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Introduccion

La investigacion de las bases genéticas de las enfermedades
humanas es un tema de gran actualidad en la medicina ac-
tual. En 1990, Watson et al iniciaron el proyecto del geno-
ma humano, cuyo objetivo era descifrar su secuencia. A
partir de este proyecto se public la secuencia completa'.

En los Gltimos afos se han descrito aproximadamente 1
millon y medio de mutaciones en el genoma humano. Dichas
mutaciones se denominan polimorfismos genéticos. La forma
mas comuln de polimorfismo es la sustitucion de un solo nu-
cledtido que afecta a mas de 1% de la poblacion. Actualmen-
te, se ha creado una base de datos publica de libre acceso
en internet (http//www. Ncbi.nlm.nhi.gov/SNP/) donde se
han catalogado mas de 9 millones de variantes en la secuen-
cia de ADNZ, Estos polimorfismos pueden afectar la expresion
o la composicion de las proteinas que codifican y son consi-
derados “funcionantes”. Un nivel adicional de variabilidad
genética lo constituyen los haplotipos, los cuales estan com-
puestos por un conjunto de SNP a lo largo del mismo cromo-
soma. Otro tipo de polimorfismo son los de secuencias repe-
tidas, con una mayor aplicacion en el diagnostico genético y
son conocidos como microsatélites; corresponden a la repe-
ticion en tandem de entre 2 y 5 nucleotidos.

La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la
susceptibilidad o resistencia individual a enfermedades, la
progresion de éstas o la diferente respuesta terapéutica ra-
dica principalmente en los SNP3. Aunque el impacto de los
estudios genéticos en la practica clinica es todavia limita-
do, éstos podrian explicar por qué no todos los pacientes
que presentan una hepatopatia crdnica de similar etiologia
progresan a cirrosis hepatica y a sus complicaciones. La ma-
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yoria de las enfermedades hepaticas son tal vez debidas a
la interaccién de factores ambientales y genéticos. Las va-
riaciones en genes que codifican proteinas implicadas en el
metabolismo lipidico, en la respuesta inmune o en la fibro-
génesis pueden explicar por qué ciertas personas adquieren
enfermedad hepatica o ésta progresa mas rapidamente.

Genética y hemorragia digestiva por varices

La hipertension portal (HTP) es responsable de las compli-
caciones mas graves de la cirrosis, como son la hemorragia
digestiva por varices, la ascitis, la disfuncion renal y la en-
cefalopatia hepatica (EH). Los pacientes que nunca han
presentado una complicacion de la cirrosis se considera que
se encuentran en una fase compensada, con una mortalidad
entre el 1y el 3,4%, mientras que el desarrollo de hemorra-
gia por varices, ascitis o EH supone un paso a fase descom-
pensada, con una mortalidad entre el 20 y el 57%.

En pacientes cirroticos, los cambios en la presion portal
son proporcionales al incremento de la resistencia intrahe-
patica y del flujo esplénico. El factor inicial es un incremen-
to en la resistencia vascular intrahepatica, mientras que el
incremento en el flujo esplénico es un fendmeno secundario
que mantiene o deteriora el ascenso de la presion portal y
da lugar al estado hiperdinamico, que se caracteriza por
aumento de la frecuencia cardiaca, gasto cardiaco y volu-
men plasmatico. El incremento de la resistencia intrahepa-
tica es una consecuencia de 2 factores, uno no modificable
por la fibrosis, que representa el 60-70%, y un componente
modificable que representa el 30%, consistente en un dese-
quilibrio en sustancias vasoactivas. En la cirrosis hay una
sobreexpresion de vasoconstrictores local o sistémica, como
son noradrenalina, endotelinas, angiotensina Il y leucotrie-
nos, que conducen a un incremento del tono vascular asi
como a una hiperrespuesta del lecho vascular a dichos me-
diadores. En contraste al exceso de vasoconstrictores, la
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produccion de vasodilatadores es insuficiente, donde el oxi-
do nitrico (NO) es el mejor conocido y se incluyen otros
como el monoxido de carbono* (fig. 1).

