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Antecedentes

El sistema del complemento (C) es una de las vias principales por las que el reconocimiento del
antigeno se convierte en una defensa efectiva contra la infeccidon, lo que es particularmente
importante en la proteccidn contra bacterias extracelulares.! Este sistema esta formado por un
gran numero de diferentes proteinas plasmaticas, la mayoria de las cuales circulan como
cimdgenos que se activan en forma secuencial a través de una cascada de reacciones enzimaticas.
Una de las vias mas comunes de activacion del C es la via clasica, la cual se inicia por la union de
complejos antigeno-anticuerpo al componente C1 del C. Tanto la participacion exagerada como
disminuida del sistema del C puede llevar a enfermedad. Comprender el mecanismo de modulacion
de la actividad de este sistema podria contribuir a contrarrestar alteraciones patoldgicas de su
funcion. En los Ultimos afios nos hemos dedicado a estudiar el efecto modulador in vitro de la
bilirrubina sobre la activacion del C, particularmente por la via clasica, y sus consecuencias in vivo
en animales de experimentacion.

En los vertebrados, el grupo hemo de la hemoglobina se degrada primariamente a los pigmentos
biliares biliverdina (BV) y bilirrubina (BR), aunque pueden existir vias alternativas de degradacion
y también puede ser excretado en bilis sin cambios.? La BV representa un intermediario importante
en la sintesis de BR, su conversion en BR es mediada por un proceso de reduccion, muy eficiente
en mamiferos. Como resultado, la mayor parte de los pigmentos biliares excretados en bilis estan
representados por BR, particularmente en forma de conjugados con acido glucurénico. Es
interesante destacar que la BR en la bilis se reconvierte rapidamente a BV por oxidacion
espontanea, si la BV es derivada fuera del organismo.

Estudios recientes indican que la BV es capaz de inhibir la activacién del C por la via clasica.® Esto
puede explicar la utilidad del uso de la bilis de buey, rica en BV, como medicamento antialérgico
por parte la medicina tradicional china. Sin embargo, el hecho de que BV se convierta rapidamente
en BR una vez incorporada exdgenamente a los mamiferos,* sugiere que su efecto
anticomplementario podria estar mediado esencialmente por la BR. De ser asi, surge entonces un
interrogante: épodria el sistema del C estar alterado en humanos en situaciones de ictericia?

Para evaluar esta posibilidad, en una primera etapa realizamos estudios in vitro comparando la
accion inhibitoria de la BR y la BV sobre la activacidon del C de origen humano por la via clasica.
Los resultados, publicados en 1999,° indicaron que el efecto inhibitorio de la BR (a) fue mayor que
el de la BV, (b) se localizé sobre el componente C1 de la cascada del C, (c) involucrd la etapa de
union entre el anticuerpo (tanto IgM como IgG) y el subcomponente C1q del C1 vy, (d) fue mayor
para la BR no conjugada que para su derivado conjugado con acido glucurénico. Todos estos
efectos fueron dependientes de la dosis y se manifestaron a concentraciones de BR superiores a



Coleccién Trabajos Distinguidos, Serie Gastroenterologia, Volumen 6, Nimero 6

las fisioldgicas, especificamente por encima de 34 uM (2 mg/dl). Estos resultados confirmaron
nuestra hipétesis sobre el efecto inhibitorio de la BR sobre el sistema del C. Claramente, el efecto
podria tener alguna implicancia en el organismo intacto, aunque fundamentalmente en situaciones
de ictericia con aumento de BR no conjugada.

En una segunda etapa, y para verificar que la BR no conjugada era capaz de inhibir la activacion
del C in vivo, desarrollamos un protocolo experimental en la rata. Dicho protocolo permitié evaluar
la activacion intravascular del C por la via clasica, a través de la deteccidén de la hemoglobina
liberada por lisis de eritrocitos de carnero transfundidos a ratas Wistar portadoras de anticuerpos
heterdfilos. Los resultados, publicados en 2002,6 mostraron que la BR no conjugada fue capaz de
atenuar la activacion del C, su efecto fue dependiente de la dosis y, como era de esperar, sélo
visible en concentraciones superiores a las fisioldgicas.

