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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

Resumen

El objetivo de este estudio experimental es el de analizar la incidencia de la
traslocacion bacteriana y determinar la respuesta inflamatoria en 20 pacientes
cirréticos sometidos a trasplante hepatico. Pensamos que un subgrupo de pacientes
mostrara traslocaciéon de antigenos bacterianos en sangre pudiendo comprometer su
respuesta inmune y, por tanto, la evolucion del trasplante. Los resultados confirman la
existencia de traslocacion bacteriana en un subgrupo de pacientes cirréticos y una tasa
creciente en los dias siguientes a la cirugia. Esto se asocia a una respuesta inflamatoria
sistémica elevada y podria suponer un marcador de peor evoluciéon del trasplante en

pacientes con cirrosis.

Summary

The aim of the present study has been to identify the translocation of bacterial DNA
and the associated immune response in blood of decompensated cirrhotic patients
undergoing liver transplant surgery. We hypothesize that a subgroup of these patients
will show circulating bacterial DNA, which may compromise their inflammatory
background and the liver transplant evolution. Our results confirm this hypothesis and
show a 25% of bacterial translocation that is even increased during the following days
after surgery in the preliminary series of studied patients. This fact is associated with an
increased systemic inflammatory response and might constitute a molecular marker of

worse evolution of liver transplant.

Palabras clave

Traslocacién bacteriana. Cirrosis. Trasplante hepatico. Citoquinas proinflamatorias.
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

1. INTRODUCCION

El higado es fundamental en el funcionamiento del organismo, ya que participa en
multitud de procesos quimicos indispensables para la vida. La cirrosis es una
enfermedad cronica, progresiva e irreversible que afecta al higado y que consiste en la
muerte progresiva del tejido hepatico normal, que es sustituido por un tejido fibroso o
cicatricial incapaz de ejercer las funciones del higado 1. La pérdida progresiva de
funcionalidad hepatica obliga finalmente a estos pacientes a someterse a un trasplante
hepatico como Unica posibilidad terapéutica. Los factores desencadenantes principales
son el consumo de alcohol, las infecciones por hepatitis B, C o D y la acumulacién de

grasa en el higado por motivos no relacionados con el alcohol 2.

Las complicaciones asociadas a la cirrosis pueden comprometer seriamente la
supervivencia de estas personas, acelerar la progresion de la enfermedad y la necesidad
del trasplante. Algunas de las complicaciones mas frecuentes son la aparicidn de ascitis,
la peritonitis bacteriana espontanea, la encefalopatia hepatica y la hipertensién portal 3,
que altera la hemodindmica de los pacientes pudiendo desarrollar un sindrome

hepatorrenal.

Muchas de las complicaciones que presentan los pacientes con cirrosis estan directa
o indirectamente relacionadas con el paso de bacterias comensales o de sus productos
desde la luz intestinal a los ganglios linfaticos mesentéricos y a la circulacién sistémica.
Ese proceso, conocido como traslocacién bacteriana, se explica por al menos tres
posibles mecanismos: el sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI), el incremento de

la permeabilidad intestinal* y una actividad inmunolégica deficiente >.

Diferentes estudios tanto en pacientes como en cirrosis experimental han
demostrado un SBI relacionado con la progresion del dafio hepatico, produciendo una
disbiosis intestinal que facilita los episodios de TB. Igualmente, la pérdida de la
integridad de la barrera intestinal, evaluada por la pérdida de expresién de diferentes
proteinas de unién estrecha como ocludina, claudinas, etc que aumentan Ila

permeabilidad de la barrera y por tanto la tasa de TB 67.
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

Finalmente, también hay estudios que demuestran la implicaciéon de factores
genéticos en la correcta respuesta inmunitaria durante la interaccién entre la microbiota
y el huésped. Asi, polimorfismos en genes como NOD2, ATG16L1 o diferentes TLRs han
mostrado una capacidad de respuesta alterada a procesos de TB en el ambito de la

cirrosis °.

2. ANTECEDENTESY OBJETIVOS

A lo largo de diferentes estudios en cohortes independientes de pacientes, nuestro
grupo ha demostrado el desarrollo de episodios de traslocacién bacteriana en
aproximadamente un 35% de los pacientes con cirrosis descompensada y que este

fendbmeno se asocia con una respuesta inflamatoria incrementada 610111213,

El objetivo principal del estudio es determinar si los pacientes con cirrosis
sometidos a trasplante hepatico desarrollan en los dias posteriores al trasplante
episodios de traslocacion bacteriana que pudieran comprometer la evolucién del injerto

y del paciente.