El conocimiento de la fisiopatologia de la HTP puede ayu-
dar a la deteccion de polimorfismos en genes que regulan el
sistema vascular y explicar la mayor susceptibilidad a desa-
rrollar las complicaciones de la HTP, en concreto el desarro-
llo y hemorragia de las varices esofagicas (tabla 1).

En la historia natural de la HTP un gradiente de HTP > 10
mmHg da lugar al desarrollo de varices esofagicas y reten-
cion de sodio, progresando a varices dilatadas y aparicion
de ascitis. La incidencia anual de aparicion de varices es del
8%, con una transicion de varices pequenas a grandes de un
12% anual y una incidencia de primera hemorragia en vari-
ces pequenas de un 10% y de hasta el 30% en varices gran-
des®. Uno de los aspectos mas llamativos de la historia na-
tural de la hemorragia por varices es su marcada influencia
pronostica. La presencia de varices esofagicas condiciona
un incremento en el estadio evolutivo en la historia natural
de la cirrosis. A pesar de la mejoria en el pronostico de la
hemorragia por varices la mortalidad sigue siendo superior
al 20%.

En la fisiologia vascular de la HTP, el NO es una molécula
vasoactiva que juega un papel en el mantenimiento del
tono vascular de las colaterales, la administracion de inhi-
bidores del NO reducen la formacion de colaterales porto-
sistémicas sin reducir la presién portal, lo que sugiere un
papel en su desarrollo®. Otras moléculas producen vaso-

constriccion, como la angiotensina Il, endotelina que redu-
ciria la presion portal. Se han estudiado varios genes que
codifican estas proteinas implicadas en el mantenimiento
del tono vascular, como la NO sintetasa constitutiva (ec-
NOs), el angiotensindgeno, la enzima de conversion de la
angiotensina (ECA) y el receptor tipo 1 de la angiotensina
tipo Il. Un polimorfismo en el gen de la ECA (I/D) influencia
los valores de esta enzima, los homocigotos para el alelo D
implica una mayor actividad en sangre comparado con el
genotipo II”. Un polimorfismo consistente en 4-5 repeticio-
nes de 27 pares de bases en el intron 4 de ecNOs se ha
descrito asociado a mayores valores de NO en plasma en
homocigotos 55%. Aunque esta bien establecido que la apa-
ricion de varices esofagicas tiene lugar cuando el gradiente
de la HTP es > 10 mmHg, el mecanismo preciso que contro-
la el desarrollo de las varices y su ruptura no ha sido com-
pletamente dilucidado, hay pacientes con cirrosis que no la
desarrollan. Variaciones genéticas de la ECA, en el angio-
tensindgeno, AT1R y ecNOs podrian influenciar el tono vas-
cular contribuyendo a la HTP. En un estudio donde se inclu-
y6 a 145 pacientes con cirrosis hepatica alcoholica, se
observo que los pacientes portadores del alelo | del gen de
la ECAy homocigotos 55 en el gen de ecNOs presentaban un
riesgo mayor de desarrollar varices esofagicas (odds ratio
[OR]: 3,19; intervalo de confianza [IC] del 95%, 1,55-6,55)°.
Asimismo, la ascitis fue mas frecuente entre los pacientes
con varices, el 64 frente al 46% entre los sin varices. Los
genotipos asociados con un mayor desarrollo de varices son
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Tabla 1 Polimorfismos y complicaciones de la cirrosis hepatica
Genes implicados ACE-1/D ecNOs-4/5 Receptor CD14-159TT Glutaminasa
B-adrenérgico
Complicaciones de la cirrosis Portadores Homocigotos Homocigotos Homocigotos Microsatélite
del alelo | ecNO55 Gly16-Gln/Glu27 CD14-159TT 16XGCA

Desarrollo de varices esofagicas

Ascitis

Encefalopatia hepatica

Respuesta a tratamiento
farmacoladgico

Mayor riesgo

Mayor riesgo

Mayor riesgo
Mayor riesgo Mayor riesgo

Mayor respuesta

ECA: enzima de conversion de la angiotensina; ecNOS: enzima endotelial constitutiva oxido nitrico sintetasa.

aquellos con valores elevados de ecNOs y reducidos de ECA,
Los genotipos asociados con un incremento de la vasodilata-
cion podrian predisponer al desarrollo de varices esofagicas
en pacientes con cirrosis hepatica alcohdlica.

