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1. INTRODUCCION

1.1. Alcoholismo.

1.1.1. Historia y definicion.

El consumo de alcohol ha formado parte de nuestra cultura y sociedad durante
siglos. Estudios antropoldgicos evidencian que ciertas bebidas alcohdlicas fermentadas,
como el vino y la cerveza, eran ya consumidas hace al menos cinco mil aflos. Las primeras
referencias relativas a la destilacion del alcohol datan del siglo XII, pero no es hasta mitad
del siglo XIX cuando un médico sueco, Magnus Huus, observa que, al ingerir bebidas
alcoholicas de alta graduacion, predominantemente aguardiente, se producian en el
organismo manifestaciones patologicas de diverso tipo, digestivas, hepaticas y mentales.

Al conjunto de consecuencias médico-somaticas lo denominé entonces “Alcoholismo”.

Ya en el siglo XX, a partir de la década de los 30, se inician dos grandes
revoluciones en el campo del alcoholismo: el nacimiento de Alcohdlicos Anénimos y el
desarrollo de estudios cientificos en el campo del alcoholismo. Los dos movimientos
tuvieron como punto de partida la hipétesis de que el alcoholismo constituia una
enfermedad. En este campo destaca la figura de E.M. Jellinek, quien estudia el problema
durante mas de dos décadas (desde 1940 hasta 1963), y define el concepto de alcoholismo
como todo uso o abuso de bebidas alcohdlicas que originan un perjuicio al individuo, a la
sociedad o a ambos (Jellinek, 1960). En 1952, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) incluye la Dependencia del Alcohol dentro de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades y define el alcoholismo como todo dafio organico o psiquico derivado del

consumo de etanol. En 1990, la Asociacion Americana de Medicina Adictiva (ASAM) y

3
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el National Council on Alcohol and Drug Dependence (NCADD), lo define como: “una
enfermedad primaria y cronica, con factores genéticos, psicosociales y ambientales, que
influyen sobre su desarrollo y manifestaciones. La enfermedad es frecuentemente
progresiva y fatal. Se caracteriza por presentar en forma continua o periddica: pérdida de
control sobre la bebida, preocupacion por la droga alcohol, uso del alcohol a pesar de sus
adversas consecuencias, y distorsiones en el pensamiento, principalmente negacion”
(National council on alcoholism and drug dependence inc. american society of addiction

medicine.2015).

En la actualidad es de sobra conocido que el alcoholismo es una enfermedad que
genera multiple patologia, tanto desde el punto de vista médico como social, afectando a
diversos Organos y sistemas y condicionando una importante dependencia. El modo de
vida que adquieren los alcoholicos los lleva al abandono personal y familiar, malos tratos
(Foran & O'Leary, 2008; Thompson & Kingree, 2006), pérdida del poder adquisitivo,
accidentes de trafico (Razvodovsky, 2012), traumatismos (Gonzalez-Reimers et al.,

2011) y deficiencias nutricionales (De Flines et al., 2019; Santolaria et al., 2000)

Otras definiciones relacionadas con el alcoholismo que deben conocerse son las

siguientes:

o Abuso de alcohol: necesidad de consumir alcohol,
habitualmente en exceso, para poder llevar a cabo cualquier actividad, a
pesar de las consecuencias (negativas) derivadas del mismo (dependencia
psicoldgica no fisica).

o Dependencia alcohdlica: término utilizado cuando ya
aparecen signos de tolerancia o abstinencia (ansiedad, temblor, sudoracion

profusa, ...).
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o Alcoholismo: dependencia alcohdlica con consumo de
cantidades suficientes para desarrollar problemas de cualquier indole
(fisicos, sociales, laborales, legales, ...).

o Consumo intensivo de alcohol (Binge drinking): se
denomina asi al consumo de grandes cantidades de alcohol en un corto
espacio de tiempo. El criterio mas comtinmente aceptado por la comunidad
cientifica internacional es el consumo de 5 o mas unidades de bebida
estandar (UBE) -4 o0 mas para mujeres- en una unica ocasion, al menos una
vez en las dos ultimas semanas. Sin embargo, aspectos como las
diferencias entre paises en los gramos de alcohol de las UBE, dificultan el
establecimiento de una definicion internacional del término. Esto hace
necesario adaptar este criterio al pais donde se realice el estudio (Parada et

al.,, 2011)

1.1.2. Epidemiologia del alcoholismo.

La ingesta de alcohol es una practica muy extendida y aceptada en casi todo el
mundo. El consumo total anual de alcohol por habitante en la poblacion mundial de mas
de 15 afos aument6 de 5,5 litros de alcohol puro en el 2005 a 6,4 litros en el 2010, y se
mantuvo en el nivel de 6,4 litros en €l 2016. Los niveles mas altos de consumo de alcohol
por habitante se observan en paises de la Region de Europa de la OMS (WHO, 2019). Asi
encontramos que, en Espafia un estudio realizado en estudiantes de Farmacia detectd un
consumo de riesgo en el 31.3% de los estudiantes (Miquel et al., 2016). En Italia otro
estudio realizado con estudiantes de medicina y con médicos residentes objetivo que el
73,1% de los participantes consumia alcohol (Lamberti et al., 2017). Estudios similares

con estudiantes universitarios en Irlanda y Reino Unido, encuentran que casi dos tercios

5
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de los estudiantes presentan un consumo de alcohol de riesgo, mas del 20% han tenido
problemas de alcohol durante su vida, mientras que mas del 20% excedieron los limites
razonables de consumo de alcohol a la semana (Davoren et al., 2016). En Espafia, en un
estudio realizado entre los afios 2011- 2012 en la poblacion general, se encontr6 que el
77,5% de la poblacion espafiola habia consumido alcohol a lo largo de la vida, el 65,4%
lo habia consumido durante el afio previo y el 13,8% lo consumia de forma diaria (Galan
et al., 2014). En otro estudio realizado en Espafia en personas mayores de 60 afios, entre
los afios 2008 y 2010, encontraron que la prevalencia del consumo moderado de alcohol
fue del 44,3%, del consumo excesivo, del 7,8%, y el 3,1% mostré problemas con el

alcohol (Leon-Munoz et al., 2015).

Incluso en zonas donde este habito no se habia generalizado, como en el
continente asiatico, comienza a detectarse un aumento considerable tanto de la
produccion de bebidas alcoholicas como del consumo (Zhou, L. et al., 2009), de tal
manera que en la actualidad el 8% de los hombres en China son bebedores problematicos,
asociandose esto con un riesgo significativamente mayor de problemas de salud fisica y
mental y muerte prematura (Im et al., 2020). A nivel mundial, se calcula que unos 237
millones de hombres y 46 millones de mujeres padecen trastornos por consumo de alcohol

(WHO, 2019).

En nuestra region no existen muchos estudios al respecto. Un estudio realizado en
poblacion mayor de 15 afios en La Esperanza (un pueblo rural de Tenerife), incluyendo a
492 personas (232 hombres y 260 mujeres) revelo que el 64.6% consumia alcohol
(Santolaria et al., 1997); otro, realizado en otra area rural del sur de la isla de Tenerife
que incluy6 a 818 habitantes, mostré una prevalencia del 69% en el consumo de alcohol.

El sexo masculino, la mediana edad, el estado civil, el trabajo no cualificado, el bajo nivel

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3143115 Cb6digo de verificacioéon: Qrtz8ts

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers Fecha: 07/01/2021 12:35:36
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ELISA ESPELOSIN ORTEGA 07/01/2021 13:14:30

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

12/209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 23/02/2021 12:54:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

12/209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2021/3723
N° reg. oficina: OF002/2021/1467
Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

educativo y el consumo de tabaco se relacionaron con un mayor consumo de etanol

(Tejera et al., 1991)

Por tanto, el consumo de alcohol constituye un grave problema sanitario a nivel
mundial. En el 2016, el consumo nocivo de alcohol causé unos 3 millones de muertes
(5,3% de todas las muertes) en el mundo y 132,6 millones de afios de vida ajustados en
funcién de la discapacidad (AVAD), es decir, el 5,1% de todos los AVAD de ese aflo
(WHO, 2019). Varios estudios encuentran un aumento significativo en la mortalidad de
los sujetos dependientes del alcohol en comparacion con la poblacion general (Laramee
et al., 2015), y también mayor riesgo de mortalidad en pacientes con consumo toxico de
alcohol al compararlos con consumidores moderados (Kuitunen-Paul & Roerecke, 2018).
De todas las muertes atribuibles al consumo de alcohol en todo el mundo, el 28,7% se
debid a traumatismos, el 21,3% a enfermedades digestivas, el 19% a enfermedades
cardiovasculares, el 12,9% a enfermedades infecciosas y el 12,6% a canceres (WHO,

2019).

Como podemos por tanto observar, el consumo cronico de alcohol produce un
aumento muy importante de la mortalidad y de la morbilidad. Muchos de los procesos
patologicos que afectan al bebedor excesivo dependen directamente de las alteraciones
generadas por la llegada del etanol al organismo y su metabolizacién posterior; otros
dependen mas de factores asociados al estilo de vida peculiar del alcohélico. Nos
centraremos en esta revision en la descripcion de algunos efectos derivados directamente
del alcohol. El metabolismo de este toxico va a generar una respuesta inflamatoria

sistémica capaz de propiciar el desarrollo de patologia multiorganica.
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1.1.3. Metabolismo del alcohol.

El alcohol etilico (el alcohol que se consume normalmente) es una molécula polar
que difunde con facilidad a través de las membranas celulares. Al consumirse por via oral
se absorbe mayoritariamente en la parte proximal del intestino delgado —duodeno y
yeyuno— (80%), una fraccion menor en el estdmago (15-20 %) y otra parte insignificante
lo va a hacer en el colon. La absorcion del alcohol por el duodeno y yeyuno es mucho
mas rapida que por el estomago. Por ello la velocidad del vaciamiento gastrico es un
determinante importante de la velocidad de la absorcion de etanol, que aumenta con el
estomago vacio y viceversa. Esta velocidad de absorcion va a determinar la magnitud de
su concentracion plasmatica, asi como la intensidad y duracion de los efectos toxicos. Ese
alcohol absorbido se va a metabolizar fundamentalmente (en el 95%) por el higado
(Marshall et al., 2014). El resto se va a eliminar, sin sufrir transformacion alguna, por

orina, heces, sudor y aire exhalado (Aragon et al., 2002).

El etanol se metaboliza fundamentalmente por oxidacion, transformandose en
acetaldehido mediante la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) mayoritariamente
(Petersen et al., 1983). Existen también otros dos sistemas enzimaticos hepaticos que
posibilitan esta misma reaccion y que adquieren relevancia en situaciones de alcoholismo
cronico, ante niveles muy elevados de alcohol o si hay alguna deficiencia en el sistema
principal. Estos dos sistemas son el llamado sistema microsomal oxidativo del etanol

(MEOS) y el mediado por el complejo catalasa (Aragon et al., 2002).
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Via de la enzima alcohol deshidrogenasa

La alcohol deshidrogenasa (ADH) es una enzima que cataliza la
conversion reversible del alcohol a aldehido utilizando NAD (Nicotinamida-

Adenina-Dinucleétido) como cofactor:

Alcohol + NAD S Aldehido + NADH + H*

Es una enzima codificada por varios genes y alelos que dan lugar a
diferentes isoformas (ADHI-ADH7), debido a la combinacion de siete
subunidades diferentes. Las asociaciones encontradas entre enfermedad y
variacion del gen ADH, al igual que las asociaciones entre enfermedad y sus
variaciones alélicas, han sido objeto de una extensa y continua investigacion
(Birley et al., 2008). Los polimorfismos de la ADH condicionan una gran
variabilidad de concentracion de etanol entre sujetos a igualdad de dosis

consumida (Lieber, C. S., 2005).

Uno de estos genes, ADH?7, se expresa de manera inica en la mucosa del
estomago y puede influir en el metabolismo del alcohol antes de su absorcion en
la sangre (Birley et al., 2008). Un vaciamiento géstrico acelerado reduce este
primer paso del metabolismo del alcohol, al reducirse de esta manera el tiempo de
contacto del etanol con la mucosa gastrica y, por tanto, con la ADH7. También se
ha estudiado el efecto de la gastrectomia sobre este primer paso metabdlico

(Caballeria et al., 1989).

Existen datos contradictorios sobre la inhibicion de este metabolismo de
primer paso por los antagonistas de los receptores H2 de la histamina. Asi un

estudio demuestra que el efecto en las concentraciones de alcohol en la sangre tras
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administrar anti H2 es escaso, teniendo solo importancia en individuos jovenes,
varones, no alcohdlicos, no asiaticos, y si el alcohol se administra en una pequefia
dosis (social), en alta concentracion y después de las comidas (Gugler, 1994).
Otros estudios no encuentran que la alcohol deshidrogenasa gastrica se altere de

forma significativa ni con el uso de antiH2 (Weinberg et al., 1998).

También existen diversos estudios que demuestran que la actividad de la
ADH es menor en mujeres jovenes (Frezza et al., 1990), aunque se llega a igualar
al aumentar la edad (Gartner et al., 1996; Seitz et al., 1993). No obstante, la
existencia de diferencias de la actividad de la alcohol deshidrogensa gastrica entre

sexos es objeto de debate (Bradley et al., 1998).

También se han estudiado otras isoformas de la ADH, encontrando que el
polimorfismo mas frecuente de la ADH2 es el ADH2*1, presente en el 97,97% de
los sujetos estudiados. Los alelos ADH2*1 y ADH3*1 fueron estadisticamente
mas comunes entre los pacientes que abusan del alcohol en comparacion con los
controles (Cichoz-Lach et al., 2007). Otro estudio en poblacion china demuestra
también que los pacientes alcoholicos con el alelo ADH2*1 son mas susceptibles
a desarrollar cancer de esofago (Chao et al., 2000). En una revision reciente sobre
la ADH y trastornos por consumo de alcohol, se concluye que la variante funcional
de la alcohol deshidrogenasa 1B (ADHI1B) ejerce una funcion protectora en
personas de ascendencia europea y asiatica (Edenberg & McClintick, 2018). En
cuanto a la ADH4, también ha sido objeto de estudio, encontrandose que los
genotipos ADH4 predisponen a la dependencia del alcohol y la drogodependencia

de manera recesiva (Luo et al., 2005; Luo et al., 2006; Turchi et al., 2012).
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También se relaciona un polimorfismo de la ADHS5 con la frecuencia con la que

se consume alcohol (Clarke et al., 2017; Macgregor et al., 2009).

Via del sistema microsomal oxidativo del etanol (MEOS)

En situaciones de consumo elevado o de ingestion cronica de alcohol, otros
sistemas enzimaticos deben ser activados para que tenga lugar la eliminacion
hepatica del etanol. Uno de ellos es el MEOS, que fue descubierto por Charles S.
Lieber y Leonore M. DeCarli en 1968, y lo definieron como un sistema oxidante
diferente al de la ADH, presente en los microsomas hepaticos (Lieber, C. S. &
DeCarli, 1968). Después del consumo cronico de etanol, la actividad del sistema
microsomal oxidante de etanol (MEOS) aumenta, con un aumento asociado en los
citocromos P-450, especialmente CYP2E1; existen también otras isoenzimas con
una importancia menor: CYP1A2 y CYP3A4. Esta induccion esta asociada con la
proliferacion del reticulo endoplasmico, tanto en animales experimentales como

en humanos (Lieber, 1999).

Este complejo enzimatico cataliza la siguiente reaccion:

NADPH + H" + CH;CH20H + O — NADP" + CH3;CHO + 2H,0

Como podemos observar requiere oxigeno, que obtiene a través del ATP
con el consecuente consumo de energia quimica. De esta manera se oxida el etanol
en acetaldehido, con la liberacion de radicales libres de oxigeno, como
subproductos, y de calor. Asi, la induccién del CYP2E]1 resulta en un incremento
de las tasas de oxidacion de NADPH, lo que implica un incremento en la
produccion de especies de oxigeno reactivas (ROS) (Cederbaum et al., 2009;

Osna, 2009).
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Debido a que CYP2EI también metaboliza varios medicamentos (como
por ejemplo el paracetamol), en los bebedores cronicos -en los que estd
incrementada la actividad CYP2EI- se produce también una aceleracion del
metabolismo de esos medicamentos, lo que puede generar una lesion hepatica

mas severa si se forman metabolitos toxicos (Weathermon & Crabb, 1999).

Como se ha comentado, la oxidacion del etanol por parte de la CYP2EI,
genera radicales libres y acetaldehido, que puede formar enlaces covalentes con
cadenas laterales de aminoacidos de proteinas hepaticas para formar “aductos”

que potencian el dafio oxidante (Jiang et al., 2020a).

Esta reaccion tiene poca importancia si el consumo de alcohol se produce
de forma puntual, pero en el alcohdlico cronico puede llegar a suponer incluso
hasta el 50% del metabolismo del etanol, con el consiguiente aumento de ROS de
forma continuada. Estos productos normalmente son neutralizados por los
antioxidantes, estableciéndose un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes
(equilibrio REDOX), que en el alcohdlico cronico se va a perder, produciéndose

un estado de estrés oxidativo.

Via de la Catalasa

La catalasa es un enzima tetramérica con un grupo hemo en cada
subunidad. Se encuentra en todos los organismos aerdbicos y su funcion es
degradar rapidamente peroxido de hidrogeno (H202), en oxigeno y agua (Aragon
et al., 2002). También puede oxidar etanol a acetaldehido, como producto final,

de una manera dependiente de H»O. (mediante la reaccion mostrada abajo),
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aunque esta no es una via clave para la eliminacion de etanol (Crabb &

Liangpunsakul, 2007).

Esta via esta limitada por las tasas bastante bajas de generacion de H2O»
producidas en condiciones celulares fisioldgicas (menos de 4 umol/g de higado
/hora, solo el 2% de la oxidacion del alcohol) y parece tener un papel insignificante

en la oxidacion del alcohol por el higado (Cederbaum, 2012).

CH3CH,0H + H20, — CH3CHO + 2H,0

Otras vias de metabolizacion del etanol

Reacciones de conjugacion

El etanol puede reaccionar con el acido glucurénico para formar
etilglucurdnido, el cual es soluble y se excreta facilmente. Debido a la baja
disponibilidad de cofactores y a la poca afinidad por el alcohol por la mayoria de
las enzimas de conjugacion, la importancia de esta via es escasa (Cederbaum,

2012).

Esterificacion de dacidos grasos

La acido graso sintetasa cataliza la reaccion entre el etanol y un acido graso
para producir un acil éster graso. Estas sintetasas estan presentes en la mayoria de
los tejidos, especialmente el higado y el pancreas, 6rganos mas susceptibles a la
toxicidad por alcohol (Laposata, 1998). Los ésteres etilicos de acidos grasos
pueden ser toxicos, inhibiendo la sintesis de ADN y proteinas. Cuando se bloquea

el metabolismo oxidativo del etanol, hay un aumento en el metabolismo del etanol
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al éster etilico del acido graso (Cederbaum, 2012). Al igual que las reacciones de

conjugacion, la importancia de esta via es escasa.

Metabolismo hepadtico del acetaldehido: La aldehido deshidrogenasa

El acetaldehido, producido por la oxidacion del etanol a través de las vias
enzimaticas antes descritas, es metabolizado en acetato por la aldehido
deshidrogenasa hepatica (ALDH). La ALDH es un enzima tetramérico que oxida
el acetaldehido mediante la transferencia de hidrogeno al cofactor NAD,

formando asi acetato:

CH3CHO + NAD" + HO —> CH3COOH + NADH + H*

Hay dos isoformas principales de ALDH, citosolicas y mitocondriales,
codificadas por los genes aldehido ALDHI y ALDH2, respectivamente. De las dos
isoformas, la ALDH2 mitocondrial desempefia el papel central en el metabolismo
del acetaldehido (Greenfield & Pietruszko, 1977).
El gen ALDH? es polimorfico y las variantes demuestran el papel vital de ALDH2
en la oxidacion de etanol, puesto que se ha encontrado que el alelo mutante
ALDH?2*2 en homocigosis produce una enzima inactiva debido al cambio de
glutamato por lisina en la posicion 487 en ALDH2 (Hempel et al., 1984). Los
pacientes que presentan este alelo en homocigosis presentan niveles de
acetaldehido mucho mas elevados que los que lo tienen en heterocigosis (Enomoto
et al., 1991), y por lo tanto poseen muy mala tolerancia a la ingesta de alcohol
(Shibuya & Yoshida, 1988). La ALDH2*2 casi no esta presente en la poblacion
caucasica, mientras que en la asidtica presenta una incidencia de

aproximadamente el 40% (Kitson, 1996).

14

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3143115 Cb6digo de verificacioéon: Qrtz8ts

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers Fecha: 07/01/2021 12:35:36
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ELISA ESPELOSIN ORTEGA 07/01/2021 13:14:30

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

20/ 209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 23/02/2021 12:54:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

20/ 209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2021/3723
N° reg. oficina: OF002/2021/1467
Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

Como hemos desarrollado en los pdrrafos anteriores, la metabolizacion del
alcohol se realiza fundamentalmente por tres vias metabédlicas, siendo las mads
importantes la via de la alcohol deshidrogenasa y de la aldehido deshidrogenasa, y
adquiriendo, con el paso del tiempo y el consumo continuado de alcohol, mayor

relevancia la via del sistema MEOS.

1.1.4. Efectos téxicos del alcohol en el organismo.

El alcohol puede ejercer efectos toxicos directos o a través de su principal
metabolito, el acetaldehido. También, como consecuencia de su presencia en sangre,
puede alterar diversos sistemas metabdlicos que contribuyen de forma indirecta a la lesion

causada por el toxico. A continuacion, vamos a describirlos.

Efectos toxicos del alcohol derivados de su metabolismo directo.

La conversion de etanol a acetaldehido y de acetaldehido a acetato, que vimos en
las vias anteriormente descritas, es a expensas de la sintesis d¢ NADH + H*. Cuando
disminuye la relacion NAD*/NADH celular la mayoria de los hidrogeniones liberados
pasan al torrente sanguineo. Esto conduce a cambios en el estado redox intracelular que
pueden ser la base de la patogénesis de la enfermedad hepatica asociada al alcohol (Jiang

etal., 2020b), y que ademas producen otra serie de alteraciones metabolicas (Osna, 2009):

Hiperlactacidemia: se produce un aumento en la relacion
lactato/piruvato tanto por exceso de produccion como por disminucion de
la eliminacion del lactato. Y esto es debido a que el paso de lactato a
piruvato que se lleva a cabo mediante la lactato deshidrogenasa es

dependiente de NADH, como podemos observar en la siguiente reccion:
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Piruvato + NADH & Lactato + NAD*

Al existir un exceso de NADH producido por la metabolizacion del

etanol, esta reaccion se desplazara hacia la produccion de lactato.

Aumento de la sintesis de dacidos grasos y disminucion de
su oxidacién: el aumento de la relacion NADH/NAD" genera la
acumulacion del Acetil-CoA con la consiguiente estimulacion de la
sintesis hepatica de 4cidos grasos e inhibicion de su oxidacion.

