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1 Sistema inmunologico intestinal

Las mucosas son las principales superficies de contacto de nuestro cuerpo con el medio y cons-
tituyen la principal puerta de entrada de diferentes agentes patdgenos, de ahi su papel vital en la
defensa inmunolégica. El sistema inmunoldgico asociado a mucosas (MALT) esta constituido por
el tejido linfoide presente a lo largo de las mucosas (bronquial, intestinal, genitourinaria) y presenta
relativa independencia del sistema inmunoldgico sistémico.

El tracto gastrointestinal constituye la superficie corporal con mayor exposicion a microorganismos (alre-
dedor de 400 m?). El tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal o GALT (gut-associated lymphoid tissue)
es el brgano inmunoldgico mas extenso y complejo de nuestro organismo. Recibe diariamente una enorme
carga antigénica y debe ser capaz de distinguir entre patdgenos invasivos y antigenos inocuos (alimentos y
rora) Por tanto, debe ser capaz de presentar tres tipos de respuesta inmunoldgica seguin la circunstancia :

tolerancia inmunolégica frente a los antigenos de la dieta.

exclusion inmunologica frente a la flora comensal, evitando su entrada y la generacion de res-
puesta inmunoldgica protectora 2.

respuesta inmunolégica protectora local y, en ocasiones, sistémica frente a la entrada de pat6-
genos invasivos.

Para ello, presenta una distribucion anatoémica y funcional muy especializada y diferente de la
inmunidad sistémica, que le permite desarrollar su funcion protectora frente a la entrada de patoge-
nos exteriores sin perder su capacidad de absorcion de nutrientes y su tolerancia la flora comensal.

1.1/Estructura anatomica del GALT

La descripcion anatomica del sistema inmune de las mucosas es un paso preliminar necesario
para comprender su fisiologia, ya que anatomia y funcion estan intimamente ligados °.

La barrera epitelial es un elemento clave en la prevencion de la entrada de patdgenos. Esta
constituida por elementos celulares y quimicos que le otorgan esta funcion defensiva. El epitelio de
la mucosa intestinal esta formado por una capa Unica de células epiteliales que varia ligeramente
en composicion segun su localizacion en la superficie 0 en la base de las criptas de Lieberkhin.
Encontramos a las células progenitoras en la porcion intermedia de las criptas, que se diferencian
a enterocitos, células mucinosas y células neuroendocrinas, localizadas en la porcion apical de las
criptas, y a células de Paneth, localizadas en la base de las mismas. Los enterocitos son las células
responsables de la absorcion de nutrientes y de la secrecion de electrolitos y también desemperian
un papel importante en el sistema GALT como veremos mas adelante 4. En la superficie luminal
de la mucosa intestinal, por encima de la capa epitelial, encontramos ademas una capa de moco
secretada por las célula mucinosas, péptidos antimicrobianos secretados por las células de Paneth
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(defensinas, lisozima, fosfolipasa), inmunoglobulina A (IgA) secretoray la flora comensal. Todos estos
componentes (barrera epitelial, barrera mucosa y moléculas secretadas) dificultan la adherencia e
invasion de patdgenos y constituyen la primera linea de defensa 5.
Anatémicamente, el GALT se divide en dos compartimentos &7 (Figura 1):
- GALT organizado, constituido por foliculos linfoides aislados a lo largo del intestino, foliculos
linfoides asociados o placas de Peyer (PP) y los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM).
GALT difuso, integrado por poblaciones de linfocitos dispersas en el entramado epitelial (linfo-
citos intraepiteliales -LIEs-) o linfoplasmocitos en la lamina propia (células plasmaticas , linfoci-
tos Ty B, macréfagos, células dendriticas, granulocitos).

FIGURA 1: REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL GALT (ADAPTADO DE MOWATT, A. 2003 )
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Las Placas de Peyer (PP) estan formadas por agregados linfoides macroscépicos no encapsula-
dos, localizados a lo largo de la porcion antimesentérica de la submucosa ileal. El epitelio que las se-
para de la luz intestinal se denomina epitelio asociado a foliculos (EAF) y se diferencia del epitelio in-
testinal normal por la presencia de células My por presentar un ribete en cepillo menos pronunciado,
un menor grosor de glicocalix asi como de mucina y de moléculas secretadas (péptidos antimicro-
bianos, IgA) °. Las células M son enterocitos especializados en la captacion de antigenos luminales.
Carecen de las moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-I) y, por tanto, no
actlan como células presentadoras de antigeno (CPA) sino que transportan los antigenos luminales
alas PP. El EAF esta en contacto con una area difusa denominada cupula subepitelial donde encon-

tramos células dendriticas (CD) y macrofagos (M®), que son CPA profesionales, y linfocitos. Bajo la
cUpula, encontramos los agregados linfoides propiamente dichos, constituidos por diversas areas
foliculares. Las areas foliculares estan compuestas por linfocitos B IgM+, que son los precursores
de las células plasmaticas productoras de IgA, y por linfocitos B memoria IgA, localizados en los
centros germinales. En las éreas interfoliculares encontramos linfocitos T, mayoritariamente de tipo
colaborador (Th), CD maduras y M®. A este nivel también encontramos vénulas postcapilares que
favorecen la migracion celular y la recirculacion de linfocitos. Una caracteristica anatomica diferencial
de las PP respecto otros 6rganos linfoides secundarios es que carecen de vasos linfaticos aferentes,
ya que la entrada de antigenos se realiza desde la luz intestinal a través del EAF 4.

Los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) se localizan en el mesenterio del tracto intestinal y
presentan un desarrollo diferente a los ganglios linfaticos periféricos, con implicaciones en su funcio-
nalidad. Se dividen en tres regiones diferenciadas:

la corteza, que contiene foliculos primarios y secundarios ricos en linfocitos B, CD y M®.

la paracorteza, que contiene numerosos linfocitos Ty CD.

la médula, que es la region mas interna del ganglio y esta integrada por linfocitos B y T, células
plasmaticas y abundantes M.

Los linfocitos intraepiteliales (LIES) se localizan en los espacios intraepiteliales del intestino, bajo
las uniones estrechas o tight junctions y por encima de la membrana basal. Representan una po-
blacion muy abundante de células inmunocompetentes y aunque muy heterogénea, la mayoria pre-
senta un fenotipo supresor o citotdxico atipico que es especifico de este compartimento (CD8aa+).

La lamina propia (LP), se encuentra entre el epitelio intestinal y la muscularis mucosa. Presenta
una composicion celular formada por células plasmaticas maduras productoras de IgA, linfocitos
T memoria y T,, M®, CD, mastocitos, polimorfonucleares... Todas estas células se encuentran en
estado continuo de migracion, diferenciacion y renovacion.

1.2/Estructura funcional del GALT

El GALT presenta una complejidad funcional que esta en relacion con su distribucion y caracte-
risticas anatomicas.

El GALT organizado (foliculos linfoides aislados, PP, GLM) es inductor de la respuesta inflama-
toria intestinal, es decir, es donde tienen lugar el procesamiento y la presentacion antigénica a los
linfocitos T y los linfocitos B naives. Como se ha explicado previamente, las PP estan recubiertas
por el EAF que presenta unas caracteristicas anatomicas especiales que le permiten su funcion
principal de captacion de antigenos de la luz intestinal. En las PP y en los GLM estos antigenos son
procesados por las CPA y presentados a los linfocitos T y los linfocitos B, que se activan y proliferan
y se distribuyen a través de la circulacion sistémica a la mucosa intestinal. Los GLM son el cruce de
caminos entre las vias de recirculacion mucosa y periférica para las células inmunitarias circulantes.
Es por ello que son un punto clave en la induccion de inmunidad sistémica o de tolerancia en res-
puesta a estimulos antigénicos .

El GALT difuso (LIE, LP) es efector de la respuesta inflamatoria intestinal, es decir, es donde se
desempena la respuesta inmunitaria local (protectora o de tolerancia). La presencia constante de
diferentes tipos celulares a este nivel en condiciones normales hace pensar que la homeostasis en
el intestino se caracteriza por un estado de inflamacion fisioldgica. Los LIEs presentan un fenotipo
activado con capacidad inmunoreguladora de la respuesta citotdxica local y que proporciona una
respuesta inmediata y muy efectiva sobre las células epiteliales infectadas por patdégenos intracelula-
res. También desempenan un papel importante en el proceso de tolerancia oral, ya que previenen de
la sensibilizacion a antigenos luminales. La funcion principal de la LP es la prevencion de la entrada
y de la diseminacion sistémica de patdégenos a través de la mucosa intestinal, mediante el desarrollo
de una respuesta inmunitaria local efectiva frente a la llegada de patdgenos °.
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La inmunidad innata en el sistema GALT viene representada por los epitelios mucosos, el glico-
cdlix y las moléculas antimicrobianas secretadas a la luz intestinal, las células fagociticas (CD, M®,
neutrofilos, mastocitos) y los linfocitos citotdxicos naturales. Ofrecen una respuesta inmunitaria inna-
ta rapida contra patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPSs) reconocidos por receptores
como los toll-like receptor (TLR) y los nod-like receptor (NLR) &

La inmunidad adaptativa ofrece una respuesta especifica contra antigenos microbianos o parti-
culados y en el GALT la desempenan los LIEs, la IgA secretora, los linfocitos T y B activados en PP,
GLM vy LPy las células plasmaticas productoras de IgA. La IgA secretora es la inmunoglobulina mas
abundante en la mucosa intestinal y aporta una proteccion especifica de las superficies mucosas
en la primera linea de defensa frente a toxinas y a la colonizacion e invasion de patdgenos. Es se-
cretada por las células plasmaticas derivadas de los linfocitos B activados en las PP o en los GLM y
que posteriormente migran a la LP. Es resistente a la protedlisis intraluminal y no desencadena una
respuesta inflamatoria, por lo que constituye un mecanismo ideal de defensa mucosa. Evita la pene-
tracion del antigeno mediante la formacion de inmunocomplejos en la luz intestinal y también se une
a los antigenos a nivel intraepitelial y subepitelial cuando estos atraviesan la barrera intestinal 4 8:°,

1.2.1/La respuesta inmunitaria en el GALT
Fase de induccion:
La respuesta inmunitaria se da en relacion a un estimulo antigénico. La llegada de los antigenos
luminales al GALT se puede dar a través de diferentes vias*:
EAF, a través de las células M, especializadas en la captacion antigénica de la luz intestinal.
Epitelio intestinal de las vellosidades, a través de los enterocitos.
Paracelular, a través de las prolongaciones paracelulares de las células dendriticas o M® en el
epitelio intestinal.

La via mas conocida y estudiada de muestreo antigénico por parte del GALT es a través de las
células M, en el EAF. Las caracteristicas anatdmicas de la membrana apical de las células M (escaso
ribete en cepillo, escaso glicocalix) favorece la adhesion y captacion de antigenos luminales (macro-
moléculas, particulas adhesivas, bacterias, virus, proteinas alimentarias, complejos IgA). Estos son
transportados al bolsillo basolateral de la misma mediante un proceso de transcitosis activa. Los
antigenos son liberados a nivel del bolsillo basolateral y la cupula subepitelial, con casi nula degra-
dacién enzimatica por su bajo contenido en lisozima. En este espacio encontramos CD y M®, que
fagocitan y procesan los antigenos hasta péptidos antigénicos y posteriormente los expresan en la
membrana plasmatica asociados a MHC-II. De esta forma, actian como CPA para los linfocitos Ty
los linfocitos B que se encuentran en la PP y en los GLM, a los que llegan a través de los conductos
linfaticos eferentes. La presentacion antigénica a los linfocitos T naive de la PP o del GLM, da lugar
a la formacion de células T especializadas y al inicio de la respuesta inmune adaptativa *.

El tipo de estimulo antigénico condiciona el perfil de citocinas secretadas en el momento del
reconocimiento antigénico y de esta forma se regula la maduracion y diferenciacion de los linfocitos
T en una determinada subpoblacion efectora o reguladora (Figura 2). A su vez, cada subpoblacion
tiene un perfil de secrecion de citocinas diferente que, ademas de condicionar su funcion inmune,
hace que se amplifique a si misma y ejerza un papel regulador sobre la otra °.

FIGURA 2: ACTIVACION Y DIFERENGIACION DE LOS LINFOCITOS T, EN FUNCION DEL ESTIMULO ANTIGENICO
(ADAPTADO DE RAMIRO-PUIG, E. 2008)
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cubiertas totalmente con las dos respuestas previas.

Existen dos tipos de linfocitos T reguladores, los linfocitos T, , que secretan IL-10, y los linfocitos
T, ., aue secretan TGF-B. Estos linfocitos son especialmente importantes en el GALT por su capaci-
dad reguladora de la respuesta inmunitaria en procesos inflamatorios e infecciosos y desempefian
un papel clave en la tolerancia oral frente a antigenos de la dieta y la microbiota. El Th3 responde a
citocinas inmunosupresoras en el desarrollo de tolerancia oral °.

Tras la activacion de los linfocitos en las PP o en los GLM, algunos linfocitos T activados perma-
neceran en forma de células memoria y otras migraran a los centros germinales de PP y GLM para
promover el proceso final de diferenciacion de los linfocitos B. La secrecion de IL-4, IL-5 y TGF-
induce el cambio de expresion a IgA en los linfocitos B de los foliculos y estos linfocitos B IgA+ ma-
duraran y tendran una expansion clonal.

Existen vias accesorias de muestreo antigénico independientes de las células M y el FAE.

El epitelio intestinal absortivo constituye la mayor superficie de contacto antigénico. Sin embargo,
presenta una menor accesibilidad a la penetracion antigénica por la presencia de una capa de moco
de mayor grosor asi como un recubrimiento externo de glicocalix rico en enzima hidroliticas, que
impiden la entrada de macromoléculas y microorganismos. Sin embargo, los enterocitos expresan
MHC-Il'y en algunas circunstancias son capaces de captar y procesar los antigenos solubles que
llegan a su superficie y presentarlos a los LIEs y a los linfocitos de LP. De esta manera ejercen un
papel en el mantenimiento de los linfocitos T reguladores y efectores previamente activados en GLM
0 PP. Los enterocitos también expresan diversas citocinas, receptores de citocinas y TLR, que les
permiten iniciar respuestas celulares a determinadas estructuras microbianas desempefiando un
papel importante en la regulacion y en el mantenimiento de condiciones de inflamacion crénica o de
tolerancia local ”.