En la profilaxis de la hemorragia por varices esofagicas la
accion terapéutica ha sido directamente dirigida a dismi-
nuir la resistencia vascular intrahepatica. Los bloqueadores
betaadrenérgicos no selectivos se han establecido como te-
rapia. El efecto beneficioso esta relacionado con la capaci-
dad para disminuir la presion portal. Produce un decremen-
to del flujo portal secundario a la reduccion del gasto
cardiaco causado por el bloqueo p1 adrenérgico y la vaso-
constriccion esplénica mediada por bloqueo B2 adrenérgi-
co. Una reduccion del gradiente de HTP superior al 20% de
la basal esta asociada con una marcada reduccion en el
riesgo de sangrado' y resangrado'. Sin embargo, la res-
puesta a los bloqueadores beta es heterogéneo, con una
tasa de no respuesta del 30-60%'2, influenciado por el grado
de disfuncion hepatica, la dosis de bloqueadores beta y la
extension de las colaterales portosistémicas y varices.

La variacion interindividual en la eficacia y efectos se-
cundarios de la mediacion puede estar influenciada por fac-
tores genéticos. Por esta razon, seleccionar el tratamiento
farmacologico mas apropiado para un individuo es un cam-
bio clinico. Factores genéticos pueden influenciar la res-
puesta terapéutica a bloqueadores beta en pacientes con
cirrosis hepatica con HTP.

Se han identificado 4 polimorfismos del gen del receptor
B2 adrenérgico asociados con una expresion alterada, infra-
rregulacion o alteracion de la seial de transduccion del re-
ceptor en respuesta a 2 agonistas. Particularmente, 2 po-
limorfismos consistentes en la sustitucion de glicina (Gli)
por arginina (Arg) en la posicion 16 y glutamico (Glu) por
glutamina (Gln) en la posicion 27, los haplotipos homocigo-
tos para Gli16 y Glu27 o Gli16 y Gln27 (Gli16-Gln/Glu27)
exhiben un incremento de la respuesta vasodilatadora®™. En
pacientes con cirrosis e HTP, el polimorfismo en el gen 32
adrenérgico puede influenciar la respuesta vascular al pro-
panolol, con una mayor respuesta a bloqueadores beta en
los pacientes con el polimorfismo homocigoto Gli16-Gln/
Glu27. Se incluyo a 48 pacientes con cirrosis y varices eso-
fagicas, y se observé que pacientes con cirrosis y el haploti-
po Gli16-Gln/Glu27 presentaban un mayor decremento en
la frecuencia cardiaca (—20,4 + 1,8% frente a —13,4 + 2,4%;
p = 0,025) y en el indice cardiaco (—27,2 + 2,6% frente a

—16,6 + 3,1%; p = 0,02) sin acompanarse de una reduccion
del gradiente de la HTP, probablemente secundario a un
incremento de la resistencia sinusoidal hepatica (27,1 =
17,8% frente a —17,9 + 13,9%; p = 0,042) en los pacientes
portadores del haplotipo Gli16-Gln/Glu27, debido a que el
bloqueo B2 adrenérgico podria estimular la actividad adre-
nérgica, actividad que incrementa el tono vascular hepati-
co junto a una reduccién de la enzima NO endotelial en la
circulacion con una mayor sensibilidad al NO. La implica-
cion clinica de estos resultados seria seleccionar a un grupo
de pacientes que se beneficiaria de la asociacion de vasodi-
latadores, como el mononitrato de isosorbide, prazosin a
propanolol o el uso de carvedilol, un farmaco bloqueador
beta no cardioselectivo con actividad intrinseca anti-a1
adrenérgica. Los polimorfismos influyen en la respuesta
aguda hemodinamica y esplénica en respuesta al propano-
lol, pero no son capaces de predecir la reduccion del gra-
diente de la HTP™.