Induce los enzimas involucrados en la sintesis de
triglicéridos.

Inhibicion de la neoglucogénesis: la gluconeogénesis es
una ruta metabdlica anabolica que permite la sintesis de glucosa a partir

de lactato o aminoacidos.

La formacion de glucosa mediante esta via requiere de piruvato,
cuya sintesis va a estar inhibida como vimos anteriormente desplazandose
hacia la sintesis de lactato, por lo que debido a la menor disponibilidad de
piruvato no se va a poder generar glucosa. La gluconeogénesis tiene lugar
con una primera reaccion que es la carboxilacion mitocondrial del piruvato
a oxalacetato. A continuacion, ese oxalacetato resultante tiene que
reducirse a malato para salir al citoplasma, y lo va a hacer mediante la
lanzadera de malato-aspartato, esta reaccion también requiere de NAD.
Una vez el malato se encuentra en el citoplasma se vuelve a reoxidar para

continuar la gluconeogénesis.
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Efectos toxicos del alcohol derivados del acetaldehido.

El acetaldehido es el principal metabolito toxico derivado de la oxidacion del
etanol, aunque también puede producirse de forma endogena en el organismo mediante

diferentes vias:

Algunos microorganismos que en condiciones anaerobias
obtienen la energia mediante la fermentacion alcohodlica a través de la

siguiente reaccion:

Glucosa — Piruvato = Acetaldehido S Etanol

En condiciones aerobias el paso reversible de acetaldehido a etanol,
que se lleva a cabo por la ADH, puede dirigirse en direccion opuesta, es
decir las bacterias a partir del etanol van a generar acetaldehido

(Jokelainen et al., 1994; Jokelainen et al., 1996).

Como producto de recciones llevadas a cabo por enzimas
como las aldolasas deoxipentosafosfato, la piruvato deshidrogenasa y la
fosforilfosfoetanolamina fosforilasa.

Otra via, aunque menor y que se realiza en el citosol, es la
conversion de la treonina a glicina y acetaldehido mediante la treonina
aldolasa (Crabb & Liangpunsakul, 2007).

También la fraccion citosdlica de la xantino-oxidasa puede
oxidar el etanol a acetaldehido con la consiguiente formacion de radicales

libres superoxido (Castro et al., 2001).
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En el individuo que consume etanol, la importancia del acetaldehido
generado por estas vias es nimio, ya que es la oxidacion del etanol su principal

fuente.

Como se comento anteriormente un 90% del acetaldehido es metabolizado por la
ALDH en el higado, produciendo acetato, el cual posteriormente va a transformarse en

acetil coenzima A (Acetil-CoA) mediante el ciclo de Krebs.

El acetaldehido va a causar los mayores dafios en su lugar de produccion (el
higado) aunque también al salir al torrente circulatorio afecta a otros tejidos mediante los

siguientes mecanismos:

Promocion de la peroxidacion lipidica

La metabolizacion del acetaldehido genera radicales libres que ejercen
multitud de efectos nocivos, cuyos mecanismos principales estan mediados por la
lesion del DNA y por la peroxidacion de los lipidos de membrana. Estos radicales
superoxido o perdxido de hidrogeno, catalizados por ciertos metales, como los
iones libres de hierro (Fe** o Fe**), se pueden convertir en un ROS mas potente:

el radical hidroxilo (McCord, 1998), induciendo el dafio celular.

Formacion de aductos de acetaldehido

En 1981 Nomura y Lieber describieron la formacion de enlaces covalentes
entre el acetaldehido y productos de peroxidacion lipica, proteinas de membrana

o enzimas (aductos) (Nomura & Lieber, 1981).

El acetaldehido deteriora las funciones celulares y la expresion génica al

formar aductos con proteinas y ADN (Tuma, D. J. & Casey, 2003).
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El acetaldehido forma aductos estables mediante la union a los residuos
reactivos de lisina de la tubulina, proteina fundamental en la formacion de
microtiibulos, impidiendo la capacidad de ésta de polimerizar, por lo que se
produce un deterioro de la capacidad de transporte intracelular de proteinas y de
su secrecion (Tuma, D. J. et al., 1991). Esto es de suma importancia, ya que como
vimos anteriormente la metabolizacion del alcohol generaba un aumento en la
produccion de lipidos, los cuales no van a poder ser exportados, en parte debido a
la formacion de estos aductos; tampoco van a transportarse unidos a las
apoproteinas formadas en el higado, lo que va a conllevar acumulacion de grasas,
proteinas y por el poder oncético de éstas, también de agua, produciéndose un
aumento de volumen del hepatocito que se denomina “balonamiento hepatocelular

o degeneracion hidropica” (Lopez Panqueva, 2014).

La union del acetaldehido al glutation inhibe la eliminacion de peroxido
de hidrogeno, lo que agrava el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica
(Lieberman & Marks, 2009). Algunos de estos productos de la peroxidacion
lipidica, como son el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE),
pueden reaccionar con bases de ADN para formar aductos de ADN que pueden
también tener un papel relevante en la lesion hepatica cronica relacionada con el
alcohol (Niemela, 2001). El acetaldehido y el MDA pueden formar ademas
aductos de proteinas hibridas, llamados aductos malondialdehido-acetaldehido
(MAA) que tienen fuertes propiedades inmunogénicas (Tuma, Dean J., 2002). Los
niveles individuales de anticuerpos anti-MAA en pacientes con cirrosis o hepatitis
inducida por alcohol se asociaron con la gravedad del dafio hepatico (Rolla et al.,

2000).
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El acetaldehido puede unirse también a las proteinas de membrana de los
eritrocitos. Este cambio morfologico de los globulos rojos produce
autoanticuerpos que se han encontrado tanto en sangre periférica como en
aspirados de médula 6sea (Setshedi et al., 2010). Estos autoanticuerpos aumentan
la destruccion de los globulos rojos y, por lo tanto, producen anemia hemolitica e
incrementan la acumulacion de hierro en el higado. La acumulacion excesiva de
hierro es un mediador bien reconocido de la lesion hepatica y contribuye a la
patogénesis de la enfermedad hepatica alcohdlica. Ademas, el acetaldehido unido
a los globulos rojos se puede distribuir a varios tejidos y ejercer efectos toxicos

generalizados (Baraona et al., 1987).

Estimula la liberacion de sustancias (durante la intoxicacion

etilica)

El acetaldehido estimula la liberaciéon de adrenalina, noradrenalina, B-
endorfinas, histamina, ... lo que explica algunos de los sintomas que se observan
durante la intoxicacion etilica. Estos sintomas aumentan considerablemente en los
portadores de ciertos polimorfismos de la ADH y ALDH, lo que puede dar lugar
a reacciones desagradables que protegen contra el consumo de alcohol, o, por el

contrario, a sensaciones euforicas que pueden reforzarlo (Morgan & Badawy,

2001).

1.1.5. Consecuencias del incremento de

permeabilidad intestinal

El consumo de alcohol de forma crénica produce un incremento en la

permeabilidad intestinal, lo que conlleva un aumento del paso de bacterias intestinales a
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los vasos portales. Esto tiene como consecuencia una llegada masiva de bacterias Gram
negativas a la célula de Kupffer. Esta célula elimina de la circulacion sanguinea todo tipo
de particulas extrafias, innecesarias o alteradas mediante el proceso de fagocitosis.
También participa en el metabolismo de las lipoproteinas y desempeiia un papel clave en
el proceso de captacion y de detoxificacion de la endotoxina que llega del flujo venoso
portal (Claria & Titos, 2004). La activacion de las células de Kupffer da lugar a la
secrecion de potentes mediadores biologicos como ROS, intermediarios del nitrogeno,

numerosas citocinas y eicosanoides.

Asi entonces, la llegada masiva de bacterias Gram negativas va a producir,
mediante la unién del lipopolisacarico (LPS) de la membrana de las mismas a los
receptores tipo “toll like” (TLR) de la célula de Kupffer, la activacion de las éstas,
aumentando su capacidad fagocitica, la produccion de ROS, la produccion de citoquinas
proinflamatorias, que incluyen fundamentalmente TNFa, IL-6 y también IL-8, y la de
otros mediadores inflamatorios que juegan un papel importante en la génesis de la

hepatopatia alcoholica.

Tanto alcohol como acetaldehido intervienen de forma directa en este proceso.

En el alcoholico cronico se va a producir un aumento de la llegada de LPS a las

células de Kupffer mediante los siguientes mecanismos:

Transito intestinal enlentecido y sobrecrecimiento bacteriano:

El efecto toxico que produce el alcohol en la musculatura lisa del intestino
delgado puede causar un enlentecimiento del transito orocecal (Addolorato et al.,
1997), lo cual favorece el paso de bacterias a la sangre (Bode & Bode, 2003) y ademas

también puede favorecer el sobrecrecimiento bacteriano. Aproximadamente el 50%
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de los alcohdlicos tiene un marcado aumento en el nimero de bacterias en el intestino

(Bode & Bode, 2003).

Aumento de la permeabilidad de la mucosa intestinal:

El aumento de la permeabilidad intestinal después de la ingestion de alcohol
es el mecanismo que mayor relevancia tiene en el aumento de LPS que llega a la célula
de Kupffer, y ha sido estudiado por diferentes autores (Banan et al., 1999;
Keshavarzian et al., 2001; Rao, R. K. et al., 2004). Se ha corroborado que la alteracion
de la permeabilidad intestinal inducida por el etanol se asocia con niveles elevados de

endotoxina en plasma y con dafio hepatico (Mathurin et al., 2000).

Los mecanismos por los que el consumo de alcohol altera la permeabilidad

intestinal son varios:

El efecto que el etanol y el acetaldehido ejerce sobre las uniones
estrechas paracelulares o tight junctions (TJ -a nivel superficial-) de la barrera
intestinal, ha sido estudiado por muchos autores (Dunagan et al., 2012; Rao,
R., 2009), demostrando que ambos producen una alteracion de las TJ que
incrementa la permeabilidad intestinal a alergenos, toxinas y patdgenos.
Numerosos autores han encontrado niveles elevados de acetaldehido en la
mucosa intestinal de pacientes alcohodlicos (Jokelainen et al., 1996;

Malaguarnera et al., 2014; Salaspuro, 1996).

El mecanismo mediante el cual el etanol contribuye a la disfuncion de
la barrera intestinal ha sido estudiado en cultivos celulares del epitelio
intestinal (la monocapa celular Caco-2), revelando que el etanol interrumpe la
funcién de la barrera intestinal a través de mecanismos que involucran estrés
oxidativo inducido por la 6xido nitrico sintetasa (iNOS) y activacion de la via
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de sefializacion de la miosina de la cadena ligera de la quinasa (MLCK) (Ma,
T. Y. et al,, 1999; Samak et al., 2016), lo que media la interrupcion del
citoesqueleto de F-actina y TJ. Otros autores han demostrado que el etanol
estimula la liberacion de calcio intracelular del receptor de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3R), provocando la activacion de la familia de quinasas Rho,
incluida RhoA, uno de los principales reguladores de la organizacion del anillo
de actomiosina y el ensamblaje de TJ en epitelios polarizados, con la posterior

interrupcion de la barrera en las células Caco-2 (Elamin et al., 2014).

Otro mecanismo que puede dar respuesta al porqué solo un
subconjunto de bebedores de alcohol cronicos desarrolla esteatohepatitis
alcoholica y fibrosis, es el aumento de la permeabilidad intestinal inducido por
alcohol mediante la interrupcion circadiana (Davis et al., 2017; Summa et al.,
2013). Este mecanismo vendria mediado por CYP2EI, que recordemos que se
regulaba por el consumo cronico de alcohol, se expresa en el intestino y es una

fuente importante de ROS.

Estudios in vitro con células intestinales de Caco-2 y en ratones
alimentados con alcohol mostraron que las proteinas del reloj circadiano
CLOCK y PER?2 son necesarias para el incremento de permeabilidad inducida
por el alcohol (Forsyth et al., 2014a). Se ha encontrado que el alcohol aumenta
la actividad y la proteina CYP2EI, pero no el ARNm en las células Caco-2, y
que un inhibidor del estrés oxidativo o la eliminacion de ARN de
silenciamiento (ARNip) de CYP2E1 previene el aumento de las proteinas
CLOCK o PER2 y previene la hiperpermeabilidad inducida por el alcohol
(Forsyth et al., 2014b). Se ha demostrado también que la proteina circadiana

PER2 aumenta después de la exposicion al alcohol y la eliminacion de ARNip
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de PER?2 in vitro bloquea la disfuncion de la barrera intestinal inducida por el
alcohol (Swanson et al., 2011). En ratones que no expresan CYP2E1, existe
una resistencia a la fuga intestinal producida por el alcohol (Forsyth et al.,
2014a). Otro estudio dilucidd que el alcohol aumento el estrés oxidativo, causd
la disfuncion de la monocapa de células Caco-2 y aumento6 los niveles de las

proteinas del reloj circadiano PER2 y CLOCK (Davis et al., 2017).

1.1.6. Respuesta inflamatoria.

El incremento del paso del LPS a los vasos portales debido al aumento de
permeabilidad intestinal va a ser el desencadenante de la respuesta inflamatoria
responsable de la patogenia de la hepatopatia alcohodlica (Nagy, 2003). Una vez el LPS
llega a los hepatocitos va a unirse a los receptores tipo toll like receptor 4 (TLR-4) de la
célula de Kupffer a través de los co-receptores CD14 y MD-2, activando a los TLR-4, los

cuales tienen capacidad para activar dos vias de sefalizacion distintas:

Una via es activada por los adaptadores TIRAP (proteina
adaptadora que contiene el dominio Toll/interleukin-1-receptor- (TIR-)) y
MyD88, lo que conduce a la activacion del factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xB) y a la
induccion de citocinas proinflamatorias (sobre todo factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), interleuquina 1 (IL-1) e interleuquina 17 (IL-17))
(Petrasek et al., 2010).

La segunda via (independiente de MyD88) se activa
mediante los adaptadores TRIF y TRAM (molécula adaptadora

relacionada con TRIF), que activa la quinasa TBK/IKKe y el factor
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regulador de interferon 3 (IRF3) para inducir Interferon tipo I (IFN 1), asi

como la activacion de NF-kB (Petrasek et al., 2010).

El LPS también induce la activacion y el reclutamiento de células inflamatorias
derivadas de la médula ésea que sintetizan mas citoquinas inflamatorias, entre las que
destaca nuevamente el TNF-a, IL-1, IL-17, quimiocinas CXC, osteopontina y especies
reactivas de oxigeno que inducen dafio hepatico. Esto a su vez hace que se activen las
células estrelladas del higado liberando interleuquina 8 (IL-8) y ligando de quimiocina
(motivo CXC) 1 (CXCLI1), lo que promueve el reclutamiento de neutrofilos (Kong et al.,
2019). Estas células de Kupffer activadas y los neutrofilos liberan factores relacionados
con la fibrosis, como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) (Ma, H. Y. et

al., 2016) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Kong et al., 2019).

El consumo de alcohol indirectamente también activa el sistema del complemento
(C3 y C4) (Bykov et al., 2006; Pritchard et al., 2007), lo que conlleva que la célula de
Kupffer se active y se produzca mayor liberacion de citoquinas proinflamatorias (TNF-
o) asi como a citocinas hepatoprotectoras (IL-6) y citoprotectoras (IL-10) (Dunn & Shah,

2016).

El etanol cronico per se contribuye a la sensibilizaciéon de monocitos/macrofagos
al LPS y a la sensibilizacion de los hepatocitos al efecto citotoxico de las citocinas
inflamatorias. Esto se produce por la acumulacion de lipidos, por la apertura de poros de
transicion en la pared mitocondrial y por el agotamiento de glutation (Petrasek et al.,

2010).
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o Factor de necrosis tumoral-a (TNF-o)

EI TNF-a es considerado como el factor mas importante implicado en la patogenia
de la hepatopatia alcoholica. Es sintetizado en monocitos y macréfagos, aunque también
puede ser producido por linfocitos T y B, células NK, fibroblastos o mastocitos, entre
otros. Como vimos anteriormente su sintesis se induce en el alcohdlico por diferentes
vias, ya que el etanol por si mismo no estimula su secrecion si no que al contrario la

disminuye (Hu, C. et al., 2017).

El TNF-a ejerce su accion tras unirse a sus receptores, TNF-R1 y TNF-R2, siendo

los primeros los que se encuentran de forma predominante en el hepatocito.

Launion de TNF-a a TNF-R1 desencadena una serie de eventos intracelulares que
en ultima instancia resultan en la activacion de dos factores principales de transcripcion,
el NF-kB y el C-jun. Estos factores de transcripcion son responsables de la induccion de
expresion de genes importantes para diversos procesos biologicos, incluyendo el
crecimiento celular y la muerte, el desarrollo, la oncogénesis, y respuestas inmunologicas,
inflamatorias y de estrés (Chen, G. & Goeddel, 2002). El paso inicial en la sefializacion
implica la unién del TNF-a al dominio extracelular del TNF-R1 y la liberacion de la
proteina silenciadora SODD del dominio intracelular de TNF-R1 (ICD). El ICD
resultante es reconocido por la proteina TRADD, que recluta proteinas adaptadoras
adicionales RIP, factor 2 asociado al TNF-R (TRAF2) y dominio de muerte asociado al
FAS (FADD). Estas tltimas proteinas reclutan enzimas clave que son responsables de
iniciar eventos de sefializacién, como la caspasa-8 que es reclutada por la FADD al
complejo TNF-R1, donde se activa, presumiblemente por autoescision, e inicia una

cascada de proteasas que conduce a la apoptosis (Chen, G. & Goeddel, 2002).
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Ademas del reclutamiento de proteinas de sefializacion, se han descrito otros pasos
intermedios para mediar la muerte hepatocelular inducida por TNF-a. Se demostro que la
catepsina B, una enzima lisosémica, contribuye a la muerte celular mediada por TNF-a,
a la lesion hepatica y a generar fibrosis durante la colestasis (Canbay et al., 2003;

Guicciardi et al., 2000).

El TNF-a induce la activacion de la esfingomielinasa acida que genera ceramida
con el subsiguiente incremento en la produccion mitocondrial de ROS, peroxidacion

lipidica e induccion de apoptosis celular (Fernandez-Checa & Kaplowitz, 2005).

La activacion de proteincinasas en el interior de la célula y el incremento de ROS
promovido por la accion del TNF-a contribuye a la separacion del inhibidor de NF-kB
(IkB) haciendo que NF-kB pase al niicleo activandose, lo que condiciona mayor
expresion de TNF-a, produciéndose un mecanismo autocrino que aumenta
exponencialmente la produccion de TNF-o. Ademas, también se generara mayor

expresion de citoquinas y de otros inhibidores de la apoptosis (Osawa et al., 2002).

El TNF-a también esta implicado en la disfuncion endotelial ya que produce un
aumento de la permeabilidad vascular y de la expresion de moléculas de adhesion en el
endotelio de los sinusoides hepaticos (Adams & Shaw, 1994). Esto se va a ver favorecido

a su vez por la IL-8 y otras quimiocinas (Voican et al., 2015).

Ademas del exceso de produccion de TNF-a se producen diferentes factores que
hacen que las células se encuentren sensibilizadas a las acciones del TNF-o. Asi, se ha
visto que los hepatocitos no sometidos a los efectos del etanol son resistentes a la
apoptosis inducida por el TNF-o0, mientras que en ratas con esteatosis hepatica de origen
alcoholico se produce una rapida muerte celular tras la exposicion a bajas concentraciones

de TNF-a (Pastorino & Hoek, 2000). Se han estudiado varios mecanismos que explican
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esta sensibilizacion y que implican a la mitocondria: un aumento en la permeabilidad de
la membrana mitocondrial, que permite el paso al citoplasma del citocromo C (activador
de caspasas inductoras de apoptosis) (Pastorino & Hoek, 2000); una disminucion de
antioxidantes, como el glutation (Fernandez-Checa & Kaplowitz, 2005); un aumento de
sustancias oxidantes (Bruguera et al., 1977); alteraciones en el DNA (Fromenty &
Pessayre, 1997) o incluso una menor produccion del NF-«kB, que también puede actuar

como factor de transcripcidn en la sintesis de proteinas antiapoptéticas (Laso et al., 2005).

Por lo tanto, el TNF-o. liberado por los macrofagos tras la union del LPS a TLR-
4, o activado por el efecto de los ROS sobre el NF-kB, induce mayor liberacion de
citoquinas, apoptosis de hepatocitos, peroxidacion lipidica, promueve la fibrosis y
estimula la produccion de ROS. A estas acciones hay que afiadir el efecto del TNF-o
sobre el Klotho. Como comentaremos en profundidad mas adelante, el TNF-o. inhibe la
expresion de Klotho, pero por otro lado favorece la liberacion a la sangre de la fraccion
soluble de esta hormona, favoreciendo la escision de las regiones activas de la misma de
su union a la membrana celular. La fraccion soluble del alfa Klotho, como veremos

después puede ser considerada como una hormona en si misma.

Como hemos ido comentando, a través de diferentes vias se va a inducir la sintesis
de otras citocinas proinflamatorias. Mencionaremos brevemente algunas de las

principales implicadas en la patogenia de la hepatopatia:

o Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es secretada por los monocitos/macrofagos, células T, células endoteliales

y fibroblastos. Entre sus células diana se encuentran el hepatocito, los linfocitos y las
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células del sistema mononuclear fagocitico. La IL-6 es una citocina multifuncional con

propiedades pro y antiinflamatorias (Wolf et al., 2014).

Efecto antiinflamatorio: se ha encontrado que la IL-6 es un
importante impulsor de la regeneracion hepatica (Schmidt-Arras & Rose-John,
2016). Tan solo 2 h después de una hepatectomia, el nivel de TNF-o aumenta, lo
que resulta en una secrecion de IL-6 dependiente de TNF-a (Taub, 2004).
Ademas, se ha comprobado también que en ratones con deficiencia de IL-6 se
presenta una alteracion de la regeneracion hepatica (Cressman et al., 1996). Otros
autores proponen que la IL-6 protege contra el estrés oxidativo inducido por el
etanol y la disfuncion mitocondrial en los hepatocitos mediante la induccion de la
expresion de la proteina metalotioneina, lo que podria explicar el papel protector
de la IL-6 en la enfermedad hepatica alcoholica (El-Assal et al., 2004). También
en otros estudios se demuestra que la IL-6 es capaz de inhibir la apoptosis inducida
por el etanol (Hong et al., 2002). Ademas, IL-6 tiene un papel critico al permitir
que el higado se recupere de la oxidacion del ADN mitocondrial (ADNmt)
causada por el alcohol, activando las enzimas de reparacion del ADNmt e
induciendo la detencion del ciclo celular, lo que permite tiempo para la reparacion
del ADNmt (Zhang, X. et al., 2010).