Las CD son capaces de extender sus dendritas o prolongaciones entre los enterocitos, sin dis-
torsionar la integridad de la barrera epitelial, gracias a la expresion de proteinas asociadas a las
uniones estrechas. De esta forma son capaces de realizar un muestreo de la luz intestinal, que pro-
bablemente esta regulado por componentes bacterianos y sefales epiteliales en respuesta a una
infeccion bacteriana * . Una vez activadas pueden actuar como CPA a los linfocitos T y linfocitos
B presentes en la LP o migrar a los GLM donde realizaran su funcion de CPA. Parece que puedan
estar implicadas en el fendmeno de exclusion inmunitaria que tiene lugar en respuesta a la flora co-
mensal mediante la induccion de IgA especifica en la LP.
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Fase efectora:

Tanto los linfocitos T activados como los linfocitos B maduros se dirigen a la circulacion sistémica
desde el GLM, a través de los vasos eferentes y del conducto toracico. Presentan una recirculacion
sistémica, desde donde migran y se distribuyen a los tejidos efectores de la mucosa intestinal (LP y
epitelio intestinal) para ejercer su funcion. Este fendmeno de “homing” ocurre porque los linfocitos
activados en el GALT presentan un patron de moléculas de adhesion y receptores de quimiocinas,
que promueven su movilizacion hacia la mucosa intestinal. Las vénulas de endotelio alto (HEV)
desempefan un papel importante en este reclutamiento de células inmunes ya que, ademas de
moléculas de adhesion celular, poseen unas diriginas vasculares especificas de cada tejido linfoide,
que sirven para dirigir la extravasacion de linfocitos de distintas subpoblaciones & 7 °,

Los linfocitos que alcanzan la LP del intestino se distribuyen en diferentes compartimentos. En la
LP permanecen las células plasmaticas, para finalizar su maduracion a células secretoras de IgA, y
los linfocitos T, (CD4+) que se distribuyen a lo largo de las vellosidades vy las criptas. Los linfocitos
T, (CD8+) migran preferentemente al epitelio convirtiéndose en LIE ® . Los linfocitos T CD4+ son im-
portantes en la regulacion de la tolerancia inmunolégica y los linfocitos T CD8+ tienen una actividad
citotdxica potente .

En las vellosidades de las criptas de Lieberkhin observamos que en LP predomina un perfil de
liberacion de citocinas T, (IL-4, IL-5, IL-10) para estimular la proliferacion de linfocitos By células
plasmaticas, que desempefnan un papel clave en el proceso inflamatorio. A nivel intraepitelial predo-
mina la secrecion de citocinas de perfil T, (IL-2, IFNy) que modulan la respuesta inmune citotdxica
local. En la base de las criptas, predomina las presencia de células plasmaticas productoras de IgA
y la presencia de macréfagos carroferos (scavenger), sin MHC-II, que realizan labores de fagocitosis
de células apoptdticas 2.

Una vez los linfocitos T y B han alcanzado y se han distribuido por la LP y a nivel intraepitelial,
quedan en un estado latente (células memoria) y cuando se reencuentren con el antigeno daran
lugar a una respuesta inmunoldgica especifica mas vigorosa °. Esta respuesta consiste en la secre-
cion por parte de linfocitos T de IFNy, IL-17, TNFa, linfotoxina-a y IL-2, que promueven la expansion
clonal de linfocitos T y estimulan la subpoblaciéon Th y linfocitos B. También estimularan a los M® y
las CPA asi como la activacion de células endoteliales que expresaran moléculas de adhesion en el
HEV. Los M® activados por IFNy, secretaran citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
IL-18), asi como radicales libres y metabolitos nitrogenados. Todo esto da lugar al reclutamiento y
activacion de leucocitos y a la induccion de inflamacion local .

La alteracion de alguno de estos factores defensivos que regulan la integridad de la mucosa intestinal
puede conducir a un aclaramiento ineficaz de antigenos patégenos o a una alteracion de la funcion celu-
lar reguladora de la respuesta inmune, que condiciona la aparicion de dafio tisular en la mucosa intestinal,
un incremento de la permeabilidad intestinal y el sobrecrecimiento de microorganismos patdgenos.

1.3/Tolerancia inmunoldgica

La mucosa intestinal constituye la mayor superficie de contacto con antigenos externos y al mis-
mo tiempo es el drea anatdomica que presenta un tejido linfoide mas abundante. Sin embargo, no
todos los estimulos antigénicos en el GALT desencadenan una respuesta inmunoldgica sistémica.

El epitelio intestinal debe verse como una interfase entre el medio externo y el interno, en lugar de
como una barrera, ya que permite la entrada selectiva de antigenos externos (alimentarios, muestreo
de la microbiota) en condiciones normales ''. En este contexto, es importante que ante la exposicion
a antigenos no patdgenos no se desencadene una respuesta inflamatoria sistémica 2.

1.3.1/Concepto de tolerancia oral
El concepto de tolerancia oral se describid por primera vez en 1909 cuando A. Besredka observd
que los congjillos de indias que habian sido alimentados con pienso que contenia leche no podian

ser inmunizados contra las proteinas de la leche ''. La tolerancia oral se define como la ausencia de
respuesta inmunitaria sistémica frente a la exposicion a un antigeno al que se ha estado previamente
expuesto a través de tracto gastrointestinal & 7. La mayor parte de la carga antigénica a la que se
somete al GALT proviene de los alimentos y de la flora comensal, que en condiciones normales dan
lugar a una respuesta inmunoldgica de tolerancia oral. El mecanismo de tolerancia oral es necesa-
rio, ya que la potente respuesta inmunitaria protectora que se desarrolla en respuesta a patdégenos
podria dar lugar a fendmenos de alergia alimentaria o enfermedades inflamatorias cronicas cuando
se dirige contra antigenos de la dieta o de la flora comensal °.

1.3.2/Mecanismos de tolerancia oral
Los mecanismos responsables de la tolerancia oral no son bien conocidos todavia y la mayor
parte de la informacién disponible proviene de modelos experimentales 2 13,
El sistema GALT se caracteriza por un sistema diferenciado de moléculas de adhesion, citocinas,
y Células especializadas, que le confieren una predisposicion natural a la induccion de tolerancia.
En condiciones de homeostasis tisular, la mucosa intestinal, asi como las PP y los GLM se ca-
racterizan por tener un ambiente inmunosupresor en el que predominan las citocinas IL-10, TGFB y
PGE, que estimulan un fenotipo inhibitorio en las células del GALT. En este contexto, las respuestas
efectoras del GALT se basan en la produccion de IgA y en respuestas celulares mediadas por linfo-
citos T, >".
Los linfocitos T son las principales células implicadas en la induccién de tolerancia oral mediante
dos mecanismos “:
La anergia y deleccion clonal es la respuesta que sigue a la administracion oral de dosis altas
de antigenos en modelos experimentales. Se caracteriza por una ausencia de proliferacion de
células Ty una disminucion de la produccion de la citocina proinflamatoria IL-12, asi como de
la expresion de su receptor y de la expresion de receptores de MHC-II.
La supresiéon activa por parte de linfocitos T CD4+ y CD8+ ocurre en respuesta a la admi-
nistracion reiterada de dosis bajas de antigenos orales. Estos linfocitos reguladores inhiben la
respuesta antigénica mediante la secrecion de citocinas anti-inflamatorias como TGFf3, IL-10 e
IL-4, que ademas estimulan la produccion de IgA.

La inmunoglobulina A (IgA) es la inmunoglobulina méas abundante en la mucosa intestinal. Se-
cretada por las células plasmaticas del GALT, la IgA secretora aporta una proteccion especifica de
las superficies mucosas en la primera linea de defensa. Se caracteriza por ser resistente a la proted-
lisis intraluminal y no desencadenar una respuesta inflamatoria, por lo que constituye un mecanismo
ideal de defensa mucosa. Evita la penetracion del antigeno mediante la formacion de inmunocom-
plejos en la luz intestinal y también se une a los antigenos a nivel intraepitelial y subepitelial cuando
estos atraviesan la barrera intestinal, favoreciendo su destruccion local & 4. Las IgA, IgG y IgM sé-
ricas secretadas por el sistema GALT forman parte de la inmunidad sistémica y eliminan antigenos
que ya han penetrado y desempefian un papel en su opsonizacion y fagocitosis .

Las células epiteliales, CD y M®, juegan también un papel importante en el desarrollo de toleran-
cia oral, mediante la senalizacion intercelular asi como la secrecion de citocinas y la presentacion
antigénica.

Las células epiteliales son CPA altamente polarizadas que expresan TLR. En funcion de don-
de se produce el contacto con el antigeno se desencadenara un tipo de respuesta inmunoldgica
diferente. La union del ligando antigénico a los receptores de superficie apicales inducen senales
inhibitorias mientras que la unidn a los receptores basolaterales induce respuestas inflamatorias
protectoras '°. La flora comensal probablemente estimula los TLR a nivel de la membrana apical
dando lugar a respuestas tolerogénicas, mientras que los patdgenos invasivos estimulan los TLR
basolaterales desencadenando una respuesta inflamatoria completa.

Las CD presentan un papel importante en el muestro de antigenos luminales mediante la emision de
prolongaciones digitiformes a la luz intestinal y actian como CPA en los GLM dando lugar a respuestas
inflamatorias o tolerogénicas.

25

INTRODUCCION



INTRODUCCION

26

Los M® intestinales presentan, como veremos mas adelante, un fenotipo predominantemente
antiinflamatorio con una alta capacidad bactericida y una expresion reducida de MHC-II, que pro-
mueven la induccién de linfocitos T reguladores implicados en los fendmenos de tolerancia inmu-
nolégica .

Desde un punto de vista anatomico y funcional, los GLM son el punto clave en el desarrollo de la
tolerancia oral a antigenos. En diferentes estudios experimentales murinos se ha objetivado que la
ausencia de los mismos previene el desarrollo de tolerancia sistémica ' ¢, En ausencia de GLM se
objetivan cultivos positivos para bacterias comensales en otros érganos linfoides secundarios (bazo)
que desencadenan una reaccion inflamatoria frente a los mismos '2. Los GLM restringen la recircu-
lacion de CPA de forma local, evitando el desarrollo innecesario de respuesta sistémica.

1.3.3/Patrones de tolerancia frente a antigenos alimentarios y flora comensal

En cuanto a la tolerancia oral debemos diferenciar las respuestas que ocurren frente a los antige-
nos alimentarios y frente a la microbiota intestinal, ya que su llegada a la circulacion sistémica tiene
efectos diferentes .

Los antigenos alimentarios dan lugar a una tolerancia oral propiamente dicha. Son capaces de in-
ducir una tolerancia tanto local como sistémica, ya que esta demostrado que las proteinas de la die-
ta alcanzan la circulacion sistémica sin desencadenar una respuesta inmunoldgica a este nivel ' 2,

La tolerancia oral frente a la microbiota consiste en respuestas antiinflamatorias locales asocia-
das a la secrecion de IgA, que evitan su diseminacion sistémica 2. La respuesta inmunoldgica local
frente a la microbiota (secrecion de IgA, mecanismo bactericida de M® y confinamiento a GLM) da
lugar a una situacion de ignorancia sistémica, que no tolerancia, evitando asi las respuestas extrain-
testinales ' 145, Sin embargo, aunque la llegada de antigenos comensales a la circulacion sistémica
no es un hecho habitual, cuando esta sucede desencadena una respuesta inmunolégica protectora
sistémica 1" 12,

1.4/Papel de los macrofagos en el sistema GALT

1.4.1/Macrofagos. Generalidades

El sistema fagocitico mononuclear (SMF) fue descrito en los afos 70 por Van Furth en un in-
tento de incluir todas la células altamente fagociticas y sus precursoras '7. Todas ellas provienen de
la misma estirpe celular, la linea mieloide, que se origina en la médula 6ésea (MO), son transportadas
en la sangre (monocitos) y distribuidas a sus lugares funcionales en los tejidos, donde finalizan su
maduracion (macrofagos tisulares). La célula principal del SFM es el macrofago (MF) '8,

Desde el punto de vista histologico, un MF es una célula grande, de unos 15-30 mm de diametro y con
una estructura cambiante segun su estado de actividad. Presenta una superficie irregular por la presencia
de numerosas microvellosidades y prolongaciones digitiformes. El citoplasma es abundante y de aspecto
granular por microscopia optica (m.o). Presenta un nucleo redondo lobulado de ubicacion excéntrica, un
gran aparato de Golgi muy desarrollado, un reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias y gran canti-
dad de vacuolas endociticas, lisosomas ricos en enzimas hidroliticas, proteasas vy lipasas, fagolisosomas
y cuerpos residuales. Podemos obtener una tincion selectiva de los mismos con azul de tripano ya que
fagocitan el colorante y lo almacenan en su citoplasma en forma de granulos visibles en m.o. En su super-
ficie expresan receptores para la inmunoglobulina G (IgG) y el complemento, que les permiten la captacion
y fagocitosis de antigenos opsonizados, asi con MHC-II, que les permite actuar como CPA 1921,

Desde un punto de vista funcional, los macréfagos son un componente esencial de la inmunidad
innata (célula efectora y principal célula fagocitica) y desempefan un papel central en los mecanis-
mos de inflamacion y de defensa del organismo ademas de funciones para el mantenimiento de la
homeostasis tisular 22 .

Se dividen en dos subpoblaciones diferentes en base a los receptores de superficie que expresan
y a los mediadores que secretan 2%, Los macréfagos M1 son MF proinflamatorios con una eleva-

da capacidad bactericida, que secretan altos niveles de citocinas proinflamatorias y metabolitos
nitrogenados y de oxidacion. Son estimulados por los linfocitos T, y el estimulo activador mas im-
portante es él IFNg. Los macrofagos M2, activados por los linfocitos T, , para combatir patégenos
extracelulares y parasitos, desempenan también una funcion en la promocion de la remodelacion
tisular asi como funciones inmunoreguladoras. Esta clasificacion se realizd en concordancia con el
paradigma T,y T,

En relacion a los macréfagos tisulares, debemos también diferenciar dos tipos de MF: resi-
dentes y activados o inflamatorios. Los MF residentes son aquellos que estan presentes en un
tejido determinado en condiciones de normalidad. Los MF inflamatorios son aquellos que estan
presentes en un tejido determinado en respuesta a un estimulo exdgeno. La diferencia entre ambos
tipos de MF se ha basado en sus patrones de emigracion bajo condiciones de homeostasis o de
inflamacion y no existen marcadores que nos permitan diferenciarlos 2224, El desarrollo fenotipico y
funcional de los MF tisulares depende del microambiente particular en los tejidos donde maduran.

1.4.2/Fagocitosis y Killing intracelular

El mecanismo microbicida de los M® se basa en la fagocitosis o internalizacion del patdogeno y la
posterior degradacion del mismo (Figura 3).

La definicion clasica de fagocitosis es la endocitosis de particulas mayores de 0,5 uym, que in-
cluyen a la mayoria de bacterias, hongos, protozoos y otras células eucaridticas #°. Es, por tanto, el
mecanismo mediante el cual las células fagociticas (M®, CD, neutrdfilos y células del sistema reticu-
loendotelial) son capaces de unirse a estos microorganismos e internalizarlos.