Genética y ascitis

Estudios recientes han encontrado una asociacion entre la
hepatitis aguda alcoholica y los polimorfismos del gen que
codifican citocinas proinflamatorias, como el TNF', o cito-
cinas antiinflamotorias, como la interleucina-10%. Jarve et
al encontraron un polimorfismo en la region promotora del
gen CD14(-159C/T), que se asoci6 a un mayor riesgo de he-
patitis alcoholica; especialmente los homocigotos CD714(-
159TT) mostraban un mayor riesgo a desarrollar cirrosis. La
CD14 es una proteina de anclaje glucofosfatidil inositol,
presente en la membrana de monocitos-macroéfagos y célu-
las polimorfocelulares; asimismo, hay una forma circulante
sCD14. La proteina actiia como ligando para lipopolisacari-
dos y otros productos bacterianos. Participan en la regula-
cion del proceso inflamatorio. La proporcion de pacientes
con hepatitis alcoholica grave, definida como la presencia
de EH o ascitis junto a una pobre funcién hepatica, fue ma-
yor en pacientes homocigotos para CD14(-159TT)". Los pa-
cientes homocigotos CD14(-159TT) podrian tener una mayor
respuesta inflamatoria, como reflejo el incremento de los
valores de lipopolisacaridos en estos pacientes y el incre-
mento de la proteina circulante sCD14. El desarrollo de as-
citis podria ser secundario a la implicacion de la respuesta
inflamatoria sistémica en la patogenia de la HTP y, por con-
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secuencia, de la ascitis y EH. Los valores plasmaticos de las
endotoxinas derivadas del intestino (lipopolisacaridos) es-
tan elevados en pacientes con cirrosis y contribuyen a la
EH. Los lipopolisacaridos circulantes activan los macrofagos
y producen TNF y otras citocinas proinflamatorias'®. El estu-
dio de polimorfismos en los genes de las proteinas proinfla-
matorias puede ayudar a seleccionar pacientes cirroticos
con mayor riesgo de complicaciones y su implicacion en la
morbimortalidad del paciente.

Genética y encefalopatia hepatica

La EH es una de las complicaciones mayores de la cirrosis
hepatica y se asocia a un pobre prondstico™. La hiperamonie-
mia es un factor fundamental de la patogenia de la EH. Se han
desarrollado nuevos conceptos en la produccion de amonio.
Durante la segunda mitad del siglo xx la hiperamoniemia se
consideraba como producto de la descomposicion de la urea
por las bacterias intestinales y la mayoria de las dianas tera-
péuticas eran las bacterias del colon?. No obstante, hay evi-
dencias del papel del intestino en la produccion de amonio: a)
el desarrollo de hiperamoniemia y de encefalopatia en ratas
sometidas a derivacion portocava es similar en ratas en las
que se elimind la flora bacteriana con antibiéticos que en ra-
tas con flora preservada®'; b) se ha demostrado un rapido au-
mento de amonio en sangre después de un aporte oral de
GIn?%; ¢) en pacientes cirroticos con derivacion portosistémica
la produccion de amonio en el intestino delgado constituye la
mayor fuente para la hiperamoniemia sistémica y este amo-
nio deriva basicamente del metabolismo de la GlnZ.

