XXX CONGRESO NACIONAL DE LA ASOCIACION ESPANOLA

PARA EL ESTUDIO DEL HIGADO

Cirrosis biliar primaria: nuevos mecanismos patogénicos

J.F. Medina

Division de Terapia Génica y Hepatologia. Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA) y Clinica Universitaria. Facultad de Medicina. Universidad de

Navarra. Pamplona. Espafa.

INTRODUCCION

La cirrosis biliar primaria (CBP) es una enfermedad co-
lestasica crénica de origen desconocido que afecta sobre
todo a mujeres (90%), generalmente entre los 40 y los 70
afios de edad'?. La enfermedad se inicia con una inflama-
ci6n de los espacios porta, seguida de un dafio de los con-
ductos biliares intrahepéticos de pequefio y mediano ta-
maiflo, y tiende a progresar crénicamente hacia la cirrosis.
El cuadro se asocia ademas con fenémenos de autoinmu-
nidad y otras anomalias de la homeostasis inmunolégica.
Aunque la enfermedad afecta a todas las razas con una in-
cidencia global de unos 25 casos por millén de habitan-
tes/afio, y una prevalencia de algo mas de 400 casos por
millén, estas cifras varian notablemente entre las distintas
zonas geograficas analizadas. Asi, por ejemplo, la inci-
dencia en Europa es especialmente alta en los paises es-
candinavos, Inglaterra, Alemania e Italia.

La CBP es una enfermedad multifactorial. Uno de los
factores que sin duda contribuye a la aparicién de la en-
fermedad es la predisposicion genética. Un estudio reali-
zado en pacientes con CBP que tenian hermanos gemelos
monocigotos, indicaba que un 63% de los gemelos pade-
cia también la enfermedad. Asimismo, estudios realiza-
dos en familiares de pacientes con CBP sugieren que el
riesgo relativo de padecer la enfermedad se incrementa
10,5 veces si se tiene un hermano con CBP. Por otra par-
te, se ha podido demostrar una cierta asociaciéon de la
CBP con moléculas HLA de tipo II, concretamente con
DRB1*0801 en la poblacién caucdsica y con DRBI*0803
en la poblacién japonesa.

Ademas de la predisposicion genética, debe haber otros
factores ambientales de tipo téxico y/o infeccioso que
contribuyan al desencadenamiento de la enfermedad. Por
otra parte, nuestro grupo ha postulado el posible papel
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etiopatogénico de las anomalias en los mecanismos de se-
crecion biliar de bicarbonato en los pacientes con CBP.
Maids adelante se considerard de qué manera dichas ano-
malfas, ya sean primarias o incluso secundarias a factores
ambientales, podrian en cualquier caso contribuir a la pa-
togenia de la enfermedad.

SINTOMAS Y SIGNOS DE LA ENFERMEDAD

Mais de la mitad de los pacientes con CBP se encuentran
asintomdticos en el momento del diagndstico. En estos
casos, la deteccion ocasional de altas concentraciones de
fosfatasa alcalina en el suero suele ser el hallazgo inicial
de la enfermedad. Bioquimicamente, este hallazgo se
acompafia de una elevacion de los otros marcadores séri-
cos de colestasis, como la gamma-glutamiltranspeptidasa.
Ademds, los valores séricos de inmunoglobulinas (Ig)
suelen estar elevados, particularmente los de IgM, pero
también los de IgA e IgG,. Asimismo, es frecuente en-
contrar una cierta dislipemia (caracterizada sobre todo
por hipercolesterolemia), asi como hiperbilirrubinemia y
elevacion de las transaminasas hepdticas en los estadios
mds avanzados. En cualquier caso, el pardmetro serolégi-
co mds caracteristico de la CBP es la presencia en el
95% de los pacientes de autoanticuerpos antimitocon-
driales (AMA) especificos. Como se verd mds adelante,
estos AMA reconocen ciertos epitopes de los complejos
mitocondriales de las deshidrogenasas de alfa-cetodcidos,
como PDC (pyruvate dehydrogenase complex), OGDC
(oxoglutarate dehydrogenase complex) y BCOADC
(branched-chain 2-oxo acid dehydrogenase complex).