Este proceso se inicia siempre mediante la unidn a receptores especificos en la membrana plas-
matica 2% 2", que desencadenaran los cambios posteriores. Puede tratarse de una union directa
bacteria-MF mediante el reconocimiento de ligandos del patégeno (interaccion entre los PAMPs y
los PRRs) o puede ser una union indirecta mediada inmunoldgicamente a través de la opsonizacion
del patdgeno, ya sea de forma especifica (inmunoglobulinas) o inespecifica (sistema del complemen-
to). En este caso, el MF tiene receptores para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas adheridas a
la superficie bacteriana y receptores del complemento 2527,

Tras esta fase de reconocimiento y adherencia del microorganismo a la superficie de la célula
fagocitica, tiene lugar la formacion de pseuddpodos por parte del macréfago, que engloban al mi-
croorganismo formando una vacuola fagocitica o fagosoma 2.

Una vez en el citoplasma del fagocito, los contenidos del fagosoma deben ser digeridos y des-
truidos. En este proceso se dan una serie de estadios madurativos del fagosoma mediante su fusion
con endosomas tempranos y tardios y finalmente con lisosomas, dando lugar a la formacion final de
un fagolisosoma #. La actividad bactericida o killing intracelular del M® tiene lugar en el interior
del fagollsosoma Esta destruccion se lleva a cabo mediante varios mecanimos 2.

la induccion de un estallido respiratorio oxidativo que da lugar a la creacion de radicales su-
peroxido a través de la induccion de la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH)
oxidasa.

la creacion de radicales nitrogenados mediante la induccion de la NO-sintasa

la liberacion de enzimas tipo hidrolitico y la acidificacion del pH tras la formacion del fagolisosoma.
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FIGURA 3: ESQUEMA DE FAGOCITOSIS/KILLING POR MACROFAGOS (ADAPTADO DE SMITH, L. 2013)
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Los productos antigénicos resultantes de la digestion y degradacion de estos patdgenos seran
posteriormente presentados a los linfocitos T para inducir la inmunidad adquirida 2.

Todo este proceso conlleva en la mayoria de las ocasiones la destruccion de las bacterias 2°, aunque
algunas pueden sobrevivir un cierto periodo de tiempo30 o escapar a estos mecanismos %2728, |La no eli-
minacion de estos microorganismos o la activacion anémala y prolongada de estos M® genera una hiper-
produccién de citoquinas pro-inflamatorias que puede desencadenar un proceso inflamatorio crénico '3,

1.4.3/Macrofagos del sistema GALT

Los macréfagos intestinales son una de las poblaciones leucocitarias mas abundantes en la
mucosa intestinal sana y constituyen el mayor contenido de M® del organismo. Se localizan a lo
largo de toda la mucosa intestinal en contacto directo con el epitelio intestinal y presentan un gra-
diente de distribucion en el tubo digestivo en relacion al gradiente de la microbiota existente. Se
localizan preferentemente en la LP, donde constituyen el 10-20% de las células mononucleadas,
y en la cupula subepitelial de las PP. Un pequeno porcentaje se encuentran también a nivel de las
capas musculares del tubo digestivo %,

Los M® tisulares (epidermis, alvéolos, hepaticos, peritoneales...) derivan de precursores em-
briogénicos y en condiciones de homeostasis se renuevan de forma local. Sin embargo, los M®
intestinales no presentan este automantenimiento y existe una reposicion constitutiva a partir de los
monocitos circulantes, que una vez entran en la mucosa intestinal maduran al fenotipo tisular. Este
proceso de maduracion viene determinado por el microambiente local de la mucosa intestinal, la
presencia de factores de crecimiento y la relacion con la microbiota intestinal 4.

Los M® intestinales tampoco se adaptan correctamente al paradigma M1-M2, ya que presentan
caracteristicas de ambos grupos, como la expresion de MHC-II en superficie y la secrecion cons-
titutiva de TNFa propios de M1 y la expresion de CD206, CD163 o la produccion de IL-10 propios
de M2 %, Los M® intestinales son células con una gran plasticidad que les permite adaptarse a su
entorno de forma compleja y especifica, sin poder clasificarlos en ninguno de estos grupos.

Los M® intestinales pueden detectar e interaccionar con bacterias o productos microbianos de
varias maneras. De forma directa, mediante un muestreo de los antigenos luminales a través de
prolongaciones digitiformes de los M® que se extienden entre las células epiteliales hasta el lumen,
0 bien mediante la adquisicion del antigeno que alcanza la LP por pérdida de la integridad de la
barrera epitelial. También puede ser de forma indirecta, mediante la fagocitosis de células que ha-
yan adquirido el antigeno 2* o a través de la sefializacion emitida por las células epiteliales que han
detectado el antigeno.

Los M® intestinales son mediadores centrales de la homeostasis inmunoldgica y de la inflama-
cion intestinal (Figura 4). A pesar de la proximidad con los antigenos luminales, la mucosa intestinal
normalmente presenta minimos signos de inflamacion. Esto es posible, porque los M® intestinales
presentan una adaptacion funcional que les permite mantener la homeostasis tisular sin dar lugar
a una activacion continua inmunolégica. En este sentido, el estado de la mucosa intestinal es un
determinante clave. En condiciones normales, de integridad mucosa, los M® presentan una dismi-
nucion de su actividad proestimuladora con una reduccion en la secrecion de citocinas proinflama-
torias pero sin afectacion de su capacidad fagocitica y bactericida. En situaciones de inflamacion
mucosa, los M® intestinales cambian su perfil funcional aumentando su activacion proinflamatoria.
No existe informacion sobre si hay diferencias funcionales de los macrofagos intestinales en funcion
de area anatomica intestinal donde se encuentren 22,

FIGURA 4: PAPEL DE LOS M® INTESTINALES EN LA REGULACION DE LA HOMEOSTASIS INTESTINAL
Y EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA (ADAPTADO DE BAIN, C. 201 4).
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1.4.4/Macrofagos intestinales en mucosa normal

En condiciones de normalidad, los macréfagos intestinales desempenan un papel importante en
la remodelacion tisular y en la prevencion de respuestas inflamatorias contra bacterias comensales
36

Los M® intestinales participan en la remodelacion tisular mediante dos mecanismos 4. Por un
lado, actuando como células “scavenger” que se encargan de eliminar células apoptdticas o senes-
centes. Por otro lado, mediante la secrecion de citocinas y factores solubles que favorecen el man-
tenimiento de la homeostasis tisular. En este sentido, a destacar la secrecion de PGE2, que estimula
la proliferacion de células progenitoras en las criptas y de esta forma regula y favorece la integridad
epitelial. También la secrecion de TNFa, que regula el crecimiento epitelial y la permeabilidad intesti-
nal y estimula las células mesenquimales subepiteliales que regulan la funcion epitelial.

En cuanto a su funcion inmunolodgica, los M® intestinales desempefian su papel como células
efectoras del sistema inmune innato, pero con particularidades que los diferencian de otros macroé-
fagos tisulares. Presentan un fenotipo marcadamente antiinflamatorio sin perder una elevada capa-
cidad fagocitica y bactericida. Esta diferenciacion fenotipica viene marcada por el microambiente
intestinal y los factores derivados del estroma *¢. Las citocinas fundamentales en este estado de
hiporespuesta son la IL-10 y TGF-B. La IL-10 es una citocina inmunomoduladora que se produce
en la LP en condiciones fisiolégicas y que atenua la funcion de los monocitos/macréfagos de forma
directa y también indirectamente estimulando la produccion de TGF- de diferentes tipos celulares,
incluidos M® y CD. IL-10 y TGF-B actuan de forma sinérgica reduciendo la expresion de receptores
de superficie proinflamatorios 22. La IL-10 también promueve el mantenimiento de los linfocitos Tr
en LP, que desempefan un papel fundamental en la prevencion de respuesta inflamatoria contra
bacterias comensales o proteinas de la comida.

Aligual que otras células del sistema innato, los M® responden a PAMPS ofreciendo una respuesta
rapida e inespecifica. En este sentido, los M® residentes expresan TLR pero hay una hiporespuesta
a su activacion regulada por una falta de expresion de moléculas coestimuladoras y por la presencia
de IL-10, TGF-B3, receptores de inhibicion y sefales de la propia microbiota. Esta situacion de inercia o
estado de refractariedad debe diferenciarse de la situacion de “tolerancia a la endotoxina” en la que la
exposicion inicial a lipopolisacarido (LPS) suprime las respuestas siguientes a través del TLR-4. En mu-
cosa intestinal normal, existe una supresion global del potencial estimulatorio de las M® intestinales,
que asegura una ausencia de respuesta inapropiada a cualquiera de los constituyentes potencialmen-
te inflamatorios de su entorno 242, Existe por tanto una supresion de su respuesta inflamatoria pero no
de su respuesta antimicrobiana o bactericida hacia los antigenos que penetran el epitelio.

En condiciones de normalidad y al igual que en otros tejidos, en la mucosa intestinal coexiste una
poblacion de M® residentes y una poblacion de M® activados, que se mantienen en un equilibrio
constante para mantener la homeostasis en el intestino sano y asegurar una inmunidad protectora
cuando se requiera. Estos M® intestinales residentes en condiciones de normalidad son la pobla-
cibn mayoritaria y se mantienen y se renuevan mediante una entrada continua y fisiolégica de mo-
nocitos/macroéfagos circulantes en la mucosa intestinal, que adquieren el fenotipo antiinflamatorio
caracteristico determinado por factores locales 22 24 34,

1.4.5/Macrofagos intestinales en la mucosa intestinal inflamatoria

En la mucosa inflamatoria, los M® intestinales desempefian un papel fenotipico y funcional dife-
rente al que presentan bajo condiciones fisiologicas.
Cuando la homeostasis intestinal se ve alterada, varia la composicion de M® intestinales en res-
puesta a estimulos locales de inflamacion, dando lugar a un aumento de M® proinflamatorios o ac-
tivados. Estos M® se caracterizan por la secrecion de IL-1, IL-6, TNFa y radicales libres de oxigeno
asi como metabolitos nitrogenados y por la expresion de moléculas coestimuladoras de células T.
De esta forma, estimulan a las células efectoras T y el reclutamiento de otras células inflamatorias
(p.€j: polimorfonucleares, eosindfilos, mastocitos). Estos M® activados pueden reaccionar contra
los antigenos luminales, actuar como células efectoras potentes, ejercer de CPA y producir un
gran numero de citocinas proinflamatorias 2. En situaciones de inflamacion estos M® parece que

también pudieran migrar a GLM para activar linfocitos T, aunque es un hecho que no queda claro
en los diferentes estudios *. Sin embargo, en este contexto inflamatorio, la subpoblacion de M®
residentes no cambia, lo que indica que son células maduras finales.

Por tanto, como hemos podido ver, los M® intestinales no son células inflamatorias por naturaleza
sino que presentan una elevada plasticidad en respuesta a su entorno y coordinan los primeros
estadios de la reparacion tisular en respuesta a dano, infeccion o inflamacion. Tras la desaparicion
del estimulo infeccioso o inflamatorio, la poblacion de M® tisulares vuelve a la normalidad, mediante
la reduccion de M® proinflamatorios (apoptosis o conversion del fenotipo), y porque la poblacion
de M® residentes ha permanecido estable durante todo el proceso y desempefia un papel en la
resolucion del dano tisular y la restauracion de la homeostasis intestinal, mediante la estimulacion
de linfocitos Tr %4, La supresion de M® activados es un proceso activo y controlado, que puede
observarse bajo la influencia de IL-10 o del tratamiento con esteroides 2. La fagocitosis de material
apoptotico también genera senales antiinflamatorias.

1.4.6/Células dendriticas y macrofagos intestinales

En el GALT las principales células del SMF son los macrofagos (M®) vy las células dendriticas (CD)'
7. Ambos tipos celulares desempefian un papel central en la homeostasis intestinal, permitiendo
respuestas protectoras robustas en relacion a insultos patogénicos y evitando las mismas ante
estimulos no patégenos.

Sin embargo, la identificacion y diferenciacion de ambos tipos celulares es dificil y controvertida.
No puede hacerse una buena diferenciacion en base a su morfologia ya que las CD y los M®
activados son similares 2. Durante mucho tiempo su diferenciaciéon se ha basado en la capacidad
de presentacion antigénica por parte de las CD, asi como la expresion de MHC-Il y CD11c. Sin
embargo, en estudios posteriores se ha visto que estos no son rasgos diferenciales ya que los
M® también presentan esta capacidad 3 2% %, Dada la evidencia de ausencia de marcadores de
superficie especificos de linaje celular y que el fenotipo de superficie se solapa muchas veces entre
M®, CD vy otras células mieloides, se hace necesaria la combinacion de multiples marcadores de
superficie para su identificacion 34, Esto puede llevar a un nimero de subpoblaciones que es una
funcion exponencial del nimero de marcadores de superficie, ya que ningun marcador distingue CD
de M® 838, Por ello, para algunos autores se hace dificil mantener esta diferenciacion y se postula
que pueda tratarse de diferentes fenotipos de la misma célula %, ya que como hemos visto, los
fagocitos mononucleares son una poblacion muy heterogénea con una gran plasticidad y diversidad
funcional.
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2 [raslocacion bactenana

2.1/Concepto de traslocacion bacteriana

El concepto de traslocacion bacteriana (TB) se define por primera vez en 1979 cuando Berg y
colaboradores la definen como el paso de bacterias entéricas viables a través de la mucosa intesti-
nal hacia LP, GLM y otros 6rganos extraintestinales *°. A partir de ese momento existen numerosos
estudios experimentales en modelos animales que evidencian TB en situaciones clinicas diversas y
su relacion con el desarrollo de infeccion e inflamacion sistémica.

En los anos posteriores y con los avances en microbiologia molecular, el concepto de TB se am-
plia incluyendo la traslocacion tanto de gérmenes entéricos viables como de productos bacterianos
(endotoxina, ADN bacteriano...) “-#2, Estos productos bacterianos constituyen patrones moleculares
asociados a patdgenos o a microbiota (PAMPs o0 MAMPS) que también son capaces de activar res-
puestas inflamatorias mediante la activacion del sistema inmune innato a través de los TLR.

A lo largo del tracto gastrointestinal existe un gradiente de microbiota y el colon es la localizacion
intestinal con mayor carga bacteriana. Por ello se podria pensar en el colon como el lugar de TB mas
evidente; sin embargo, no hay existe evidencia clinica o experimental al respecto “. Existen diversos
estudios en modelos animales que identifican como lugares de TB el ileon distal y el ciego “4-.