Efecto proinflamatorio: es bien conocido que la IL-6 tiene un
importante papel induciendo la sintesis hepatica de reactantes de fase aguda, como
la proteina C reactiva. En la hepatopatia alcohdlica hay autores que han
encontrado relacion entre la IL-6 y la gravedad de la misma (Fujimoto et al., 2000;
Hill et al., 1992; Prystupa et al., 2015; Sheron et al., 1991), mientras que otros
difieren al respecto y no encuentran relacion entre los niveles de IL-6 y gravedad
o mortalidad en pacientes alcohélicos (Mortensen et al., 2012). En varios trabajos
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de nuestro grupo tampoco hemos encontrado relacion significativa entre la IL-6 y
la gravedad de la hepatopatia (Gonzalez-Reimers et al., 2007; Gonzalez-Reimers
et al., 2012; Sanchez Perez et al., 2006), aunque en un estudio reciente realizado
con 238 pacientes alcohdlicos inveterados si objetivamos que la IL-6 se relaciond
de forma independiente con la mortalidad (Ribot-Hernandez et al., 2020). Un
estudio realizado recientemente en ratones donde se evalia el papel de la
neuroinflamacion producida por el consumo cronico de etanol encuentra que los
niveles de IL6 a nivel del hipocampo se relacionaron con el deterioro de la
memoria, sugiriendo una relacion intrinseca entre neuroinflamacion, deterioro

cognitivo y enfermedad hepatica (King et al., 2020).

o Interleucina 8 (IL-8)

La IL-8 es una quimiocina con accion proinflamatoria que pertenece a la familia
de las quimiocinas tipo CXC, por lo que también se denomina CXCLS. Su sintesis se
realiza entre otros en fibroblastos, monocitos/macrofagos, células de Kupffer y
hepatocitos. Es un potente factor quimiotactico de neutréfilos, regula la produccion de
moléculas de adhesion, la formacion de lipidos bioactivos, amplifica la inflamacion local,
y estimula la angiogénesis. También influye en la capacidad de eludir sefiales apoptoticas

y en la capacidad de proliferacion celular (Waugh & Wilson, 2008).

La IL-8 es inducida por el etanol de forma directa (Shiratori et al., 1993). De
hecho, se ha descrito por varios autores que los niveles de IL-8 se relacionan con la
gravedad de la funcion hepatica (Ishikawa et al., 2010) y con la supervivencia (Huang et

al., 1996). También se han encontrado niveles elevados de IL-8 en pacientes
30
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consumidores de alcohol sin datos aun de hepatopatia, relacionandose estos con la
disfuncion hepatocitaria e infiltracion de neutréfilos en el higado (Gheorghiu et al., 2004).
Otros autores también relacionan los niveles de IL-8 con el grado de infiltracion

neutrofilica en hepatitis alcohdlica (Maltby et al., 1996).

e Activacion linfocitaria

Como hemos nombrado anteriormente uno de los efectos de estas citoquinas,
especialmente del TNF y de la IL-8, es que promueven la activacion de los linfocitos T.
Esto explica el relevante papel que la activacion del sistema inmune especifico tiene en
la hepatopatia alcohdlica, siendo probablemente uno de los factores condicionantes de la
mayor propension a infecciones y de una mayor mortalidad. Los causantes de esta
respuesta inmune alterada y excesiva en el paciente alcoholico son los linfocitos T y, en
concreto, la subpoblacion T helper (Ty). Existen varios tipos de linfocitos T dependiendo
de las moléculas de superficie que presentan, de las sustancias que secretan y de su

funcion principal:

Linfocitos T citotoxicos (Tc): son los responsables de las funciones
efectoras de la inmunidad celular. Neutralizan células infectadas por
microorganismos intracelulares mediante un ataque directo a las mismas. Se les llama
comunmente CD8+ por la presencia del receptor de membrana CD8 y requieren la
expresion en la célula diana de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
de la clase I (CMHI), para las que el linfocito Tc tiene receptores especificos.

Linfocitos T cooperadores o helper (Th): realizan complejas funciones de
cooperacion para que se lleve a cabo todo el engranaje de la respuesta inmunitaria.

Son esenciales en el proceso que conlleva la formacion de anticuerpos por parte de
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los linfocitos B, en la activacion y crecimiento de los linfocitos T, y en el aumento

de la actividad fagocitaria que llevan a cabo los macrofagos. Expresan en su

superficie un complejo molecular glicoproteico denominado CD4 y para su

activacion requieren que las células presentadoras de antigenos (ACP) ejerzan su

funcién y presenten los péptidos del antigeno vinculados al complejo mayor de

histocompatibilidad de clase II (CMHII). De igual forma que los linfocitos Te, los

linfocitos Th expresan el complejo receptor de linfocitos T/CD3 (TcR/CD3). Este

receptor de células T (TcR) contiene regiones fijas y variables, siendo estas tltimas

las que determinan ante qué antigeno puede responder. Cuando un linfocito Th

reconoce el antigeno en una ACP, el complejo TcR/CD3 del linfocito se enlaza

fuertemente al complejo péptido/CMHII presente en la célula presentadora

profesional. E1 CD4, un correceptor del complejo TcR, también se une a una seccion

diferente de la molécula del CMHII, desencadenandose a continuacion una serie de

seflalizaciones para activar al linfocito Th. Cuando se activan, los linfocitos Th se

especializan, diferenciandose a su vez en linfocitos efectores, que se distinguen por
el tipo de citoquinas que producen:

Linfocitos Tul: se activan por interferon gamma

(IFN-y) y por la interleucina 12 (IL-12) en respuesta a bacterias o

virus intracelulares. Una vez activados producen: interleucina 2

(IL-2), interleucina 3 (IL-3), IFN-y, factor estimulador de colonias

de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), TNF-a y TNF-f. La IL-

2 tiene como célula diana al propio linfocito, intensificando asi las

respuestas derivadas de estas estirpes celulares. La funcion

principal del linfocito Thl es la activacion del macrofago,

promovida por el IFN-y, aumentando su capacidad microbicida.
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También tiene otras funciones: intensificar la proliferacion de
linfocitos T citotoxicos CD8+ e inhibir la estimulacién de
Linfocitos Ty2, debido a que el IFN-y también inhibe la produccion
de citoquinas como la interleucina 4, citoquina importante asociada
con la respuesta de tipo 2.

Linfocitos Th2: se inducen por la presencia de
interleucina 4 (IL-4) en respuesta a anticuerpos contra bacterias
encapsuladas extracelulares o parasitos y en procesos alérgicos. Y
una vez activados producen: IL-3, IL-4, interleucina 5 (IL-5),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-
13). Su principal funcion es estimular la proliferacion de linfocitos
B para inducir la formacion de anticuerpos, sobre todo de clase
IgE. También inhiben la respuesta de linfocitos Thl mediante la
accion de la IL-10 cuyas acciones incluyen la inhibicién de una
variedad de citoquinas incluyendo la IL-2 y el IFN-y en linfocitos
T (de Waal Malefyt et al., 1993). Ademas, inhiben la produccion
de citocinas proinflamatorias.

Linfocitos Th17: se activan por interleucina 1 beta
(IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 23 (IL-23) (Aggarwal et
al., 2003; Oppmann et al., 2000) y por el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-f) en respuesta a bacterias extracelulares
y hongos (Korn et al., 2009). Una vez activados producen:
interleucina 17 (IL-17), interleucina 21 (IL-21) e interleucina 22

(IL-22).
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Linfocitos T reguladores (Tre): regulan la respuesta inmune adaptativa,
eliminan las células T autorreactivas, inducen tolerancia y amortiguan la inflamacion
(Peterson, 2012). Se caracterizan por presentar en su superficie CD4, CD25, y
FOXP3. Secretan IL-10 y tienen un proceso de induccion dependiente de IL-10 (Fujio

etal., 2010).

En el alcoholico se ha estudiado de forma extensa la importancia de la
respuesta de los diferentes tipos de linfocitos T en la gravedad de la hepatopatia
alcoholica. Asi si recordamos lo comentado anteriormente, las células de Kupffer
activadas van a secretar TNF-a e IL-12, lo que va a generar la activacion de los
linfocitos Th1, los cuales a su vez van a producir entre otras citoquinas IFN-y (Laso
et al., 1998) y a su vez la inhibicion de la diferenciacion de los linfocitos Tn2. En la
enfermedad hepatica temprana inducida por etanol predomina la produccion de
citocinas Tnl, lo que respalda la hipotesis de que las citocinas Tnl son importantes
para el desarrollo de hepatitis alcoholica (Crews et al., 2006). Una hipotesis sugiere
que el alcohol consumido de forma cronica conlleva un cambio de la respuesta de
citocinas Tl a un perfil sostenido de citocinas Ty2, posiblemente desencadenado por
una disminucion en la produccion de IL-12, y, en consecuencia, del INF-y, facilitando
la fibrogénesis hepatica. En varios modelos de fibrosis hepatica, diferentes grupos
han demostrado que el infiltrado de células T y el perfil de citocinas T helper pueden
ser importantes. Asi se ha sugerido que citocinas menos estudiadas, como la IL-13 y
la IL-15, pueden desempeiar un papel importante en la regulacion de la respuesta
fibrotica (Wynn, 2004). Sin embargo, otros autores no encuentran un incremento de
la respuesta Tr2 en ratones después de un periodo relativamente largo de consumo de

alcohol (Ronis et al., 2008). En un estudio de nuestro grupo tampoco se pudo
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demostrar este hecho (Gonzalez-Reimers et al., 2012). Muchos autores encuentran
que ambas poblaciones linfocitarias estan activadas (Dominguez-Santalla et al.,
2001), por lo que se produciria una respuesta inflamatoria multiple, en la que

participarian, ademas de las anteriores citocinas comentadas, las siguientes:

Interleucina 1 beta (IL-1p): es producida por macréfagos activados como
una pro-proteina que es procesada proteoliticamente a su forma activa por la caspasa
1. Esta citocina es un mediador importante de la respuesta inflamatoria y participa en
la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular. Es otra citoquina clave en la
patogenia de la enfermedad hepatica alcohélica. Asi en un estudio realizado en ratones
se demostro la importancia de la IL-1p en la patogénesis de la enfermedad hepatica
alcohdlica (Petrasek et al., 2012).

Interleucina 2 (IL-2): regula la proliferacion y la expansion clonal de los
linfocitos T activados y es clave para el desarrollo de una respuesta inmune efectiva.
Se ha objetivado que el etanol induce disfuncion en los linfocitos CD4 lo que resulta
en la supresion de la produccion de IL-2 y en un deterioro de la respuesta inmune
(Ghare et al., 2011).

Interleucina 4 (IL-4): es una citocina que induce la diferenciacion de las
células T en linfocitos Th2 y promueve también la inmunidad humoral. Ademas,
disminuye la produccion de células Tn1, asi como de citocinas inflamatorias (de Waal
Malefyt et al., 1993; Szabo, 1999)

Interleucina 10 (IL-10): es wuna citocina con propiedades
antiinflamatorias capaz de inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias por los
linfocitos T y los macrofagos. Algunos autores sugieren que puede jugar un papel dual
en controlar la esteatosis inducida por el alcohol y el dafio hepatico mediante la
inhibicion por una parte de la citocina proinflamatoria TNF-a, y por otra, mediante la
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inhibicion de la IL-6 (hepatoprotectora), lo que potencia la lesion hepatica alcoholica
(Gao, 2012). Otros autores encuentran que, en pacientes con hepatitis alcoholica
aguda grave, la produccion de IL-10 parece insuficiente para modular la citotoxicidad
del TNF-o (Naveau et al., 2005). En pacientes con cirrosis hepatica alcoholica se ha
observado, ademas del aumento de los niveles de citocinas proinflamatorias, una
regulacion ascendente constante de los mediadores antiinflamatorios, entre ellos de la
IL-10. Esta alteracion del perfil inmune puede conducir al deterioro de las defensas
del huésped contra las infecciones, una complicacion frecuente de la cirrosis
alcoholica (von Baehr et al., 2000).

Interleucina 13 (IL-13): esta citocina modula la produccion de IL-1,
TNF-a e IL-8. Estimula el crecimiento y la diferenciacion de las células B, e inhibe
las células Tx1, asi como la produccion de citocinas inflamatorias. Se ha descrito como
el mediador fibrogénico mas importante derivado de los linfocitos Tr2 (Chiaramonte
et al., 1999). Modula la fibrogénesis estimulando la sintesis de colageno a partir de
fibroblastos y promoviendo la produccion del TGF-f, activador importante de las
células estrelladas, y que se asocia con la produccion de colageno (Wynn, 2004). En
cirréticos, se ha encontrado un aumento en la actividad Tnl, acompafiado de un
aumento en los niveles de IL-10 e IL-13, que puede interpretarse como un aumento

compensatorio de las citocinas antiinflamatorias (Gonzalez-Reimers et al., 2012).

Por lo tanto, la activacion inmune de los sistemas Til y Ti2 contribuye a la
lesion hepatica posiblemente con mayor peso en fases mads avanzadas de la

enfermedad.
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Otras citoquinas implicadas en la respuesta inflamatoria de la hepatopatia

alcoholica y que merecen ser destacadas son:

Interleucina 15 (IL-15): es un potente activador de los linfocitos T y B,
de los neutréfilos y de las células NK. Es secretada por macrofagos y por otras células.
Se expresa marcadamente en el musculo esquelético, donde ejerce efectos anabdlicos,
incrementando el contenido en proteinas de la fibra muscular y promocionando la
diferenciacion y el crecimiento muscular (Furmanczyk & Quinn, 2003). En
alcoholicos se han descrito niveles de IL-15 mas altos que en los controles, y atin mas
entre los que murieron dentro de los 18 meses posteriores al ingreso no estando
relacionados con la masa muscular (Gonzalez-Reimers, Fernandez-Rodriguez et al.,
2011).

Interleucina 17 (IL-17): es secretada exclusivamente por los linfocitos
Txl7. Intensifica la secrecion de citocinas inflamatorias, participando activamente en
el reclutamiento de neutréfilos. Se han descrito niveles elevados de esta citocina en la
hepatopatia alcohdlica, fenomeno que puede potenciar mas atn el estado
proinflamatorio incrementando el reclutamiento de neutrofilos (Lemmers et al.,
2009). Se ha encontrado en modelos de ratones de hepatitis alcoholica que el alcohol
regula al alza los mecanismos inmunes innatos al aumentar la liberacion de IL-17A,
lo que contribuye a la amplificacion de la apoptosis, la activacion del inflamasoma y
al incremento de la permeabilidad intestinal en el intestino delgado (Gyongyosi et al.,

2019). Su secrecion se ve potenciada por la IL-23 (Croxford et al., 2012).

A la desmesurada estimulacion de la inmunidad presente en el paciente

alcohdlico se suma la aparicion de fenomenos autoinmunes derivados de la formacion
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de aductos con acetaldehido y por la presencia de ROS, que genera peroxidacion

lipidica alteracion de la estructura (antigénica) de diversas proteinas.

1.1.7. Importancia del estrés oxidativo en el

desarrollo de hepatopatia alcohélica.

El estrés oxidativo ha sido clasicamente definido como el desequilibrio entre los
mecanismos fisiologicos responsables de la produccion y la neutralizacion de compuestos
reactivos capaces de causar un dafio molecular oxidativo. Mas recientemente se ha
definido como “el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, en favor de los primeros,
que conduce a una ruptura del control y sefializacion fisiologica que normalmente ejerce

el sistema redox, conduciendo a un dafio molecular” (Jones, 2006).

El higado es el principal 6rgano atacado por especies de oxigeno reactivas (ROS),
moléculas altamente reactivas que habitualmente se generan en reacciones metabodlicas
en pequefias cantidades y que pueden lesionar moléculas complejas como lipidos,
proteinas 0 DNA. Las ROS mas importantes que juegan un papel en la génesis de la
hepatopatia alcohoélica son el radical superoxido (O2°), el radical hidroxilo y el radical 1-

hidroxietilo y el perdxido de hidrogeno (H202).

El estrés oxidativo se ha considerado como un mecanismo patolégico que
contribuye al inicio y progresion de la lesion hepatica y va a ser de importancia no solo
en el caso de hepatopatia alcohdlica, sino también en la hepatitis viral cronica, la

esteatohepatitis no alcohdlica, la cirrosis de otra etiologia y la colestasis cronica.

Como se menciond anteriormente, el metabolismo del etanol va a conllevar la

generacion de ROS a partir de la via de la alcohol deshidrogenasa, con incremento de la
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tasa NAD*/NADH; del sistema MEOS, donde la isoenzima CYP2EI puede catalizar la

formacion de ROS y genera grandes cantidades de H2O»; y de la via de la catalasa.

Las fuentes endogenas de ROS en los hepatocitos son: el daflo mitocondrial, el
metabolismo del citocromo P450, la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa y los
peroxisomas (Conde de La Rosa, L et al., 2008). Ademas, las células de Kupffer, las
células estrelladas hepaticas y las células endoteliales son mas sensibles a moléculas
relacionadas con el estrés oxidativo produciéndose por un lado multiples citoquinas como
el TNF-a en la célula de Kupffer, lo que aumenta la inflamacion y la apoptosis; y por otro
lado, en las células estrelladas, la proliferacion y sintesis de colageno desencadenada por

la peroxidacion lipidica causada por el estrés oxidativo (Li et al., 2015).

Para contrarrestar este estrés oxidativo existen diferentes mecanismos
antioxidantes encargados de mantener la homeostasis celular mediante su capacidad de
oponerse a la accion de los radicales libres, ya sea reduciendo su produccion, atrapandolos
o interrumpiendo los procesos de peroxidacion (Nordmann, 1994). Podemos dividirlos

en:

Mecanismos enzimaticos, de los cuales los mas importantes son: la
superoxido-dismutasa (SOD), la glutation-peroxidasa (GSH-Px) y glutation-
reductasa, y la catalasa

Mecanismos no enzimaticos, entre los que se encuentran: las
proteinas fijadoras de metales como la lactoferrina y la transferrina, que se
fijan al hierro, y la albimina, que se une al cobre; las vitaminas como la
vitamina C, la vitamina E, vitamina D y los carotenoides; y otras moléculas

antioxidantes naturales como el acido 1rico, la bilirrubina o la melatonina.
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La importancia del desequilibrio entre la produccion de ROS y los mecanismos

antioxidantes va a dar lugar a tres fenomenos fundamentales:

Alteracion funcional de estructuras intracelulares como DNA
(teratogenicidad, entre otras), lipidos (incluyendo los fosfolipidos de
membrana) y enzimas (Das & Vasudevan, 2007)

Elevacion de la produccion de citoquinas ya que los ROS activan
al ya mencionado NF-kB) y, por lo tanto, desencadenamiento de una respuesta
inflamatoria.

Respuesta autoinmune: el malonildialdehido (MDA) es el producto
principal y mas estudiado de todas las sustancias derivadas de la peroxidacion
de acidos grasos poliinsaturados (Del Rio et al., 2005). Se considera un
marcador bioldgico del estrés oxidativo. Como nombramos anteriormente, el
MDA se puede unir al acetaldehido formando aductos (MAA) que son capaces
de generar una respuesta autoinmune al no ser reconocidos como propios por
las  células inmunocompetentes y ademdas poseen propiedades

proinflamatorias y profibrogénicas (Tuma, Dean J., 2002).

Todo este conjunto de mecanismos explica en gran medida la secuencia de
lesiones que se observan en el higado del paciente etilico, que describiremos brevemente
a continuacion. Mecanismos similares, con fuerte implicacion de las citoquinas y de la
peroxidacion lipidica, explican también la lesion en otros organos distantes, como
cerebro, misculo, hueso —por citar solamente los mas sefieros. No vamos a repasar aqui

cada una de las multiples entidades asociadas a alcoholismo, tan solo haremos una breve
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mencion a la afectacion hepdtica, ya que es el higado el principal érgano diana del

consumo excesivo de alcohol.

La hepatopatia alcohdlica deriva de la lesion generada por la gran cantidad de
moléculas producidas en relacion con el metabolismo del etanol y cuyas acciones hemos
repasado sucintamente en las paginas precedentes. La aparicion de cambios histologicos
en los hepatocitos es un proceso evolutivo a lo largo del tiempo, con distinta expresion
clinica e histologica en funcion del grado de afectacion hepatica. Este proceso comienza
con el desarrollo de balonamiento hepatocitario y esteatosis hepatica, progresa a hepatitis
alcoholica y finalmente termina con la aparicion de cirrosis hepatica, estadio final de la
enfermedad. Aunque estos estadios son progresivos, en una cirrosis pueden concomitar,
como ocurre usualmente, areas de esteatosis y fenomenos de hepatitis aguda alcohdlica,

siendo esta ultima asociacion la que entrafia un peor pronostico.

Esteatosis hepatica

Mas del 90% de los pacientes que consumen alcohol de forma continua y a dosis
toxicas la desarrolla. Es la etapa mas precoz, cursa de manera asintomatica clinicamente
y puede ser reversible si se mantiene la abstinencia. Lieber la describié clasicamente
como el resultado de diferentes perturbaciones metabolicas, que incluyen el aumento en
la movilizacion de acidos grasos periféricos y de la captacion hepatica de los mismos,
disminucion de la oxidacion de acidos grasos intrahepatocitarios y alteracion en la
secrecion de lipoproteinas. La consecuencia final es la acumulacion de grasa en el
hepatocito. Histologicamente se observan vacuolas de grasa de diferentes tamafos que
confluyen hasta formar una gran vacuola que desplaza el nucleo hasta la periferia. La

presencia de determinadas caracteristicas patolégicas, como mitocondrias gigantes, grasa
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macro/microvesicular o fibrosis perivenular se ha demostrado que son factores
predictores independientes de progresion histologica si persiste el consumo de alcohol
(Teli et al., 1995). En el hepatocito esteatosico se acumula no sélo grasa sino también
proteinas y agua, debido al efecto oncotico de estas tltimas. Por eso se produce el
balonamiento hepatocitario, que al final es responsable de la hepatomegalia. Un 50% de
la hepatomegalia del paciente alcohélico con esteatosis obedece a la grasa propiamente
dicha mientras que el resto se explica por la acumulacion de agua y proteinas (Baraona et

al., 1975).
Esteatohepatitis alcohélica y fibrosis

Alrededor del 20% - 40% de los pacientes bebedores con esteatosis hepatica
evolucionan a esta fase, que también puede ser asintomatica o presentarse de forma aguda
como hepatitis alcoholica. Histologicamente aparece infiltrado neutrofilico, con
balonizacion de los hepatocitos, rotura de los mismos y necrosis celular, aparicion de
cuerpos de Mallory (hepatocitos grandes con un citoplasma claro con agregados de un
material acid6filo, homogéneo constituido por agregados de fibrillas de naturaleza
proteica), cambios colestaticos y fibrosis que se inicia en la zona perivenular central
(Crawford, 2012). Estos cambios patologicos en el alcoholico se inician en la zona 3
debido a la alta expresion de la CYP2E1 en comparacion con otras zonas y progresan
hacia el area portal (Ohashi et al., 2018). EI proceso de fibrogénesis hepatica,
extremadamente complejo y en continua revision involucra a diversas citocinas. La mas
estudiada y conocida es el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-betal), un
potente estimulante de las células estrelladas; influyen también las citocinas
proinflamatorias ya mencionadas en este estudio y recientemente hemos podido
demostrar que un factor de crecimiento en concreto el factor de crecimiento derivado de
plaquetas C (PDGF-C) (Martin-Gonzalez et al., 2020) guarda una relacion estrecha con
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la funcion hepatica, en concordancia con el efecto profibrogénico sefialado por otros
autores en pacientes con hepatitis B (Zhang, B. B. et al., 2003). En la actualidad no suele
practicarse biopsia hepatica para confirmar si existe o no una cirrosis, pese a que el
diagnostico de esta entidad es histologico. El deposito incrementado de tejido fibrosos en
esta entidad constituye, en cierto modo, un marcador de su presencia. Por esta razon se
utilizan diversos métodos para estimar la cuantia de tejido fibrosos presente (Stasi &
Milani, 2016). Estos métodos incluyen desde técnicas de imagen (Fibroscan) hasta
combinaciones analiticas de variables involucradas en la fibrogénesis. Tal es el valor que

en este estudio otorgamos a los niveles de las dos citadas citocinas.
Cirrosis hepatica

Alrededor de un 8-20% de los alcohdlicos van a progresar a cirrosis hepatica
(Mandayam et al., 2004). La cirrosis es una hepatopatia avanzada caracterizada por
fibrosis amplia que compromete la estructura hepatica normal, tiene como hallazgo
anatomopatoldgico fundamental la presencia de nodulos de regeneracion delimitados por
bandas de tejido colageno como expresion de la progresion de la fibrosis que se inicié en

la zona perivenular central.