El objetivo secundario es determinar la respuesta inflamatoria en los pacientes
sometidos a trasplante hepatico distribuidos por la presencia de antigenos bacterianos

en sangre.

2.1  Hipotesis

Nuestra hipotesis es que una parte de los pacientes trasplantados mostrara
traslocacion de antigenos bacterianos en sangre y este hecho puede comprometer una
respuesta inmunolégica ya de por si deprimida como consecuencia de Ila

inmunosupresion post-trasplante.
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

3. MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron de forma consecutiva pacientes con cirrosis descompensada
sometidos a trasplante hepatico en la Unidad de Cirugia Digestiva del Hospital General
Universitario de Alicante, de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion recogidos
por la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) para el trasplante hepatico. El

estudio se realizé de forma prospectiva.

El estudio cuenta con el informe favorable del CEIC del Hospital General

Universitario de Alicante.

3.1 Recogida de muestras

Para la realizacion de este estudio se ha llevado a cabo un seguimiento de los
pacientes trasplantados cirroticos y sus donantes mediante la extraccion de muestras de

sangre en diferentes localizaciones y a diferentes tiempos:
Donante
Pre Trasplante via periférica
Pre Trasplante vena Porta
Fin Trasplante via periférica
3 dias después del Trasplante
15 dias después del Trasplante

30 dias después del Trasplante
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

3.2 Tipo, procesamiento y conservacion de muestras

La sangre extraida de los trasplantados cirréticos y donantes se divide en los tubos

de EDTA y suero.

En el caso de los tubos EDTA se divide la muestra a la mitad y se deja posar
lentamente sobre la pared en tubos previamente preparados con Ficoll. La separacion de
linfocitos de sangre periférica mediante la centrifugacion diferencial en un gradiente de
densidad, con Ficoll-Hypaque, es una técnica rapida con una pureza superior al 90% y
una viabilidad de practicamente del 100%. Las células asi obtenidas, que resulta ser la
capa intermedia que queda después de un protocolo de centrifugacién, se denominan
frecuentemente PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells). La técnica fue descrita
inicialmente por Boyum y también se utiliza para aislar linfocitos de otros fluidos e

incluso de tejidos disociados.

En el caso de los tubos de suero, el procesamiento es mas simple, y mediante un
protocolo de centrifugacién se puede recolectar directamente, pues lo que nos interesa

es el liquido de color amarillento que queda depositado en la parte superior del tubo.

Una vez recogido, separado en tubos Eppendorf y tubos recolectores y clasificados
tanto el suero como las células PBMC de cada muestra del paciente, el siguiente paso
seria el almacenamiento para su posterior deteccion de fragmentos genomicos
bacterianos y cuantificacion de marcadores inflamatorios IL-6 y TNF-a. En el caso de los
tubos Eppendorf, las muestras se guardan en un congelador a -202C, pues estos tubos
seran sobre los que posteriormente (al cabo de unos dias) se realice la deteccion y
cuantificacion. Los tubos recolectores se guardaran en ultracongeladores a -802C y
estaran en todo momento disponibles y en muy buenas condiciones para realizar nuevos

experimentos o repetir técnicas.
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

3.3 Metodologia Experimental

Para la deteccién de fragmentos gendmicos bacterianos se ha realizado la siguiente

metodologia experimental:

Contaje celular. El contaje celular se realiza mediante una camara de
Neubauer o hemocitémetro, calculdandose el nimero de células de 16
cuadrados correspondientes a un area de 0,1mm3 (L). Finalmente, se
multiplican las células contadas por 104 (y en su caso, por la diluciéon
efectuada antes de la cuenta) para expresar la cantidad y concentracion

celular en millones de células/mL

1mm

Imagen 1. Cdmara Neubauer

Extraccion de Acidos Nucleicos. La extraccién de acidos nucleicos, que
consiste en el aislamiento y purificacién de moléculas de ADN basandose
en sus caracteristicas fisicoquimicas, se realizo tras lisis celular mediante
un protocolo estandarizado de cromatografia de afinidad en columna
(Qiagen). El ADN se eluy6 en agua bidestilada. La concentracion y pureza

del ADN se determin6 por Nanodrop.
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

Imagen 2. Kit de extraccion Qiagen

Amplificacion de los fragmentos gendémicos bacterianos mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de una regién conservada del
1SrRNA de procariotas. Los primers utilizados fueron: 5’-AGAG-
TTTGATCATGGCTCAG-3’y 5’ACCGCGACTGCTGCTGGCAC-3'.