Las bacterias que traslocan con mayor frecuencia son patégenos intracelulares que resisten de
alguna manera la capacidad bactericida de las células fagociticas (p.ej.: Salmonella, Listeria). En
cambio, la microbiota entérica habitual es facilmente destruida tras su fagocitosis y Unicamente so-
brevive en situaciones de disfuncion de los mecanismos de defensa. En estos casos, las bacterias
que traslocan con mayor frecuencia son las bacterias gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y otras Enterobacteriaceae), enterococos y otros estreptococos #. Las bacterias anae-
robicas son las bacterias predominantes en la flora intestinal (100-1.000:1), sin embargo, raramente
traslocan a no ser que exista dano fisico de la barrera intestinal.

2.2/Mecanismos de traslocacion bacteriana

2.2.1/Barrera epitelial intestinal

La barrera epitelial intestinal esta compuesta por una estructura ya descrita en el primer capitulo
que separa el medio interno del entorno luminal. Ejerce una funcion protectora que se sustenta
en tres pilares (Figura 5): la microflora normal (barrera ecoldgica), las células epiteliales y el mucus
(barrera mecanica) y la IgA secretora y las células inmunoldgicas del sistema GALT (barrera inmuno-
l6gica) “°. Las alteraciones en la microbiota intestinal, en la integridad de la mucosa intestinal o una
disfuncion inmunolégica favoreceran la presencia de TB.
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FIGURA 5: COMPONENTES DE LA BARRERA INTESTINAL
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La microbiota intestinal desempena importantes funciones fisioldgicas entre las que se encuen-
tra la proteccion frente a la entrada de patégenos invasivos, evitando su adherencia e inhibiendo su
crecimiento mediante la competencia de nutrientes y la sintesis de substancias antimicrobianas % 42,
También desempefia un papel fundamental en el desarrollo del sistema GALT “. La alteracion de la
microbiota intestinal, cualitativa (especies bacterianas) o cuantitativa (sobrecrecimiento bacteriano),
constituye un factor de riesgo en el desarrollo de TB 9404249,

La barrera epitelial, descrita en el anterior capitulo, desempena una funcion de barrera fisica con
una permeabilidad selectiva. La entrada de antigenos luminales a través del epitelio intestinal puede
ocurrir via transcelular o via paracelular %430, |_a via transcelular es la que tiene lugar a través de los
enterocitos y las células M. En esta via desempenan un papel fundamental los TLR que son los res-
ponsables del reconocimiento de MAMPs e inicio de respuestas inflamatorias o de tolerancia ®'. La
via paracelular es la que se produce a través de las uniones estrechas intercelulares. La via principal
de TB es transcelular %°. La barrera epitelial puede verse alterada por lesion directa de los entero-
citos o por reduccion del flujo intestinal por fendmenos de isquemia-reperfusion, dando lugar a un
aumento de la permeabilidad intestinal que promueve la TB. Ademas, algunas bacterias patdgenas
aprovechan la ruta fisiolégica de muestreo antigénico a través de las células M en el EAF para pene-
trar en el organismo. Otras son capaces de invadir la superficie apical o basolateral de los enteroci-
tos, desencadenando la expresion de moléculas inflamatorias que producen cambios inflamatorios
locales con alteracion secundaria de la permeabilidad intestinal °. La via de entrada paracelular se
incrementa en situaciones patoldgicas en las que existe una disrupcion de la barrera epitelial.

La barrera inmunoldgica, constituida por el GALT, es indispensable para ofrecer respuestas pro-
tectoras locales y evitar la diseminacion e inflamacion sistémica 8. La disfuncion de algin compo-
nente del sistema GALT puede favorecer la TB y el desarrollo de respuesta inmune sistémica °2.

La barrera epitelial intestinal se encuentra alterada en diversas situaciones clinica que predispo-
nen a la TB como son: obstruccion intestinal, ictericia obstructiva, cirugia intestinal urgente, enfer-
medad inflamatoria intestinal, nutricion parenteral total, situaciones de inmunosupresion... 446,

2.2.2/Concepto de permeabilidad intestinal

La permeabilidad intestinal (Pl) es una caracteristica funcional de la barrera epitelial intestinal.
La mucosa intestinal permite la absorcion selectiva de ciertas substancias y nutrientes a la vez que
previene de la entrada de substancias potencialmente daninas de la luz intestinal al medio interno.

La Pl normal es aquella permeabilidad estable que existe en individuos sanos, sin signos de in-
toxicacion, inflamacién ni alteracion de la funcion intestinal %3, La Pl alterada es aquella alteracion no
transitoria de la permeabilidad normal que conduce a una pérdida de la homeostasis intestinal, con
alteracion en su funcion y desarrollo de enfermedad 2.

Todas aquellas condiciones que comporten un aumento de la Pl favoreceran la TB y un aumento
de la carga antigénica en la circulacion, que comporta un incremento de la estimulacion del sistema
inmune sistémico y la activacion de respuestas inflamatorias sistémicas 4. Sin embargo, el aumento
de Pl puede ser causa o efecto de la TB y de la respuesta inflamatoria local y sistémica.

2.2.3/Rutas de diseminacion sistémica

Tras sobrepasar la barrera epitelial y alcanzar la LP, existen diversos mecanismos de diseminacion
sistémica de las bacterias 0“2,

El drenaje linfatico mesentérico se considera la principal via de traslocacion, siendo el GLM el
primer o Unico punto donde pueden objetivarse bacterias comensales o patdgenas viables u otros
PAMPs.

También puede ocurrir a través del sistema venoso portal, con el higado como primer érgano
receptor de estos productos bacterianos, o transmural directa hacia la cavidad peritoneal.

2.3/Diagnostico de traslocacion bacteriana

La TB ha sido definida como el paso de bacterias o productos bacterianos al sistema venoso
portal y érganos asociados, GLM o cavidad peritoneal 2, Por tanto, su confirmacion requiere la
identificacion de bacterias 0 antigenos bacterianos en alguno de estos niveles.

2.3.1/Métodos directos

La identificacion de bacterias intestinales en los GLM se considera una evidencia directa de TB,
por lo que el cultivo positivo de GLM es uno de los métodos mas utilizados en estudios expe-
rimentales y clinicos, si bien en estudios clinicos en humanos el acceso a los mismos es limitado
(situaciones quirlrgicas) “*4',

Sin embargo, aunque la evidencia de cultivos positivos en GLM es el método directo mas utilizado
en el diagndstico de TB, es probable que infraestime la TB ya que las técnicas de cultivo tradicio-
nales permiten el cultivo de una minoria de bacterias intestinales y no permiten detectar bacterias
viables no cultivables 4% 415255, Asf pues, un cultivo positivo de GLM confirma la existencia de TB,
pero la ausencia de un cultivo positivo no permite descartarla.

Otro método directo de determinacion de TB es mediante la utilizacion de bacterias marcadas
con radiotrazador. Estudios de TB mediante esta técnica confirman la TB de bacterias no viables
en GLMy, por tanto, con cultivo negativo #°.
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2.3.2/Métodos indirectos
Los avances en microbiologia molecular han ampliado las fronteras en la identificacion de TB.
Se consideran métodos indirectos de determinacion de TB:
la evidencia de cultivos positivos en sangre portal o periférica.
la deteccion de endotoxina en sangre periférica (SP).
la deteccion de ADN microbiano en SP mediante técnicas de PCR.
la valoracion de la permeabilidad intestinal.

Estos métodos permiten la valoracion de TB de forma menos invasiva 2.

La endotoxina y el ADN microbiano constituyen PAMPs capaces de desencadenar respuestas
inflamatorias sistémicas. La deteccion de ADN microbiano ofrece una mayor sensibilidad respecto a
los cultivos en SP y una elevada especificidad “* 4!, La determinacion de endotoxina, sin embargo,
se correlaciona Unicamente con TB de gérmenes entéricos BGN y no estima correctamente la TB
de bacterias gran positivas .

En algunos estudios se ha considerado la valoracion de la Pl como un método indirecto de TB, si
bien el aumento de la Pl es Unicamente un factor favorecedor y no indispensable de la misma 4% 4152,

2.4/Impacto clinico de la traslocacion bacteriana

El fendmeno de TB puede ocurrir en individuos sanos de forma fisioldgica. En condiciones normales
tasas reducidas de TB, tanto de gérmenes como de endotoxina, se pueden considerar fisioldgicas y
son rapidamente eliminadas por el sistema fagocitico de la mucosa intestinal (M®, CD) y del higado
(células de Kupffer) 2. La tasa basal de TB, entendida como cultivo de GLM positivo, en estudios hu-
manos esta alrededor de 5-10% y en animales entorno a un 10-20% “°. Esta TB basal o fisiolégica
permite el desarrollo del sistema GALT y el desarrollo de respuestas inmunoldgicas locales asi como
de tolerancia *2.

La TB se convierte en un fenémeno clinicamente significativo cuando produce complicaciones in-
fecciosas e incrementa la morbimortalidad de los pacientes.

Existen diversos estudios clinicos en humanos donde se demuestra que la TB a GLM es un fenéme-
no frecuente, con tasas que oscilan entre el 4-59% de los pacientes segun la condicion clinica basal.
Aunque la mayor parte de los pacientes que presentan TB carecen de complicaciones infecciosas, la
existencia de la misma va ligada a una mayor frecuencia de las complicaciones sépticas respecto los
pacientes en los que no se evidencia TB .

Las tasas de TB aumentan en numerosas patologias graves como son: shock hemorragico, pan-
creatitis aguda, ictericia obstructiva, cirugia abdominal, obstruccion intestinal, cirrosis hepatica, grandes
guemados, traumatismos severos, bypass cardiovascular, politraumatismo grave “'%. En estas situa-
ciones, la evidencia de TB es considerada como un factor prondstico negativo que favorece situaciones
de sepsis 0 sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y fracaso multiorganico (FMO). El SIRS
es el conjunto de signos y sintomas clinicos que aparece como consecuencia de la activacion de una
respuesta inmunitaria sistémica que da lugar a fendmenos de inflamacion. La sepsis es un tipo de SIRS
secundario a un proceso infeccioso, en el que por tanto, se objetiva el germen responsable. En los casos
de sepsis en estudios tanto experimentales como clinicos, los gérmenes hallados en GLM coinciden con
los gérmenes causantes de las infecciones clinicas, o que apoya la TB como origen de las mismas ' .

Se describe asi la teoria de la “sepsis de origen intestinal” (Figura 6) en la que una alteracion
funcional de la barrera intestinal da lugar a una TB patoldgica que convierte al intestino en el érgano
clave en la génesis de complicaciones infecciosas no determinadas, el desarrollo de SIRS y finalmente
de FMO 457 y muerte. El proceso de TB mediante la activacion de los M® del GALT activa una cas-
cada de respuesta inflamatoria mediada por citocinas, prostaglandinas, radicales libres de oxigeno y
metabolitos nitrogenados, que convierte al intestino y en especial al GALT, en un érgano inflamatorio
productor de citocinas que desencadenan y mantienen este proceso de inflamacion sistémica 5.

FIGURA 6: TEORIA DE LA SEPSIS DE ORIGEN INTESTINAL: LA TRASLOCACION BACTERIANA ES EL ESTIMULO QUE
DESENCADENA Y MANTIENE UNA RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA. (ADAPTADO DE GATT, M. 2007)
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Un gran numero de estudios experimentales y clinicos han demostrado la relacion entre aumento
de la PI, el fendmeno de TB y el aumento de infecciones o SIRS 7.
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3 Clrrosis hepatica v traslocacion
pbacterana

La cirrosis hepatica es una entidad clinica que se asocia a un aumento en la TB. Este aumento
es secundario a una alteracion de la funcion de la barrera epitelial y a la existencia de una disfuncion
inmunitaria “.

La existencia de una TB bacteriana patoldgica es un punto clave en el desarrollo de las compli-
caciones infecciosas y hemodinamicas de la cirrosis hepatica *°.

3.1/Traslocacion bacteriana patoldgica en la cirrosis

3.1.1/Definicion de traslocacion bacteriana patoldgica en la cirrosis

La TB es un fendmeno fisioldgico que se da en condiciones de salud y que desempena un papel
clave en el desarrollo de la inmunidad. Sin embargo, en situaciones clinicas como la cirrosis hepatica
se objetiva un incremento cuantitativo de la TB, que da lugar al concepto de TB patoldgica *°. Dadas
las limitaciones de acceso a GLM y otros compartimentos para cuantificar la TB, no ha sido posible
establecer un punto de corte en TB fisiolégica y patoldgica.

La TB patoldgica ocasiona un aumento de la respuesta inflamatoria a productos bacterianos
intestinales y un fracaso en la contencion de la diseminacion de bacterias entéricas, dando lugar al
desarrollo de complicaciones infecciosas y lesion de otros 6rganos a distancia.

En la cirrosis hepatica, la TB patolégica, ya sea medida de forma directa mediante cultivo positivo
de GLM o indirectamente mediante la medicion de endotoxemia sistémica, aumenta con el grado de
insuficiencia hepatica y de hipertension portal (HTPo) ¢!, Sin embargo, otra medida indirecta de TB
como es la deteccion de ADN bacteriano en la circulacion sistémica no se ha asociado a diferencias
con el grado de insuficiencia hepatica ©2.

La TB patoldgica existente en la cirrosis es diferente segun el estadio59. En la cirrosis compen-
sada (pre-ascitica) existe un aumento de la traslocacion de productos bacterianos (ADN bacteriano,
endotoxina), mientras que en la cirrosis descompensada (con ascitis) existe una TB patoldgica de
gérmenes entéricos viables %°. La TB de bacterias viables en GLM y localizaciones extraintestinales
en pacientes con cirrosis hepatica es secundaria probablemente a una alteracion conjunta de la
barrera intestinal y del aclaramiento inmune de las bacterias 2.

3.1.2/Alteracion de la barrera intestinal en la cirrosis
En la cirrosis hepatica se objetiva una alteracion global (microbiota, integridad epitelial, GALT) de
la funcién de la barrera epitelial que favorece una TB patologica 5 62,
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En referencia a la microbiota intestinal, en la cirrosis se aprecian cambios cuantitativos (sobre-
crecimiento bacteriano) y cualitativos (disbiosis) de la misma.

Existe un sobrecrecimiento bacteriano de predominio en intestino delgado (SIBO), con un au-
mento de bacterias aerdbicas, que facilita la TB y el desarrollo de un perfil proinflamatorio a nivel
intestinal. Los factores que promueven este SIBO en la cirrosis son: una hipomotilidad intestinal, una
reduccion de la secrecion biliar asi como una hipoclorhidria gastrica y factores intestinales inmuno-
l6gicos (menor secrecion de IgA y péptidos antimicrobianos) .

La evidencia de un SIBO en la cirrosis se ha asociado al grado de insuficiencia hepatica asi como
al antecedente de peritonitis bacteriana espontanea (PBE) y/o encefalopatia hepatica (EH). En la
cirrosis hepatica avanzada se asocia a TB patoldgica, desarrollo de PBE y endotoxemia 84,

La barrera epitelial también se encuentra alterada en la cirrosis, afectando a sus tres componen-
tes: mucoso, secretor y epitelial.