Los pacientes que han sido diagnosticados en ausencia de
sintomatologia pueden continuar asintomaticos durante
afios. Tras la aparicién de los primeros sintomas, con fre-
cuencia prurito y/o fatiga, la velocidad de evolucién de la
enfermedad es muy variable. Si la enfermedad colestasica
continda progresando —una situacién cada vez menos fre-
cuente gracias a la difusién del tratamiento con dcido ur-
sodeoxicolico (UDCA)-, se instaura un cuadro de icteri-
cia, reflejo de una hiperbilirrubinemia progresiva, asi
como esteatorrea y sintomas relacionados con el déficit
de vitaminas liposolubles. La dislipemia/hipercolesterole-
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mia se puede manifestar como depdsito de lipidos en la
piel en forma de xantelasmas y xantomas. También pue-
den presentarse molestias y dolor de tipo esquelético rela-
cionados con osteoporosis. Si la enfermedad ha continua-
do avanzando hacia la cirrosis, los pacientes manifiestan
ademads el cuadro de sintomas y signos que acompaiia a la
cirrosis hepética en general.

Un porcentaje significativo de pacientes con CBP presen-
ta ademds alguna enfermedad autoinmune no hepatica,
especialmente el sindrome sicca o el sindrome de Sjogren
(23%), 1a tiroiditis de Hashimoto (23%), la artritis reuma-
toide (17%) y, con menos frecuencia, otras como el sin-
drome de Raynaud, la enfermedad celiaca o la escleroder-
mia. Por otra parte, alrededor de un 10% de los pacientes
con CBP presenta en algiin momento de su evolucién un
cuadro de hepatitis autoinmune sobreafiadido que se
manifiesta en el denominado overlap syndrome’. La
detecciéon precoz de este cuadro es muy importante,
ya que suele responder al tratamiento con inmunosu-
presores.

Aunque en muchos casos la biopsia hepdtica no es estric-
tamente necesaria para el diagndstico, suele ser muy re-
comendable. Ciertamente, en la actualidad se dispone de
metodologias menos invasivas, como la elastografia*, que
permiten evaluar el grado de fibrosis/cirrosis y su evolu-
cion; sin embargo, al menos una biopsia inicial sigue es-
tando justificada ain para confirmar el diagndstico de
CBP y establecer el estadio de la enfermedad, ademas
de descartar cualquier indicio del overlap syndrome.

La clasificacion histopatolégica tradicional de la CBP es-
tablece 4 estadios. El estadio I se caracteriza por la pre-
sencia en los espacios porta de un infiltrado inflamatorio
de tipo mononuclear que rodea los conductos biliares pe-
quefios y medianos, muchos de los cuales se encuentran
en fase de dafio y destruccién. Cuando ademads se observa
una proliferacién de los conductillos biliares, se considera
como estadio II de la enfermedad. En el estadio III, el he-
cho dominante es la fibrosis, que se extiende como septos
entre los espacios porta. En este estadio, el componente
inflamatorio portal es menor debido a la destruccién de
conductos biliares (ductopenia), aunque todavia pueden
apreciarse lesiones floridas aisladas alrededor de algunos
conductos. El estadio final de la CBP (estadio IV) se ca-
racteriza por la presencia de cirrosis. El diagnéstico dife-
rencial con otros tipos de cirrosis puede ser dificil en este
estadio, sobre todo en los casos de anticuerpos antimito-
condriales (AMA) negativos, pero la ductopenia o el in-
filtrado mononuclear portal y la presencia residual de al-
gunas lesiones ductulares floridas orientan hacia la CBP.
En esta fase avanzada de la enfermedad, los pacientes en-
tran generalmente en una situacién terminal en la que se
desarrollan las complicaciones de la cirrosis hepdtica des-
compensada.