DNA denaturation
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Imagen 3. Ciclos de PCR
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Separacion de fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa y

deteccion por luz UV con safeview.

3,530 bp meelip-
831 Dp -

(1,525 bp)

Imagen 4. Visualizacion de fragmentos genomicos

Para la cuantificacion de los marcadores inflamatorios IL-6 y TNF-« en suero se
ha realizado la técnica ELISA (Enyme-Linked InmunoSorbent Assay) durante 3 dias
seguidos. El primer dia se realiza el “coating” en el cual se le afiade el anticuerpo de
captura junto con el “coating buffer”, dejandolo toda la noche en la nevera a 42°C. El
segundo dia se realiza el lavado y se prepara y afiade a las placas la curva estandar y las

muestras por duplicado, dejandolo de nuevo en la nevera durante toda la noche.

Finalmente, el Gltimo dia se lava, se anade el anticuerpo de deteccidn, el conjugado
de Avidina - HRP (horseradish peroxidase) y el sustrato TMB para posteriormente leer,

copiar y analizar los resultados a 450 nm.
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ELISA

Antibody Labeling Reagents
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Bind Wash Label Read

Imagen 5. Esquema de ELISA

3.4 Analisis Estadistico

Se realizara un analisis descriptivo de las variables recogidas en el estudio y
estratificadas en los grupos de pacientes distribuidos por la presencia de ADN
bacteriano. Las variables continuas se describiran usando media y desviacion estandar.
Las categoricas se describiran usando el nimero de casos por categoria y valores
porcentuales. Las comparaciones para identificar diferencias en variables cuantitativas
entre los grupos se realizard usando el test de ANOVA y el test de comparaciones
multiples de Bonferroni si se cumple la hip6tesis de normalidad, en caso contrario se
utilizaran test no paramétricos. Las comparaciones en el caso de variables categoéricas se
efectuaran llevando a cabo el test de la Chi cuadrado. Se considerara significativo un

valor p<0.05. Todos los andlisis se realizaran usando el programa SPSS version 16.0.
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4. RESULTADOS

<

41 Pacientes

El estudio de la presencia de fragmentos gen6micos bacterianos y la concentracion

en pg/pL de los marcadores inflamatorios IL-6 y TNF-a se realizé en 20 pacientes

consecutivos trasplantados. Sus caracteristicas clinicas se describen en la Tabla 1.

Ny, e,

€l Hex®

Edad (afios) 57.4+8.1
Género (masculino/femenino) 14/6
Puntuaciéon MELD 16.4 + 6.2
Etiologia
Alcohol 9 (44%)
VHC 4 (21%)
Alcohol + VHC 4 (19%)
Otros 3(16%)
CHC (no/si) 10 (49%) / 10 (51%)

Ascitis refractaria previa (no/si)

16 (81%) / 4 (19%)

Episodios de PBE previos (no/si)

18 (90%) / 2 (10%)

Hemorragia digestiva previa (no/si)

15 (73%) / 5 (23%)

DPIT (no/si)

19 (97%) / 1 (3%)

Encefalopatia hepatica previa (no/si)

13 (64%) / 7 (36%)

SID - (no/si)

15 (74%)/ 5 (26%)

Anti-VHC (no/si)

19 (93%) / 1 (7%)

Uso de beta-bloqueantes (no/si)

11 (55%) / 9 (45%)

Uso de antibiéticos (no/si)

19 (98%) / 1 (2%)

Uso de PPIs (no/si)

12 (60%) / 8 (40%)

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes
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4.2 Incidencia de la traslocacion bacteriana

o 70 -
=
=60 -
L
)
= 50 -
A0
= i
Z 40
=T
= 4
S 30
¥
=
[¥] 20 -
o}
™
= 10 -
=
< o I l l I I
= T
v w o = = = =
= M + = ™ 0 =
= f=r? [+ It 2 - g
= o A = u = =
[+ = L i £ o
] ey w T [ o
o = = = =
iy o B B
W W
(= o
PRE POST

Grdfico 1. % Traslocacién bacteriana a lo largo del estudio de los pacientes

Uno de nuestros objetivos principales en este estudio es el de determinar si los
pacientes con cirrosis sometidos a trasplante hepatico desarrollan, en los dias
posteriores al trasplante, episodios de traslocacion bacteriana. En el Grdfico 1 podemos
observar que el porcentaje de episodios de traslocacién bacteriana en los pacientes
cirroticos sometidos a trasplante es del 25% tanto en via periférica como en vena porta.
La tasa de aparicion de estos episodios aumenta en los dias posteriores a la cirugia.
Ademas, al cabo de un mes el namero de pacientes con traslocacion bacteriana se reduce
hasta valores similares a los del momento del trasplante. Cabe destacar que
aproximadamente, un 10% de los donantes tienen fragmentos gendmicos bacterianos

circulantes en sangre.
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4.3 Respuesta inflamatoria a lo largo del estudio
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Grdfico 2. Concentracion (pg/uL) TNF-a a lo largo del estudio de los pacientes
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Grdfico 3. Concentracién (pg/ulL) IL-6 a lo largo del estudio de los pacientes

