdtico (afeccion del higado) por consumo de alcohol (tomar bebidas embriagantes). Es
necesario conocer mas a fondo como ocurre esto, para contribuir a desarrollar nuevos métodos
diagndsticos e incluso nuevos tratamientos.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como
objetivo: Estudiar la asociacion entre la cantidad de alcohol que consume y su efecto en las
células linfocitarias que son parte las defensas del cuerpo y en la produccidén de proteinas
(elementos de la sangre) que favorecen el dafio que produce el consumo de alcohol.

Il. PROCEDIMIENTO DE ESTUDIOS

En caso de aceptar participar en el estudio, se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus
habitos y antecedentes médicos. También se le realizara una extraccion de 30mL de sangre gue se
le tomara del brazo, la cantidad de sangre que se tomard no produce ningin problema en su
salud. La toma de sangre se hara por personal calificado, con material nuevo y estéril.

1. MOLESTIAS ¥ RIESGOS ESPERADOS:
Los riesgos de la toma de sangre, son que se pueda formar una equimosis o morete lo cual
muy pocas veces sucede pero es importante que este informado de este riesgo.

Protocolo “Participacion de la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo en los diferentes patrones de
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Hemandez, Teléfono: 2789-2000 ext. 1315 Direccion: Dr. Balmis 148 Col. Doctores Del. Cuauhtémoc C.P.
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DR. EDLVIRDO LICEAGA
IV. BENEFICIOS DEL ESTUDIO ¥ DE LA PARTICIPACION
El beneficio directo para usted serd conocer el estado de su higado y las células gue son de
defensa a través de la realizacion de diversas pruebas de investigacion, que seran gratuitas.
La informacion obtenida puede ayudar en un futuro a8 encontrar nueves tratamientos para
pacientes con la misma enfermedad que Usted padece. Los resultados de los estudios que se
realicen a su sangre se le informaran por escrito a usted y a su médico tratante.
Este estudio no tendrad ningln costo para usted ni recibird ningdn pago por su participacion.

V. Ud. recibira los resultados e interpretacion de los estudios de investigacion y orientacion en
caso de detectarse algo. S5in embargo Ud. puede decidir no participar sin que esto afecte la
atencion gque normalmente recibe en el Hospital General de México.

V1. ACEPTACION PARA PARTICIPAR
Tendré la garantia de recibir respuesta a cada pregunta o aclaracion a mis dudas acerca del
proyecto de investigacion que me estdn invitando a participar.

VIl. Mi decision de participar es completamente voluntaria, entendiendo gque si decidiera no
participar o retirmrme del estudio, no necesito informar las razones de mi decision a los
investigadores, mismos que deberan respetarlas y sin gue esto afecte la atencion meédica que se
me brinda.

Los resultados seran totalmente confidenciales y se referirdn al papel del estrés oxidativo, el perfil
linfocitario en diferentes patrones de consumo de alcohol v en la enfermedad del higado. Este es
un estudio colaborativo entre investigadores del Hospital General de México v la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Autdnoma de México.

Vil y IX. AVISO DE CONFIDENCIALIDAD ¥ CONSENTIMIENTO PARA EL USO DE DATOS
PERSOMNALES

El acceso a sus datos quedara restringido al investigador y sus colaboradores, asi como al comité
de Etica del Hospital General de México, siempre garantizando estricta confidencialidad, de
acuerdo con la legislacion y demas procedimientos aplicables.

Usted tiene derecho a acceder, rectificar, cancelar u oponerse al uso de sus datos personales, asi
como limitar el uso, divulgacion o retirar el consentimiento en los términos establecidos por la Ley
al domicilio del investigador citado anteriormente

El investigador mantiene las medidas de seguridad necesaria para proteger sus datos personales,
contra dafio, perdida, alteracion, destruccion o el uso o acceso no autorizado.