La glutaminasa activada por fosfato (PAG) cataliza la hi-
drélisis de la Gln para dar Glu, energia, sintesis de nucleo-
tidos y amonio. En personas sanas, la mayor actividad PAG
(80%) se encuentra en el intestino delgado (53 nmol gluta-
mato min~" mg~' proteina) y una menor actividad (15%) en
el intestino grueso (20 nmol glutamato min 1 mg protei-
na)*. La actividad PAG duodenal medida en biopsias proce-
dentes de intestino delgado se encontro casi 4 veces eleva-
da en pacientes cirroticos respecto a controles sanos? (fig. 2).
Ademas, la actividad PAG esta relacionada con la EH mini-
ma, encontrandose mayor actividad en los pacientes con
EHM y prueba de sobrecarga oral alterada.

La ordenacion de todos estos datos ha permitido plantear
una serie de modificaciones en la fisiopatologia de la EH
(fig. 3). En primer lugar, se postula que la principal fuente
de amonio es el intestino delgado. Dado que la hiperamo-
niemia sistémica depende fundamentalmente de la produc-
cion intestinal de amonio y ésta, a su vez, deriva de la des-
aminacion de la Gln, la glutaminasa intestinal seria la
enzima reguladora de la produccion de amonio y, por ende,
de la hiperamoniemia sistémica. En condiciones normales,
el higado elimina el amonio a través del ciclo de la urea,
pero en la cirrosis hepatica, la detoxificacion del amonio
tiene lugar en el musculo a partir de la sintesis de Gln por
la enzima glutaminasa sintetasa, de ahi el relevante papel
del misculo vy, por tanto, de la nutricion en el paciente ci-
rrético. Por ultimo, la actividad glutaminasa esta elevada
en los astrocitos de ratas con derivacion portocava; esta
glutaminasa podria ser responsable de que el acumulo de
Gln en el astrocito actuase como un “caballo de Troya” y la
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Figura 2 La actividad glutaminasa intestinal se encuentra ele-
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Figura 3 Produccion, detoxificacion y papel del amonio en la
encefalopatia hepatica. Gln: glutamina; GS: glutamin sinteta-
sa; PAG: glutaminasa activada por fosfato.

glutaminasa perpetuaria la produccion de amonio y la
EH?2,

El abordaje de la vertiente genética de la EH surge de la
necesidad de explicar por qué cirroticos con similar funcion
hepatica y el mismo tipo de complicaciones no desarrollan
EH en igual proporcion. También el hecho de que, aunque la
EH minima predispone a la aparicion de EH clinica, no todos
los cirréticos la desarrollan?. Ademas, pacientes con el mis-
mo grado de disfuncion hepatica y factores precipitantes
pueden o no desarrollar EH. Dada la importancia de la glu-
taminasa intestinal en la nueva patogenia de la EH, se eligid
como diana para un estudio realizado por nuestro grupo de
trabajo.

El gen de la glutaminasa (GLS) (nUmero de acceso en
OMIN: 138280) se localiza en el brazo largo del cromosoma
2 en la region 2q32-q34. El ARNm original esta constituido
por 18 exones y 17 intrones; se han detectado al menos 2
polimorfismos en la region del promotor del GLS tipo renal
en ratas, que inducen una funcionalidad enzimatica en am-
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bas direcciones?. Actualmente, se incluyen 162 SNP del GLS
en GenBankK, de ellos 9 se encuentran en regiones codifican-
tes del gen, y sblo 2 provocan cambios en aminoacidos. Se
seleccionaron 4 polimorfismos que generaron 16 haplotipos,
de los cuales solo 6 de ellos superaron el 1% en frecuencia
de poblacién caucasiana.