En funcion de los primeros estudios que mostraron que la BR interfiere la unién de IgM o IgG a
Clq, surgio el interés de probar si el pigmento podria unirse directamente a C1q, en el sitio (o
proximo al sitio) de unién de las inmunoglobulinas, compitiendo asi con IgM o IgG por la unién a
C1qg. En la etapa mas reciente de nuestro estudio analizamos la interaccion de la BR con Clq
mediante la técnica de espectrofotometria diferencial. Los resultados se presentan a continuacion
en forma sintética.

Interaccion de BR con Cl1q

La BR es un pigmento amarillo que presenta un espectro de absorcidon especifico con un pico
maximo a aproximadamente 450 nm. Desde hace afios se sabe que al interaccionar con ciertas
proteinas, el pico del espectro de la BR puede cambiar de posicién. Este cambio, especificamente
estudiado para la interaccion con albumina sérica, se debe a una transformacion estructural en la
molécula del pigmento que conlleva a cambios en sus propiedades fisicoquimicas, incluido el
espectro de absorcién. Técnicamente, el procedimiento consiste en evaluar el espectro de
absorcion del pigmento, antes y después de agregar la proteina de unién en concentraciones
crecientes. El resultado se visualiza como la resta de los espectros con proteina y sin proteina, tal
como se muestra en la figura 1 para la albumina sérica humana (ASH). Asi, el corrimiento del pico
de absorcion de la BR en presencia de ASH hacia la derecha (Fig. 1A) se traduce, al realizar el
espectro diferencial, en una curva de valores negativos y luego positivos conforme aumenta el
valor de longitud de onda (Fig. 1B). Un corrimiento en el espectro de absorcion de la BR en
presencia de C1q confirmaria nuestra presuncion acerca de una interaccidon especifica entre
ambos.

Densidad optica

Cambios de densidad
optica

350 nm 600 nm

Figura 1. Construccidn del espectro diferencial de bilirrubina. El panel A muestra el desplazamiento del espectro
de absorcion de bilirrubina (BR) hacia longitudes de onda mayores en presencia de albumina sérica humana
(ASH). Al restar de este ultimo el primero se obtiene el espectro diferencial (panel B), indicativo de interaccion
especifica entre el ligando (BR) y la proteina (ASH). El mismo se registra como cambios de densidad optica en
funcion de los cambios de longitud de onda.
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El analisis del espectro de absorcién de la BR en presencia de C1q se realizé a 25°C en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 2 S, doble haz. La BR se disolvié en un volumen minimo
de NaOH 0.1 N y se diluyd en solucién de Mayer conteniendo concentraciones apropiadas de Ca* y
Mg?*. Para las mediciones de absorbancia diferencial, el mismo volumen de la solucién de BR fue
pipeteado en dos cubetas diferentes. Luego se agregaron voliumenes crecientes de una solucion de
C1q de origen comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, EE.UU.) o de solucion de buffer Tris 0.150
M, NaCl 1.5 M; pH 7.3 (solvente de C1q), en la cubeta para muestra y en la de referencia,
respectivamente. Como controles positivos y negativos se analizaron los espectros de absorcion
diferenciales de la BR en presencia de ASH o IgG humana respectivamente, ya que en
experimentos preliminares observamos que la IgG no interacciona con la BR.

Los resultados se muestran en la Fig. 2. Se observa que C1q es capaz de unirse a la BR, al
modificar su espectro de absorcion y confirmar una interaccion especifica, no presente para el
control negativo IgG. Se desprende de los mismos resultados que las concentraciones de Clq
(margen derecho de la figura) necesarias para producir el desplazamiento del espectro fueron
menores que las de ASH necesarias para producir un desplazamiento de magnitud similar. Esto
sugiere mayor afinidad de la BR por C1q que por ASH. Esta observacion podria explicar por qué el
pigmento fue capaz de inhibir la activacion del C en animales in vivo, aun cuando, como es sabido,
las concentraciones fisioldgicas de albumina sérica son muy superiores a las de C1q.
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Figura 2. Espectro diferencial de bilirrubina en presencia de C1g. Se muestra el espectro diferencial de bilirrubina
(BR) ante el agregado de concentraciones crecientes de C1q (margen derecho) y de los controles positivo
(albumina sérica humana, ASH) y negativo (inmunoglobulina G humana, IgG). El estudio demuestra interaccion
entre C1q y BR, aunque con un perfil cualitativamente y cuantitativamente diferente del de la interaccion ASH-
BR. Como era de esperar, IgG no modifico el espectro de absorcidén de BR, lo que indica ausencia de interaccion
entre ambas.