A largo plazo y sin tratamiento, la CBP tiene un mal pro-
néstico, ya que no se ha documentado ninguna remision
espontanea. Por otra parte, todavia no hay ninguna terapia
que conduzca a una resolucién definitiva de la enferme-
dad. Ello se debe, al menos en parte, al desconocimiento
del origen y de los mecanismos fisiopatolégicos de la

CBP. La presencia tan llamativa de los fenémenos de au-
toinmunidad parecia sugerir que el tratamiento de elec-
cién podia consistir en la administraciéon de farmacos
inmunosupresores. Sin embargo, todos los inmunosupre-
sores utilizados hasta el momento (azatioprina, ciclospo-
rina, tacrolimus, prednisolona, metotrexato, etc.) han re-
sultado poco eficaces. En cambio, la administracién
diaria de dosis altas de UDCA (13-15 mg/kg/dia) se aso-
cia, en la mayoria de los pacientes, con una mejoria de los
marcadores bioquimicos de colestasis. Este tratamiento
con UDCA mejora también la histologia hepatica y retra-
sa la progresion de la enfermedad en un elevado porcen-
taje de pacientes (60%), lo que disminuye la necesidad
de trasplante hepatico. Ademas, algunos estudios recien-
tes han demostrado que la instauracién del tratamien-
to con UDCA en estadios iniciales (I-II) no sélo disminu-
ye la progresion de la enfermedad sino que mejora la
supervivencia de los pacientes hasta los niveles esperados
en la poblacién control>®. Si bien ain se desconocen los
mecanismos moleculares de su accién beneficiosa en la
CBP, se sabe que el UDCA produce una coleresis rica
en bicarbonato, ademds de ejercer ciertos efectos citopro-
tectores e inmunomoduladores. En el grupo de pacien-
tes que no terminan de responder adecuadamente a la
monoterapia con UDCA, la combinacién de UDCA con
budesonida (un glucocorticoide no halogenado) parece
conllevar alguna ventaja y mejora la histologia del hi-
gado’.

Cuando la enfermedad contindia progresando y se ha lle-
gado a una situacién de fallo hepdtico generalizado con
riesgo para la vida del paciente, debe considerarse la op-
cién del trasplante hepatico. También cabe considerar
esta opcién cuando el prurito resulta muy dificil de sobre-
llevar y no se consigue controlar con tratamiento farma-
colégico.

FENOMENOS DE AUTOINMUNIDAD
Y ETIOPATOGENIA

En la mayoria de los pacientes con CBP se detectan reac-
ciones de autoinmunidad tanto humoral como celular, que
van dirigidas contra autoantigenos mitocondriales. No
solo se detectan AMA (generalmente de isotipos IgG; e
IgM), en el suero del 95% de los pacientes con CBP, sino
que también se han podido detectar AMA (del isotipo
IgA) en la bilis de mds del 70% de los pacientes analiza-
dos®. Entre los autoantigenos de los complejos mitocon-
driales de deshidrogenasas de alfa-cetoicidos, reconoci-
dos por los AMA, destacan dos componentes del PDC, la
dihidro-lipoamida-acetil-transferasa (componente E2 o
PDC-E2) y la proteina unida al componente E3 (E3 bin-
ding protein, E3BP), asi como los componentes E2 de los
otros complejos (OGDC-E2 y BCOADC-E2). Por otra
parte, el infiltrado de células mononucleares que rodea a
los conductos biliares dafiados en los espacios porta es
rico en linfocitos T CD4* y CD8", que presentan autorre-
actividad frente a los mismos autoantigenos que los
AMAZ
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Ademds de AMA, el suero de los pacientes con CBP pue-
de presentar otros autoanticuerpos caracteristicos de la
enfermedad. Un 25% de los pacientes AMA positivos
presentan autoanticuerpos antinucleares (ANA) frente a
la glucoproteina del poro nuclear gp210. Entre los pacien-
tes AMA negativos, la incidencia de los ANA anti-gp210
es incluso més alta (el 50% de los pacientes). Por otra
parte, en un 30% de los pacientes se detectan ANA frente
a otra glucoproteina del poro nuclear, denominada nucle-
oporina p62. La presencia de cualquiera de estos dos ti-
pos de ANA, nunca coincidentes en un mismo paciente,
se ha asociado con una mayor gravedad de la CBP. En un
porcentaje muy pequeiio de pacientes (1%) se pueden de-
tectar ANA frente a una proteina de la membrana interna
nuclear denominada LBR (lamin B receptor). Ademas de
estos 3 tipos de autoanticuerpos frente a la envuelta nu-
clear, se han descrito otros ANA que reaccionan frente a
los autoantigenos nucleares Sp100 (Speckled 100-KD nu-
clear body protein) y PML (promyelocytic leukemia pro-
teins), asi como anti-centrémero y anticromatina. Estos
ANA también se han asociado a una mayor progresioén de
estadios iniciales (I-II) hacia estadios avanzados (III-IV).
La relacién que pueda haber entre los innegables fendme-
nos de autoinmunidad que presentan los pacientes con
CBP y la etiopatogenia de la enfermedad es todavia un
enigma?8. Los valores de AMA difieren enormemente en-
tre los distintos pacientes, y no se correlacionan en abso-
luto con la gravedad y la progresiéon de la enfermedad.
Hay incluso casos con valores elevados de AMA en suero
que no presentan el cuadro clinico de la enfermedad.
Aunque en la mayoria de los pacientes con CBP los
AMA suelen detectarse antes de que se manifieste una al-
teracion histoldgica o funcional del higado, los autoanti-
cuerpos también pueden aparecer tras el inicio del dafio
hepatico. Por otra parte, casi todos los pacientes con CBP
a los que se ha realizado un trasplante hepético mantienen
valores elevados de autoanticuerpos, salvo un momenta-
neo descenso inicial, pero menos del 20% de estos pa-
cientes acaba presentando signos histoldgicos de lesién
en el higado trasplantado.