X y XI. 5i tuviese preguntas al respecto, puedo comunicarme con el Dr. José Luis Pérez o la Dra.
Gabriela Gutiérrez a los teléfonos 56-23-26-73 o al 56-23-26-84, laboratorio HIPAM Unidad de
Medicina Experimental, Facultad de Medicina UNAM. Para cualguier duda puedo acudir con la
Dra. Estela Garcia Elvira, Presidenta de la Comisién de Etica, tel.; 2789-2000 ext. 1330. Teléfono
disponible las 24 hrs: 56-05-92-18.
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X1l a XV. Pagina de firmas

Yo, (Iniciales) he leido y comprendido la informacion anterior
y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado(a) y entiendo
que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.
Convengo en participar en este estudio de investigacian.

Firma del Paciente o Huella Digital

Testipo (Nombre y firma) Testigo (Nombre y firma)
Direccion: Direccion:
Parentesco: Parentesco:

Fecha de lienado:

He explicado al 5r{a). {iniciales) la naturaleza y los propositos de
la investigacidn, asi como los riesgos v beneficios que implica su participacion. He contestado a las
preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguma duda. Acepto que he leido v
conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me
apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el presente
documento.

Firma del investigador Fecha

Dr. José Luis Pérez o la Dra. Gabriela Gutiérrez a los teléfonos 20955973 o al 56-23-26-84, Servicio
de Gastroenterologia o Unidad de Medicina Experimental, Facultad de Medicina UNAM. Teléfono
disponible las 24hrs: 56-05-92-18.
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Hemadndez, Teléfono: 2789-2000 ext. 1315 Direccién: Dr. Balmis 148 Col. Doctores Del. Cuauhtémoc C.P.
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15.2 Anexo 2. Cuestionario AUDIT

Por favor coloca el nimero de la respuesta para cada pregunta en el recuadro.

4. ;Con gué frecuencia en el curso del dltimo afio ha
sido incapaz de parar de beber una ver habia
empezado?

(0} Nunca

(1) Menos de una vez al mes
(2} Mensualmente

(3} semanalmente

(#) A diario o casi a diario

[ ]

8. ;Usted o alguna otra persona ha resultado herido
pomue usted habla bebido?
(0} No
(2} 51, pero no en el curso del ultimo afio
(4) 5I_ol Gitimo afio

[ ]

5. §Con qué frecuencia en ef curso del Gitimo afio no
pudo hacer lo que se esperaba de usted porgue
habia bebida?

(0) Nunca

(1) Menos de una vez al mes
(2} Mensualmente

(3) Semanaimente

(4) A digrio o casi a diario

[ ]

10. ;Algdn familiar, amigo, médico o profesional
sanitario ha mostrado preccupacén por su
consumo de bebidas alcohélicas o le han sugerido
que deje de beber?

(D) Mo
(2} 51, pero no en el curso del ultimo afio
(4) 5I_ol Gltimo afio.

[ ]

1. ¢Con gué frecuencia consume alguna bebida
alcohdlica?
(0) Munca (Pase a las preguntas 9-10)
(1) Una o menos veces al mes
(2) De 2 a 4 veces al mes
(3) De 2 3 3 veces a |z semana
(4} 4 0 mas veces 3 |3 semana

[ ]

B. ;Con gué frecuencia en el curso del Gltimo afo ha
necesitado beber en ayunas para recuperarsa
después de haber babido miicho el dia anteror?
(0) Munca
(1) Menos de una vez al mes
(2} Mensualmente
(3} Semanalmante
(4} A diaro o casi a diario

[ ]

2. jCuantas consumiciones de bebidas alcohdlicas
sigle realizar en un dia de consumo normal?
0)i1a2
(1})3o04
(Z)506
(3)7.8. 09
(3) 10 omas

[ ]

7. iCon qué frecuencia an el curso del Gitimo afio ha
tenido remordimientos o sentimientos de culpa
después de haber bebido?.
(0} Nunca
(1) Menos de una vez al mas
(2) Mensualmente
(3} Semanalmerite
(4} A diario o casi a diario

[ ]

3. ; Con gué frecuencia toma & o mas bebidas
alcohélicas en un solo dig?
(0} Nunca
(1) Menos de una vez al mes
(2} Mensualmente
(3) Semanaimente
(4) A digrio o casi a diario
Pase a las preguntas 9 y 10 s la suma
total de las proguntas 2 v 3 =0 I:I

E. ;Con gué frecuencia en el curso del dltimo afio no
ha podido recordar lo gue sucedid la noche antarior
pomue habia estado bebienda?
(0} Nunca
(1) Menos de una vez al mes
(2} Mensualmente
(3} Semanalmante
(4} A diaro o casi a diario

[ ]
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15.3 Anexo 3. Encuesta personalizada a cerca del consumo de alcohol.