Inflamacion y peroxidacion lipidica son los principales mecanismos involucrados
en el daiio producido por el etanol en los diferentes organos. Hace ya dos décadas que
se aislo una proteina relacionada con la longevidad, dotada de efectos protectores del
dario oxidante y de la lesion muscular, que ejercia ademds un fuerte efecto inhibitorio
sobre la produccion de citocinas proinflamatorias. Tedricamente, pues, podria ejercer

un beneficio grande en el paciente alcohdlico, al revertir o bloquear potencialmente
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muchas de las vias metabolicas generadoras de lesion en la hepatopatia alcohdlica. Por
ello es de interés el estudio de su comportamiento en estos pacientes, lo que constituye el
objetivo primordial de esta tesis. Por eso, a continuacion, revisaremos algunos aspectos
del metabolismo de las proteinas Klotho y los datos que publicados relativos al

comportamiento de esta proteina en el alcohdlico.

1.2. Proteinas Klotho.

El gen Klotho se identifico por primera vez en 1997 como un gen mutado en una
cepa de raton que exhibio una vida util corta y fenotipos que se asemejan al sindrome de
envejecimiento prematuro humano (Kuro-o, M. et al., 1997). Por estas propiedades
encontradas se le denominé Klotho, nombre de una de las tres hijas de Zeus quienes en
la mitologia griega determinan la longevidad asignada a cada persona al nacer, giran,
miden y cortan el hilo de la vida, siendo Klotho la que hilaba las hebras de la vida con su
rueca. Esa cepa de raton (el raton klotho) se generd por casualidad como un subproducto
durante un intento de hacer ratones transgénicos por microinyeccion pronuclear
convencional de ADN recombinante (Kuro-o, M. et al., 1995). Los ratones Klotho™ al
nacer parecen normales y son indistinguibles de sus compaiieros de camada salvajes hasta
las 3 semanas de edad, cuando comienzan a mostrar disminucion de la actividad
espontanea y mueren prematuramente alrededor de las 9 semanas de edad (Kuro-O, M.,
2012). En estos ratones se observd que se producia: detencion del crecimiento,
hipogonadismo hipogonadotrdpico, involucion timica prematura, atrofia del tejido (piel
e intestino), linfocitopenia, osteopenia, envejecimiento pulmonar, neurodegeneracion,
trastorno de la audicion y calcificacion vascular. Se observo también en otro estudio que

los ratones transgénicos que sobreexpresaban el gen Klotho vivian mas tiempo que los
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ratones normales (Kurosu et al., 2005), confirmandose el hecho de que la proteina

resultante de la traduccion de ese gen intervenia en el envejecimiento.

La funcion de la proteina Klotho era desconocida hasta que se observo que los
fenotipos de ratones con deficiencia de Klotho eran casi idénticos a los de ratones que
carecen de factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23) (Kuro-o, Makoto, 2010). El
FGF23 funciona como una hormona fosfaturica (Shimada et al., 2001; Yamashita et al.,
2000). Los ratones que carecen de FGF23 van a desarrollar una retencion de fosfato
mostrando una extensa calcificacion de tejidos blandos e hiperfosfatemia (Shimada et al.,
2004). Ademas de estos fenotipos predecibles, exhiben fenotipos inesperados, incluido el
retraso del crecimiento, hipogonadismo, involucién timica prematura, sarcopenia,
osteopenia, atrofia de la piel y enfisema pulmonar, que recuerda al envejecimiento
prematuro. Del mismo modo, los ratones deficientes en Klotho no solo exhiben
envejecimiento prematuro sino también sufren calcificacion extensa de tejidos blandos e
hiperfosfatemia, que recuerdan la retencion de fosfato que se produce en los ratones que
carecen de FGF23. (Kuro-o, Makoto, 2010). Estas observaciones revelaron un vinculo
inesperado entre FGF23 y Klotho y sugirieron que FGF23 y Klotho podrian funcionar
conjuntamente en un sistema endocrino que regula el metabolismo del fosfato. Ademas,
para refrendar esta teoria, los ratones con deficiencia de Klotho tienen niveles séricos
extremadamente altos de FGF23, lo que indica que la pérdida de Klotho induce resistencia
a FGF23 (Urakawa et al., 2006). Se demostrd con estudios genéticos, bioquimicos y de
biologia celular que la proteina Klotho funciona como un correceptor para FGF23 (Kuro-

0, Makoto, 2006; Kurosu et al., 2006).

En un principio las proteinas Klotho se describieron como moléculas unidas a la

membrana cuya funcion era servir como correceptores imprescindibles para los factores
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de crecimiento de fibroblastos endocrinos (FGF), incluidos FGF23, FGF21 y FGF15 o su
ortologo humano FGF19. Como detallaremos en profundidad en los siguientes apartados,
al seguir ahondando en investigaciones sobre la proteina Klotho se observo que tenia

también otras funciones independientes ademas de servir como correceptor de FGF.

1.2.1. Tipos.

Dentro de la familia de proteinas Klotho podemos diferenciar cuatro grupos los

cuales presentan una homologia significativa entre ellos:

a Klotho: la desarrollaremos en profundidad mas adelante.

B Klotho: es una proteina transmembrana que se expresa
predominantemente en higado y tejido adiposo blanco. Es un correceptor
imprescindible para FGF15/FGF19, los cuales inhiben la sintesis de acidos
biliares en el higado y para FGF21, cuyas funciones son promover la
lip6lisis y la absorcidn de glucosa en el tejido adiposo (Kuro-O, M., 2012).

Proteina relacionada con Klotho (KLrP): es una B-
glucocerebrosidasa citosolica (Yahata et al., 2000), posiblemente
implicada en la patogénesis de Enfermedad de Gaucher (Hayashi & Ito,
2016).

KLPH (Klotho lactase-phlorizin hydrolasa): es una
proteina transmembrana glucosidasa de la familia 1 que se expresa en los
tejidos renales, adiposos y piel (Ito et al., 2002) y mas notablemente en los

ojos (Fan et al., 2018). También se le denomina y Klotho.
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1.2.1. Alpha Klotho (a-Klotho)

El gen o Klotho se expresa sobre todo en rifiones, glandulas paratiroides y plexo
coroideo, y también, aunque en menor medida, en corteza cerebral, médula espinal,
cerebelo, hipotalamo, hipdfisis, ovario, testiculos, células epiteliales del seno, placenta,
pancreas, oido interno, células del musculo liso vascular o intestino (Kuro-o, M., 2012;
Lim et al,, 2015). Antes de entrar a detallar algunos aspectos de su metabolismo
puntualicemos que la expresion de o Klotho es reprimida por las citocinas

proinflamatorias, en especial por el TNF-a (Xu & Sun, 2015).

El gen o Klotho esta compuesto por cinco exones (Matsumura et al., 1998) y su
transcripcion va a dar lugar a la proteina a-Klotho, la cual la vamos a encontrar en cinco

formas diferentes (Figura I1):

Como proteina transmembrana.
Como tres tipos diferentes de proteina soluble tras escision
de la proteina transmembrana.

Como proteina secretada (también soluble).

Esto es asi debido a que los cinco exones del gen a Klotho pueden dan lugar a dos
transcritos de ARN mensajero (ARNm) diferentes y a que ademas la proteina Klotho va

a sufrir escisiones:

ARNm 1: va a codificar una proteina transmembrana tipo I de 1014
aminoacidos denominada m-KL, la cual consta de secuencias cortas transmembrana e
intracelulares en el extremo C-terminal, asi como una gran seccion extracelular que
contiene dos dominios KL, denominados KL1 y KL2. La proteina Klotho se ha
encontrado en suero y el liquido cefalorraquideo, lo que sugiere que el dominio
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extracelular de m-KL se escinde liberandose de la membrana celular (Matsumura et al.,
1998). Esta escision proteolitica es llevada a cabo por las desintegrinas y
metaloproteinasas ADAM10 y ADAM17 (Chen, Ci-Di et al., 2007) y también por la
enzima de escision B-secretasa de la proteina precursora beta amiloide 1 (BACE-1)
(Bloch et al., 2009). Resaltamos aqui que el TNF-a activa potentemente la accién de
las secretasas, particularmente ADAM 10 y ADAM 17 (Zhang, P. et al., 2016) . Es

decir, el TNF-alfa ejerce un doble efecto, en cierto sentido contrapuesto, sobre los

niveles de Klotho: por una parte, reprime la sintesis de la proteina tr brana,
pero por otra parte favorece la escision del fragmento soluble.

Se han identificado dos sitios de escision: el primero inmediatamente
adyacente a la membrana plasmatica y el segundo entre los dominios KL1 y KL2 (Chen,
C. D. et al., 2014). Esto va a dar lugar por tanto a los tres tipos diferentes de proteina
soluble que comentamos anteriormente:

La escision en el sitio de la yuxtamembrana libera
una proteina que contiene los dominios KL1 y KL2 (p-KL)

La escision en el segundo entre los dominios KL1 y
KL2 libera una proteina que contiene solo el dominio KL1 (p-
KLI1)

La escision en ambos sitios conduce al
desprendimiento de p-KL1 y una segunda proteina que contiene

KL2 (p-KL2).

ARNmMm 2: se produce mediante un splicing alternativo y da lugar a una molécula
soluble de 65-70 kDa compuesta solo de una porciéon C-terminal y un dominio KL-1. A
esta proteina se le denomina Klotho secretada y es casi idéntica a p-KL1, pero con un
extremo C-terminal distinto (Matsumura et al., 1998). No se sabe si esta pequefia
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secuencia C-terminal confiere alguna diferencia funcional entre la proteina secretada y la
proteina soluble escindida, pero probablemente la proteina secretada resida solo dentro

de los liquidos extracelulares y en la luz de las vesiculas intracelulares (Cararo-Lopes et

al., 2017).
Proteina Klotho
soluble
Proteina Klotho Proteina Klotho
transmembrana tras escision Proteina Klotho
secretada
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Figura I1: Diferentes formas de a-Klotho. Modificado de Cararo-Lopes et al., 2017.

Cada uno de los dominios KL posee actividad glucosidasa y es capaz de escindir

el acido sialico de los carbohidratos de las glucoproteinas.
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1.2.2. Acciones de a-Klotho

Como hemos ido desarrollando la proteina a-Klotho puede encontrarse como
proteina transmembrana o como proteina soluble ejerciendo por tanto segin su

configuracion diferentes acciones que vamos a detallar a continuacion.

Acciones de a-Klotho como correceptor de FGF23

Debido a que FGF23 tiene una afinidad muy baja con cualquier receptor de FGF
conocido (FGFR) (Yu et al., 2005), hasta que en 2006 se inform6 que la proteina a-Klotho
funcionaba como un correceptor para FGF23 (Kurosu et al., 2006), la identidad de los
receptores fisiologicos para FGF23 no estaba clara. La proteina de membrana a-Klotho
forma un complejo binario con el receptor de FGF Y1c (FGFRIc), Y3c (FGFR3c) e Y4
(FGFRA4) en la superficie celular y asi estos FGFR adquieren la capacidad de unirse a
FGF23 con alta afinidad (Regina Goetz et al., 2007). Por lo tanto, FGF23 requiere que a-
Klotho se una y active a los FGFR afines. El hecho de que entre las funciones de a-Klotho
esté ser el correceptor para FGF23 explica por qué los ratones FGF23 7y los ratones
Klotho " exhibian fenotipos idénticos (como nombramos anteriormente). Ademas, el
hecho de que Klotho se expresa principalmente en el rifion explica por qué FGF23 puede
identificar el rifion como su 6rgano objetivo entre muchos otros tejidos que expresan

FGFR (Kuro-O, M., 2012).

El complejo FGF23/Klotho hace posible que FGF23 se active y
ejerza sus funciones de regulacion del metabolismo del fosforo (P;). FGF23 induce
fosfaturia al suprimir la reabsorcion de P;i en los tibulos proximales renales
mediante la regulacion de la expresion del cotransportador de fosfato de sodio

NaPi-2a (Andrukhova et al., 2012) y NaP;-2c (Gattineni et al., 2009).
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En los tubulos renales distales, el FGF23 aumenta la reabsorcion
de calcio y sodio al aumentar la expresion en la membrana apical del canal de
calcio epitelial TRPVS5 y del cotransportador de cloruro de sodio NCC a través de
una activacion dependiente de o-Klotho de la proteina quinasa 4 deficiente en
lisina (WNK4) (Erben & Andrukhova, 2017).

El complejo FGF23/Klotho inhibe también la sintesis de vitamina
D disminuyendo la expresion de la 1a-hidroxilasa en las células tubulares renales
proximales (Shimada et al., 2004). Ademas se ha encontrado que FGF23
disminuye la expresion de la hormona paratiroidea (PTH) en suero al activar sus
FGFR afines en la glandula paratiroides de una manera dependiente de a-Klotho
(Ben-Dov etal., 2007), contribuyendo asi tanto en el rifion como en el paratiroides

alaregulacion del metabolismo del calcio, fosforo y vitamina D.

Acciones de o-Klotho como enzima soluble independiente de FGF23

Como describimos anteriormente la molécula de a-Klotho puede encontrarse de
cuatro formas diferentes en su forma soluble, son estas formas secretadas y escindidas las
que van a actuar como factores humorales o endocrinos. Es importante destacar que muy
pocas publicaciones hacen una distincion entre las diferentes formas solubles, por lo que
se les va a denominar de forma global "a-Klotho soluble" (sKL). Es altamente improbable
que los diferentes tipos de a-Klotho soluble tengan exactamente la misma funcion, pero
puesto que hoy en dia no existen anticuerpos selectivos para cada forma se asume esta
imprecision (Cararo-Lopes et al., 2017).

sKL se detecta en sangre, LCR (Imura et al., 2004) y orina (Hu, M. C. etal., 2016).
sKL no puede funcionar como un receptor soluble para FGF23 ya que solo puede unirse

con baja afinidad con FGF23 y FGFR (Kurosu et al., 2006).
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KL1 y KL2 en a-Klotho son homélogos a la familia 1 de glucosidasas. Todas las
glucosidasas de la familia 1 tienen dos residuos de glutamato conservados en su sitio
activo, que funcionan como un par de catalizadores acido-base y son indispensables por
su actividad enzimatica. Sin embargo, uno de estos dos residuos de glutamato no se
conserva en KL1 y KL2 (Ito et al., 2002), lo que aumenta la posibilidad de que sKL pueda
no poseer actividad de glucosidasa pero en su lugar podria funcionar como lectina (es
decir, una proteina de unién a glucano) (Kuro-o, Makoto, 2019). Los efectos de sKL van
a depender de esta actividad y de su capacidad de unién a las subestructuras de 2,3-sialil-
lactosa de oligasacaridos presentes en los lipid rafts (microdominios de la membrana
plasmatica cuya fluidez es mucho menor a la de su entorno y que se encuentran
enriquecidos en colesterol, fosfolipidos saturados y proteinas de membrana) modulando
la organizacion de los lipidos e inhibiendo la sefializacion dependiente de PI3K (Dalton

etal., 2017).

Ahorrador de Calcio: sKL regula la actividad del canal selectivo de
calcio TRPVS aumentando la reabsorcion del ion. El mecanismo mediante el
cual sKL regula la actividad de TRPVS5 se creia que se debia a una actividad
sialidasa de sKL, aunque también podria explicarse por su capacidad de unirse
a residuos de sialilo. Para que estos canales sean funcionantes deben estar
anclados a la membrana celular apical del epitelio de las células de los tibulos
contorneados y distales a través de la union a galectina-1 de la membrana
celular mediante residuos de galactosa de las estructuras de N-glucano de los
canales TRPVS5. Estos N-glucanos estan formados por N-acetilglucosamina,
manosa y galactosa y recubiertos por acido sialico. Estos residuos de acido
sidlico impiden la union de galactosa a galectina-1 y asi el canal se mantiene
inactivo. Si sKL actiia como una sialidasa eliminando el acido sidlico que
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recubre la galactosa deja expuesto el ligando para la galectina-1 y promueve
la union de TRPVS a la misma activandose (Cha, S. K. et al., 2008). Como
nombramos anteriormente se ha descrito que sKL tiene un sitio de unién a
glucanos que contienen 02,3-sialil-lactosa (Wright, J. D. et al., 2017; Wright,
Jon D. etal., 2019), lo que sugiere que sKL podria funcionar como una lectina
en lugar de una enzima. Si sKL contiene ligandos de galectina-1 podria regular
la abundancia de TRPVS5 mediante la union a a2,3-sialil-lactosa de los N-
glucanos de estos canales ionicos y asi indirectamente estarian anclados a la
superficie celular a través de galectina-1 (Kuro-o, Makoto, 2019).

Aumenta excrecion urinaria_de potasio: el mismo mecanismo
anterior explica el efecto de sKL sobre el canal de potasio medular externo
renal 1 (ROMK-1, es un canal de potasio dependiente de ATP que transporta
el potasio fuera de las células). Al igual que vimos con TRPV5, la eliminacion
(si sKL actiia como sialidasa) o la union (si sKL ejerce de lectina) de los
residuos de sialilo de ROMK-1 permite que permanezca unido a la membrana
celular tubular, aumentando la excrecion urinaria de potasio (Cha, Seung-Kuy
et al., 2009).

Proteccién frente a miocardiopatia: sKL protege al corazon contra

la hipertrofia y la remodelacion cardiaca inducidas por el estrés (Xie et al.,
2012). El estrés cardiaco aumenta la concentracién intracelular de Ca>*
mediante multiples mecanismos. sKL ejerce una regulacion negativa sobre los
canales de TRPC6 que modulan el flujo de calcio a través de las membranas
plasmaticas inhibiendo la activacion de la via PI3K mediada por la insulina y

el IGF, al inhibir la activacion de los receptores y reprimir los receptores
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activados, protegiendo al miocardio de la hipertrofia y de la miocardiopatia
urémica (Xie et al., 2012; Xie et al., 2015a).

Acciones antioxidantes y antiinflamatorias: sKL ejerce acciones
antioxidantes mediante diferentes mecanismos que comentaremos a
continuacion.

sKL aumenta la resistencia a la insulina y al factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1): Los ratones defectuosos en la
expresion del gen Klotho mostraban una disminucion de la produccion
de insulina y un aumento de la sensibilidad a la insulina en el raton
mutante (Utsugi et al., 2000), por lo que se decidi6 estudiar este hecho
comprobando que sKL inhibe la fosforilacion de tirosina de los
receptores de insulina e IGF1, lo que resulta en una actividad reducida
de las proteinas sustrato del receptor de insulina (IRS) y por tanto
disminucion de su asociacion con PI3K, inhibiendo asi la sefializacién
de insulina e IGF1. Este efecto puede contribuir al efecto
antienvejecimiento de sKL (Kurosu et al., 2005). Ademads, la
inhibicion de esta via puede activar los factores de transcripcion Fox

O forkhead (FOXO) au tando la resistencia al estrés oxidativo

(Yamamoto et al, 2005). Normalmente, la sefializacion de
insulina/IGF-1 aumenta la actividad de la serina treonina quinasa Akt
(PKB) de la via de sefializacion del PI3K-PKB, que fosforila FOXO.
Los FOXO fosforilados son inactivos, pero no fosforilados regulan la
expresion de genes que codifican enzimas vinculadas a la respuesta
antioxidante, como la catalasa y la superoxido dismutasa dependiente

de manganeso mitocondrial (MnSOD) (Kops et al., 2002).
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Acciones vasculoprotectoras: sKL se une directamente al

receptor VEGF 2 (VEGFR-2) y al canal iénico de Ca** (TRPC-1) de
la membrana plasmatica y fortaleciendo la asociacion para promover
su cointernalizacion, regulando asi la entrada de Ca®>" mediada por
TRPC-1 para mantener la integridad endotelial (Kusaba et al., 2010).
Ademas, sKL posee acciones vasculoprotectoras relacionadas con
acciones antioxidantes o antiinflamatorias que detallamos a
continuacion:

sKL reduce el dafio oxidativo y muestra un efecto
antiapoptotico en células endoteliales vasculares umbilicales humanas
in vitro, inhibiendo la via de la caspasa 3/caspasa 9 y reduciendo la
expresion de p53 y p2l, implicados en la senescencia celular
(Ikushima et al., 2006).

sKL también activa la Oxido nitrico sintetasa en células
endoteliales vasculares umbilicales humanas in vitro a través de la via
de adenosin monofosfato ciclico (¢CAMP)/proteina quinasa A (PKA)
(Rakugi et al., 2007). El 6xido nitrico juega un papel importante en el
mantenimiento de la vasodilatacion y en la inhibicion del estrés
oxidativo.

sKL disminuye, en las células del misculo liso de la aorta
de rata, la expresion de la proteina NADPH oxidasa Nox2 y la
produccion intracelular de superdxido y también atentia la produccion
de superoxido inducida por angiotensina II, el dafio oxidativo y la

apoptosis (Wang et al., 2012).
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sKL suprime la expresion de la molécula de adhesion
intracelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion de células
vasculares-1 (VCAM-1) inducida por TNF-o y también ateniia la
activacion de NF-xB y la fosforilacion de IxB también inducidas por
TNF-a en células endoteliales de la vena umbilical humana in vitro,
por lo que sKL puede tener un papel en la modulacion de la
inflamacion endotelial (Mackawa et al., 2009).

sKL disminuye la secrecion inducida por TNF-o de IL-6 por
células endoteliales de la vena umbilical humana primaria in vitro,
interviniendo de esta forma como antiinflamatorio y con posibles
acciones anti ateroescleréticas (Xia et al., 2016).