En cuanto al componente mucoso, en la cirrosis parecen existir cambios en las caracteristicas
de la capa de moco que recubre el epitelio intestinal, asi como en la composicion de la microbiota
asociada a la capa mucosa respecto la microbiota fecal .

En cuanto al componente secretor, en modelos experimentales de cirrosis hepatica se ha objeti-
vado una disfuncion de las células de Paneth con una menor secrecion de péptidos antibacterianos,
presentes habitualmente en la capa mucosa. Este hecho promueve la disbiosis intestinal y el SIBO
En pacientes cirréticos también se ha objetivado una concentracion de IgA fecal reducida, asi como
una menor secrecion de IgA mucosa, sugiriendo su posible relacion con la TB.

En cuanto al componente epitelial, en la cirrosis hepatica existe un incremento en la Pl secundario
a cambios estructurales y funcionales de la barrera epitelial derivados de la propia hepatopatia. La
HTPo da lugar a: un ensanchamiento de los espacios intercelulares con alteracion de las uniones
intercelulares estrechas o tight-junctions (TJ), congestion vascular, edema intestinal y proliferacion
fiboromuscular, una relacion vellosidad/cripta reducida, una muscularis mucosae engrosada y cam-
bios infamatorios locales con aumento del estrés oxidativo 2 ¢, Los cambios inflamatorios del
epitelio intestinal consisten en un infiltrado mononuclear y un aumento de los niveles de TNFa en LP,
submucosa y GLM, que en modelos de cirrosis experimental se asocian a la TB. Sin embargo, no
se ha podido determinar si son causa 0 consecuencia de la mismay parecen desempenar un papel
importante en la perdurabilidad del proceso. La alteracion de las TJ se asocia a un aumento de la
TB paracelular y los cambios inflamatorios epiteliales, que incrementan las transcitosis, se asocian
a un aumento de la TB transcelular. La malnutricion asociada a la cirrosis es otro factor asociado a
un incremento de la PI.

Finalmente, en la cirrosis existe una disfuncion de la respuesta inmunitaria local (GALT) y sis-
témica, que conlleva una disminucion en el aclaramiento de bacterias y productos bacterianos,
aumentando asi la TB %% %, Existe una situacion de relativa tolerancia epitelial a la TB secundario a
la disfuncion del sistema GALT y de la respuesta inflamatoria local *°. Ademas, factores genéticos
como la presencia de determinados polimorfismos de los receptores de patrones de respuesta
molecular de superficie (TLR) e intracelulares (NLR) se han asociado a alteraciones en la barrera
intestinal e incremento de TB, con un incremento en la susceptibilidad a desarrollar PBE.

La tasa de TB patolégica aumenta de forma progresiva con el grado de insuficiencia hepatica de
la cirrosis ya que este a su vez se asocia a alteraciones mas marcadas de la funcion de la barrera
epitelial % (Figura 7). La TB de bacterias viables (cultivo positivo en GLM) es superior en pacientes
con cirrosis avanzada (Child-Pugh C) 5°,

FIGURA 7: TRASLOCACION BACTERIANA PATOLOGICA Y ESTADIOS DE LA CIRROSIS HEPATICA (ADAPTADO DE WIEST, R. 201 4)
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El higado desempena un papel relevante en la TB, ya que es el primer érgano expuesto a productos
bacterianos intestinales a través del sistema venoso portal y actia como filtro hepatico evitando su
paso a la circulacion sistémica. En la cirrosis se evidencia una alteracion en esta funcion secundario a
una disfuncién del sistema reticuloendolelial (RES) y a la presencia de anastomosis portosistémicas .
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3.1.3/Endotoxemia en la cirrosis hepatica

LLa endotoxina es un componente principal de la pared celular de las BGN y un potente activador de la
respuesta inmunolégica. La determinacion de endotoxina en SP o portal es un medidor indirecto de TB 2.

En los pacientes cirréticos se objetivan unos niveles de endotoxemia mas elevados que en la
poblacion sana, siendo mayores en la circulacion portal que en la sistémica. Los niveles de endoto-
xina se correlacionan con el grado de insuficiencia hepatica, con las complicaciones asociadas a la
cirrosis (como la insuficiencia renal, la hemorragia digestiva por varices o la encefalopatia hepatica)
y con una mayor mortalidad 4.

3.2/Disfuncion inmunitaria en la cirrosis

La TB es clinicamente significativa cuando tiene lugar un defecto de los mecanismos de defensa
inmunoldgicos, locales o sistémicos, que permite una diseminacion sistémica de las bacterias tras-
locadas y favorece el desarrollo de infecciones, sepsis y SIRS °.

La cirrosis constituye el estadio final de multiples enfermedades hepaticas cronicas de etiologia
diversa y se asocia a una situacion de disfuncion inmunoldgica que se conoce como el sindrome de
disfuncion inmunitaria asociado a cirrosis (SDIAC) . El SDIAC se caracteriza por una alteracion del
sistema inmune, tanto innato como adquirido, en la que concurren de forma simultanea mecanis-
mos de inmunosupresion y de sobreestimulacion que causan un incremento en la susceptibilidad
a los procesos inflamatorios agudos y una respuesta inmunoldgica inapropiada, tanto local como
sistémica . El grado de disfuncion inmunitaria es variable a lo largo de la enfermedad hepatica,
guardando relacion con la gravedad vy la etiologia de la misma ©°. En contexto del SDIAC tiene lugar
una TB patoldgica asociada a un aumento de la endotoxemia y a un aumento de la tasa de infeccio-
nes bacterianas sistémicas en la cirrosis.

El origen del SDIAC es multifactorial secundario a una estimulacion continua del sistema inmuno-
l6gico por MAMPs y DAMPs, a una reduccion en la sintesis hepatica de factores tréficos, al hiperes-
plenismo y a la propia etiologia de la cirrosis. La interaccion persistente de bacterias entéricas con
estimulacion del sistema inmune puede llevar a una situacion de desgaste e inmunopardlisis que
incrementa el riesgo de infecciones .

3.2.1/Alteraciones de la inmunidad innata en la cirrosis

La inmunidad innata es el primer mecanismo de defensa frente a patégenos. En la cirrosis se han
objetivado alteraciones funcionales de neutréfilos, M®, células natural-killer (NK) y del sistema del
complemento (Tabla 1). Todas estas alteraciones incrementan las susceptibilidad a padecer infec-
ciones .

TABLA 1: ALTERACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA INNATA EN LA CIRROSIS %8

Disminucion de la quimiotaxis de los neutréfilos y M.
Disminucion de la capacidad fagocitica de los neutrofilos y M®.
Disminucion de la capacidad bactericida de los neutrdfilos y M®.
Disminucion de la actividad de las células NK.

Disminucion de la capacidad de opsonizacion del suero.
Disminucion de la funcion hemolitica del complemento.

Aunque existen pocos estudios al respecto, las alteraciones del sistema inmunitario que aumen-
tan la susceptibilidad a las infecciones parecen estar determinadas basicamente por la insuficiencia
hepatica, mientras que la causa de la hepatopatia es un determinante secundario ©°.

Alteracion de las vias de senalizacion TLR:

La activacion del sistema inmune innato se basa en el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPSs) o a microbios comensales o patdgenos oportunisticos (MAMPs) e
incluso a patrones moleculares asociados a dafno o lesion celular (DAMPs). Esto es posible gracias
a la presencia de receptores de reconocimiento de patron (PRRs) presentes tanto en la superficie
como en el citoplasma de las células del sistema inmune innato. La activacion de los PRRs puede
dar lugar a respuestas pro y antiinflamatorias asi como inmunogénicas o de tolerancia. Los TLR y
los NLR son subtipos de PRR ampliamente estudiados y es conocida su alteracion en la cirrosis 6.

Existen estudios en células hepaticas y en monocitos de SP donde se objetiva una alteracion
de la expresion y funcionalidad de los TLR en respuesta a estimulos agudos y cronicos. Las vias
de TLR-2 y TLR-4 son las mas importantes para el reconocimiento bacteriano. El TLR-2 responde
predominantemente a los componentes de la pared celular de bacterias Gram positivas (BGP) y el
TLR-4 esta implicado en el reconocimiento de endotoxina de las BGN. En los pacientes cirréticos
existe una alteracion funcional de ambos receptores (expresion reducida y alteracion de la via de
sefalizacion intracelular) secundaria a una exposicion prolongada a endotoxina. Las alteraciones de
estos PRRs secundaria a la cirrosis asi como la existencia de polimorfismos genéticos desemperian
un papel significativo en la susceptibilidad incrementada a las infecciones © .

Monocitos / Macréfagos:

Los monocitos (Mo) y los macréfagos (M®) tisulares son las principales células fagociticas del
sistema inmune innato y también desempenan un papel en la presentacion antigénica y la activacion
de la respuesta inmune adaptativa.

El SDIAC se caracteriza por una alteracion en la funcion de los Mo en varios niveles: quimiotaxis
reducida, aumento en la produccion de radicales superdxido, disminucion de la capacidad fagoci-
tica y bactericida y una menor producciéon de enzimas lisosomales . Todas estas alteraciones son
relevantes en el desarrollo de las respuestas inflamatorias, la progresion de la cirrosis y el aumento
de la susceptibilidad a las infecciones bacterianas.

En los pacientes con cirrosis y ascitis los Mo de SP se encuentran activados y presentan un aumento en
la secrecion de TNFa dependiente de endotoxina. Sin embargo, la respuesta inmune innata es disfuncional
ya que presentan una menor capacidad de fagocitosis y killing °. Ademas, en los pacientes cirréticos con
insuficiencia hepatica avanzada o con acute-on-chronic liver failure (ACLF) se observa una situacion de
inmunoparalisis secundaria a la endotoxemia cronica, que se caracteriza por una menor expresion de mo-
léculas HLA-DR en los Mo que da lugar a un predominio de los mecanismos antiinflamatorios (incremento
delL-6yIL-10) y a una supresion de los mecanismos proinflamatorios (reduccion en los niveles de TNFa) .

Los M® tisulares mas ampliamente estudiados en la cirrosis han sido los hepaticos o células de
Kupffer (CK), que desempenan un papel clave en la patogénesis de la cirrosis hepaticab6. Las CK
activadas por PAMPs/DAMPs participan en:

- la progresion de la fibrosis hepatica a través de la estimulacion de las células hepaticas estre-

lladas, que son las células responsables de la fiorogénesis 7.

el aumento de la presion portal, mediante la produccion de agentes vasoconstrictores (trom-
boxano A2 -TXA2-) 7,

el aumento de la TB y del riesgo de infecciones, secundario a una alteracion en el nimero y en
la capacidad fagocitica de la CK 72,

La mayoria de estudios se han hecho en Mo de SP o en CK que desde un punto de vista funcional
parecen ser diferentes a los M® del sistema GALT (LP, PP, GLM), como vimos en capitulos anteriores,
por lo que probablemente deban diferenciarse los mecanismo de respuesta innata sistémicos de los
locales. En este sentido, los estudios de M® del GALT son escasos.

Neutrdfilos:
En la cirrosis, los neutrdfilos en SP también se encuentran en un estado de activacion constante,
probablemente secundario a la exposicion continuada a endotoxina y productos bacterianos. Este
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estado de activacion constante origina una disfuncion de la actividad inmunoldgica por agotamien-
to, que se caracteriza por una menor quimiotaxis, capacidad fagocitica y capacidad bactericida
de estas células. Estas alteraciones se correlacionan con el aumento de la tasa de infecciones y la
mortalidad en la cirrosis %8,

El plasma de los pacientes cirréticos tiene un papel relevante en la induccion de disfuncion fago-
citica de los neutrofilos y, a su vez, ésta se correlaciona con el grado de insuficiencia hepatica 8 7,

A la alteracion funcional de los neutréfilos en la cirrosis debe anadirse la existencia de una neutro-
penia secundaria al hiperesplenismo y al incremento de la apoptosis ©°.

Complemento:

En la cirrosis existe una alteracion del complemento que se caracteriza por un descenso de los
niveles (basicamente C3) y de la capacidad opsonica. Esta alteracion del complemento da lugar a
un reconocimiento bacteriano deficitario y una menor capacidad bactericida en la cirrosis y se corre-
laciona con un aumento de las infecciones y de PBE, asi como con una peor funcién hepatica ® .

La capacidad fagocitica de Mo, M® y neutréfilos puede verse reducida de manera intrinseca
(como vimos previamente) o asociada a un déficit de opsonizacion, que se correlaciona con niveles
bajos de C3 en suero vy liquido ascitico (L.A).

3.2.2/Alteraciones de la inmunidad adaptativa en la cirrosis
En la cirrosis se objetiva también una alteracion en la respuesta inmunoldgica adaptativa % (Tabla 2).
La alteracion del sistema inmune adaptativo da lugar a una respuesta inmunolégica local defec-
tuosa a nivel de la mucosa intestinal, que favorece el acumulo de bacterias en GLM vy favorece su
diseminacion a localizaciones extraintestinales °.

Linfocitos B:
Los linfocitos B se encuentran alterados en cuanto a su fenotipo y funcion, de forma que en la ci-
rrosis se objetiva .

- un descenso en el niumero de células B memoria.
una menor respuesta a la activacion tras el reconocimiento antigénico directo o a través de
CPA, probablemente por una menor expresion de TLR.
un aumento del cociente sérico IgA/IgG probablemente secundario a una estimulacion antigé-
nica mantenida (TB persistente), con un aumento en la sintesis de IgA de origen mucoso y un
descenso en la sintesis de IgG.
una reaccion cruzada epitopos propios-ajenos.

TABLA 2: ALTERACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA ADAPTATIVA EN LA CIRROSIS &8

Alteracion en las CPA:

- Reduccién en la expresion de MHC-II en los M®.

- Allteracion en la maduracion de las CD.

Inhibicion de la proliferacion de linfocitos T y reduccion en la sintesis de citocinas mediadas
por linfocitos T.

Inhibicion de los mecanismos de coestimulacion de respuesta inflamatoria de los linfocitos T.
Alteracion en la sintesis de TNF-a por parte de los linfocitos T CD4+ y CD8+.

Incremento en la fraccion de células CD4+.

Aumento en la circulacion de citocinas antiinflamatorias.

Linfocitos T:

En cuanto a los linfocitos T, en los pacientes con cirrosis avanzada se objetiva ¢

- un descenso del cociente CD4+/CD8+, que se asocia a un aumento en la fiborogénesis en es-
tudios animales y humanos.
secrecion de citocinas con perfil fibrogenético (IL-17, IL-4, IL-13).
deplecion de células T totales y naive.
supresion en la expresion de moléculas coestimuladoras de la respuesta inmunoldgica durante
la presentacion antigénica.
estimulacion mantenida y agotamiento de las células T secundario a TB patoldgica (estimula-
cion antigénica prolongada).