Se ha demostrado que la BR se une a grupos amino de lisina presentes en la ASH a través de
interacciones electrostaticas del tipo dipolo-dipolo. Se sabe ademas que Clq es una de las
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proteinas mas basicas del organismo debido a su elevado contenido en arginina e hidroxilisina.
Nuestro modelo para explicar los hallazgos observados hasta el presente se muestra en la Fig. 3 y
plantea que la BR, en particular en su forma no conjugada y a concentracion superior a la
fisiologica, se une a Clq en algun sitio de su cabeza globular (critico para la unién de
inmunoglobulinas), muy probablemente a través de uniones dipolo-dipolo, inhibiendo asi el inicio
de la activacién de C1 vy, por ende, la activacion de la via clasica del C. La interaccién normal entre
las cabezas globulares de C1q y la regién Fc de las inmunoglobulinas (panel A), en el ejemplo de la
Fig. 3, unidas a antigenos de superficie, no puede producirse si se une BR a C1q (panel B).
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Figura 3. Probable mecanismo inhibitorio de la bilirrubina sobre la activacion del complemento. La activacion del
complemento por la via clasica se inicia con la unién de las cabezas globulares de C1q a las regiones Fc de las
inmunoglobulinas que forman parte de los complejos antigeno-anticuerpo, en este caso fijados a la superficie de
la membrana celular (Panel A). La flecha negra indica el sitio de esa unidn. La presencia de bilirrubina (BR) en
concentraciones suprafisiolégicas bloquea esa posibilidad de union, al interaccionar con las cabezas globulares de
Clq, posiblemente generando un impedimento estérico (panel B).

antigeno

Perspectivas e incertidumbres

Las propiedades anticomplementarias de la BR podrian atenuar la lesion celular mediada por C en
patologias tales como las anemias hemoliticas autoinmunes,’ la hepatitis B aguda®® o el rechazo
hiperagudo de un trasplante hepatico ABO incompatible.'® En contrapartida, si se considera la
participacion del C en la defensa contra bacterias y virus, la hiperbilirrubinemia podria contribuir a
incrementar la susceptibilidad a infecciones, especialmente en situaciones donde la sintesis
hepética es deficiente, tales como en las enfermedades hepaticas crénicas!! o en el recién
nacido.!? Todas las alteraciones mencionadas cursan con niveles elevados de BR
(fundamentalmente en su forma no conjugada) y por ello las proponemos como ejemplos posibles
de inhibicidn de la actividad del C por exceso de pigmento. Nuestros estudios siempre han sido
basicos y desafortunadamente, hasta el momento, no se ha realizado ningin estudio poblacional
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en pacientes que permita confirmar nuestras presunciones.