Las ROS promueven la senescencia y el envejecimiento
dependiente de la actividad de la p38 proteina quinasa activada por
mitéogeno (MAPK). sKL ademas de su accion antioxidante al inhibir
esta via en extractos de higado ejerce acciones antienvejecimiento

(Hsieh et al., 2010).

Por lo tanto, el sKL ejerce propiedades antiinfl torias, bl do la

q

accion del TNF-a, pero también disminuyendo la activacion del NFkB, tanto
directamente como al reducir la generacion de ROS, que, como comentamos, son
potentes activadores del NFxB, factor inductor de la sintesis de citocinas

proinflamatorias.

Propiedades antienvejecimiento: la disfuncion y el agotamiento de
las células madre y de las células progenitoras contribuyen al envejecimiento.

Uno de los mecanismos involucrados en el envejecimiento prematuro y la
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senescencia estd mediado por la familia de proteinas Wingless (Wnt), a través
de una via de transduccion de sefiales compleja, cuya activacion continua
conduce a la disminucion de la proliferacion de células madre. sKL se une a
varios miembros de la familia Wnt, incluidos Wntl, Wnt3, Wnt4 y Wnt5a,
suprimiendo la transcripcion de Wnt e inhibiendo su actividad bioldgica (Bian
etal., 2015; Liu, H. et al., 2007).

Acciones _anticancerigenas y antifibrogénicas: sKL se une

directamente al receptor del factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B) tipo II e inhibe la unién de TGF-B1 a los receptores de la superficie celular,
inhibiendo asi la sefializacion de esta molécula (Doi et al., 2011a), la cual esta
implicada en diversas funciones en las células, como el control del
crecimiento celular, proliferacion celular, procesos de diferenciacion y
apoptosis, por lo que sKL puede jugar un papel importante en la fibrogénesis
tisular y en la progresion del cancer. También se ha observado en un modelo
de raton de senescencia acelerada P1 (SAMP1) que sKL inhibe la inflamacion
y la transicién miofibroblastica disminuyendo la fibrosis de la valvula adrtica
(Chen, J. et al., 2018).

Acciones neuroprotectoras: en ratones, la sobreexpresion sistémica

de sKL mejora el aprendizaje y la memoria en multiples pruebas cognitivas,
y este efecto es independiente de la edad. Ademas en tres poblaciones
humanas independientes, la variante KL-VS que promueve la longevidad del
gen klotho se asocid con una cognicion mejorada en individuos heterocigotos
de todas las edades examinadas (Dubal et al., 2014). Sin embargo en otro
estudio la variante KL-VS se asocia con un aumento en la incidencia de

demencia en hombres mayores (Almeida et al., 2017). Se demuestra
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claramente el papel central de o-Klotho en el control de la cognicidén en
muchas especies de mamiferos, incluido el hombre (Cararo-Lopes et al.,
2017), asi en otro estudio en humanos se demuestra que niveles mas elevados
de sKL en plasma se asocian independientemente con una mejor cognicion y
un menor deterioro cognitivo (Shardell et al., 2016). Se han estudiado también
los niveles de sKL en LCR encontrandose niveles mas bajos en la enfermedad
de Alzheimer en comparacion con los controles y en personas mayores sin
Alzheimer en comparacion con los adultos mas jovenes (Semba et al., 2014).
sKL protege a las neuronas del hipocampo del dafio oxidativo inducido por
glutamato y P amiloide a través de la induccion del sistema
tiorredoxina/peroxiredoxina, es decir mediante la regulacion del sistema
redox (Zeldich et al., 2014), ademas, es necesario para la maduracion de
oligodendrocitos y la integridad de la mielina (Abraham et al., 2016). La
sobreexpresion de sKL mejord significativamente los  déficits
neuroconductuales y aumento el nimero de neuronas vivas en las subregiones
del hipocampo CAl y putamen caudado 72 h después de la hipoperfusion
cerebral inducida por la oclusion transitoria bilateral de la arteria cardtida en
ratones (Zhou, H. J. et al., 2018).

Regeneracion muscular: sKL es fundamental para la funcion
efectiva de las células progenitoras musculares y la regeneracion muscular
después de una lesion. sKL esta altamente regulado, tanto a nivel de ARNm
como de proteina, localmente dentro de los musculos gravemente lesionados
de los musculos esqueléticos jovenes. Sin embargo, la respuesta esta
marcadamente atenuada en los musculos envejecidos. La hipotesis es que los

niveles juveniles de sKL son criticos para el mantenimiento de la
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ultraestructura mitocondrial de las células madre musculares (MuSC), lo que
limita el dafio al ADNmt y la produccion de ROS mitocondrial. Este
mantenimiento de mitocondrias sanas dentro de MuSC es necesario para su
activaciéon y la contribucién a la regeneracion funcional del musculo
esquelético. Sin embargo, el descenso de sKL relacionados con la edad causa
una estructura mitocondrial alterada, aumento del dafo en el ADNmt y
acumulacion de ROS, lo que resulta en senescencia celular e inhibicion de la

regeneracion del musculo esquelético (Sahu et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

Como hemos expuesto a lo largo de toda la introduccion el alcoholismo conduce
a una situacion proinflamatoria mediante el aumento de la permeabilidad intestinal, lesion
oxidante y secrecion incrementada de citocinas, entre otros mecanismos. Esto va a afectar
sobre todo al higado, pero también va a inducir dafio en otros 6rganos. La lesion oxidante
y la respuesta inflamatoria se relacionan también con algunas enfermedades asociadas al
alcoholismo, como la disfuncion cerebral, las enfermedades Oseas y musculares, las
alteraciones pulmonares, mayor gravedad de las infecciones, o la mayor prevalencia de

enfermedades cardiovasculares o cancer.

Entre las funciones de la molécula de sKL encontramos muchas que teéricamente
podrian interferir con o revertir la mayoria de las alteraciones sistémicas provocadas por
el etanol. Ello confiere al estudio de esta molécula una gran importancia, ya que,
eventualmente, en un futuro, podria ser de utilidad en el tratamiento de ciertas alteraciones
observadas en alcohdlicos. Sin embargo, la presencia de una actividad inflamatoria en el
alcohdlico, sobre todo si ya es cirrotico, podria influir negativamente sobre los niveles de

Klotho.

Por ello hemos planteado el presente trabajo con los siguientes objetivos:

1. Determinar los niveles de Klotho en sangre en pacientes alcohdlicos, cirrdticos y

no cirrdticos, comparandolos con los de un grupo control.

2. Analizar las relaciones entre los niveles de Klotho y las alteraciones clinico-

bioldgicas de estos pacientes.
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3. Analizar si existe relacion entre el estado proinflamatorio del paciente alcohdlico

y los niveles de alfa Klotho.

4. Analizar si existe relacion entre mortalidad y niveles de alfa Klotho.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.Diseiio del estudio

Se ha realizado un estudio de cohorte prospectivo observacional.

3.2.Pacientes del estudio

Se propuso la inclusion en este estudio a todos los pacientes (o a sus familiares o
responsable legal si éste no estaba en condiciones de tomar la decision) que ingresaron
en el Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario de Canarias por patologia
derivada del consumo de alcohol a dosis toxicas. Fueron incluidos en el estudio de forma

consecutiva, sin criterio de seleccion previo, por orden segun la fecha de ingreso.

3.2.1.  Criterios de inclusion

Todo paciente mayor de 18 afios que ingrese en el Servicio de Medicina
Interna por patologias derivadas del consumo de alcohol.

Consumo de etanol superior a 80 gramos al dia en varones y 40 gramos al
dia en mujeres de forma continuada durante mas de un afio.

Edad superior a 18 afios.

Consentimiento informado por escrito.

3.2.2.  Criterios de exclusion

Pacientes menores de 18 afios.
Pacientes con consumo de otros toxicos.
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Imposibilidad de seguimiento del paciente por no residencia permanente
en la isla de Tenerife.
Enfermedad terminal no neoplasica.

Negativa del paciente y/o tutor legal a participar en el estudio.

A los pacientes que cumplan todos los criterios de inclusion y ninguno de
exclusion se les solicitd el consentimiento informado por escrito y en caso de que no
estuviera en disposicion de tomar la decision de participar en el estudio se recogio el de

sus familiares / representantes legales.

3.2.3.  Criterios previstos para la retirada de los sujetos

del estudio

Revocacion del consentimiento informado.

3.3.Descripcion de la muestra

Hemos incluido 176 pacientes alcohdlicos 12 mujeres y 164 varones, bebedores
todos ellos de grandes cantidades de alcohol (mediana = 184 g/dia; rango intercuartilico -1Q-
100 — 240 g/dia) durante tiempo prolongado (mediana 30 afos, rango I1Q 23-40 afios). No
hubo diferencias significativas en lo que respecta a edad o gramos de alcohol consumidos al
dia entre hombres y mujeres. El tiempo de consumo si fue superior en hombres (t=2.51;

p=0.013).
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Tabla 1. Descripcion de la muestra

Sexo N Media Desviacion tip. t;p
Varén 164 58 10,31 t= 0.38; p=0.706
Edad

Mujer 12 57 15,69

Tiempo de Varon 142 32,9 12,82 t=2.51; p=0.013
Consumo (afios) Mujer 9 21,8 13,89

Gramos de Varén 158 190 132,67 t= 0.46; p=0.649
alcohol Mujer 10 171 77,71

Los pacientes ingresaron fundamentalmente por sindrome de abstinencia alcohdlica,
hepatitis aguda alcoholica y descompensacion ascitico-edematosa, de tal manera que el
64.8% de los pacientes tuvo al menos un ingreso derivado directamente de las consecuencias

del consumo de alcohol.

Tabla 2. Motivo de ingreso

Mativalngraso

Wsan
EHas
COoae
[Jsepsis
W ctros

SAA: sindrome de abstinencia alcohdlica. HAA: hepatitis aguda alcohdlica. DAE: descompensacidn
ascitico-edematosa. Dentro de "otros” se incluyen las causas de ingreso comao insuficiencia cardiaca
descompensada, sindrome constitucional o ictus isquémico.
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Los pacientes se siguieron de forma ambulatoria en consultas externas del
servicio de Medicina Interna a intervalos de seis meses a un afio durante una media de

16.61+18.14 meses y una mediana de 7 meses (rango intercuartilico 1-30).

3.4.Datos generales de los pacientes

3.4.1. Datos clinicos

Se recogian los siguientes datos:

- Datos epidemiolégicos: edad, sexo, nivel educativo, habitos toxicos, situacion

social, evaluacion nutricional y tipo de dieta.

- Gramos de alcohol consumidos al dia: el calculo de estos se realiza con la

siguiente formula:

Graduacidn *densidad * cm® bebida

Gramos de etanol/dia =

100
*Graduacion: se refiere a la graduacion alcohdlica de la
bebida que ingiere el paciente, en tanto por ciento (%).

*Densidad: hace referencia a la densidad del alcohol
etilico, que corresponde al valor de 0.8 (0,789 g/cm).

*cm® bebida: centimetros clbicos (o mililitros) de la
bebida alcohodlica ingeridos diariamente por el paciente.

Si el paciente consumia varias bebidas alcohdlicas diferentes, se realizaba

el célculo para cada una de ellas por separado y se sumaban dichos valores.

- Tiempo (afios) que lleva consumiendo.
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- Tabaquismo ¢ indice de paquetes/aiio mediante la formula IPA= numero de

cigarrillos diarios por afios de tabaquismo/20.

- Comorbilidad: enfermedad cardiovascular  (enfermedad  coronaria,
cerebrovascular o insuficiencia cardiaca), cancer, enfermedad pulmonar

respiratoria cronica, fracturas, diabetes o demencia.

- Tiempo de seguimiento del paciente: seguimiento semestral o durante reingreso.
- Seguimiento: la finalizacion del seguimiento sera si se produce la muerte o

porque el paciente revoque el consentimiento informado.

3.4.2.  Valoracion de la funcién hepatica

En todos los pacientes se valoro la presencia de cirrosis (si 0 no), algun episodio
de encefalopatia (en ese ingreso o previo) y el grado mayor, y presencia o no de algiin

episodio de ascitis.

A pesar de que la clasificacion de Child-Pugh es en principio aplicable solo a los
pacientes cirrdticos, con el fin de tener una valoracion global de la severidad de la
hepatopatia se calculo el indice de Child-Pugh en todos los pacientes, clasificandolos

posteriormente en tres grupos.

Clasificacion de Child-Pugh. Esta clasificacion es la mas utilizada para valorar
el prondstico en los pacientes con cirrosis hepatica. Se valoran 5 criterios clinicos (tres
analiticos y dos obtenidos de la exploracion fisica) y cada uno de ellos recibe una

puntuacion del 1 al 3 (de menor a mayor gravedad).

71

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3143115 Cb6digo de verificacioéon: Qrtz8ts

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers Fecha: 07/01/2021 12:35:36
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ELISA ESPELOSIN ORTEGA 07/01/2021 13:14:30

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

771209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 23/02/2021 12:54:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

771209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2021/3723
N° reg. oficina: OF002/2021/1467
Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

Tabla 3. Clasificacién de Child-Pugh

1 punto 2 puntos 3 puntos
Bilirrubina total
<2 2-3 >3
(mg/dL)
Albumina sérica (g/L) | >3.5 2.8-3.5 <28
INR / tiempo
i .p <1.7/>50 1.71-2.2/30-50 >2.2/<30
protrombina (%)
(e Ausente Leve Moderadz.a—grave
(refractaria)
Encefalopati
nce' ? opatia Ausente Grado | -1l Grado lll - IV
hepatica

En relacion con esta puntuacion el dafio hepatico se clasifica en 3 clases (A, By

C) y se establece un valor prondstico:

Tabla 4. Supervivencia segin Child-Pugh

Supervivencia al cabo  Supervivencia al cabo
Puntos Clase " "
de 1 afio de 2 afios
5-6 A 100% 85%
7-9 B 81% 57%
10-15 C 45% 35%

La cirrosis hepatica se diagnostico con la presencia de higado de forma irregular,
heterogéneo y ademas se observaba esplenomegalia y/o dilatacion portal (todo ello a
través de ultrasonido, utilizado como parte del manejo clinico y diagnostico de estos
pacientes). Todas estas caracteristicas en la imagen se superponian a niveles alterados de

albiimina, bilirrubina y/o actividad de protrombina.

En nuestra cohorte 75 pacientes eran cirréticos y 101 no cirrdticos. Los pacientes
cirrdticos tenian una mortalidad muy elevada [33 fallecieron durante el periodo de

seguimiento, (¥2=5.65; p=0.018)].
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3.4.3. Determinaciones analiticas

A todos los pacientes se les realizo analisis al ingreso incluyendo hemograma,
velocidad de sedimentacion globular, glucosa, hemoglobina glicosilada, creatinina, acido
urico, vitamina D, perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL y LDL),
perfil hepatico (transaminasas, gamma-glutamil transferasa, fosfatasa alcalina, bilirrubina
total, actividad de protrombina), creatin-kinasa, vitamina B12, acido folico, funcion

tiroidea y marcadores inflamatorios (proteina C reactiva, fibrindgeno).

3.4.4. Analisis de la situaciéon proinflamatoria y

determinaciones especificas

Proteina alfa klotho soluble humana (sKL):

Meétodo: ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) que utiliza dos tipos de anticuerpos

altamente especificos.

Sensibilidad: 6.15 pg/ml

Rango de calibracion: hasta 6000 pg/ml.

Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a):
Método: ELISA.
Sensibilidad: 1.6 pg/ml.

Rango de calibracion: hasta 1500 pg/mL

Interleucina 6 (IL-6):
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Método: ELISA.
Sensibilidad: 0.7 pg/ml.

Rango de calibracion: hasta 100 pg/ml.

Interleucina 8 (IL-8):
ELISA  (Enzyme-Linked  ImmunoSorbent  Assay: ensayo  por
inmunoabsorcion ligado a enzimas).
Sensibilidad: 3,5 pg/ml.
Rango de calibracion: hasta 1500 pg/ml.
Interleucina 4 (IL-4):
Método: ELISA.
Sensibilidad: 10 pg/ml.

Rango de calibracion: hasta 1000 pg/ml.

Interleucina 10 (IL-10):
Método: ELISA.
Sensibilidad: 1.0 pg/ml.

Rango de calibracion: hasta 200 pg/ml.

Interferon gamma (INF-y):
Método: ELISA.
Sensibilidad: 0.99 pg/ml
Rango de calibracion: hasta 100 pg/ml.
Factor de crecimiento derivado de plaquetas C (PDGF-C):

Meétodo: ELISA.
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Sensibilidad: 4,08 pg/ml

Rango de calibracion: hasta 4000 pg/ml.
Factor de crecimiento transformante beta (TGF-§):

Meétodo: ELISA.

Sensibilidad: 4.61 pg/ml

Rango de calibracion: hasta 2000 pg/ml

Los valores de Proteina C Reactiva se determinaron segun la técnica habitual de

nuestro laboratorio en la analitica de rutina.

3.4.5. Productos de peroxidacion lipidica

El analisis de los productos de peroxidacion lipidica se llevo a cabo mediante la
medida de los niveles séricos de malonildialdehido (MDA), los cuales se determinaron
como sustancia reactiva al acido tiobarbitirico (TBARS), usando el método analitico
descrito por Ohkawa H. et al. (1979). A un volumen de 0,2 ml de suero, se le afadio 0,2
ml de H3PO4 (0,2 M) y la reaccion calorimétrica fue iniciada por la adicién de 0,025 ml

de una disolucion 0,11 M de acido tiobarbiturico.

Tras este paso, las muestras se llevaron a una temperatura de 90° C durante 45
minutos. Una vez enfriadas, el complejo rosado se extrajo con 0,4 ml de n-butanol,
durante 30 minutos en un rotamixer. Las fases, acuosa y de butanol, fueron separadas por
centrifugacion a 6000 g, durante 10 minutos. A las alicuotas de la fase butanolica, se les
determino su absorbancia a 535 nm, en un espectrofotometro de microplaca (Benchmark
Plus, Bio-Rad, Hérculas, Ca, USA). La recta de calibracion fue preparada usando estandar

de MDA (0-20 nmol/mL). Los coeficientes del analisis, tanto intra como inter-ensayo
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fueron 1,82 y 4,01%, respectivamente. El limite de deteccion se establecio en 0,079
nmol/mL (blancos + 3 desviaciones estandar) (Ohkawa H. et al 1979) utilizando el
método analitico descrito por Ohkawa et al. (1979) con una absorbancia a una longitud
de onda de 535 nm en un espectrofotdmetro de microplaca (benchmark Plus, Bio-Rad,

Hércules, CA, USA). Sensibilidad de 0,079 nmol/mL.

3.4.6.  Analisis de la composicion corporal

A todos los pacientes se les realizd, como parte del manejo clinico una
densitometria 6sea mediante un densitometro tipo GE Lunar Prodigy (N/S 66289GR),

determinando:

- Masa magra, total y a nivel de ambos brazos, ambas piernas y tronco.

- Masa grasa total y a nivel de ambos brazos, ambas piernas y tronco.

- Densidad mineral 6sea en ambos brazos, ambas piernas, costillas, pelvis,

columna lumbar, columna dorsal.

3.5.Analisis estadistico de los datos

Para el estudio estadistico de los resultados se ha utilizado el paquete de
programas SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 19. Se considera que
un resultado es estadisticamente significativo cuando el valor de “p” es menor de 0.05.
El test de Kolmogorov-Smirnov se usara para identificar si las variables eran paramétricas
o no paramétricas. Para el contraste de hipotesis se utilizaran la y2 y test exacto de Fisher
(variables cualitativas), “t” de student y ANOVA (cualitativas y cuantitativas); U de

Mann-Whitney y test de Kruskall-Wallis como no paramétricos entre 2 grupos y 3 o mas
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respectivamente. En el caso de las correlaciones: “r” de Pearson como paramétrico y

“rho” de Spearman como no paramétrico.

Realizamos analisis multivariantes para determinar qué variables se relacionan de
forma independiente: regresion lineal multiple (en el caso de que la variable dependiente

fuera cuantitativa) y regresion logistica (si la variable era cualitativa).

Se realizaron analisis de supervivencia mediante las curvas de Kaplan y Meier
para evaluar para evaluar la mortalidad. Finalmente se realizaron analisis multivariantes
con regresion de Cox para evaluar qué factores influyen de forma independiente en la

mortalidad.

3.6.Aspectos éticos

El estudio se realizara en conformidad con los principios de la Declaracion de
Helsinki adoptada por la 18* Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia en 1964 y
enmendada en Tokio (1975), Venecia (1983), Hong Kong (1989), Sudafrica (1996),
Edimburgo (2000), Washington (2002), Tokio (2004), Seul (2008), Brasil (2013); y las

Leyes y Reglamentos vigentes en Europa y Espaiia.

El paciente debe otorgar su consentimiento antes de ser admitido en el
estudio clinico. El investigador habra de explicar la naturaleza, propositos y posibles
consecuencias del estudio, de una manera comprensible al paciente. La informacion

proporcionada por el médico/investigador debera ser también registrada.

El sujeto del estudio otorgard su consentimiento, firmando el modelo

correspondiente que también debera llevar la firma del investigador.
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El investigador no iniciard ninguna investigacion correspondiente al

estudio hasta que haya obtenido el consentimiento del paciente.

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos de los pacientes
participantes en el estudio, s6lo tendran acceso a los mismos el investigador y su equipo
de colaboradores, el auditor en caso de que el estudio se sometiese a una auditoria, el

comité de ética de la investigacion (CEIm) y las Autoridades Sanitarias.

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de
todos los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 3/2018, de 5
de diciembre de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, y a
la aplicacion de del Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de

27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD).
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4. RESULTADOS

4.1.Relacién con sexo, edad e ingesta etilica.

Hemos determinado niveles de alfa klotho en 176 alcohdlicos y 38 controles de
similar edad (p= 0.07) y sexo (p>0.05), no encontrando diferencias significativas entre

ambos grupos (Z=1.51; p=0.13).

Comparando los niveles de alfa klotho entre cirrdticos, no cirrdticos y controles,
observamos que los niveles de alfa klotho son marcadamente diferentes entre los 3 grupos
(KW=38.41; p<0.001 Figura R1). La elevacion de los niveles de alfa Klotho en cirréticos

no depende de la funcion renal estimada por los niveles de creatinina.

Figura R1
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Los niveles de alfa klotho guardaban relacion estadisticamente significativa con
la cuantia de la ingesta etilica (rho = 0.19; p=0.017; Figura R2) y con los niveles de GGT

(rho=0.16; p=0.036; Figura R3).

Figura R2
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En cambio, no hubo relacion ni con el VCM ni con el indice GOT/GPT. No
encontramos relacion ni con la edad, ni con el tiempo de consumo. No encontramos
tampoco diferencias en los niveles de alfa klotho entre hombres y mujeres (Z=0.52;

p=0.6), ni existio tampoco relacion con los niveles de creatinina (tho=-0.05; p=0.49).