Se incluyo a 109 pacientes con cirrosis en la cohorte de
estimacion, 177 en la cohorte de validacion y 107 controles
sanos. Los pacientes fueron seguidos cada 3-6 meses hasta
el desarrollo de EH, trasplante hepatico, muerte o fin de
seguimiento. El haplotipo TACC fue asociado con desarrollo
de EH (OR: 0,34; IC del 95%, 0,90-0,13; p = 0,03) y la fun-
cion hepatica valorada por el MELD (OR: 0,57; IC del 95%,
—0,29-1; p = 0,03). El haplotipo CACC también se asoci6 con
la EH (OR: 0,22; IC del 95%, 0,005-0,089; p = 0,002), funcion
hepatica (OR: —1,68; IC del 95%, —3,05-0,3; p = 0,01) y la
frecuencia critica del parpadeo (OR: 0,36; IC del 95%, 0,14-
0,97; p = 0,04). Por tanto, parece que la presencia de los
haplotipos TACC y CACC protege frente al desarrollo de en-
cefalopatia y el deterioro de la funcion hepatica.

La secuenciacion del gen, con la definicion de las altera-
ciones genomicas y su relevancia funcional, podria permitir
conocer mejor el impacto de las mutaciones del GLS en la
patogenia de la EH. Para ello, se realiz6 un rastreo mutacio-
nal del GLS en un total de 20 individuos seleccionados,
atendiendo a sus antecedentes haplotipicos y el riesgo de
desarrollar EH. Se detectd un microsatélite localizado en la
region 5’UTR del gen, definido como 16XGCA, se agruparon
los alelos en relacion con el nUmero de repeticiones (n < 14
microsatélite corto y n > 14 microsatélite largo). Posterior-
mente, en la cohorte de pacientes de estimacion (n = 109),
con un periodo de seguimiento de 29,6 + 16 meses, en el
analisis multivariante de regresion de Cox, las 2 variables
independientes de desarrollar EH fueron: el estadio de
Child-pugh (hazard ratio [HR]: 4,3; IC del 95%, 1,6-11,4; p =
0,03) y el microsatélite largo (HR: 2,8; IC del 95%, 1,1-7,2;
p = 0,03), datos que fueron confirmados en la cohorte de
validacion (n = 177), donde el 27% de los pacientes desarro-
L6 EH en un periodo de seguimiento de 16,8 + 13 meses. La
presencia del microsatélite largo en la region del promotor
del GLS se asocié a un incremento del riesgo de EH en el
seguimiento (HR: 3,5; IC del 95%, 2-6,4; p = 0,01) (fig. 4).

Dado que esta variante se localiza en la region del promotor
5’UTR, se valoré si podria tener un papel funcionante en los
procesos de transcripcion y/o traduccion del GLS. Se realizod
un analisis funcional mediante actividad luciferasa, observan-
do una mayor actividad para el microsatélite largo (fig. 5).

Nuestro estudio genético supone una evidencia mas del
papel funcional de la glutaminasa en la patogenia de la EH,
y proporciona un valor como marcador genético en la pre-
diccion del riesgo de desarrollar EH en pacientes con cirro-
sis hepatica. Indica un microsatélite funcional en la region
del promotor del GLS que se asocia a un riesgo elevado de
desarrollar EH en pacientes cirréticos debido a un incre-
mento en la actividad de la enzima en la variante larga del
microsatélite.

En conclusion, en pacientes con cirrosis hepatica el desa-
rrollo de complicaciones no es universal y podria depender
de la presencia de factores genéticos que regulasen en parte
este riesgo. El conocimiento de la fisiopatologia de la HTP es
un paso fundamental para el estudio de polimorfismos de
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Figura 4 Curva actuarial que muestra los pacientes sin episo-
dios de encefalopatia hepatica respecto a la presencia del mi-
crosatélite del promotor del gen de la glutaminasa. Pacientes
con un microsatélite largo muestran un mayor riesgo de desa-
rrollar encefalopatia hepatica (log-rank: 7,74; p < 0,01).
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Figura 5 Actividad luciferasa medida a las 24, 48 y 72 h pos-
tranfeccion. Representacion de alelos cortos y largos (MS 8 y MS
29, respectivamente).

genes implicados en la codificacion de proteinas relacionadas
con el tono vascular, respuesta inmune o proinflamatoria.

En un futuro la genotipificacion de los pacientes podria
ser util para predecir la evolucion de una hepatopatia y
elegir el tratamiento éptimo.
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