3.3/Papel de la traslocacion bacteriana en las complicaciones de la cirrosis

La TB es clinicamente significativa cuando se asocia a un aumento de la morbimortalidad. En el
caso de la cirrosis, la evidencia de una TB patoldgica se correlaciona con las complicaciones prin-
cipales de la cirrosis (Figura 8): desarrollo de ascitis, hipertension portal (HTPo) grave, coagulopatia,
sangrado variceal, sindrome hepatorenal (SHR), peritonitis bacteriana espontanea (PBE) y encefalo-
patia hepatica (EH), asi como con la mortalidad asociada a la misma 42 ©°,

La TB de bacterias viables (cultivo positivo en GLM) es superior en pacientes con cirrosis avanza-
da (Child-Pugh C)60. Los niveles de TNFa en GLM se correlacionan también con el grado de insufi-
ciencia hepatica y con el desarrollo de infecciones bacterianas * 7. La deteccion de ADN bacteriano
en SP o L.A no se correlaciona con el grado de insuficiencia hepatica ni la alteracion hemodinamica,
pero si que muestra una correlaciéon con una mayor produccion de NO por parte de los M® perito-
neales y una mayor produccion de citocinas pro-inflamatorias 2.

FIGURA 8: PAPEL DE LA TRASLOCACION BACTERIANA PATOLOGICA EN LA PROGRESION DE LA CIRROSIS HEPATICA
Y SUS COMPLICACIONES
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3.3.1/Traslocacion bacteriana patologica y fibrosis hepatica

La inflamacion persistente conduce a la progresion de la fibrosis hepética y al desarrollo de com-
plicaciones asociadas a la misma.

Las bacterias y productos bacterianos traslocados activan las CK en el higado a través de los
TLRs y NLRs, dando lugar a la activacion de vias de senalizacion con produccion de mediadores
inflamatorios. Las células hepaticas estrelladas y las células endoteliales hepéticas también son acti-
vadas por estos receptores (TLR, NLR) asi como por la respuesta inflamatoria patoldgica de las CK,
y son las responsables del desarrollo de la fibrosis hepatica y de la disfuncion de la microcirculacion
hepatica, respectivamente 84. Todo ello contribuye a la progresion de la fibrosis y al aumento de la
resistencia vascular hepatica, con un incremento secundario de la HTPo.

3.3.2/Traslocacion bacteriana patolégica e hipertension portal

La HTPo en la cirrosis es un factor promotor de TB y de unos niveles elevados de endotoxina plasmatica.
A su vez, la TB y la endotoxemia agravan la HTPo mediante la induccion de vasodilatacion esplacnica y
sistémica y mediante la induccidn de una respuesta inflamatoria a nivel hepatico (TNFa) . Se trata por tanto
de un circulo que se auto perpetia. En modelos experimentales murinos, la administracion intraperitoneal de
endotoxina puede incrementar la presion portal y esta a su vez incrementa la permeabilidad intestinal 4% 75,

El endotelio vascular desempena un papel importante en la regulacion del tono vascular a través
de la secrecion de substancias vasoactivas: vasodilatadoras como el dxido nitrico (NO) o la prosta-
ciclina, y vasoconstrictoras como el tromboxano-2 (TXA2). La disfuncion endotelial en la cirrosis es
la responsable de la reactividad vascular alterada, que es un factor clave en el desarrollo de HTPo
mediante el aumento de la resistencia vascular intrahepatica y portal ®.

La activacion de Mo/M® secundaria a una TB patoldgica (con produccion de citocinas
proinflamatorias, TXA2 y NO) se ha relacionado con la HTPo, con el desarrollo de sangrado variceal
y con la mortalidad del paciente cirrdtico 4966,

A nivel hepatico, la activacion de las CK da lugar a un aumento en la produccion de TXA2 que
ocasiona un incremento en la resistencia portal y una disfuncion secundaria de la microcirculacion
hepatica 4. A nivel mesentérico la produccion de NO aumenta la vasodilatacion esplacnica, que a
su vez estimula los mecanismo vasoconstrictores compensatorios (sistema nervioso simpatico, sis-
tema renina-angiotensina-aldosterona, vasopresina), que dan lugar a un incremento en la HTPo, en
la retencion hidrosalina responsable de la produccion de ascitis, y de la alteracion del flujo sanguineo
a diferentes 6rganos favoreciendo su disfuncion 6.

3.3.3/Traslocacion bacteriana patolégica y circulacion hiperdinamica

La cirrosis se caracteriza por un estado de circulacion hiperdinamica que consiste en hipotension
arterial, resistencia vascular sistémica reducida, aumento del gasto cardiaco y una sensibilidad reducida
a la accion de vasoconstrictores.

El principal estimulo vasodilatador en la cirrosis es el NO, que desempenfa un papel importante en
la patogénesis de la HTPo y del estado de circulacion hiperdinamica propio de la cirrosis, asi como
en la integridad de la mucosa intestinal (aumento de la Pl) y en la TB. En la cirrosis la existencia de
una TB patoldgica con unos niveles de endotoxemia persistentemente elevados, dan lugar a un
aumento en la induccion de la sintetasa de 6xido nitrico (INOS) con un aumento de la produccion
vascular de NO 8,

3.3.4/Traslocacion bacteriana patolégica y encefalopatia hepatica

LLa EH abarca un amplio espectro de alteraciones neuropsiquiatricas asociadas a la insuficiencia he-
péatica aguda y cronica y a la presencia de anastomosis portosistémicas.

La hiperamonemia objetivada en los cirréticos es un factor clave pero no Unico en la patogenia de
la EH. Es bien conocido que las infecciones bacterianas son desencadenantes frecuentes de EH.
Recientemente se han descrito otros factores asociados a la activacion de la cascada inflamatoria
que actuan de forma sinérgica con la alteracion del metabolismo del amonio en el desarrollo de EH 7.

En la cirrosis la coexistencia de un estado de hiperamonemia, una disfuncion inmunoldgica y un
estado de inflamacion cronica dan lugar a un aumento del flujo cerebral y a la aparicion de edema
cerebral intra y extracelular, asi como a un incremento del estrés oxidativo y aumento de la per-
meabilidad 77. Asi pues, el estado de inflamacion sistémica secundario a una TB patoldgica es un
factor clave en la patogénesis de la EH, tanto en su aparicion como en la exacerbacion de los sin-
tomas cronicos % ¢, En estudios experimentales se ha demostrado la relacion entre la aparicion de
EH y niveles elevados de endotoxina plasmatica, asi como su relacion con cambios en la microbiota
intestinal 78 7°,

3.3.5/Traslocacion bacteriana patolégica y fracaso renal

La endotoxina es un vasoconstrictor renal que se correlaciona con unos niveles elevados de en-
dotelina y un aclaramiento de creatinina reducido en los pacientes cirréticos.

La TB patoldgica induce un estado de inflamacion sistémica con aumento de citocinas inflama-
torias que predispone al desarrollo de un sindrome hepatorenal (SHR). La PBE vy la sepsis en el
cirrético predisponen al desarrollo de SHR y este riesgo se mantiene a pesar de la resolucion de la
infeccion con antibioticoterpaia, por o que no depende exclusivamente de la virulencia intrinseca de
la bacteria sino de la respuesta excesiva proinflamatoria y los cambios hemodinamicos asociado a
la sepsis 67,

3.3.6/Traslocacion bacteriana patoldgica y coagulopatia

Los pacientes cirréticos presentan riesgo de sangrado y de trombosis.

El riesgo hemorragico es consecuencia de la plaquetopenia secundaria a hiperesplenismo y del
déficit en la sintesis de factores de coagulacion secundario a la insuficiencia hepatica.

Sin embargo, la cirrosis constituye también un estado de riesgo protrombético, sobretodo en la
circulacion portal. La respuesta de inflamacion sistémica inapropiada que caracteriza la cirrosis, se
acompana de lesion y disfuncién endotelial, que ocasiona un bajo grado de coagulacion intravas-
cular. El factor de Von Willebrand (FVW) es un marcador de dano endotelial, que se correlaciona
y aumenta con el grado de insuficiencia hepatica y de endotoxemia 4. Niveles elevados de FVW
son claves en la coagulopatia por su participacion en la hemostasia primaria, como mediador de
adherencia plaquetaria al endotelio, y en la coagulacion, como transportador del factor VIII. Ademas
niveles elevados de FVW participan en el estado de hipercoagubilidad de estos pacientes, lo que
contribuye al deterioro hepatico por induccion de trombosis en la microcirculacion hepatica y aumento
de la HTPo 8. A nivel intestinal favorecen la existencia de cambios inflamatorios locales y de isque-
mia que favorecen a su vez la TB, cerrando de nuevo el circulo.

En la cirrosis, el subgrupo de pacientes infectados y los que presentan ACLF tienen una mayor
activacion de la coagulacion intravascular por citocinas proinflamatorias, que da lugar a hipoxia tisu-
lar y fracaso organico. Ademas, la propia activacion de la coagulacion constituye un factor inductor
de inflamacion ©.

3.3.7/Traslocacion bacteriana patolégica y complicaciones infecciosas

Las infecciones bacterianas son las responsables de una gran parte de la morbilidad y la mor-
talidad asociada a la cirrosis y son causa frecuente de descompensacion aguda de la misma. La
mayoria de estas infecciones son secundarias a BGN de origen entérico, postulandose la TB como
la via principal de infeccion en estos pacientes.

La incidencia de infecciones bacterianas en el paciente cirrdtico es de 4 a 7 veces superior
que la de la poblacion general, con una incidencia aproximada del 30% de los pacientes cirrdticos
hospitalizados, si bien puede aumentar en contexto de hemorragia digestiva o insuficiencia hepa-
tica avanzada 7> #°, |os factores clinicos asociados a un mayor riesgo de infeccion en el paciente
cirrtico son: una insuficiencia hepatica avanzada, hemorragia digestiva varicosa, proteinas bajas en
liquido ascitico, antecedente previo de PBE o de hospitalizacion 7.
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FIGURA 9: PATOGENESIS DE LAS INFECCIONES BACTERIANAS EN LA CIRROSIS (ADAPTADO DE JALAN R, 2013)
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Ademas de presentar un mayor riesgo de infecciones, la gravedad de las mismas también es
mayor en los pacientes cirréticos, que presentan una mayor mortalidad asociada a sepsis y a fra-
caso organico ®'. Las infecciones bacterianas en la cirrosis conllevan una activacion exagerada de
la cascada inflamatoria y se asocian a un riesgo mayor de desarrollo de sepsis, disfuncion renal,
hemorragia varicosa, deterioro de la coagulacion y aumento de la EH. Asi pues, son un claro factor
de mal prondstico que comporta un incremento significativo en la mortalidad (25-50% en la cirrosis
infectada frente al 5-20% en la cirrosis sin evidencia de infeccion) ¢”. Su efecto deletéreo en la super-
vivencia es mayor en la cirrosis descompensada y aumenta también en el caso de las infecciones
nosocomiales, ya que la mayoria estan causadas por bacterias multiresistentes que presentan ma-
yores tasas de fracaso de respuesta al tratamiento y mayores tasas de shock séptico 7.

La evidencia de SIRS en la cirrosis tiene valor pronostico incluso en ausencia de infeccion
bacteriana objetivada, probablemente como indicador de infeccion bacteriana oculta, y contribuye

al desarrollo de fracaso 6rganico (ACLF) mediante mecanismos inmunoldgicos, metabdlicos y he-
modinamicos?®'. La TB patoldgica, aplicando la teoria de la sepsis de origen intestinal, conduce a un
estado patolégico de inflamacion sistémica que favorece el desarrollo de SIRS y fracaso organico.
Asi mismo, las infecciones bacterianas son un desencadenante conocido de SIRS, que se diagnos-
tica en un 57-70% de los pacientes infectados .

La dificil aplicabilidad de los criterios diagndsticos clinicos de SIRS en el paciente cirrético probablemente
conduce a un infradiagndstico del mismo. Los criterios diagndsticos de SIRS en la cirrosis tienen una espe-
cificidad menor para inflamacion e infeccion, 1o que dificulta el diagndstico de sepsis en estos pacientes ¢
6.82 En a cirrosis puede haber alteraciones del recuento leucocitario secundarias al hiperesplenismo, alte-
raciones de la frecuencia respiratoria secundarias a la existencia de ascitis 0 encefalopatia y alteraciones de
la frecuencia cardiaca secundarias al sindrome hipercinético o a la toma de farmacos betabloqueantes ©.

Las infecciones bacterianas constituyen un estadio distintivo de la historia natural de la progresion
de la cirrosis y el mayor evento precipitante de descompensacion hepatica y ACLF &,

Las infecciones mas frecuentes en el paciente cirrético son: PBE (25%), infecciones urinarias
(20%), infecciones respiratorias-neumonia (15%), infecciones de piel y tejidos blandos vy la bacterie-
mia espontanea (12%) &7 84,

La peritonitis bacteriana espontanea es una complicacion frecuente y grave de los pacientes
con cirrosis y ascitis. Es la complicacion infecciosa mas frecuente en los pacientes con cirrosis
avanzada, con una prevalencia entorno al 3,5% en los pacientes ambulatorios y del 10-25% de los
pacientes cirréticos hospitalizados .

La PBE consiste en una infeccion monomicrobiana del liquido ascitico (L.A), causada en su ma-
yoria por gérmenes gram negativos de origen entérico, en especial Escherichia coli y Klebsiella spp.
El diagndstico se basa en un recuento de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en L.A mayor a 250
células/ul, ya que es el marcador diagnostico mas sensible . La obtencion de un cultivo positivo de
L.A no es imprescindible para su diagnéstico, ya que esto ocurre en tan solo un 40% de los casos
de PBE %% 8, Existe también la situacion de bacterioascitis, en la que el recuento de PMN es inferior
a 250 células /ul pero el cultivo es positivo y que, en ausencia de tratamiento, da lugar a una PBE en
un 38% de los casos . Los tests basados en deteccion de ADN bacteriano mediante técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa no mejoran la precision diagnostica de la PBE y no permiten
determinar el perfil de resistencias bacterianas .

La hipbtesis mas aceptada en la actualidad para explicar la patogenia de la PBE es la TB, que da
lugar a episodios de bacteriemia y colonizacion del L.A por gérmenes entéricos. El desarrollo final
de PBE dependera en gran medida de la capacidad antimicrobiana del L.A. Asi pues, la PBE es la
manifestacion clinica evidente de TB patolégica desde el intestino, mostrando la asociacion existen-
te entre la microbiota intestinal y las alteraciones de la inmunidad en el desarrollo de infecciones €.