4.2.Relacién con la funcion hepatica

En la muestra global de pacientes se observaron relaciones estrechas entre alfa
Klotho y albtimina (rho= -0.15; p=0.048; Figura R4), protrombina (rho=-0.40; p<0.001;

Figura R5) y bilirrubina (rho=0.40; p<0.001; Figura R6).

Figura R4
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Asi mismo los pacientes con ascitis presentaban niveles mas elevados de alfa

klotho (Z=5.38; p<0.001; Figura R7), observandose un resultado similar al comparar los
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niveles de alfa klotho en pacientes con encefalopatia y sin encefalopatia (Z=2.67;

p=0.008; Figura R8; TablaR1).

Figura R7
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Tabla R1: Valores de alfa klotho en pacientes con ascitis y encefalopatia

Ascitis N Media Desv. tip. Encefalopatia N Media | Desv. tip.
Si 38 1139,58 945,90 Si 21 1039,54 917,52
No 137 575,70 414,14 No 154 651,59 549,93
Total 175 698,14 615,36 Total 175 698,14 615,36

Como era de esperar existen diferencias marcadamente significativas al comparar
los niveles de alfa klotho con los grupos de Child (KW=17,17 p<0.001; Figura R9, Tabla
R2), estableciéndose estas diferencias entre los pacientes con Child A — quienes presentan

niveles de alfa klotho inferiores — y los pacientes con Child By C.

Figura R9
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Tabla R2: Valores de klotho (media + DS) en funcion del indice Child-Pugh

ChildPugh N Media | Desv. tip.
A 116 588,71 513,18
B 37 809,99 522,97
C 23 1117,95 | 978,41
Total 176 704,39 619,17
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En concordancia con estos resultados se observo una relacion inversa fuertemente

significativa entre la cifra de plaquetas y los niveles de alfa klotho (rho=-0.40; p<0.001;

Figura R10).
Figura R10
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Por lo tanto, los niveles de alfa klotho guardan una relacion estrecha con la funcion

hepética elevandose a medida que esta se deteriora.

4.2.1.  Relacién con la funcién hepatica en pacientes no cirroéticos

Como observamos en la tabla R3 los pacientes alcohdlicos no cirréticos presentan
niveles significativamente mas bajos de alfa klotho tanto al compararlos con controles

como con cirréticos (Tabla R3).
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Tabla R3: Valores de alfa klotho (media + DS) en pacientes
cirréticos, no cirrticos y grupo control.

Cirrosis N Media Desv. tip.
Si 75 975.83 788.84
No 101 502.83 337.83

Controles 38 816.06 700.73

En pacientes no cirréticos no encontramos relaciones entre los niveles de alfa
klotho y protrombina o albumina, aunque si una relacion significativa con los niveles de
bilirrubina (rho=0.22; p=0.029; Figura R11). Se observé una tendencia no significativa

en este subgrupo de pacientes entre alfa klotho y plaquetas (tho=-0.17 p=0.092).

Figura R11
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4.2.2.  Relacion con la funcién hepatica en pacientes cirrdticos

La relacion inversa de los niveles de alfa klotho con funcion hepatica se aprecia
también, aunque de forma menos marcada en el subgrupo de cirréticos. Asi los niveles
de alfa klotho guardaron una relacion directa con la bilirrubina (rho= 0.26; p=0.026;
Figura R12) e inversa con la actividad de protrombina (rho=-0,30; p=0.008; Figura R13),

no siendo significativa la relacion con la albiimina (rho=-0.10 p=0.401).

Figura R12
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Figura R13
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Los pacientes cirroticos con ascitis presentaban igualmente niveles mas elevados

de alfa klotho que los que no tenian ascitis (Z=2.52; p=0.012; Figura R14).

Figura R14
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Al igual que con el grupo total de pacientes se observo una relacion inversa entre

cifra de plaquetas y niveles de alfa klotho (rho=-0.28; p=0.014; Figura R15).

Figura R15
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Por lo tanto, los niveles de alfa klotho guardan en los pacientes cirréticos un
comportamiento similar al observado en el total de pacientes, elevandose a medida que

progresa la enfermedad.
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(0dds ratio (OR) =7.31 (3.66-14.60; Tabla R4)

De hecho, al realizar una regresion logistica entre los niveles de alfa klotho por encima y por debajo
de la mediana, por un lado, y cuantia de ingesta etilica y presencia de cirrosis hepatica, por otro, encontramos

que el tnico factor asociado a los valores de alfa klotho por encima de la mediana es la cirrosis hepatica

Tabla R4
|.C. 95% para EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 12 Cirrosis 1,989 ,353 31,822 ,000 7,312 3,663 14,595
Constante -3,106 ,588 27,923 ,000 ,045

4.3.Relacién con alteraciones bioquimicas.

No encontramos relaciones significativas ente niveles de GPT, LDH y los niveles
de alfa klotho, pero si entre niveles de GOT y los niveles de alfa klotho (rho=0.22; p=

0.003; Figura R16) y niveles de fosfatasa alcalina y los niveles de alfa klotho (rho=0.29;

p<0.001; Figura R17).

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Cirrosis.
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Figura R16
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4.4.Relacion con el estado nutricional.

No encontramos relacion alguna entre los niveles de alfa klotho y masa magra, a
excepcion de una relacion significativa con la masa magra del tronco (tho= 0.30; p=0.001;
Figura R18) y con la masa magra total (rho= 0.22; p=0.016 Figura R19). En parte estas
relaciones dependen de la presencia de ascitis, ya que al excluir pacientes con ascitis
desaparece la relacion significativa con la masa magra total (tho=0.11; P=0.27), aunque

se mantiene la relacion con la masa magra del tronco (rho=0.21; p=0.045).

Figura R18

5000+
rho=0,30; p=0.001 &

4000

3000

2000

alfa Klotho (pg/ml)

1000

T T T T T T T
10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Masa magra del tronco

94

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3143115 Cb6digo de verificacioéon: Qrtz8ts

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers Fecha: 07/01/2021 12:35:36
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ELISA ESPELOSIN ORTEGA 07/01/2021 13:14:30
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

100/ 209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 23/02/2021 12:54:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

100/ 209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2021/3723
N° reg. oficina: OF002/2021/1467
Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

Figura R19
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Tampoco encontramos relacion alguna entre niveles de alfa klotho y masa grasa,
ni entre niveles de alfa klotho y el indice de masa corporal (IMC), ni tampoco al comparar
los niveles de alfa klotho con el estado nutricional. Esta aseveracion es valida tanto para

cirréticos, no cirréticos y grupo total de pacientes.

4.4.1.  Relacion con el estado nutricional en pacientes no cirroticos.

En no cirréticos no encontramos relacion alguna en masa magra.
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4.4.2.  Relacién con el estado nutricional en pacientes cirréticos.

En pacientes cirroticos vuelve a observarse una relacion directa con la masa magra
a nivel de tronco (rho=0.38; p=0.005; Figura R20) y con la masa magra total (tho=0.32;
p=0.019; Figura R21), que se mantiene excluyendo los pacientes con ascitis en el caso de

la masa magra a nivel del tronco (rtho=0.41; p=0.023; Figura R22).

Figura R20
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Figura R21
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Por lo tanto, los niveles de alfa klotho no guardan relacion alguna con el estado
nutricional del paciente, a excepcion de una relacion directa con la masa magra en

cirréticos, independiente de la ascitis.

4.5.Relacion con factores de riesgo vascular.

Encontramos una relacion inversa entre los niveles de alfa klotho y colesterol total
(tho=-0.35; p<0.001; Figura R23), LDL colesterol (rho=-0.26; p=0.001; Figura R24)

HDL colesterol (tho=-0.21; p=0.019; Figura R25) y triglicéridos (rho=-0.29; p<0.001;

Figura R26).
Figura R23
rho=-0.35; p<0.001
5000+ it
o
4000
E
S 3000
=
o
=
2 o
= o
£ 2000
L
1000
o

Colesterol Total (mg/dl)

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del docunento: 3143115 Cédigo de verificacion: Qrtz8ts

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers Fecha: 07/01/2021 12:35:36
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ELISA ESPELOSIN ORTEGA 07/01/2021 13:14:30
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

104 /209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 23/02/2021 12:54:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

104 /209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica

Salida
N° registro: 2021/3723

N° reg. oficina: OF002/2021/1467

Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

Figura R24
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Figura R26
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Agrupando nuestros pacientes en dislipémicos y no dislipémicos hemos
constatado que los pacientes dislipémicos presentan niveles de alfa klotho muy inferiores

a los no dislipémicos (Z= 3.72; p<0.001; Figura R27).

Figura R27
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Dislipemia

La homocisteina se considera factor de riesgo vascular, y sus niveles dependen en
parte de la disponibilidad de vitamina B12 y folato. En nuestro estudio no hemos
encontrado que guarde relacion con los niveles de alfa klotho, pero si se observo una
relacion directa ente niveles de alfa klotho y vitamina B12 (rho=0.26; p=0.001; Figura

R28)
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Figura R28
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33 pacientes de nuestra serie eran diabéticos, no existiendo diferencias
significativas en lo que respecta a los niveles de alfa klotho entre diabéticos y no
diabéticos (Z=-0.17; NS). Tampoco hubo relacion entre los niveles de alfa klotho y la
hemoglobina glicosilada (HBA1c) (rho=-0.14), ni entre los niveles de alfa klotho y la
glucemia basal (rho=0.12); p>0.10 en ambos casos. Los niveles de alfa klotho tampoco
guardaron relacion con la presencia de hipertension arterial, que se observd en 68
pacientes (39,1 % de la muestra). Tampoco hubo relacion entre niveles de alfa klotho y

cifras de tension arterial sistolica (tho=0.04) y diastolica (rho= -0.04).
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No hubo diferencia en los niveles de alfa klotho en pacientes con y sin fibrilacion
auricular (Z=-1.22; NS). Tampoco observamos relacion ente la presencia de
miocardiopatia dilatada y los niveles de alfa klotho (Z=0.54; NS). Sin embargo, los
pacientes con hipertrofia ventricular izquierda presentaban unos niveles de alfa klotho

mas bajos que aquellos sin hipertrofia ventricular izquierda (Z=2.61; p=0.01; Tabla R8;

Hipertrofia ventricular izquierda
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Figura R29).
Tabla RS
HVI N Media Desv. tip.
Si 14 470,75 457,60
No 112 772,91 675,41
Total 126 739,33 660,27
Figura R29
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Al realizar una regresion logistica incluyendo cirrosis e hipertrofia ventricular
izquierda vemos que la relacion entre niveles de alfa klotho e hipertrofia ventricular

izquierda obedece realmente a la presencia de cirrosis (Tabla R6).

Tabla R6

Variables en la ecuacidn

1., 95% para EXP(E)

B ET. Wald gl 5ig. Exp(B) Inferiar | Superior

Paso 13  Cirrosis 1,913 406 22187 1 Jaoa 6,773 3,056 15,009
Constante -3,1485 680 21,827 1 Jaoa 043

a. Variahle(s) introducida(s) en el paso 1: Cirrosis.

Modelo si se elimina el término®

Log Cambio en-2
verosimilitud log de la Sig. del
Variable del modelo verosimilitud al cambio
Fazo1 Cirrasis -a7.011 25278 1 ono

a. Seguln las estimaciones condicionales de los parametros

Un idéntico resultado se obtiene si ademas incluimos la variable colesterol total:

el tnico parametro relacionado con alfa klotho es la cirrosis hepatica (Tabla R7)

Tabla R7
Variables en la ecuacion
1.C:. 95% para EXP(B)
E ET. Wald gl Sig. ExpiE) Inferior Superior
Paso12  Cirrosis 1835 404 22,373 1 oo 6,923 3,108 15,434
Constante -3,154 683 21,336 1 000 043

a. Variable(s) introducidads) en el paso 1: Cirrosis.
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4.5.1. Relacion con factores de riesgo vascular en pacientes no

cirroéticos.

No encontramos ninguna relacion estadisticamente significativa entre niveles
séricos de lipidos y alfa klotho en los no cirrdticos, ni entre presencia o ausencia de
ninguno de los citados indices de riesgo vascular y niveles de alfa klotho, a excepcion de
los niveles de alfa klotho en pacientes no cirréticos con hipertrofia ventricular izquierda,

que eran inferiores a los que no tenian este rasgo (2=2.82; p=0.005; Figura R30).

Figura R30
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4.5.2.  Relacion con factores de riesgo vascular en pacientes cirroticos.

Se observan relaciones significativas entre los niveles de alfa Klotho en pacientes
cirrdticos y colesterol total (tho=-0.32; p<0.001; Figura R31); HDL colesterol (tho=-0.28;
p=0.023; Figura R32); y con triglicéridos (rho=-0.36; p=0.002; Figura R33), pero no con
LDL colesterol (rho=-0.18; p=0.135). Tampoco hubo diferencias significativas entre

cirréticos con dislipemia y sin dislipemia (Z=1.3; NS).

Figura R31
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Figura R32
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No encontramos tampoco ninguna relacion estadisticamente significativa entre
niveles de alfa klotho en cirréticos con presencia o ausencia de ninguno de los citados

indices de riesgo vascular.

4.5.3. Analisis Multivariante

Como antes mencionamos los niveles de alfa klotho guardan relacion significativa
con todos los parametros relacionados con la funcion hepatica. Por su parte los parametros
relacionados con el metabolismo lipidico guardaron relacion con la funcion hepatica,

como se muestra en la tabla RS.

Tabla R8
ActProtrambin
Klotho a ColTotal TGC LoL HOL BIT Albdmina
Rho de Spearman  Klotho Coeficiente de 1,000 S | et | o293 | -asT | 08 | 4047 - 1507
cortelacian
Sig. (bilateral) 000 000 000 001 010 00 43
N 176 176 169 171 155 155 171 175
ActProtombina  Coeficiene de 397 1,000 e 2497 T 47| s ETe
conelacion
Sig. (bilateral) 000 000 001 000 000 00 00
N 176 176 169 171 155 155 171 175
ColTotal Coeficiene de -348” 5697 1,000 434” 8307 anT | zes EH
canelacion
Sig. (bilateral) 000 000 000 000 000 o 000
N 169 169 169 168 155 155 185 169
TGC Coeficients de 203" 248" e 1,000 4377 SHE | - 75
canelacion
Sig. (bilateral) 000 oot 000 000 156 000 072
N 171 171 168 171 154 154 188 171
LoL Coeficiente de - 257 ETER T 1,000 063 -108 297
cortelacian
Sig. (bilateral) il 000 000 000 396 183 00
H 155 165 155 154 155 156 152 155
HOL Coeficiente de - 208 HE 441 115 069 | 1,000 | -230 373
cortelacian
Sig. (bilateral) 010 000 000 156 396 | . 04 00
N 155 155 155 154 155 155 152 155
BIT Coeficiene de 404 Tl BT T -108 | 2307 1,000 153
canelacion
Sig. (bilateral) 000 000 om 000 183 004 047
N 171 171 165 166 152 152 171 170
Albtimina Coeficiene de - 1507 3507 | 376" ATE | 87T | 3 | 157 1,000
canelacion
Sig. (bilateral) 048 000 000 022 000 000 47
N 175 175 169 171 155 155 170 175

** La corelacidn es significativa al nivel 0,01 (hilateraly.
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (hilateral).
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Por esta razon realizamos un estudio de regresion logistica para determinar si la
relacion entre colesterol y niveles de alfa klotho era independiente de los parametros de
funcién hepatica. Al realizar un analisis de regresion multiple introduciendo colesterol
total, LDL, HDL, triglicéridos, albumina, protrombina y bilirrubina como variables
independientes, encontramos que los inicos parametros que guardaban una relacion
independiente con la alfa klotho eran la protrombina (t= 4.67; p<0.001; beta=-0.36) y los

triglicéridos (t= 2.12; p=0.035; beta=-0.16) Tabla R9

Tabla R9
Coeficientes
Coeficientes no estandarizados tipificados
Modelo B Errortip. Beta t Sig

1 (Constante) 1666818 192,617 4,654 oo
ActProtrormbing -12,323 2,378 -39 5,182 0on
7 (Constante) 1751,006 107 845 9,002 o0
ActProtrombina 11,228 2,407 -, 356 -4 BB ilili}
TGC 1,629 8B1 SAE2 22123 035

a. Variable dependiente: Kiotho

Variables excluidas®

Estadisticos
colineglidad
Correlacion

Modelo Beta dentro t Sig. parcial Tolerancia
1 Albtmina - 0342 - 425 672 -035 Reluke]
TGC - 1622 -2123 035 -172 854
LDL - 1162 -1,463 148 =114 891
HOL - 0042 - 046 863 -,004 825
ColTotal - 1432 -1,605 11 -131 Fo7
BT azg? 322 748 26 745
2 Alblmina -.030b 377 707 -.031 908
LDL -o7at -947 345 - 078 829
HDL - 18g" - 650 G186 - 054 764
ColTotal -093t -958 320 -082 JB3T
BIT 0a7? 429 BB 035 744

4. Variables predictoras en el madelo: (Constante), ActProtrombina
h. Wariables predictoras en el madelo: (Constante), ActProtrombina, TGC
c. Wariable dependiente: Klotha
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De manera similar, clasificando a nuestros pacientes segiin la mediana de alfa
klotho y realizando un analisis de regresion logistica introduciendo como variables
independientes las que antes sefialamos, de nuevo la protrombina (p=0.023) y el colesterol
total (p=0.029) fueron las tinicas variables que guardaron relacion independiente con los

niveles de alfa Klotho (Tabla R10)

Tabla R10

Variables en la ecuacidon

1.C. 95% para EXP{B)
B ET. Wald gl Sig Exp(E) Inferior Superior
Paso1?  ActProtrombina 037 010 15,085 1 nao 1,038 1,018 1,087
Constante 2,935 782 14,102 1 nao a3
Pago 2" ColTotal 010 005 4,788 1 028 1,010 1,001 1,019
ActProtrambina 024 011 5,148 1 023 1,025 1,003 1,048
Constante -3,438 818 17,600 1 nao 03z

a Wariahle(s) introducidais) en el paso 1 ActPratrombina
h. Wariable(s) intraducidals) en el paso 2 ColTotal.

Variables excluidas®

Estadisticos de
Correlacién colinealidad
Modelo Bete dentro t Sig. parc@ Tolerancia
1 Albumina -,0202 -,159 ,874 -,020 ,897
ActProtrombina -,1962 -1,505 ,137 -,183 ,793
TGC -,1822 -1,478 144 -,180 ,888
LDL 1222 ,650 ,518 ,080 ,394
HDL -,1422 -1,130 ,263 -,139 ,870
BiT ,0522 ,439 ,662 ,054 ,993

a. Variables predictoras en el modelo: (Constante), ColTotal

b. Variable dependiente: Klotho

Por lo tanto, existe una relacion entre niveles de alfa klotho y lipidos en sangre

(triglicéridos y colesterol total) que es independiente de la funcion hepatica.
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Resultados similares se observan en cirroticos (t= 2.59; p=0.012; beta=-0.30;
Tabla R11), pero no en no cirréticos en los que los niveles de alfa klotho no guardaban
relacion con ningun parametro de funcion hepatica excepto con la bilirrubina (rho=0.22;

p=0.029; Figura R11).

Tabla R11
Coeficientes?
Coeficientes
Coeficientes no estandarizados tipificados
Modelo B Error tip. Betg t Sig.
1 (Constante) 1793,996 331,360 5,414 ,000
ColTotal -6,299 2,430 -,304 -2,5692 ,012

a. Variable dependiente: Klotho

4.6.Relacion con la respuesta Inflamatoria.

Determinamos en este estudio Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
Interleucina 6 (IL6), Interleucina 8 (IL8), como mediadores principales de la respuesta
inflamatoria general, Interleucina 4 (IL4), Interferon gamma (IFNy) como agentes
relacionados con la actividad linfocitaria del tipo Th2 y Thl, respectivamente, y niveles
de proteina C reactiva (PCR) y Malondialdehido (MDA) como expresion de la respuesta
inflamatoria global y de la peroxidacion lipidica. Ademas, también medimos niveles de

PDGF-C y TGF-f como hormonas relacionadas con la fibrogénesis.

Los pacientes alcohdlicos mostraban diferencias muy marcadas de todos estos

parametros al compararlos con controles, excepto el TGF-f (Tabla R12). Dado que los
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limites de deteccion variaban ligeramente en los dos kits empleados decidimos clasificar

esta muestra segun medianas de TNFa.

Tabla R12
Estadisticos de contraste®
PDGF ILB L8 THFalfa PCR IL4 INFG MDA TGFB
U de Manrn-Whitney 207,500 | 236,000 40,500 510,000 | 152,000 | 419,000 | 281,000 895,500 | 811,000
W de Wilcoxon 2267500 | 291,000 | 106,500 | 11936,000 | 167,000 | 474,000 | 336,000 | 1085500 | 5089000
z -4.130 -3,580 -5,008 -1,802 -2464 -2407 -3,360 -3,03 - 444
3ig. asintdt. (hilateral) oo oo oo R 014 018 o a0z 22

2, Variable de agrupacion: Ctrl

Los pacientes cirroticos presentaban niveles de MDA (Z=4.06) y de IL 8 (Z=3.76
p<0.001 en ambos casos; Figura R34 y R35), muy superiores a los pacientes no cirréticos,

mostrando IL6, TNFo e IL4 una tendencia no significativa a estar mas elevadas en estos

pacientes.
Figura R34
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Figura R35

Z=3.76; p<0.001
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Encontramos diferencias significativas al comparar los niveles de IL8 con los
grupos de Child (KW=10,68; p=0.005; Figura R36; Tabla R13) y con el MDA
(KW=13,84; p=0.001; Figura R37; Tabla R14), no encontrando diferencias con los

niveles de IL6, TNFa ni IL4.

113

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del docunento: 3143115 Cédigo de verificacion: Qrtz8ts
Fecha: 07/01/2021 12:35:36

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

ELISA ESPELOSIN ORTEGA
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

07/01/2021 13:14:30

Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

119/209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH
Fecha: 23/02/2021 12:54:20

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

119/ 209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2021/3723
N° reg. oficina: OF002/2021/1467
Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

Figura R36
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Tabla R13
ChildPugh N Media IL8 Desv. tip.
A 65 57,05 176,50
B 24 63,81 91,58

C 8 222,90 332,40

Total 97 72,40 181,38
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Figura R37
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Tabla R14
ChildPugh N Media MDA Desv. tip.
A 109 2,71 2,65
B 36 3,91 2,89
C 19 6,81 6,60
Total 164 3,45 3,60

4.6.1.  Relacién entre alfa Klotho y TNFa

Los niveles de alfa klotho guardan relacion directa significativa con los niveles de
TNFo (rho=0.28; p=0.001; Figura R38), siendo muy significativas también las
diferencias cuando clasificamos el TNFa segun terciles (kw=32.24; p<0.001; Tabla R39)

o segun medianas (Z=5.23; p<0.001; Figura R40).
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Figura R38
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Figura R40
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Si realizamos una comparacion entre niveles de alfa klotho y medianas de los
niveles de TNFa, encontramos diferencias muy significativas entre ambos grupos

(Z=5.10; p<0.001; Tabla R15)

Tabla R15

Estadisticos de contraste®

Klotho
U de Mann-Whitney 1115
W de Wilcoxon 2196
z 5,10
Sig. asintot. (bilateral) ,000
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De forma similar, si comparamos entre niveles de TNFa y medianas de los niveles

de alfa klotho, encontramos igualmente diferencias muy significativas entre ambos

grupos (Tabla R16)
Tabla R16
Estadisticos de contraste®

TNFa

U de Mann-Whitney 2036

W de Wilcoxon 4886

Z -2,932

Sig. asintot. (bilateral) ,003

a. Variable de agrupacion: Percentile

Group of Klotho

Al realizar un analisis de regresion logistica entre niveles de alfa klotho por
encima y por debajo de la mediana, con presencia o no de cirrosis y TNFa clasificado en
terciles, observamos que estos dos tltimos parametros guardan relacion independiente
con alfa klotho aunque jerarquicamente la primera variable seleccionada es la cirrosis

hepatica. Lo mismo se observa al clasificar el TNFo en medianas (Tabla R17).