La determinacion de las concentraciones de citoquinas proinflamatorias o antigenos
bacterianos en sangre como IL-6 y TNF-a es una de las formas mas efectivas de
cuantificar una posible respuesta inflamatoria en los pacientes. Si representamos las
concentraciones de estos marcadores inflamatorios en las diferentes muestras de sangre
tomadas tanto de los pacientes como de los donantes (Grdfico 2 y Grdfico 3), se observa
una ausencia de diferencias significativas entre los diferentes puntos, aunque se aprecia

una alta variabilidad en los resultados.

Sin embargo, atendiendo a nuestra hipdtesis y explicando esta dispersion, una parte
de los pacientes trasplantados mostrara, en teoria, una mayor concentracion de

antigenos bacterianos como consecuencia de los episodios de traslocacién bacteriana.
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4.4 Respuesta inflamatoria frente a traslocacion bacteriana
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Grdfico 4. Concentracién (pg/uL) TNF-a en funcién de la presencia de fragmentos genémicos bacterianos
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Grdfico 5. Concentracién (pg/uL) IL-6 en funcion de la presencia de fragmentos genémicos bacterianos

Tanto en el Grdfico 4 como en el Grdfico 5 podemos observar, en primer lugar, una
disminucién significativa en la dispersion de los datos distribuidos por la presencia o
ausencia de traslocacién bacteriana. Por un lado, en el Grdfico 4 podemos observar que
los que no presentan fragmentos gendémicos bacterianos (DNAbact-) poseen unos
niveles del marcador inflamatorio TNF-a significativamente mas bajos. De la misma
forma, en el Grdfico 5 observamos también unos niveles de la citoquina IL-6 menores,

en los pacientes que no presentaban fragmentos genémicos bacterianos en sangre.
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

5. DISCUSION

Los pacientes que padecen un estado muy avanzado de cirrosis hepatica presentan
una gran cantidad de complicaciones clinicas que comprometen seriamente la
supervivencia de los mismos. En la mayoria de los casos, la progresion de la enfermedad
obliga a estos pacientes a someterse a un trasplante hepatico que no esta exento de
complicaciones. Algunas de estas complicaciones se derivan del paso de bacterias o sus
productos desde la luz intestinal a la circulacion sistémica. Este hecho es especialmente
relevante en pacientes trasplantados debido a las terapias inmunosupresoras que

habitualmente tienen establecidas estos pacientes para evitar el rechazo al injerto.

En este estudio se pretendia evidenciar los episodios de traslocacidon bacteriana en
pacientes cirréticos trasplantados y si dichos episodios podian estar relacionados con
una respuesta inflamatoria sistémica elevada. Los resultados obtenidos confirman
ambos extremos. Seria, por tanto, razonable la busqueda de una correlacién entre los
episodios de traslocaciéon bacteriana de este subgrupo de pacientes, su respuesta
inflamatoria sistémica y las complicaciones asociadas a esta enfermedad y al trasplante
hepatico. La demostracién de esta posible correlacién justificaria el uso de tratamientos

profilacticos antibidticos en los pacientes que van a ser sometidos a trasplante hepatico.

6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Los pacientes con cirrosis sometidos a TH estan expuestos a la
traslocacion de antigenos bacterianos como el DNA a la circulacion
sistémica en los dias posteriores a la cirugia.

La traslocacidn de estos antigenos se asocia a una respuesta inflamatoria
sistémica elevada, pudiendo comprometer el cuadro clinico del paciente

en el periodo post-trasplante.
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Complicaciones asociadas a traslocaciéon bacteriana en trasplante hepatico

En resumen, es necesario profundizar en estudios de prevencién y de valoraciéon de
las consecuencias clinicas que los episodios de traslocacién bacteriana tienen en los
pacientes. Una posible estrategia de futuro seria la implementaciéon de una profilaxis
antibidtica inicial en todos los pacientes. En cualquier caso, ésta o cualquier otra

estrategia tendria que ser validada en estudios disefiados especificamente para tal fin.
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