El tratamiento estandar de la PBE se basa en el uso de cefalosporinas de tercera generacion. Sin
embargo, en la actualidad es importante tener en consideracion los factores de riesgo de resistencia
al tratamiento estandar como son: infeccién nosocomial, profilaxis antibidtica con norfloxacino, el
tratamiento con betalactamicos en los ultimos 3 meses o el antecedente de infeccion por bacterias
multiresistentes. En estos casos se aconseja utilizar antibioticoterapia de amplio espectro adaptada
a los perfiles de resistencia local de cada centro &6,

La mortalidad hospitalaria de la PBE esté entre el 30-50% y presenta un riesgo de recurrencia al
afo en los pacientes que sobreviven del 70% &. Por este motivo, esta indicada la administracion de
profilaxis antibiética en los pacientes con alto riesgo de PBE ©°.

3.3.8/Traslocacion bacteriana patolégica y acute-on-chronic liver failure

El acute-on-chronic liver failure (ACLF) es una entidad cada vez mas reconocida en las com-
plicaciones del paciente cirrético. Se define como un deterioro agudo y progresivo de la funcion
hepatica en pacientes con una cirrosis establecida, que da lugar a fracaso de otros érganos extra-
hepaticos (FMO) y se asocia a una elevada mortalidad a corto plazo 7 &,

La causa mas frecuente de ACLF es la infeccion bacteriana (33%) ¢, si bien la evidencia de fracaso
organico tiene lugar a menudo en ausencia de shock séptico &,
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El desarrollo de una respuesta inflamatoria excesiva en respuesta a estimulos infecciosos es clave
en la patogénesis de esta entidad. En el paciente cirrético se dan conjuntamente una respuesta infla-
matoria exagerada junto con una alteracion en los mecanismos de compensacion antiinflamatorios,
que conducen a un estado de inmunoparalisis ¢, Este estado de inmunoparalisis predispone a su vez
a la adquisicion de infecciones y a la auto-perpetuacion del ciclo. Todo ello da lugar un deterioro rapido
de la funcion cardiovascular y de la perfusion de érganos asi como dano directo de los mismos.

4 Papel del norfloxacino en la cirosis

El norfloxacino fue la primera quinolona comercializada en 1980. Desde entonces los beneficios
de su uso en la cirrosis han sido claramente demostrados en multiples estudios. A sus efectos anti-
bacterianos hay que sumar sus efectos sobre la circulacion hiperdinamica propia de la cirrosis y sus
probables efectos inmunomoduladores. Por ello, su papel completo en la cirrosis esta aun por definir
y parece que puede desempenar un papel importante en el control de las complicaciones asociadas
a la cirrosis, por mecanismos que van mas alla de sus propiedades antibidticas 8.

4 1/Efectos antibacterianos del norfloxacino

El norfloxacino posee unos efectos antibacterianos bactericidas que se basan en su capacidad
para inhibir la ADN-girasa bacteriana y la topoisomerasa IV, lo que inhibe la replicacion y la transcrip-
cion del ADN bacteriano .

En la cirrosis la TB patoldgica es el desencadenante principal de las complicaciones infecciosas.
Como ya vimos previamente, las bacterias que traslocan con mayor facilidad y son causantes habi-
tuales de sepsis son las bacterias aerébicas Gram negativas (BGN). Por tanto, la reduccion de la TB
patoldgica es un punto clave en el control de las mismas.

La mayoria de los tratamientos para prevenir la TB en la cirrosis se han encaminado a modificar
la microbiota intestinal, reduciendo el sobrecrecimiento bacteriano o cambiando la composicion de
la misma. La actuacion a nivel de la integridad/permeabilidad de la barrera epitelial o del sistema
inmune requiere mayor investigacion.

En este contexto, nace el concepto de descontaminacion intestinal selectiva (DIS), que consiste
en la eliminacion selectiva de BGN con antibiéticos asociados 0 no a probidticos. La justificacion
del uso de norfloxacino en la cirrosis se basa en los efectos antibacterianos que ejerce en la flora
intestinal. En este punto, el norfloxacino ha demostrado su capacidad, ejerciendo escaso efecto en
la flora aerdbica Gram positiva y en la flora anaerdbica -2,

En el marco del paciente cirrético, la profilaxis antibidtica con norfloxacino ha demostrado su
eficacia en:

la prevencion de la recurrencia de la PBE, con una reduccion de la recurrencia de un 68% a un
20% tras el primer episodio91.

la prevencion del primer episodio de PBE en los pacientes con L.A bajo en proteinas (<15 g/L) -,
En los pacientes con proteinas bajas en L.A e insuficiencia hepatica avanzada o funcion renal alte-
rada, ademas de reducir la incidencia de PBE también ha demostrado su efecto en la prevencion
de SHR y un aumento en la supervivencia %.

la prevencion de infecciones en pacientes con hemorragia digestiva % 97,
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El uso de norfloxacino en el paciente cirrético no se aconseja de forma universal por el riesgo de
aumento de variantes resistentes, restringiendo su uso a pacientes de alto riesgo de infeccion 7. En
este sentido, esta indicado su uso como profilaxis primaria ¢ en los pacientes cirréticos que pre-
sentan una hemorragia digestiva o en los pacientes con una concentracion baja de proteinas (<15
g/L) en L.A e insuficiencia hepatica avanzada (Child-Pugh > 9 puntos o bilirrubina > 3 mg/dL) o
insuficiencia renal (creatinina >1,2 mg/dL). También esta indicado su uso como profilaxis secundaria
en pacientes con antecedentes de PBE resuelta 7.

4 .2/Efectos hemodinamicos del norfloxacino

En el contexto de una TB patoldgica existe un aumento en la produccion de NO, que es secun-
dario a la estimulacion de la sintetasa de NO inducible y endotelial (NOS y eNOS). Este incremento
de NO desempena un papel clave en el desarrollo y mantenimiento de la circulacion hiperdinamica
propia de la cirrosis, que se caracteriza por un gasto cardiaco elevado y una resistencia vascular
sistémica disminuida.

Existen numerosos estudios experimentales en modelos animales que estudian el efecto de la
administracion de norfloxacino sobre la circulacion hiperdinamica, y aunque todos ellos demuestran
una reduccion de NO, los resultados finales sobre la hemodinamica son contradictorios %1%,

También se ha evaluado su efecto en pacientes cirréticos, en los que parece mejorar el estado
de circulacion hiperdinamica propia de la cirrosis °-'%, El norfloxacino no parece tener un efecto
directo en el tono vascular, asi que el mecanismo postulado es que a través de la DIS y la consi-
guiente reduccion en la TB atenua el estado proinflamatorio y la produccion de NO. De esta manera,
da lugar a una reversion parcial de la vasodilatacion cronica sistémica y periférica y de la circulacion
hiperdinamica del paciente cirrético. A pesar de que en algun estudio hay una tendencia a reducir
el gradiente venoso portal (GVPH) ', el tratamiento con norfloxacino no parece tener efecto en el
GPVH ni en el flujo hepatico 101 194,

4 .3/Efectos inmunomoduladores del norfloxacino

Recientemente, a los efectos ya conocidos del norfloxacino en la cirrosis (prevencion de las infeccio-
nes y mejoria de la disfuncion circulatoria) se le han afadido propiedades inmunomoduladoras a través
de mecanismos todavia no bien conocidos105 . Si bien parece necesario que para poder ejercer sus
efectos inmunomoduladores deba existir una estimulacion previa de las células inmunes %, que en el
caso de la cirrosis serfa su activacion por la TB. Esto abre nuevas opciones terapéuticas mas alla de
sus propiedades antibidticas, que requieren investigacion 8,

La cirrosis y la TB patoldgica existente se asocian a un estado de inflamacion sistémica caracteri-
zado por una activacion continuada de las células del sistema inmune y un aumento de las citocinas
inflamatorias circulantes.

Albillos y colaboradores ' demostraron que la administracion de norfloxacino reduce los
niveles de marcadores indirectos de TB y los niveles plasmaticos de citocinas inflamatorias
como el TNFa vy la IL-6. Posteriormente, se ha demostrado que en los pacientes cirrdticos
en tratamiento con norfloxacino existe una correlacion inversa entre sus niveles séricos y las
concentraciones de TNFa, IL-12 y IFNy '°. E| tratamiento antibiético con norfloxacino en la
cirrosis afecta a la expresion de TLR en la membrana celular de los Mo vy, por consiguiente, el
espectro de secrecion de citocinas asociadas a estos receptores 97 atenuando su espectro
inflamatorio 8.

Mas recientemente, Gomez-Hurtado y colaboradores % han demostrado en modelos murinos de
cirrosis que el tratamiento con norfloxacino, ademas de reducir la TB por sus propiedades antibidti-

cas, ejerce una funcion inmunomoduladora del sistema GALT a través de la induccion de IL-10, ate-
nuando la inflamacion local intestinal y mejorando la integridad la integridad de la barrera intestinal.
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5 Nodelos expermentales de
oertonitis bacteriana espontanea

El desarrollo de modelos animales experimentales para el estudio de determinadas patologias per-
mite el estudio detallado de su fisiopatologia y el desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas,
terapéuticas y prondsticas. Para ello es necesario que imiten la patologia objeto de estudio y que sean
reproducibles y consistentes. Sin embargo, se debe ser prudente a la hora de valorar y extrapolar los
resultados de los mismos, ya que se tratan de aproximaciones a la realidad clinica con limitaciones
bien conocidas: diferencias clinicas en la enfermedad, condiciones experimentales, técnicas utilizadas
y la propia biologia del animal, entre otras.

Para escoger el modelo animal que se ajusta mejor a nuestro objeto de estudio, se deben tener
en cuenta unas consideraciones generales '%°:

- la reproducibilidad del modelo.

la especificidad del modelo, con el menor numero de potenciales factores de confusion.

los costes directos e indirectos, con el objetivo de un modelo coste-eficaz.

la seguridad para el personal investigador.

el tamafo del modelo animal, que puede influir tanto en la aplicacion de técnicas como incre-
mentar costes.

la ética del modelo, con aceptacion del mismo por parte del Comité de Etica de Experimentacion
Animal.

la viabilidad del proyecto, segun las caracteristicas de cada equipo de investigacion.

A estas consideraciones generales se le anadiran otros conceptos especificos en funcion del
objeto de estudio.

Los modelos murinos son de especial interés por su tamano, su facilidad de reproduccion y man-
tenimiento en el estabulario, la posibilidad de manipulacion genética y su similitud genética con los
humanos '1°,

En el caso de la cirrosis hepatica, la eleccion del modelo animal vendra determinada por el as-
pecto a ser estudiado, ya que no todos los modelos experimentales ofrecen las mismas respuestas.
Podemos dividir los modelos animales en dos grupos '°:

los utilizados para el estudio de la cirrosis y la hipertension portal independientemente de su etiologia.
los modelos especificos para el estudio de determinadas hepatopatias (autoinmune, esteato-
hepatitis, colestasica, infecciosa).

Por la naturaleza de nuestro trabajo, nos centraremos en explicar los modelos clasicos de fibrosis
hepatica experimental y su utilidad en el estudio de la ascitis y las complicaciones infecciosas de la
cirrosis.
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5.1/Modelos experimentales de hipertension portal
Los modelos de induccion de HTPo son numerosos y se pueden clasificar en intra y extrahepaticos.

5.1.1/Modelos de hipertension portal extrahepatica

Los modelos de HTPo extrahepatica, mediante ligadura parcial de la vena porta o estenosis de la
vena cava inferior, son Utiles Unicamente para los estudios de HTPo y de los cambios hemodinamicos
derivados de la misma '%°. En estos modelos no se desarrolla cirrosis ni aparece ascitis.

5.1.2/Modelos de hipertension portal intrahepatica

Los modelos de HTPo intrahepatica se pueden dividir, segun el método empleado, en quirdrgicos
0 secundarios a la administracion de hepatotoxinas. También pueden dividirse en funcion de la pato-
logia inducida, cirrosis con ascitis 0 Unicamente elevacion de la presion portal.

| - Ligadura del colédoco:

Se trata de un modelo quirdrgico para imitar la colestasis cronica mediante la induccion de una
cirrosis biliar secundaria. Consiste en la realizacion de una laparotomia media, identificando y aislando
el colédoco, al que se le practica una doble ligadura y reseccion del segmento intermedio 1% 110,

Este modelo da lugar a una proliferacion colangiolar, colestasis, inflamacion portal vy fibrosis, con
desarrollo de HTPo a partir de las 2 semanas de la intervencion y cirrosis a las 4-6 semanas de la mis-
ma. La mortalidad es del 20% a las 5 semanas. Aproximadamente un 60% de las ratas desarrollan
cirrosis, que raramente se acompana de ascitis 1% °,

Il - Cirrosis hepatica inducida por Thioacetamida (TAA):

La administracion de TAA en modelos experimentales, sobretodo en ratas, induce el desarrollo de
una cirrosis macronodular con HTPo a las 12 semanas y aproximadamente un 40% de los animales
desarrollara ascitis.

Una de las caracteristicas principales de este modelo es que la fibrosis no es reversible tras la reti-
rada de la hepatotoxina y presenta una elevada mortalidad asociada al desarrollo de colangiocarcino-
ma y carcinoma hepatocelular, siendo ampliamente utilizado en el estudio de estas patologias "% 10,

lll - Cirrosis hepatica inducida por Dimethilnitrosamina (DMN):

Se trata de un agente hepatotdxico utilizado de forma experimental en el estudio de la cirrosis y la
carcinogénesis hepatica. Se asocia a una elevada mortalidad de los animales (40% a las 2 semanas),
dando lugar a un estado precirrético a partir de la segunda semana tras el tratamiento y al desarrollo
de cirrosis, anastomosis porto-sistémicas y ascitis franca a partir de las 13 semanas '®. Se trata de
una substancia peligrosa con restricciones de uso por su elevado potencial carcinogénico.

IV - Cirrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono (CCl,):

El CCl, es una substancia de elevada hepatotoxicidad, que actia sobre el hepatocito a dos niveles:
una accion inicial y directa dafiando las membranas plasmaticas, lisosomales y mitocondriales y una
segunda fase debida a la toxicidad inducida por los metabolitos generados por el citocromo P450.
Todo ello da lugar a una necrosis centrolobulillar y al desarrollo posterior de fibrosis y cirrosis '°.

La administracion cronica de CCl, induce dano hepatico cronico y cirrosis. Ha sido un modelo
ampliamente utilizado en modelos murinos y, aunque se han descrito diferentes vias de administra-
cion, lamas usada es la orogéstrica ''°. Previa a la administracion de CCl,, se administra fenobarbital
que es un inductor enzimatico que potencia su efecto.