Por su propia naturaleza, nuestros estudios en cambio podrian contribuir al conocimiento de los
mecanismos que modulan negativamente la accién del C, y con ello al mejoramiento de
estrategias terapéuticas para mitigar los efectos inflamatorios en enfermedades que cursan con
activacion del C. Por ejemplo, es de destacar que algunos medicamentos actian atenuando los
sintomas en enfermedades que cursan con un componente inflamatorio, a través de su accion
anticomplementaria. Al ejemplo de la bilis de buey antes mencionado debe agregarse el del
extracto de raiz de Glycyrrhiza glabra (regaliz). Sus propiedades antiinflamatorias y antialérgicas
se atribuyen a uno de sus principales componentes, el acido <B>-glicirretinico. En un estudio
reciente, Kroes y col. (1997) demostraron que este componente, de estructura esteroidea, posee
la capacidad de inhibir la activacién del C por la via clasica. Esta propiedad resultd estrictamente
dependiente de la estructura conformacional del compuesto, ya que el isdmero alfa no mostrd
propiedades anticomplementarias. Posteriormente, un estudio mecanistico revelé que el acido
<B>-glicirretinico actla a través de sus propiedades modulatorias sobre el componente C2 del
sistema del C.'3 Por otra parte, la inhibicién terapéutica de la cascada del C a nivel de C5 con
anticuerpos especificos puede impedir la formacidn del potente péptido anafilotoxico y
quimiotactico C5a atenuando las reacciones inflamatorias mediadas por C.!* Al respecto, en un
modelo murino de lupus eritematoso sistémico se demostrd que la terapia con anti-C5 monoclonal
resultaba en una disminucion significativa de la progresién de la glomerulonefritis lUpica y en un
marcado aumento de la sobrevida de los animales.'® Finalmente, teniendo en cuenta que la
actividad anti-C5 es retenida por el fragmento variable del anticuerpo, surge la posibilidad de
disefiar pequefias moléculas de caracteristicas analogas a estas secuencias peptidicas con
actividad antiinflamatoria.'® Asi, el estudio de la modulacién de las propiedades inflamatorias del C
representa un campo atractivo y poco explorado aun para el tratamiento de diversas
enfermedades. Nuestra contribucién en particular abre una expectativa sobre la posibilidad de
explotar la interaccion de moléculas pequenas con la subunidad C1q, punto clave en el disparo de
la activacion del C por la via clasica. La estructura de la BR puede ser un marco de referencia
inicial.
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Introduccion

Los tratamientos habituales disponibles para el carcinoma hepatocelular (CHC) son la reseccion
local y la ablacién, pero la cirrosis y la presentacién multicéntrica excluyen en algunos pacientes la
posibilidad de resecciéon.'? El trasplante es la alternativa Idgica en tales casos, ya que puede
potencialmente curar tanto la cirrosis como el cancer.® Sin embargo, la escasez de 6rganos
cadavéricos aumenta la mortalidad de los que se encuentran en lista de espera como consecuencia
de la progresiéon del tumor.”-® El trasplante de 6rgano de donante vivo (TODV) ofrece una fuente
alternativa de érganos que pueden eventualmente reducir el tiempo de espera y de ese modo
disminuir el nimero de pacientes excluidos de esta alternativa terapéutica debido al avance de la
neoplasia.””® Muchos centros, motivados por los resultados de nuestro estudio inicial en 27
enfermos con CHC que recibieron TODV, comenzaron a incluirlo como parte del enfoque
terapéutico de los pacientes con el mismo diagnéstico.®° Desde entonces hemos extendido
nuestra muestra a 36 personas y analizamos nuevamente los resultados con un promedio de
seguimientos de 450 dias.!

Métodos

Desde agosto de 1998 hasta febrero de 2002, 96 pacientes adultos recibieron TODV en nuestro
programa; 36 (37.5%) tenian CHC como indicacién primaria. La seleccion del donante y el
receptor, asi como su evaluacion y seguimiento, se realizaron de acuerdo con el protocolo
publicado previamente.*!? Se consignaron la edad y el sexo del paciente, enfermedad hepatica
subyacente, localizacion y tamafio del tumor, tratamientos previos al trasplante, puntaje de Child-
Pugh, status de UNOS al momento del trasplante y tiempo de espera (medido como el nimero de
dias entre el momento en que se completd la evaluacién del paciente y la fecha del trasplante).
Las contraindicaciones fueron presencia de enfermedad extrahepatica e invasion de la vena porta
principal. La invasion intrahepatica vascular no se considerd contraindicacién para el tratamiento.
Se efectud laparotomia exploradora a los individuos con tumores mayores de 5 cm para descartar
enfermedades extrahepaticas en el dia del trasplante, antes de que se efectuase la anestesia del
donante. Estos pacientes recibieron una dosis Unica de 10 mg/m? de doxorrubicina endovenosa
durante la operacién, seguida por 6 ciclos de la misma droga, que se iniciaron un mes después de
la intervencidn y por intervalos de 3 semanas, como describimos anteriormente.*’ Evaluamos la
importancia del tamafo y niumero de los tumores, la ubicacién, la invasién vascular (ninguna,
microscopica o macroscopica) y el grado histoldgico, asi como la recurrencia del tumor, en la
sobrevida del paciente y del injerto. Los pacientes que murieron por complicaciones relacionadas
con el trasplante durante los primeros 40 dias fueron excluidos del analisis de recurrencia. Para
analizar varibles pequenas se recurrié al método de x cuadrado. Para evaluar sobrevida se utilizé
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el método de Kaplan-Meir y la prueba del log rank. Se empleé el analisis de regresidon del riesgo
proporcional de Cox para el analisis multivariado utilizando aquellas condiciones que habian
resultado significativas en el analisis univariado. Se considero6 significativo el valor de p < 0.05.