Tabla R17
1.2, 95% para EXP(B)
B ET. Wald ol Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso1?  Cirrosis 1819 ,364 24,372 1 0o 6,167 2995 12,699
Constante -2.836 613 21,388 1 000 059
Paso 2t Cirosis 2476 485 26,113 1 000 11,396 4,602 30,753
Terciles TNFa 2,374 530 20,083 1 .oon 10,744 3,805 30,342
Constante 6,859 1,293 28,955 1 Jilili} Jilif]

a. Wariable(s) introducidais) en el paso 1 Cirrosis.
b. Yariahle(s) introducidais) en el pasa 2: Terciles TNFa
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4.6.2.  Relacion entre alfa Klotho y MDA

Los niveles de alfa klotho también guardan una relacion directa significativa con

los niveles de MDA (rho=0.24; p=0.002; Figura R41) en la muestra global.

Figura R41

rho=0.24; p=0.002
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4.6.3.  Relacion entre alfa Klotho y parametros relacionados con la

fibrogénesis

Los niveles de alfa klotho guardan una relacion inversa significativa con los
niveles de PDGF-C (rho=-0.42; p=0.001; Figura R42) y TGF-B (rho=-0.39; p<0.001;
Figura R43) en la muestra global.
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Figura R42
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4.6.4. Relacion con la respuesta inflamatoria en pacientes cirroticos.

En pacientes cirrdticos observamos que la relacion entre alfa klotho y TNFa es
atn mas estrecha (rho= 0.53; p<0.001; Figura R44). De forma similar a como ocurria en
el grupo global, los niveles de alfa klotho eran significativamente mas elevados en los
pacientes con valores de TNFa por encima de la mediana (Z=4.53; p<0.001; Figura R45).
Observamos también relaciones inversas mas débiles con INF gamma (rho=-0.29;
p=0.03; Figura R46) e IL 4 (rtho=-0.28; p=0.03; Figura R47), no hubo relacion alguna con

MDA, ni con PCR.

Figura R44
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Figura R45
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Figura R47
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También observamos relaciones inversas entre alfa Klotho y los dos parametros
relacionados con la fibrogénesis: PDGF-C (rho=-0.46; p=0.017; Figura R48) y TGF-B

(rho=-0.75; p<0.001; Figura R49).
Figura R48
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Figura R49
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4.6.5. Relacion con la respuesta inflamatoria en pacientes no

cirroéticos.

La relacion entre los niveles de alfa klotho y los niveles de TNFa también alcanza

la significacion estadistica en los pacientes no cirréticos (rho=0.23; p<0.04; Figura R50).

Figura R50
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En los pacientes no cirroticos encontramos también una elevacion significativa de
la alfa klotho en pacientes con niveles de TNFa por encima de la mediana (Z=3.75;

p<0.001; FiguraR51).
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Figura R51
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No encontramos relacion estadisticamente significativa entre los niveles de alfa
Klotho en pacientes no cirrdticos y el resto de los parametros relacionados con la

respuesta inflamatoria y con la fibrogénesis,
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4.7.Analisis de supervivencia

4.7.1.  Analisis de supervivencia en la muestra global

4.7.1.1. Supervivencia en relacién con la edad, sexo, ingesta

etilica y tiempo de consumo.

En la poblacion global no encontramos que ni el sexo ni la edad ni los parametros
relacionados con la intensidad de la ingesta etilica (gramos de alcohol diarios, afios de
consumo, VCM, GGT) guarden relacion con la supervivencia a excepcion del tiempo de
consumo en la poblacion total (Log Rank=3.23; p=0.072; Breslow=5.02; p=0.025);

Figura R52), no asi en cirroticos.

Figura R52
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4.7.1.2. Supervivencia en relacién con alfa Klotho.

Al clasificar los pacientes segin la mediana de klotho hemos encontrado que
existe una tendencia que roza la significacion estadistica, los pacientes con niveles de alfa
klotho superiores a la mediana tienden a fallecer mas (Log Rank=3.67; p=0.055;

Breslow=3.66; p=0.056) Figura R53).

Figura R53
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4.7.1.3. Supervivencia en relacién con parametros inflamatorios.

Exponemos a continuacion la relacion entre supervivencia y parametros
inflamatorios incluyendo dentro de estos a citoquinas proinflamatorias, citoquinas

derivadas de la activacion de los linfocitos th1 y th2, MDA y PCR.

e TNFa

Al clasificar los pacientes segun la mediana de TNFa hemos encontrado que
niveles mas elevados de TNFa se asocian con una mayor mortalidad (Log Rank= 2.85;

p=0.092; Breslow=5.10; p=0.024; Figura R54).

Figura R54
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e IL-6, IL-8, INF gamma e I1L-4

No encontramos relacion entre mortalidad y mediana de IL-6, IL-8, INF gamma

ni IL-4.

e MDA

Los niveles mas elevados de MDA mostraron una tendencia no significativa a
asociarse a una mayor mortalidad (Log Rank= 2.13; p=0.144; Breslow=3.60; p=0.058;

Figura R51).

e PCR

De forma similar los niveles de PCR mas elevados mostraron una tendencia a

asociarse a una mayor mortalidad (Log Rank=3,67; p=0.055; Breslow= 3.76; p=0.053;

Figura R55).
Figura R55
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4.7.1.4. Supervivencia en relacién con funcién hepatica

Exponemos a continuacion la relacion entre supervivencia y parametros de
progresion de la enfermedad incluyendo dentro de estos a actividad de protrombina,

albiimina, bilirrubina total, Child-Pugh y plaquetas.

e Actividad de protrombina

Encontramos que los pacientes con valores mas bajos de protrombina (peor
funcion hepética) tenian mayor mortalidad precoz (Log Rank= 3.05; p=0.081, Breslow=

6.89; p=0.009; Figura R56).

Figura R56
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e Alblimina

Al clasificar los pacientes segin la mediana de albumina encontramos que los
pacientes con valores mas bajos de albiimina (peor funcién hepatica) tenian mayor

mortalidad (Log Rank= 4.96; p=0.026, Breslow= 4.18; p=0.041; Figura R57).

Figura R57
104 1 Log Rank= 4.96; p=0.026, Breslow= 4.18; p=0.041
HNiveles de albimina
| -{ tiguales o inferiores ala
i mediana
I—'r-—j_‘___ Hiveles de albimina
3 L - 'superiores a la
0,5 ""'L 1 mediana
_5- e +'_]_ it 1-censurado

L] 1 |~ 2-censurado
o + -
n L
3 i
13
3 067 i
L]
o | S
o |
a L“—L —
2 o4 |
= 0.
g i
o
=]
o 1—#—4—»—4—&

0,2

0,0

T T T T
o 20 40 60

Tiempo (meses)

e Bilirrubina total

Al clasificar los pacientes segun la mediana de bilirrubina total no se encontré

relacion con la mortalidad.
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4.7.1.5. Supervivencia en relacion con la progresion de la

enfermedad

e Colesterol total

Al clasificar los pacientes segin la mediana de colesterol total encontramos que
los pacientes con valores mas bajos de colesterol total tenian mayor mortalidad (Log

Rank= 11.73; p=0.001, Breslow= 12.73; p<0.001; Figura R58).

Figura R58
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e GOT

Al clasificar los pacientes segun la mediana de GOT no se encontr6 relacion con

la mortalidad.

e GPTyFA

Ni GPT ni FA mostraron valor prondstico alguno.

e Creatinina

En cambio, niveles mas elevados de creatinina se asocian con una mayor

mortalidad (Log Rank=6.05; p=0.014; Breslow=6.44; p=0.011; Figura R59)

Figura R59
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e Plaquetas
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Al clasificar los pacientes segun la mediana de plaquetas encontramos que los
pacientes con valores mas bajos de cifra de plaquetas tenian mayor mortalidad (Log

Rank=4.09; p=0.043, Breslow= 5.90; p=0.015; Figura R60).

Figura R60
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4.7.1.6. Estado nutricional y supervivencia

Al clasificar los pacientes seglin la escala de valoracion nutricional comentada en
la metodologia no observamos que guardara relacion con la supervivencia. Tampoco se

relacionaron con la supervivencia ni masa grasa ni masa magra (esta ultima variable por
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encima de la mediana guardd relacion con una mayor mortalidad, pero esta relacion

desaparecio al excluir los pacientes con ascitis).

4.7.2.  Anadlisis de supervivencia en pacientes cirréticos

4.7.2.1. Supervivencia en relacion con alfa Klotho

En pacientes cirroticos observamos que estas diferencias son mucho mas
significativas (Log Rank=5.60; p=0.018; Breslow=3.99; p=0.046; Figura R61), los

pacientes con niveles de alfa klotho superiores a la mediana fallecen mas.

Figura R61
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4.7.2.2. Supervivencia en relacién con parametros inflamatorios.

e TNFa.

En pacientes cirréticos niveles superiores de TNFo se asociaron con mayor

mortalidad (Log Rank= 3.89; p=0.048; Breslow=4.03; p=0.045; Figura R62).

Figura R62
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e IL-6, IL-8, INF gamma, IL-4 y MDA.

En el subgrupo de cirréticos no observamos que ninguno de los citados parametros

tenga valor prondstico.
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4.7.2.3. Supervivencia en relacién con funcién hepatica

e Actividad de protrombina.

En cirréticos los niveles de protrombina no se relacionaron con mayor mortalidad.

e Albtimina.

Al evaluar solo el subgrupo de pacientes cirréticos segun la mediana de albimina
encontramos que los pacientes con valores mas bajos de albumina (peor funcion hepatica)
tendian a tener mayor mortalidad (Log Rank= 3.59; p=0.058, Breslow= 3.32; p=0.068;

Figura R63).

Figura R63
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e Bilirrubina total.

En el subgrupo de cirréticos al clasificar los pacientes segun la mediana de

bilirrubina total no se encontr6 relacion con la mortalidad.

4.7.2.4. Supervivencia en relacion con la progresion de la

enfermedad

e Colesterol total en cirroticos

Al clasificar los pacientes segun la mediana de colesterol total encontramos que
los pacientes con valores més bajos de colesterol total tenian mayor mortalidad (Log

Rank= 7.35; p=0.007, Breslow= 7.34; p=0.007; Figura R64).

Figura R64
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e GOT en cirréticos

Al clasificar los pacientes segun la mediana de GOT no se encontr6 relacion con

la mortalidad.

e GPT y FA en cirréticos

Ni GPT ni FA mostraron valor pronostico alguno.

e Creatinina en cirréticos

En pacientes cirréticos niveles mas elevados de creatinina se asocian con una

mayor mortalidad (Log Rank=4.25; p=0.014; Breslow=5.86; p=0.015; Figura R65).

Figura R65
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e Plaquetas en cirréticos

Rank= 5.65; p=0.017, Breslow= 5.58; p=0.018; Figura R66).

Figura R66
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4.7.3. Analisis Multivariante

Klotho y TNF como variables dicotomicas.

Tabla R18

Variables en la ecuacion

Los grupos de Child-Pugh fueron la tnica variable que mostr6 una relacion
independiente con la mortalidad (beta = 0.40; p = 0.02; RR = 1.48 (1.05-2.10); Tabla

R18) cuando se evalué mediante el modelo de regresion de Cox, introduciendo también

94,0% |C para Exp(B)

B ET Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superiar
Paso1  ChildPugh 394 178 5,045 1 025 1,482 1,051 2,090
Variables fue no estan en la ecuacion®
Puntuacion gl Sig.
Faso 1 MedianaKlotho 1,449 1 229
MedianaTHF 2,508 1 13

Tabla R19

Variables en la ecuacion

a. Chi-cuadrado residual = 2,985 con 2 gl Big. = 2248

Realizando el mismo analisis solo en cirréticos observamos que alfa Klotho
clasificado en medianas desplaza a los grupos de Child: Klotho sobre la mediana (574.4

pg/mL) se asocid a una mayor mortalidad (p = 0.04; RR =3.49 (1.05-11.59); Tabla R19)

95,0% IC para Exp(B)
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a. Chi-cuadrado residual = 2 B65 con 2 gl Sig. = 264

B ET Wald al Sig. ExpiB) Inferior Superior
Paso 1 MedianaKlotho| 1,249 A13 4159 1 041 3488 1,080 11,5490
Variables gue no estan en la ecuacion®
Puntuacion gl Sig.
Faso 1 MedianaTHF 838 1 333
ChildPugh 1,114 1 291
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Si realizamos el mismo modelo de regresion de cox afiadiendo la mediana del
colesterol Total en la poblacion global, observamos que el colesterol total y el indice de
Child-Pugh son las variables que se seleccionan en el andlisis multivariante. Es necesario
hacer constar que el colesterol total por encima de la mediana se asocia a una menor

mortalidad (RR=0.39; 1Q 0.21-0,71; Tabla R20).

Tabla R20
Variables en la ecuacion
95 0% IC para Exp(B)
B ET Wiald al Sig. Exp(B) Inferiar Superior
Paso1  NColTota -,952 31 9,369 1 00z 386 210 710
Paso2  ChildPugh 358 182 3,981 1 049 1,431 1,002 2,043
NColTota -a13 312 8,579 1 003 401 218 739

Al anadir las variables plaquetas y edad encontramos un resultado practicamente idéntico

(RR=0.39; IQ 0.22-0,70; Tabla R21).

Tabla R21

Variables en la ecuacion

95 0% IC para ExpiE)

B ET Wald al Sig. ExpiE) Inferior Superior

Paso1  NColTota 934 287 10,614 1 001 393 224 689
Paso2  ChildPugh (367 172 4,531 1 033 1,444 1,030 2,024
NColTaota -,884 288 8,433 1 ;002 413 235 726

Si realizamos el mismo modelo de regresion de COX afadiendo la mediana del
colesterol Total en cirrdticos, nos encontramos que la tnica variable que muestra una

relacion independiente con la mortalidad es el colesterol total (beta = -1.19; p = 0.03).
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Siendo necesario destacar de nuevo que son los niveles elevados de colesterol total los

que se asocian a una menor mortalidad (RR = 0.31 (0.11-0.88; Tabla R22).

Tabla R22

Variables en la ecuacidn

98,0% IC para Exp(B)
B ET Wald gl Sig. Exp(E) Inferior Superiar
Faso1  MNColTota -1,186 G542 4,793 1 028 305 06 883

Un resultado parecido se obtiene también cuando afiadimos las variables plaquetas

y mediana de edad (RR=0.29; 1Q 0.11-0,76; TablaR23).

Tabla R23

Variables en la ecuacidn

95,0% [C para Exp(B)
B ET Wald gl Sig Exp(B) Inferiar Superior
Paso1  NColTaota -1,225 487 6,320 1 012 204 13 763

Al afiadir la variable creatinina observamos que esta variable se relaciona de forma

independiente con la supervivencia después del colesterol (RR=0.37; IQ 0.21-0.66; Tabla

R24).
Tabla R24
Variables en la ecuacion

95,0% |C para Exp(B)
E ET Wald al Sig. Exp(B) Inferior Superiar
Paso!  MNColTota -992 292 11,810 1 o1 37 ,204 658
Paso2  MColTaota -993 293 11,497 1 o1 370 ,204 658
MY 77 281 6,481 1 11 2,047 1,174 3,555
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Esto se observa también en pacientes cirroticos (RR=0.29; 1Q 0.11-0.76; Tabla

R25)
Tabla R25
Variables en la ecuacidn
95,0% IC para Exp(B)
E ET Wald gl Sig. ExpiB) Infarior Superior
Paso1  NColTota -1,225 487 6,320 1 ma 294 A13 783
Paso2  NColTota -1,207 487 6,135 1 03 ,299 115 I
NCr 703 \365 3713 1 054 2,021 988 4133
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5. DISCUSION

La proteina alfa Klotho, en virtud de lo expuesto en la introduccion de este trabajo,

podria jugar un papel importante en el paciente alcoholico. En efecto,

sKL tiene funciones como ahorrador de calcio, por lo que
podria ejercer alguna accion en los pacientes alcohdlicos ya que el calcio
es un elemento generalmente deficiente en los mismos, involucrado en la
patogenia de la osteoporosis asociada con el alcoholismo. Este aspecto no
ha sido abordado en el presente trabajo, ya que hubiera sido necesario para
interpretar correctamente los resultados haber analizado también el
comportamiento de otras moléculas como FGF23, PTH, osteocalcina, etc.

sKL podria gracias a sus propiedades neuroprotectoras
contrarrestar los efectos del etanol en cerebro como la atrofia cerebral. Este
tema ya ha sido abordado en otros estudios, por lo que no lo hemos
incluido en el presente trabajo. En concordancia con el efecto
neuroprotector seflalado encontramos una relacion inversa entre Klotho y
atrofia cerebral especialmente en cirréticos (Gonzalez-Reimers et al.,
2018)
La hipertension es comun en alcohdlicos y sKL posee acciones
vasculoprotectoras relacionadas con sus efectos antioxidantes y
antiinflamatorios y de regulacion del canal de calcio en los vasos.
Ademds, el consumo de etanol esta asociado con miocardiopatia,
ejerciendo el sKL una accién protectora frente a la hipertrofia y

remodelacion cardiaca.
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En el presente trabajo no hemos encontrado que la sKL guarde relacion con los
factores de riesgo vascular. Ello en cierta manera contraviene los resultados publicados
en la literatura (Lim et al., 2019). Xie et al (2015) encuentran un efecto protector frente a
la miocardiopatia en pacientes urémicos. Nowak et al (2014), encuentran también una
relacion inversa entre niveles de klotho y fibrilacion auricular, aunque el principal factor
protector fue la FGF23. (Lim et al., 2019; Nowak et al., 2014; Xie et al., 2015b). En un
trabajo previo de nuestro grupo encontramos también que los niveles de alfa Klotho mas
elevados estaban presentes en los pacientes sin fibrilacion auricular (Quintero-Platt et al.,

2017).

En el presente trabajo es llamativo la relacion entre Klotho e HVI. La HVI es un
factor de riesgo vascular asociado basicamente a hipertension arterial. Confiere a quien
la sufre un cuadro de insuficiencia cardiaca izquierda de tipo diastélico, al aumentar la
rigidez de la pared ventricular e impedir un correcto llenado. Sin entrar aqui en discusion
acerca del riesgo vascular asociado al alcoholismo, si que hemos de decir que nuestra
experiencia no confirma el aforismo largamente asumido de que el alcohol protege al
corazon (Quintero-Platt et al., 2015), y menos aun que la cirrosis conlleve un papel
protector adicional derivado del defectuoso catabolismo de sustancias vasodilatadoras por
parte del higado enfermo (Bolognesi et al., 2014). Esto no es asi, ya que en el presente
trabajo la proporcion de hipertensos en los cirrdticos es incluso algo mas elevada que en
los no cirréticos (45% vs 35%; x2=1.27; NS). (Henriksen & Moller, 2006)Lo cierto es
que el Klotho alto se asocia a menos HVI en concordancia con lo observado por Xie et al
(2015). En la cirrosis hepatica la prevalencia de HVI puede ser muy elevada (Stundiene
et al., 2019) y no guarda necesariamente relacion con la hipertension, constituyendo su
patogenia un campo de investigacion abierto. En nuestro estudio la prevalencia de HVI

es similar en los dos grupos, cirrdticos y no cirréticos (x2=0.29), y los niveles de Klotho
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eran mas bajos en los que tenian HVI. Esta relacion del sKL con la HVI parece ser
independiente de la relacion del Klotho con la cirrosis, tal como se observa al realizar una

regresion logistica entre HVI por un lado y percentil de Klotho y cirrosis por otro.

En relacion con el riesgo vascular hay que considerar también la dislipemia. En
nuestro estudio encontramos que los niveles de Klotho eran significativamente mas
elevados en pacientes sin dislipemia. Este resultado concuerda con lo referido en la
literatura (Lee, Eun Young et al., 2014). Incluso existen datos experimentales que apoyan
un efecto inhibitorio de la dislipemia sobre la expresion renal de Klotho (Sastre et al.,

2013).

Un conocido factor protector vascular es la homocisteina. Este aminoacido guarda
estrecha relacion con los niveles de vitamina B12. En nuestro estudio no encontramos
relacion entre Klotho y homocisteina, pero si una relacién directa con los niveles de

vitamina B12.

En resumen, parece que en el presente trabajo los niveles de Klotho se comportan
en relacion con el riesgo vascular, de manera similar a lo referido en la literatura, es decir,

ejerciendo un efecto protector que parece independiente de la funcion hepatica.

sfeskeok skoskokok

Klotho estrés oxidativo y citocinas

En el alcoholico cronico especialmente si es cirrotico, hay una continua
estimulacion de la produccion de citocinas proinflamatorias, que depende basicamente de
la traslocacion bacteriana, que estd incrementada en estos pacientes, y del propio

metabolismo del etanol, que se asocia a una produccion excesiva de ROS y por lo tanto,
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de la actividad del factor de transcripcion nuclear NF kB, proceso clave en la induccion

de la sintesis de citocinas, como sefialamos en la introduccion de este trabajo.

En nuestro estudio llama poderosamente la atencion la elevacion del alfa Klotho
en pacientes cirroticos. Ademas, esta elevacion es aun mas acusada en pacientes con
descenso de la actividad de protrombina, de los niveles de albimina y de la cifra de
plaquetas: es decir, los niveles de alfa Klotho suben mas en aquellos pacientes con datos
sugestivos de una mayor progresion de la enfermedad hepatica alcohdlica. Estos
resultados no solamente se observan en la poblacion global, sino también en el subgrupo
de cirréticos, lo que refuerza ain mas la importancia del deterioro funcional hepatico en

el ascenso de los niveles de Klotho.