MNombre: Fecha: MNo.
Edad Sexo Edo. Civil: Escolaridad:

Ocupadidn: Fecha de nacimisnto: Originario;
Refigion: Direcdon:

Telefono; Email:

1 Mencine el lugar de donde son [eran) originarios sus:

Padres: Abusios:
Mama: Papas de tus abuelos:
Papa:
2. iAlgun familiar tuvo problemas con 2l alcohol? 5i; Mo
#0uién?

3. iAlgunode ellos habla o hablaban) algun dialecto o lengus indigiena?
Sic Na: £ Quien? £0ue lengua o dialecto hablan?

Durante suinfancia vivia enc
1 Viviendapropia 2 Viviendarentada 3. Cuartorentado
4_SindirecCon permanente 5. Pension o asilo 6.0t
Achualmente vive enc
1 Viviendapropia 21 Viviendarentada 3. Cuartorentado
4_Sindireccion permanente 5 Persionoasilo 6. .0tra
Coupacion achual:
1 Esmudiante Carrera; Generadon:
2 Trabajador Empresa: Puoesto:
3. Estudiantey trabajador Carreray generacion: Empresa y poesto;
4. (Otra especifigue;
é Esta siendo atendido por algun problema de salud enla actualidad? Si; N
éCual?

£ Ha sido hospitalizado? 5i; No: iCuantasveces?
& Por qué motivo?

£Actualments toma un medicamento? (Incluyendo aspirina, vitaminas y anticonteptivos):
S0 Mo,

En casoafirmativo, especifigue:

Madicamento: Dasis: Tiernpd & uSo°
Maotivo;

£ Ha consultado alguna vez a un psiquiatra oun psicologo? Si___ Na:

En casoafirmativo ;A que edadfuslaprimeravez?_ i Porgué motivo?:
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¢Ha consultado alguna vez a un psiquiatra oun psicologo? Si___ No:
En casoafirmativo i A que edad fue |a primera vez? & Por qué motivo?;

éUsted consume alcohol ?; Edaddeinicio.______

£Qué tipo de es 1a que mas consume?(Subraye su respuesta):
1)Tequila 2)Ron 3)Brandy 4)Whisky 5)Congnac 6)Vodka 7)Cerveza 8)Pulgue S)Alcohol
etilico 10)Otro, especifique:

De estos ¢ Cual es Ia cantidad que toma en su copa?

Sowls ches Somis gwce

coms

No. Copas/dia Grde OH éCada cuando consume? Fechade

ultimo consumo;

Marca TODAS las sustancias que has consumido (o probado):

Sutanca Edad de nico Consumo habitualenel Consumo habitual actual
pasado

Ejem: 16 copas cerveza/ Ejem: B copas de vino/da, 2
dia, 3 veces por semana VECES pOr semana

o e B I I S P
z
-
g
&
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15.4 Anexo 4. Carta de aprobacion del proyecto en el la Facultad de
Medicina, UNAM y del Hospital General de México.

DIVISI®N . .

INVESTIGACI.N

A TJLTAD DE sAEDNIMA q
Jth t-'

COMISIONES DE INVESTIGACION ¥ DE ETICA

VB IAN AT OFICIO NO. FMEDICURGGI016/2018

ViEr

ASUNTO: Dictamen de Proyecto FM/IDIM35/2017

Dra. Esperanza Gabriela Gutiérrez Reyes
Profesor Titular "A”" T.C.