Respecto al papel de la inmunidad celular en la etiopato-
genia de la CBP, cabe resefiar que la asociacién con
fenotipos HLA II es mds baja de lo esperado en una en-
fermedad supuestamente mediada por linfocitos T°. Sor-
prende ademds la mencionada ineficacia terapéutica de
los inmunosupresores en esta enfermedad supuestamente
autoinmune. Esta sorpresa es incluso mayor cuando di-
cha ineficacia se contrasta con la demostrada eficacia del
UDCA en la mayoria de los casos tratados en estadios
iniciales. Ademads, no se comprende bien de qué manera
unos fendmenos de autoinmunidad, supuestamente diri-
gidos contra unos autoantigenos intracelulares que se en-
cuentran en todas las células del organismo, puedan ser
los unicos responsables de un dafio tan selectivo como el
que tiene lugar en los espacios porta frente a los conduc-
tos biliares interlobulares. Aunque los AMA y los corres-
pondientes autoantigenos estdn distribuidos por todo el
organismo, el dafio en la CBP se circunscribe paradéjica-
mente a los colangiocitos. Este tipo celular representa el
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3% del total de células hepadticas, y la cantidad de mito-
condrias en los colangiocitos es menor que en los he-
patocitos. Cabria preguntarse qué tienen los colangioci-
tos que no tengan los otros tipos celulares, que les hace
mds susceptibles ante el ataque inmunolégico. Cabria
también preguntarse si no serdn los mismos colangioci-
tos los responsables del desencadenamiento de una res-
puesta autoinmune tan generalizada y a la vez tan selec-
tiva.

Los avances producidos en la dltima década han demos-
trado que los colangiocitos no son en absoluto células
inertes, sino que desempefian importantes funciones de
transporte hidroiénico y de compuestos orgdnicos. Bajo
ciertas circunstancias son capaces de expresar moléculas
HLA (de clase I y II), moléculas de adhesiéon ICAM-1 y
moléculas coestimuladoras del tipo B7-2'°, e incluso de
secretar citocinas. Por otra parte, es muy interesante el
hallazgo en la CBP de que el epitelio biliar presenta una
expresion aberrante de antigenos en la membrana celular,
especialmente la apical, que son reconocidos por los
AMA!. Los fenémenos de autoinmunidad podrian estar
desencadenados por esta expresion aberrante de molécu-
las en los colangiocitos. No se puede descartar que los
AMA del isotipo IgA puedan penetrar en ciertas células e
interferir con sus funciones. Como ya se ha mencionado,
en un porcentaje elevado de pacientes con CBP, la bilis
contiene AMA IgA, los cuales podrian internalizarse a
través de la membrana basal del colangiocito mediante el
receptor de IgA polimériva (plgR). Sin embargo, no todos
los pacientes con PBC tienen valores detectables de
AMA IgA en la bilis. Por otra parte, las glandulas saliva-
res de pacientes con CBP presentan una expresion antigé-
nica aberrante semejante a la del epitelio biliar. Asi, cabe
pensar también que la expresion aberrante pueda ser el re-
sultado de alteraciones celulares mas profundas en las cé-
lulas epiteliales (p. ej., genéticas, por factores téxico-xe-
nobidticos, por agentes infecciosos, etc.).