En cierto sentido este hallazgo es contrario a lo esperado. Al ser la cirrosis una
enfermedad cronica, potencialmente mortal, puede equipararse a otras situaciones
clinicas caracterizadas por lento y progresivo deterioro funcional, como por ejemplo la
demencia vascular, enfermedad de Alzheimer, conectivopatias con afectacion cerebral
(Ushigusa et al., 2016), o enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes, insuficiencia renal
cronica o cancer. En todas ellas se ha descrito un descenso de los niveles de Klotho, que
contrastan con nuestros resultados. Asi por ejemplo en enfermedad de Alzheimer se ha
observado en modelos experimentales que el sSKL ejerce un efecto protector (Masso et
al., 2015), fenémeno que también se ha observado en otras enfermedades
neurodegenerativas (Moos et al., 2020; Torbus-Paluszczak et al., 2018). Desciende
también en las fases tempranas en la nefropatia diabética (Kim, S. S. et al., 2016; Lee, E.
Y. et al., 2014), y parece jugar un efecto protector frente a la progresion del
hepatocarcinoma (Sun et al., 2015). Incluso en modelos experimentales de colitis se ha

encontrado un descenso de sKL (Thurston et al., 2010).
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El sKL inhibe la via metabolica del TGF-beta (Ding et al., 2019), por lo que
tedricamente ejerce un efecto antifibrogénico. Por eso en la cirrosis hepatica los niveles
de Klotho deberian estar descendidos. Sin embargo, el comportamiento de la sKL en la
cirrosis ha sido escasamente estudiado, y no se ha encontrado diferencias con los
controles (Prystupa et al., 2016), lo que contrasta fuertemente con nuestros resultados. El
estudio del comportamiento de la KL en la cirrosis es de sumo interés, ya que alguno de
los factores patogénicos que juegan un papel esencial en el desarrollo de esta enfermedad
en el alcohdlico pueden verse fuertemente influidos por las acciones del Klotho. Entre
ellos cabe destacar la lesion mediada por un exceso de ROS, que pueden ser
contrarrestados por las acciones antioxidantes del sKL ya comentadas previamente, y el
efecto de las citocinas proinflamatorias, que podria neutralizarse por las acciones

antiinflamatorias del KL, ya mencionadas también con anterioridad.

Hemos encontrado, de forma aparentemente paradojica, una elevacion de los
niveles de alfa Klotho en cirréticos. Este resultado parece contradecir el concepto de alfa
Klotho como hormona protectora, antienvejecimiento y promotora de longevidad,
atributos que obedecen en gran parte a su efecto antioxidante (ya comentamos que inhibia
la producciéon de ROS e incrementaba la actividad de los sistemas antioxidantes) e
inhibitorio de la sintesis de citocinas. Por ello cabria esperar, en concordancia con lo
encontrado por otros autores (Hui et al., 2017), que los niveles de alfa Klotho guardaran
una relacion negativa con los de varias citocinas proinflamatorias. Sin embargo, en
nuestro estudio esto no es asi. Pese a lo comentado, y pese al efecto inhibitorio de las
propias citocinas inflamatorias sobre la sintesis de Klotho, los niveles de esta hormona
guardan relacion directa con los de citocinas como el TNF, asociandose claramente los
niveles de Klotho por encima de la mediana con los de TNF por encima de la mediana.
Esto podria tener una razon fisiopatologica: no podemos olvidar a este respecto que el
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TNF, si bien inhibe la expresion del gen de la alfa Klotho, también promueve la liberacion
de la porcion soluble de la proteina transmembrana y, por lo tanto, de sKL, al activar la

accion de las metaloproteinasas ADAM 10 y ADAM 17.

Este mecanismo podria explicar la relacion directa encontrada. Al menos, esta
hipotesis se basa en hechos documentados. En el terreno puramente especulativo podria
pensarse también que en situaciones caracterizadas por secrecion cronica continuada de
citocinas proinflamatorias tal vez se produzca un aumento compensatorio de la sintesis
/secrecion de alfa Klotho, por mecanismos indirectos o aun poco conocidos, destinado a

bloquear los efectos de estas citocinas proinflamatorias.

Lo cierto es que no es nuestro trabajo el tnico en el que se encuentra un resultado
de este tipo. Asbdelmalik et al, en pacientes con sepsis severa, encuentra que la alfa
Klotho se eleva en el transcurso de la enfermedad e incluso tiene valor prondstico: pese
a su caracter, repetimos, de hormona antienvejecimiento y de la longevidad, niveles
elevados de alfa Klotho, en pacientes sépticos se asocian a una mayor mortalidad
(Abdelmalik et al., 2018). De hecho, los autores consideran a la alfa Klotho como un
marcador de la respuesta frente al estrés organico, algo asi como un reactante de fase
aguda. Algo similar fue referido por Donousti et al quienes observaron un incremento no
significativo de Klotho en pacientes infectados (Dounousi et al., 2016). Ademas, en
modelos experimentales murinos en los que se indujo una sepsis por Gram negativos se
observo que las cepas deficitarias en Klotho (modelos haploinsuficientes, heterocigotos
de ratones) mostraban una evolucion mucho mas grave, con mayor dafo multisistémico
y mayor intensidad de la respuesta inflamatoria (Jorge et al., 2019). En un sentido
parecido hay que enmarcar los resultados obtenidos por Yang et al (2020) y Chen et al

(2018), que reportan que el déficit de Klotho agrava la lesion miocardica en la sepsis, y
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la administracion de Klotho mejora el fracaso renal , como también han demostrado Jou-
valencia et al (2018) y liu et al (2019), y ya antes (2013) apuntaron Inoue et al al encontrar
niveles elevados de citocinas proinflamatorias en ratones deficitarios en Klotho. En

definitiva, la deficiencia de Klotho agrava la lesion multiorganica.

En los modelos experimentales antes citados, y, por lo general, los niveles de
Klotho estan bajos en pacientes sépticos. Estudios longitudinales, como el de Donousi et
al (2016) sugieren que los niveles de sKL se van elevando y alcanzan un pico maximo en
el punto algido de la evolucion de la enfermedad. Es decir, los niveles de Klotho parecen
proteger del fracaso multiorganico, pero no en todos los casos, y desde luego, no en todo
momento, se elevan en la sepsis, pero los datos comentados sugieren la presencia de algun
mecanismo compensatorio subyacente promotor de su elevacion, tal vez relacionado con
la intensidad de la respuesta inflamatoria, apoyando en este sentido la hipotesis antes

comentada.

En los alcohdlicos no cirrdticos los niveles de sKL estan incluso mas bajos que en
controles, y desde luego, mucho mas bajos que en cirrdticos, en los que el KL se eleva.
Como comentamos, el alcoholismo sin cirrosis también es una situacion proinflamatoria
(Gonzalez-Reimers et al., 2014), pero muchos estudios encuentran que los niveles de
citocinas realmente se elevan mas y su expresion genética es mas marcada en cirroticos
(Emilie et al., 1996), y esta aseveracion es valida tanto para las citocinas proinflamatorias
como para las antiinflamatorias. Ademas, en general, guardan relacion con la severidad
de la hepatopatia, aunque no existe concordancia absoluta a este respecto (Albillos et al.,
2014; Dirchwolf & Ruf, 2015; Fischer et al., 2017; Martinez-Esparza et al., 2015) entre
otros muchos. Todo esto tiene una base fisiopatologica clara: si bien el metabolismo del

etanol es comun a alcoholicos cirréticos y no cirréticos, en los cirréticos el incremento de
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la permeabilidad intestinal es mayor, porque la hipertension portal la favorece, y por eso
cabe pensar que la endotoxemia también lo es en sangre portal (Arab et al., 2018). En los
cirrdticos, ademas, al haber shunt porto-sistémico, el antigeno escapa a la célula de
Kupffer. En este sentido vale la pena recalcar que el sistema de Kupffer esta hiperplasiado
en estos pacientes, pero la sangre escapa sin ser “detoxificada” a la circulacion sistémica
por la presencia de los shunts porto- suprahepaticos y porto- arteriales tan caracteristicos

de la cirrosis (Martin, E. C. et al., 1979).

Desconocemos qué umbral de citocinas o qué relacion entre mediadores
proinflamatorios/antiinflamatorios pueden verse hipotéticamente involucrados en la
regulacion de la secrecion de Klotho. Los datos referidos previamente a las situaciones
de sepsis, tanto experimentales como en humanos sugieren que la elevacion de Klotho
aparece en determinado momento, no desde el principio de la enfermedad. Es probable
que esta estimulacion compensatoria — o la actividad incrementada de las metaloproteasas
tipo ADAMTS- s6lo empiece a observarse en fases avanzadas del proceso inflamatorio,
bien por un aumento marcado de citocinas proinflamatorias, o por una respuesta
reguladora de citocinas antiinflamatorias. Lo cierto es que los pacientes cirrdticos, en
este estudio, mostraban niveles mas elevados de todas las citocinas, especialmente de IL-
8, y también de los niveles de MDA. Ademas, la relacion de los niveles de Klotho con
estas citocinas es estrecha. Todos estos resultados apoyan que realmente los niveles de
sKL aumentan, tal vez de forma compensatoria, en respuesta a una situacion
proinflamatoria, ya sea por incremento de la actividad de las metaloproteasas, ya por un
incremento de la sintesis por mecanismos aun desconocidos. Como ya dijimos, el primer
efecto ha sido demostrado para el TNF, que sepamos, pero no para el resto de citocinas,
y la segunda posibilidad ha sido defendida, como hipotesis, por otros autores como
Donousi (2016) o Abdelmalik (2018).
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En esos dos estudios se observo que, en pacientes criticos, los niveles de alfa
Klotho iban ascendiendo a medida que progresaba la enfermedad, de forma paralela a la
respuesta inflamatoria. Por eso Abdelmalik et al (2018) encuentra que los niveles mas
elevados de Klotho se asocian a una mayor mortalidad. Probablemente esa relacion o
asociacion sea indirecta, es decir, reflejando un aumento compensatorio, aunque en los

citados trabajos los resultados sugieran un efecto directo.

En nuestro estudio se repite un resultado similar: mueren mas aquellos pacientes
con niveles de alfa Klotho mas elevado, especialmente si son cirrdticos. Es de destacar
que estos resultados se observan no solamente en el analisis univariante, sino que también

se observan en una regresion de Cox, sugiriendo un efecto independiente.

Diversos autores han analizado el valor pronéstico del Klotho y han encontrado
que son los niveles bajos de esta los que se relacionan con una mayor mortalidad (Margais
et al., 2017); Lu & Hu (2017) en pacientes con insuficiencia renal cronica; Yan et al
(2017) en modelos experimentales de cancer de ovario; en ese estudio los ratones klotho
-/- con tumores tenian niveles mas elevados de I1-6). Otros estudios observacionales y
experimentales encuentran lo mismo, es decir, que niveles bajos de alfa Klotho se asocian
a mayor mortalidad, en concordancia con las propiedades antienvejecimiento y
antioxidantes atribuibles al Klotho desde los primeros estudios con esa molécula (Kuro-
0, M. etal., 1997). Sin embargo, en el estudio de Ludwigshafen (Brandenburg et al., 2015)
que incluye casi 3000 pacientes, el SKL carece de valor prondstico en pacientes con
funcion renal normal, incluso comparando primer con cuarto cuartil de Klotho. También
debe destacarse en ese estudio que los niveles de Klotho de los casi 1200 diabéticos

estaban elevados (no descendidos, como cabria esperar). Por lo tanto, al menos en
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algunos trabajos hay discordancia entre los modelos experimentales (muchos en animales

klotho -/-) y las observaciones clinicas.

El hallazgo de una relacion directa entre TNF y Klotho nos indujo a analizar si
también existia una relacion entre Klotho y citocinas especificamente involucradas en la
fibrogénesis, encontramos como ya se indicé una relacion altamente significativa con el
TFGbeta y el PDGF, pero inversa. Estos resultados concuerdan con lo referido en la
literatura acerca del efecto inhibitorio que ejerce la alfa Klotho sobre la expresion de
TFGbeta (Doi et al., 2011b), habiéndose asociado de esta manera a la inhibicion de la
fibrogénesis renal. No obstante, debemos sefialar que el efecto sobre la fibrogénesis
hepatica y/o sus mediadores no ha sido estudiado tal como consta en una revision reciente
(Mencke et al., 2017). Por lo tanto, el Klotho muestra un comportamiento dentro de “lo

esperado”, ya que guarda relacion inversa con los marcadores de fibrogénesis.

Llamativamente no encontramos relacion entre alfa Klotho y estado nutricional.
La alfa Klotho interviene como factor protector frente a la sarcopenia promoviendo la
regeneracion muscular especialmente en jovenes (Sahu et al., 2018). Por eso cabria
esperar que niveles elevados de klotho pudieran contrarrestar la sarcopenia asociada al
alcoholismo, complicacion observada hasta en un 40% de los alcohdlicos (Martin, F. &
Peters, 1985). En el presente trabajo hemos encontrado una relacion positiva con la masa
magra total y en el tronco que parece realmente obedecer a la presencia de retencion
hidrosalina (al menos en lo que a masa magra total se refiere). La densitometria no
distingue entre agua libre y agua tisular y por ello la presencia de edemas y/o ascitis
distorsiona los resultados; de hecho, el parametro que mejor estima la masa magra real es

la masa magra en miembros superiores.

Tampoco hemos encontrado relacion del sKL con la masa grasa.

158

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3143115 Cb6digo de verificacioéon: Qrtz8ts

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers Fecha: 07/01/2021 12:35:36
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ELISA ESPELOSIN ORTEGA 07/01/2021 13:14:30

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

164 /209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 23/02/2021 12:54:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

164 /209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2021/3723
N° reg. oficina: OF002/2021/1467
Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

Diversos estudios han relacionado los niveles de Klotho con el sindrome
metabolico, encontrando una relacion inversa, es decir, niveles de Klotho mas bajos en
pacientes con sindrome metabolico (Kim, H. J. et al., 2019). Sin embargo, en el estudio
de Kim et al no hubo relacion con la presencia de dislipemia, como si hemos encontrado
nosotros. Esto puede tener importancia ya que la dislipemia puede asociarse a enfermedad
cardiovascular que se relaciona a su vez con bajos niveles de Klotho como han
demostrado Memmos et al (2019) y Navarro-Gonzalez et al, (2014). Dicho sea de paso,
en otro trabajo realizado por este grupo los niveles bajos de Klotho se asociaban a una
situacion proinflamatoria caracterizada por IL10 descendida y PCR y TNF elevados

(Martin-Nufiez et al., 2020).

Como comentamos encontramos relacion entre alfa Klotho y dislipemia. En
concordancia con el riesgo vascular asociado a bajos niveles de Klotho observamos una
relacién inversa entre colesterol total y LDL. Sin embargo, el valor prondstico del

colesterol en nuestro estudio amerita un comentario.

En el presente estudio encontramos que los pacientes con niveles mas bajos de
colesterol total tenian mayor mortalidad, tanto en cirrdticos como en no cirrdticos.
Ademas, al realizar un analisis multivariante introduciendo las variables colesterol total,
Klotho, TNF, clasificacion de Child-Pugh, plaquetas, edad y creatinina, es el colesterol

total (bajo) la variable que se relaciona independientemente con la mortalidad.

Es bien conocida la relacion entre colesterol elevado y el aumento de mortalidad
cardiovascular (Castelli et al., 1992; Nam et al., 2006). Sin embargo, en nuestro estudio
en pacientes alcohélicos encontramos lo inverso: niveles mas bajos de colesterol se
relacionan con una mayor mortalidad. Esto se ha encontrado también tanto en pacientes

con insuficiencia cardiaca aguda como cronica (Bonilla-Palomas et al., 2016), y en
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estudios mas amplios que analizaron todas las causas de muerte y la relacion con el
colesterol bajo, encontrando asociaciones significativas de riesgo inverso entre el decil
de colesterol mas bajo y las muertes por todas las causas y sin enfermedad cardiovascular
(Taravatmanesh et al., 2019). Seglin una revision sistematica de mas de 20 estudios de
cohortes, existe una asociacion clara, tanto para hombres como para mujeres, entre niveles
particularmente bajos de colesterol y la tasa de mortalidad no coronaria (Simes, 1994).
En pacientes con enfermedad renal en etapa terminal se encontrd que el colesterol bajo
afectaba a la mortalidad no cardiovascular (Chmielewski et al., 2011). Varios estudios
han demostrado que los niveles bajos de colesterol son un factor de riesgo para la sepsis
(Grion et al., 2010; Guirgis et al., 2016; Lagrost et al., 2014; Lee, Sang Hoon et al., 2015),
incluso en un trabajo reciente se ha encontrado que los niveles de colesterol son
significativamente mas bajos en los pacientes con sepsis y bacteriemia con cultivo
positivo (Black et al., 2020). En lo relativo a estudios que analicen los niveles bajos de
colesterol y la mortalidad por enfermedades relacionadas con el alcohol algunos autores
encuentran una relacion negativa entre la mortalidad relacionada con el alcohol y el
colesterol medido a intervalos de 2 afios, pero no medido al inicio o cuando se controlaron
otros factores de confusion (Fagot-Campagna et al., 1997). Otros autores no encontraron
asociacion (Kozarevic et al., 1981) , mientras que por otra parte diferentes investigadores
reportan una asociacion negativa entre el colesterol basal y la cirrosis hepatica (Chen, Z.

etal., 1991; Neaton et al., 1992; Wannamethee et al., 1995).

Siendo conocidos los efectos proaterogénicos del exceso de colesterol en sangre,
los resultados comentados son paraddjicos. Concuerdan sin embargo con varias
observaciones, algunas que comentaremos mas abajo, que reportan que un descenso del
colesterol a lo largo del tiempo, o niveles de colesterol persistentemente bajos se asocian
a una mayor mortalidad (Jeong et al., 2018); o que en individuos mayores de 65 afios la

160

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 3143115 Cb6digo de verificacioéon: Qrtz8ts

Firmado por: Carlos Emilio Gonzéalez Reimers Fecha: 07/01/2021 12:35:36
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
ELISA ESPELOSIN ORTEGA 07/01/2021 13:14:30

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Maria Candelaria Martin Gonzélez 08/01/2021 09:03:52
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

166 / 209

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3235260 Codigo de verificacion: nJ5SFCH

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 23/02/2021 12:54:20
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

166/ 209



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2021/3723
N° reg. oficina: OF002/2021/1467
Fecha: 23/02/2021 13:13:03

Alfa-Klotho, inflamacion y mortalidad en pacientes alcoholicos.

mortalidad por cancer es menor en individuos con colesterol elevado (Newson et al.,
2011); o —mas sorprendente aun- que la mortalidad cardiovascular también se asocia a
niveles bajos de colesterol (Nago et al., 2011). Se enmarcan en la denominada
epidemiologia inversa, fenomeno que tiene dificil interpretacion y que ha generado
diversas hipotesis. Asi, se ha sugerido que estos resultados podrian explicarse de diversa

manera.

El colesterol bajo no se asociaria per se a una mayor mortalidad, sino que seria
mas bien un marcador subrogado de la presencia de procesos sistémicos severos
asociados a mal pronoéstico. Esta hipotesis se ve apoyada por los resultados de un estudio
longitudinal danés en el que se observaba que el desarrollo de una enfermedad severa se
asociaba a reduccion de los niveles de colesterol (Bathum et al., 2013), o por un estudio
en pacientes con insuficiencia renal cronica en los que se postula que la liberacion de
citocinas proinflamatorias asociadas a la uremia terminal y malnutricién acompafiante

provocan descenso del colesterol (Liu, Y. et al., 2004).

Esta hipotesis concuerda con los resultados observados en este estudio: existio una
relacion altamente significativa entre funcion hepatica y niveles de colesterol. Es decir,
la producciéon de colesterol por parte del higado disminuye, sobre todo en la cirrosis,
disminuyendo el nivel de colesterol sérico y por otro las deficiencias nutricionales
comunes en el gran bebedor también podrian disminuir el colesterol total en suero. No
obstante, en el analisis multivariante el colesterol bajo queda seleccionado como variable
independiente. Como sugiere Simes, existe la posibilidad de que parte del aumento del

riesgo se deba al bajo colesterol (Simes, 1994)

La asociacion inversa entre colesterol total y mortalidad se podria explicar

también por la capacidad de las lipoproteinas de modular la actividad inflamatoria, cuya
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participacion en la fisiopatologia y en la progresion del sindrome ha sido bien establecida.
Determinadas citocinas, como el TNFa, causan hipocolesterolemia tanto por disminucion
de la sintesis hepatica de lipoproteinas como por el incremento de la actividad del receptor
de las lipoproteinas de baja densidad. En nuestro estudio la relacion inversa entre
colesterol total y citocinas proinflamatorias fue altamente significativa (rho=-0.27,
p<0.01), y también las observadas entre HDL colesterol y TNF-alfa (rho=-0.24), IL-6
(rho=-0.22), e IL-8 (tho=-0.30; p<0.01 en todos los casos), en concordancia por lo tanto
con las observaciones de Liu et al (2004) en pacientes con insuficiencia renal crénica. Y,
como antes sefialamos también debe destacarse la fuerte relacion inversa entre Klotho y

colesterol total, LDL colesterol y HDL colesterol.

En sentido inverso, una baja concentracion de lipoproteinas determina un
incremento de la actividad inflamatoria: las lipoproteinas poseen la capacidad de unir y
neutralizar endotoxinas bacterianas (lipopolisacaridos) (Khovidhunkit et al., 2004)que,
en el paciente alcohdlico, son producto de la traslocacion bacteriana intestinal. Como ya
hemos comentado estas endotoxinas son potentes activadores de la actividad inflamatoria.
Cuanto menor sea la concentracion de lipoproteinas, menor sera la capacidad moduladora
de la actividad inflamatoria. Una posible explicacion para el aumento de mortalidad a
largo plazo con un bajo nivel de colesterol es la incapacidad de eliminar las toxinas

bacterianas del torrente sanguineo.
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6. CONCLUSIONES

1. En concordancia con estudios previos de nuestro grupo los niveles de alfa
klotho estaban marcadamente mas elevados en cirréticos, guardando una relacion directa
con el deterioro de la funcion hepatica. En cambio, se relacionaban de forma inversa con

hormonas involucradas en la fibrogénesis como TGFbeta y PDGF.

2. Los niveles de alfa klotho guardan relacion estrecha directa con los niveles
de TNF alfa. Aunque los niveles de TNF son también superiores en cirroticos que en no

cirrdticos, la relacion del klotho con los mismos es independiente de la cirrosis hepatica.

3. La mortalidad en nuestra serie fue elevada (33,52%). Los niveles elevados

de alfa Klotho se asociaron a mayor mortalidad en cirréticos.

4. En el grupo total de pacientes el primer factor relacionado de forma
independiente con una mayor mortalidad fue el colesterol total por debajo de la mediana,

desplazando incluso a la edad y al indice de Child Pugh.

5. Existe una relacion inversa entre niveles de alfa klotho y lipidos en sangre

(triglicéridos y colesterol total) que es independiente de la funcion hepatica.

6. Los niveles de alfa klotho guardaron relacion estrecha con la hipertrofia
ventricular izquierda, aunque en un analisis multivariante se observa que dicha relacion
depende de la presencia de cirrosis. No hubo relacion con ningin otro de los parametros

relacionados con el riesgo vascular.
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