Tabla 1

Resultados

Se llevo a cabo el seguimiento de todos los pacientes del estudio hasta el 30 de agosto de 2003 o
hasta la fecha del fallecimiento. La media y la mediana fueron 779 ? 509 y 863 dias,
respectivamente. Cuatro pacientes recibieron injertos de l6bulo izquierdo y 32 de Iébulo derecho.
El tiempo promedio entre el fin de la evaluacion completa del paciente y el TODV fue de 62 dias,
en comparacion con los 459 necesarios en los casos de individuos con CHC que recibieron drganos
cadavéricos, en el mismo periodo de tiempo (p = 0.0001). En 19 de los 36 trasplantados (53%),
los tumores reunian sobradamente los criterios de Milan, sobre los cuales se basa la prioridad para
el trasplante cadavérico. En la tabla 2 se detallan las complicaciones sufridas por los trasplantados.
Quince pacientes (41.6%) murieron: 8 (22%), por complicaciones relacionadas con el trasplante
durante el posoperatorio (4 como consecuencia de sepsis provocada por filtracion biliar; 1 por
sepsis secundaria a ruptura de aneurisma micotico; 1 por sepsis posterior a trombosis de la vena
porta; 1 por sepsis posterior a retrasplante que obedecid a la complicacidon con necrosis masiva del
injerto por enfermedad venooclusiva; 1 por sepsis generada por neumonia aspirativa). Un paciente
fallecié 192 dias después del trasplante debido a rechazo crdénico; otro, 470 dias después de
retrasplante por recurrencia del CHC; ambos pacientes se hallaban libres de tumores al momento
de su muerte. Un sujeto murié 555 dias después del trasplante a causa de cancer de pulmén pero
sin rastros de CHC.

Tabla 2
Complicaciones n

Via biliar

Filtracion biliar
Estenosis biliar 2
Eﬂmﬁliiﬂﬁiﬂﬂﬂﬁ gﬂ[iglgg

Aneurisma micdtico

"

Trombosis de la arteria
hepatica
Complicaciones venosas
Trombosis de la vena porta 1
Enfermedad veno-oclusiva 1
Comglicacinnas viscarales
Filtracién anastométicade la Y
de Roux distal

Perforacidn coldnica
Hemorragia (retrocava) 1

Sindrome de “Small-for-size™ 1

*15 pacientes requirieron reoperacion, inclusive 2
que fueron retransplantados

Siete individuos (19.4%) desarrollaron recurrencia de la neoplasia. El tiempo promedio de la
recurrencia fue 312 ? 150 dias. Cuatro fallecieron por este motivo a los 159, 533, 551 y 751 dias,
respectivamente. Tres personas con CHC recurrente estan vivos en la actualidad, dos con
recurrencia extrahepatica (masa mediastinica y metastasis pulmonar) y uno con recurrencia
intrahepatica.
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Tabla 3 Variables del Tumor v Sabrevida

Log rank de¢ Log rank
Nimero sabrevida del Libre de recurrencia
paciente
Localizacidn Libuby dimico _ _
Dos 1dbules e s et
Simero de tumores < 3 13
.3 3 p=0.22 p=051
Tamafio £85cm 21
- = 1.5
ST 1 p= L0 =054
Diferenciaciin
Buena o Moderada A0 p=0.03 p=iis
Palbire [
Invasidin Y ascular N 21 - .4
Si 15 p= 047 p= 092
Micrao 15 o Y
Macro [ =44 p=0.95
Quillljnl.ulllmh'.m.(‘id‘nrl a1+ 1] - - Jp—
Yes 16 p=0.8 p=077