Desde hace algunos afios se viene postulando la hipétesis
que relaciona la autoinmunidad con agentes téxicos o in-
fecciosos. Esta hipétesis propone la posibilidad de que un
agente extraflo pueda iniciar una reaccién inmune gene-
randose anticuerpos que reaccionan contra dicho agente y
también, por reaccidn cruzada, contra determinantes pro-
pios del huésped, mediante el fenémeno denominado
«mimetismo molecular». PDC-E2 es una molécula al-
tamente conservada entre las diversas especies, especial-
mente el dominio de unién al 4cido lipoico. Hasta el
momento, se ha sefialado una baterfa de gérmenes posi-
blemente implicados. Sin embargo, queda siempre la
duda de que el aumento de la immunorreactividad obser-
vado en ocasiones, o incluso la mayor prevalencia de de-
terminados patégenos en la CBP, sean una consecuencia
de la enfermedad de base mas que su causa. Otra hipdte-
sis, en cierto modo paralela a la del mimetismo molecu-
lar, sugiere que el agente t6xico o infeccioso podria pro-
ducir alteraciones celulares que llevarian, entre otras
cosas, a la reaccién inmunolégica del huésped. Algunos
estudios recientes sugieren que la ruptura de la tolerancia
frente al PDC-E2 mitocondrial podria deberse, al menos
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en parte, a modificaciones del dominio lipoil interno de
este componente del PDC tras una exposicion continuada
a 4cidos alquinoicos, y en particular al 4cido 2-noninoico,
una molécula que estd presente en diversos productos de
cosmética'?. El 4cido 2-noninoico podria formar una al-
quinamida al conjugarse con la lipoamida (el 4cido lipoi-
co unido a la lisina-259) en el PDC-E2 humano, y con-
vertirse en una molécula inmunogénica en individuos
genéticamente susceptibles. Esta hipdtesis parece atin
més plausible si todo ello ocurre en un contexto de baja
tolerancia secundaria a una disminucién en la frecuencia
de las células T reguladoras (Treg) CD4*/CD25*/FoxP3*.
En efecto, recientemente se ha descrito que los pacientes
con PBC presentan una disminucién en la frecuencia de
las Treg!®. Hace poco se describi6 el caso de un nifio de
5 afios con deficiencia de CD25 (el receptor alfa de la
IL2) que presentaba un cuadro muy semejante a la CBP,
incluso con AMA frente a PDC-E2'*. Ademaés, es suma-
mente interesante el hecho de que el cuadro remiti6 tras
un trasplante alogénico de células madre hematopoyéti-
cas, con desaparicién de los AMA!. Durante el afio 2006
se han descrito 3 modelos de ratones con modificaciones
genéticas que predisponen a fenémenos de autoinmuni-
dad con produccién de AMA y dafio de los conductos bi-
liares's. Dos de estos modelos inciden especificamente en
la funcién de las células Treg, uno de ellos mediante el
knockout genético del equivalente murino de CD25% y el
otro que afecta al receptor II del TGFR'. Los datos ob-
servados en estos modelos apoyan la funcién de las Treg
en los fenémenos de autoinmunidad que tienen lugar en
la CBP, aunque, indudablemente, la situacion en la enfer-
medad humana es mucho mas compleja y, en algunos as-
pectos, diferente a estos modelos.

En la CBP, los colangiocitos estdn expuestos al estrés
oxidativo y a la apoptosis'¢. Recientemente se ha publica-
do que los pacientes con CBP presentan una baja ex-
presion del represor de genes de senescencia Bmil en
los conductos biliares pequefios, que parece relaciona-
da con el estrés oxidativo!’. Es muy sugerente el hecho
de que los colangiocitos expresan la molécula antiapopto-
tica Bcl-2 en valores mucho mas elevados que los demas
tipos celulares. Es muy posible que esta alta expresion
de Bcl-2 inhiba la conjugacién covalente de PDC-E2
con glutatién, impidiendo la degradaciéon de PDC-E2
durante la apoptosis, lo cual llevaria a su permanencia
como molécula extracelular y con capacidad inmunogé-
nica'®.