Unidad de Medicina Experimental
Presente

Estimada Dra Gutiérrez Reyes

Me complace informarle que su proyecto FM/DIM35/2017 de titulo “Participacion de la
respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo en los diferentes patrones de consumo de
alcohol y en el desarrollo de la enfermedad hepatica alcoholica” ha sido revisado y
APROBADO por las Comisiones de Investigacion y de Etica en sesion ordinana de fecha 06 de
febrero de 2018, con una vigencia de 3 afos a partir de |a fecha de |a sesion

Debera ejecutar el proyecto de acuerdo a o especificado en el prolocolo, tanto en los aspectos
metodologicos como en los aspectos eticos y notificar cualquier modificacion o enmienda al
mismao Por ofro lado para conocer el seguimiento de esta investigacion, es necesano que
entregue un informe anual en la Division de Invesligacion de esta Facultad. tomando en cuenta
esta facha de elaboracion del dictamen. Asimismo le solicitamos nos envie una copia del o los
articulos y/o copia de la caratula y resumen de [as tesis que pudieran generarse relacionadas con

el proyecto

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 07 de febrero de 2018.

LA SECRETARIA TECNICA

g ) e ;f/ LA A
DRA; A GUEVARA GUZMAN
"RGG/

Comité de Investigacon de la Facultad oe Medicina-UNAM, con fecha 01 de Juno de 2015, ga expadie Regetro
COFEPRIS Momero: 15 CI 09 003 01



Fp:a.s.

, HOSPITAL
SALUD GENERAL
b de MEXICO

Tl B RLAEe L ITF anh

26, Ado del Muevo Sistema de Justicin Penal

Of. Mo. D3 16/150

Ciudad de México a 22 de marzp de M6

DR JOSE LUIS PEREZ HERNANDEZ
Servicie de Gastroenterologia
Presenie

Estimadi Dr. Péner:

Par este conducto hago de su ronocimients gue [ tiima version del protocolo Gitulado: "PARTICIPACION DE LA
AESPUESTA INFLAMATORIA ¥ EL ESTRES OXIDATIVO EN m DIFERENTES PATROMES DE COMNSUMD DE
ALCOMOL ¥ ENFERMEDAD MEPATICA ALCOHOLUIEAS, con clave o registro DI/16/107/03/031, as' como el
Consentimignio  Informada, {ueren presentadas a los Comitée de Elica en Investigacion v Comite de
Inwestigacion, quienes dictaminamonsy APROBAC H.'f#: Por lo tanto, puede dar inldo a su investigacion

LMMmdg*
EHRICEIGN AL e B 16 Freup s LRIk
= ([ Lty sEanl ] wrkpu s Cas Aol dLaZRRpnn
iy W TR N b= i
‘ e s [ wTH
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15.5 Anexo 5. Manual Diagnoéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales,
42 Edicién (DSM-1V).

Conteste las siguientes preguntas, respondiendo SI o No seguin sea el caso, en este ultimo afio

1. ¢Considera que cada ocasidn que toma necesita ingerir mayor cantidad de copas para
sentirse bajo los efectos del alcohol?
2. Después de un tiempo de dejar o reducir el consumo prolongado en grandes cantidades
de alcohol, iha notado que tiene algunos de los siguientes sintomas?
Signo / Sintoma  Si No
Sudoracion
Temblor distal de las manos
Insomnio
Nduseas o vomitos
Alucinaciones visuales, tdctiles o auditivas
transitorias o ilusiones
Agitacion
Ansiedad
Crisis epilépticas
3. ¢Considera que sus periodos de consumo se han ido alargando en cantidad y tiempo?
4. ¢(Ha notado que una vez que empieza a tomar ya no puede parar?
5. ¢Ha dejado de realizar sus actividades cotidianas por consumir alcohol?
6. ¢Consume alcohol a pesar de haber tenido un problema fisico o psicolégico persistente u

ocurrente?

En el ultimo afo:

1. ¢El consumo de alcohol le ha impedido realizar sus actividades cotidianas?
2. ¢Por consumir alcohol ha puesto en peligro su integridad fisica?
3. ¢Hatenido problemas legales recurrentes por haber consumido alcohol?
4. ¢Ha tenido conflictos personales con familiares, amigos o vecinos a consecuencia del
alcohol?
¢Cumple criterios de abuso segun el DSM-IV? Si: No:
¢Cumple criterios de dependencia segun el DSM-IV? Si: No:
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