En el analisis univariado, el tamano del tumor > 5 cm (p = 0.01) y la pobre diferenciacion tumoral
(p = 0.036) correlacionaron con la recurrencia observada. En el analisis multivariado (tabla 2)
Unicamente el diametro del tumor > 5 cm predijo significativamente recurrencia y sobrevida del
paciente (log rank = 0.005) (figura 1). El tratamiento pretrasplante no se asocié con menor grado
de recurrencia (4/20 de recurrencia en pacientes sin tratamiento pretrasplante contra 3/16 que lo
recibieron [p = 0.74)].
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Sobrevida global de los pacientes.

La tasa de sobrevida global de los pacientes al primero y segundo afio fue de 75% y 58%,
respectivamente (figura 1), la del injerto en el mismo periodo de tiempo fue de 68% y 58%
respectivamente (figura 2). La tasa de pacientes libres de recurrencia en el mismo lapso fue de
82% vy 75%, respectivamente (figura 3).
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Discusioén

En mas del 90% de los casos el CHC se desarrolla cuando existe enfermedad previa en el higado.
Esta bien documentado que en individuos con cirrosis y CHC no tratados la posibilidad de
sobrevivir a los cinco afios es cercana a 0.} Actualmente, el trasplante es la Unica alternativa
terapéutica en casos de cirrosis y CHC irresecable, ya que combate potencialmente ambas
enfermedades. En una serie de estudios de trasplantes en CHC, la elevada tasa de recurrencia
arrojo resultados decepcionantes.>®13* En 1996 Mazzaferro publicd los criterios para el trasplante
de los pacientes con CHC que fueron aceptados mundialmente como base para establecer la
prioridad en la lista de espera y que resultaron en una sobrevida comparable a la de pacientes no
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oncoldgicos. El trasplante en pacientes con neoplasias que reldnen los criterios de Milan produce
excelentes resultados; sin embargo, |a prolongada espera de 6rganos cadavéricos genera que
muchos enfermos, que en principio eran candidatos aptos, finalmente sean excluidos debido a la
progresion del tumor. El TODV proporciona una fuente alternativa de érganos que, para aquellos
que encuentran donante compatible, permite eliminar el riesgo asociado a la larga espera. En
nuestro programa se realizd el 29% de procedimientos utilizando donante vivo en pacientes con
CHC comparados con el 20% de trasplantes cadavéricos. El estudio inicial documentd excelentes
resultados en 27 casos aunque con un periodo de seguimiento breve. El presente extiende aquella
serie. En la actualidad, con seguimiento promedio mayor de 800 dias, observamos un total de 7
casos de recurrencia tumoral, que es similar al obtenido en pacientes que recibieron trasplantes
cadavéricos. El analisis multivariado demostré que el aumento del diametro del tumor en mas de 5
cm se vincula con aumento de recurrencia, de acuerdo con los criterios de Milan. No obstante, en
19 personas de nuestro ensayo, cuyos tumores excedian esos parametros, la ausencia de
recurrencia ascendid al 75% a los dos afios del trasplante. Algunos informes recientes indican
subconjuntos de pacientes cuyos tumores exceden los criterios de Milan pero que todavia tienen
prondstico favorable, como pacientes con tumores > 7 cm, sin invasion vascular ni bajo grado de
diferenciacién.*'® El TODV deberia ser particularmente aplicable en dichos casos. Para el grado de
gue el TODV sea realizado en pacientes que de otro modo tendrian indicacion de injertos
cadavéricos, el acceso a la posibilidad del trasplante se vera favorecido en quienes no posean
donante vivo disponible.

Conclusién

Ofrecer TODV a pacientes con CHC aumenta la complejidad para el candidato al trasplante, el
donante y el equipo médico. Los presentes resultados confirman que se trata de una opcién valida
para enfermos con tumores que reunen los criterios de Milan, lo que permite el trasplante
oportuno y ahorrar los escasos 6rganos cadavéricos para aquellos pacientes que carecen de
donante vivo disponible. Es necesaria una serie mas extensa para obtener datos definitivos sobre
esta oportunidad para los pacientes con neoplasias mas avanzadas.
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