ALTERACIONES EN LA EXCRECION BILIAR
DE BICARBONATO EN LA CIRROSIS
BILIAR PRIMARIA

Ya se ha hecho mencién sobre lo sorprendente que resulta
el hecho de que la CBP no responda bien a los tratamien-
tos con inmunosupresores, mientras que el tratamiento
continuado con UDCA suele ser tan efectivo. Basados en
este hecho y teniendo en cuenta que UDCA es una sal bi-
liar que produce una coleresis rica en bicarbonato, nues-

tro grupo'® mantiene la hipétesis de que en la etiopatoge-
nia de la CBP puede haber alteraciones en la excrecién
biliar de bicarbonato y en el mecanismo de dicha excre-
cién a través del intercambio de aniones CI7/HCO;". Me-
diante la tomografia por emisién de positrones (PET) con
""CO,HNa pudimos demostrar que los pacientes con CBP
tienen efectivamente un déficit en la secrecién biliar de
bicarbonato en respuesta a la secretina, y éste se resuelve
tras el tratamiento con UDCA. Por otra parte, en estudios
en colangiocitos aislados de pacientes con CBP tambien
pudimos observar un déficit en la actividad de intercam-
bio CI/HCO;" en respuesta al AMP ciclico (conocido se-
gundo mensajero en la sefializacién intracelular tras el es-
timulo con secretina)®.

También habiamos descrito que los pacientes con CBP
presentan una expresion disminuida del ARN mensajero
del intercambiador de aniones CI/HCO,™ AE2 (anion ex-
changer 2), tanto en biopsias hepdticas como en linfoci-
tos de sangre periférica. En el higado, la AE2 se expresa
normalmente en los canaliculos y en la membrana apical
de los colangiocitos. Nuestros estudios indicaban una
baja expresion de la proteina en el higado de pacientes
con CBP, y sugerian que la administracion de UDCA
tendia a mejorar dicha expresiéon. Tanto los hepatocitos
como los colangiocitos pueden secretar bicarbonato a la
bilis a través de AE2. Sin embargo, y a diferencia de los
colangiocitos, los hepatocitos carecen de receptores de
secretina, y la excrecidn biliar de bicarbonato aumentada
en respuesta a esta hormona la llevan a cabo tnicamente
los colangiocitos?. La salida de bicarbonato a cambio de
la entrada de cloruro a través del AE2 apical conlleva
una acidificacién del pH intracelular (pH,) del colangio-
cito. Aqui es oportuno considerar que la regulacién del
pH, es una de las funciones reconocidas desde hace afios
para la AE2. Puesto que los colangiocitos parecen estar
altamente capacitados para la secrecién biliar de bicar-
bonato, cualquier disfuncién de AE2 podria plasmarse
en importante desajustes a la hora de regular su pH..
Las alteraciones en la regulacién del pH; en estas células
epiteliales podrian conducir a cambios antigénicos, de-
bidos, por ejemplo, a modificaciones en la estructura
de proteinas. También podrian conducir a modifica-
ciones en el direccionamiento de proteinas, dando lugar,
por ejemplo, a la expresion aberrante del PDC-E2, tal
como se observa en el epitelio biliar de pacientes con
CBP.

El papel de AE2 en la regulacién del pH, puede también
ser muy relevante en los linfocitos, y una disfuncién de
AE2 podria dar lugar a una alcalinizacién intracelular y
modificaciones consiguientes en la diferenciacidn, la pro-
liferacion y la actividad de las diferentes poblaciones lin-
focitarias. Estos linfocitos alterados podrian ser mds pro-
clives a una respuesta inmunogénica frente a unos
colangiocitos también alterados hipotéticamente. Por todo
ello, es posible que las disfunciones en los mecanismos
del transporte de bicarbonato observadas en el higado y
en los linfocitos de los pacientes con CBP desempefien un
papel fisiopatoldgico relevante en el desarrollo de la en-
fermedad.
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