Con este modelo, las ratas desarrollan una cirrosis micronodular, HTPo, desarrollo de colaterales
(80-60%) y circulacion hiperdinamica a partir de las 8-15 semanas y la mayoria desarrollara ascitis
entre la semana 8 y la semana 20 '®. Una limitacion de este modelo es la gran variabilidad en la
respuesta de los animales al toxico, que se subsana mediante la administracion de dosis individuali-
zadas en funcion de la ganancia o pérdida de peso en respuesta a la dosis previa ' 112,

La mortalidad asociada a este modelo es elevada, sobre todo si se mantiene hasta el desarrollo
de ascitis.

Este modelo ha sido ampliamente utilizado en el estudio de la fisiopatologia de la cirrosis y de
la reversibilidad de la fibrosis ''°, asi como en la fisiopatologia de la ascitis y de las infecciones del
liquido ascitico 4.

5.2/Modelos experimentales de peritonitis bacteriana espontanea

El modelo animal experimental mas ampliamente utilizado para el estudio de la ascitis y la PBE ha
sido la induccion de cirrosis mediante administracion de CCl,. Este modelo fue descrito por primera
vez por Proctor y Chatamra "' y posteriormente modificado por Runyon et al ''?, que desarrolld el
primer modelo de cirrosis y ascitis infectada. Este método presentaba una mortalidad precoz eleva-
da (563%), una eficacia alta en el desarrollo de cirrosis y ascitis en los animales supervivientes (93%) y
unas tasas aceptables de infeccion del L.A (55%). La aparicion de PBE se asociaba a una mortalidad
elevada y la mayoria de los diagnésticos de PBE se hicieron en el examen post-mortem.

A partir de ese momento, el modelo de rata cirrdtica mediante la administracion orogéstrica de
dosis semanales individualizadas de CCl, en funcion del peso del animal ha sido el modelo mas
ampliamente utilizado en investigacion para el estudio de la PBE experimental 3. Un paso clave en
este modelo es la deteccion precoz de ascitis, mediante paracentesis repetidas o por el incremento
del peso del animal y el abombamiento de los flancos, ya que a partir de este momento la dosis de
CCl, debe reducirse ''".

El modelo de induccion de cirrosis mediante administracion orogastrica de CCl, ha demostrado
ser un modelo Util para el estudio de la patogenia de la PBE y otras infecciones que complican la
cirrosis ya que:

- lamayoria de animales que superan la fase aguda de hepatotoxicidad hepatica por CCl, desa-
rrollan una cirrosis hepatica micronodular a diferencia de otros modelos que no lo hacen o o
hacen de forma irregular 2.
la ascitis aparece de forma casi constante a las 7-22 semanas desde el inicio de la administra-
cion del toxico '3, en contraposicion a otros modelos de HTPo intrahepatica en que la presen-
cia de ascitis es menos frecuente.
el desarrollo espontaneo de PBE 12 14,
se trata de un modelo experimental valido para estudios de TB, sin objetivarse lesiones intesti-
nales asociadas a la administracion del toxico '°.
es un modelo reproducible sin requerir una metodologia compleja "' 112,

Sus limitaciones son:

- lamortalidad elevada antes de la aparicion de ascitis, en torno al 50-55%, que se concentra en
las primeras 4-5 semanas como consecuencia de la toxicidad aguda del CCI, "2 ™,
tiempo de administracion del toxico hasta la aparicion de ascitis variable pero largo, 12 semanas
de media.

5.2.1/Diagndstico de peritonitis bacteriana espontanea

En la mayoria de estudios experimentales en ratas cirrdticas con ascitis, el diagnéstico de PBE
se basa en la identificacion de la infeccion del L.A mediante la obtencion de cultivos positivos. Esto
constituye una limitaciéon del modelo ya que no permite diferenciar PBE de bacteriascitis 3.

Existe variabilidad en la incidencia de infeccion del L.A en los diferentes estudios, que proba-
blemente sea un reflejo del estadio del dano hepatico en el momento de evaluar el L.A "%, De esta
forma, la tasa de infeccién es elevada (50-70%) cuando se evalla poco antes de la muerte "2 116117
y menor cuando el animal es sacrificado en un tiempo fijo tras la formacion de ascitis (34%) ** o tras
iniciar la administracion de la hepatotoxina (11%) '€

57

INTRODUCCION



INTRODUCCION

58

La mayoria de los episodios de PBE son secundarios a BGN aerdbicas, al igual que en la PBE
humana aunque con algunas diferencias:
- La frecuencia de bacterias entéricas diferentes de E. coli, como Proteus sp, Enterococcus,
Klebsiella y Pseudomona, es ligeramente superior 44 8. 92, 112,114,117, 119, 120,
Hasta un 10% de la PBE experimental es polimicrobiana #4 58 92, 112, 114, 117,119,120,
La intensidad de la respuesta inflamatoria peritoneal es menor en el modelo de rata, con un
menor recuento de polimorfonucleares en L.A 92 112114,

5.2.2/Traslocacion bacteriana y desarrollo de peritonitis bacteriana espontanea

La mayoria de estudios experimentales definen TB como evidencia de cultivos positivos de bac-
terias viables en GLM. Recientemente se considera que esta definicion probablemente infravalora la
verdadera TB ya que no tiene en cuenta la traslocacion de productos bacterianos, como la endotoxi-
na, que también han demostrado su efecto patogénico en las descompensaciones de la cirrosis 12!

En el modelo animal de rata cirrotica mediante induccion con GCl,, la TB ocurre en alrededor del
50% de las ratas cirréticas mientras que se observa en un 10% de las ratas no cirrdticas '3,

Los estudios experimentales basados en este modelo han permitido establecer una relacion es-
trecha entre la TB a GLM y la infeccion del L.A. La evidencia de TB en GLM (cultivos positivos) ocurre
en la mayoria de las ratas con L.A infectado (80-100%) 44 8 114.116-120. 122 vy ontre un 30-60% de las
ratas cirréticas con ascitis no infectada. Existe ademéas una elevada concordancia entre las bacterias
aisladas en L.A 'y en GLM, lo que apoya la hipétesis de que la TB de microorganismos entéricos a
GLM es un paso inicial en el desarrollo de PBE ®'?', La bacteriemia portal ocurre en una cuarta parte
de las ratas cirréticas y también presenta una elevada concordancia con el cultivo de GLM.

Sin embargo, en todas las series existe un pequeno porcentaje de ratas con PBE pero sin evidencia
de TB que puede ser debido a "2

un porcentaje de PBE de origen no enteral.
la baja sensibilidad en los métodos actuales para detectar bacterias viables en GLM.
el papel del sistema inmunolégico en el aclaramiento de las bacterias traslocadas.

Una limitacion de este modelo es que no permite diferenciar un aumento de TB de una respuesta
inmunologica deficiente.

5.2.3/Alteracion inmunitaria asociada a la cirrosis experimental

En la cirrosis existe un defecto de la inmunidad a nivel de los GLM que condiciona un defecto
en el aclaramiento de las bacterias traslocadas y permite la llegada de las mismas y los productos
bacterianos al torrente circulatorio. Este hecho se acompana de un incremento en la secrecion de
citocinas proinflamatorias mediadas por endotoxina, asi como un incremento de TNFa y NO 161821,

Los estudios basados en modelos de cirrosis experimental han mostrado una alteracion de la
barrera intestinal secundaria a esta respuesta proinflamatoria, que da lugar a una alteracion de la
permeabilidad intestinal incrementando la susceptibilidad a la TB 26,

También existen diversos estudios experimentales in vitro e in vivo que muestran un defecto en la
respuesta inmunitaria a nivel de GLM, con deficiencias en la capacidad bacteriostatica y opsonica
del suero, en la fagocitosis de los neutréfilos y en la proporcion de células efectoras circulantes, que
tiene como resultado final un incremento de la tasa de TB debida a un aclaramiento inefectivo 3,

5.2.4/Contribuciones del modelo experimental de peritonitis bacteriana espontanea
El modelo de rata cirrética mediante induccion por CCl, ha permitido confirmar la hipotesis pato-
génica de la PBE y analizar experimentalmente los mecanismos para el desarrollo de la misma 2.
Los hallazgos mas relevantes han sido la identificacion de la TB a los GLM como el paso clave para el
desarrollo de PBE 4116118, | g disponibilidad de un modelo animal para el estudio de la TB ha abierto impor-
tantes lineas de investigacion para comprender los mecanismos que favorecen esta TB en la cirrosis % 119127,
Ademas, ha permitido ampliar el conocimiento de la barrera intestinal, que sobrepasa el concepto
exclusivamente anatomico ''® y esta constituida por tres pilares que interaccionan entre si: la micro-

biota intestinal (barrera ecoldgica), la integridad de la mucosa intestinal (barrera fisica) y el sistema
inmunitario local y sistémico (barrera inmunolégica) 4.

Este modelo también ha permitido un mayor conocimiento de la fisiopatologia y de los factores
prondsticos asociados al desarrollo de PBE. Estos van mas alla de la infeccion o la sepsis, € incluyen
cambios hemodinamicos asociados a la cirrosis avanzada y la activacion del sistema inmunitario
con el desarrollo de una respuesta proinflamatoria exagerada '°' 122125 que desempefian un papel
importante en la patogénesis de las complicaciones de la cirrosis.

Estos modelos también permiten investigar sobre opciones terapéuticas. En el modelo animal,
el sobrecrecimiento bacteriano es una condicidn necesaria para el desarrollo de TB 45119128 'por lo
que la posibilidad de manipular la carga bacteriana intestinal en un intento de reducir la TB ha sido
una herramienta terapéutica propuesta 4% 92 117.121. 122128130 Otras aproximaciones terapéuticas han
contemplado el uso de dosis bajas de IGF-1, una hormona anabdlica con actividad pleiotropica que
se encuentra disminuida en la cirrosis contribuyendo a la malnutricion que presentan estos pacien-
tes. Diversos estudios experimentales han mostrado efectos hepatoprotectores y antiinflamatorios,
fortaleciendo la barrera intestinal y reduciendo la TB 3! 132,

La alteracion inmunitaria asociada a la cirrosis y la activacion exagerada de la cascada inflamatoria
también parece ejercer un papel importante en el desarrollo de las infecciones asociadas a la cirrosis,
por lo que también se han ensayado opciones terapéuticas a este nivel en modelos animales '%.

El modelo de rata cirrética por CCl, ha permitido establecer una relacion entre la alteracion de la
microbiota intestinal, la alteracion de la integridad de la barrera intestinal y la TB a GLM. Se trata de
un modelo experimental de PBE que ha permitido identificar la TB y sus mecanismos en la cirrosis
e investigar nuevas herramientas terapéuticas .
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1 Justiicacion

La peritonitis bacteriana espontanea es una complicacion grave de la cirrosis descompensada.
En su fisiopatologia son claves la traslocacion de las bacterias entéricas de la luz intestinal a los
ganglios linfaticos mesentéricos, asi como la depresion de los mecanismos inmunoldgicos en el
paciente cirrdtico.

Las células inmunitarias del tejido linfoide asociado al intestino (GALT) son esenciales en el desarrollo
de la respuesta inmunoldgica intestinal local, la prevencion de la entrada de patdgenos y el manteni-
miento de la homeostasis intestinal. Los macrofagos del GALT desempefan un papel importante en el
mantenimiento de una adecuada respuesta inmunoldgica, adaptada al entorno local y a la presencia
de bacterias entéricas.

En estudios recientes se ha observado que el norfloxacino, ademas de su capacidad bactericida,
presenta un efecto inmunomodulador que podria favorecer la respuesta inmunoldgica en los pa-
cientes con cirrosis descompensada. Sin embargo, se desconoce cual es su efecto en las células
del GALT.
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N

Hipotesis de tralbajo

uestras hipotesis de trabajo son:

En la cirrosis, los macréfagos de los distintos compartimentos del GALT presentarian una dis-
minucion de la fagocitosis y de la lisis intracelular de enterobacterias traslocadas desde el
intestino. Esta incapacidad para eliminar las bacterias entéricas podria desempenar un papel
importante en la fisiopatologia de la traslocacion bacteriana y el desarrollo de peritonitis bacte-
riana espontanea.

El tratamiento con norfloxacino en la cirrosis podria restaurar la funcionalidad de los macréfagos
del GALT.
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3 Objetvos

Por ello, nos hemos planteado los siguientes objetivos en un modelo experimental de rata con
cirrosis y ascitis:

1 Determinar si existe un déficit en la funcion de los macréfagos del sisterma GALT que conduce
al fallo en la eliminacion de las enterobacterias y a qué nivel: opsonizacion, fagocitosis y/o Kiling
intracelular.

2 Determinar y comparar este posible déficit con macréfagos del compartimento intraperitoneal.

3 Determinar el papel inmunomodulador del norfloxacin sobre el funcionalismo de los macrdéfa-
gos del sistema GALT.
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1 Animales v estabulacion

Se utilizaron un total de 64 ratas Sprague-Dawley machos (Harlan Ibérica) con un peso inicial de
100-120 g.

Los animales fueron estabulados en jaulas de policarbonato en grupos de dos y mantenidos a
una temperatura constante de 20-22°C con un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h. Se alimentaron
con dieta estandar de mantenimiento para ratas (Teklad Global 2014, Harlan Ibérica) y agua de be-
bida ad libitum, a la que se anadid fenobarbital (Luminal, Kern Pharma) como inductor enziméatico
del citocromo P450 hepatico a una concentracion de 1,5 mmol/L.

El estudio se llevo a cabo siguiendo la normativa de la “Guia para el bienestar y uso de los animales
de laboratorio”, con la autorizacion del comité de ética de experimentacion animal del Hospital Univer-
sitari Germans Trias i Pujol de Badalona.
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2 Diseno experimenta

2.1/Grupos de estudio

De las 64 ratas iniciales, 10 actuaron de grupo control sano y se indujo cirrosis y ascitis a 54 ratas
mediante el modelo de induccion de cirrosis por CCl,. Este modelo tiene una mortalidad elevada ' "¢y
en nuestro estudio, de los animales a los que se indujo cirrosis sobrevivieron hasta el momento de
la aparicion de ascitis 32 animales que se distribuyeron en tres grupos experimentales. Al final, se
incluyeron 40 animales que se distribuyeron en cuatro grupos experimentales de 10 ratas cada uno
(Figura 10):

Grupo 1: Ratas sanas, (n=10)
Grupo de ratas sanas que actuaron como grupo control y que no recibieron CCl,, solamente
agua.

Grupo 2: Ratas cirréticas con ascitis, (n=10)
Este grupo recibié CCl, hasta el desarrollo de cirrosis con ascitis. En este momento los anima-
les fueron sacrificados para la extraccion de muestras.

Grupo 3: Ratas cirréticas con ascitis tratadas con Norfloxacino, (n=10)

Al igual que el grupo anterior, este grupo recibié CCl, hasta el desarrollo de ascitis. Una vez
diagnosticada la presencia de ascitis mediante paracentesis exploradora, se le administrd por
via orogastrica Norfloxacino (60 mg/dia durante 7 dias) y, a continuacion, los animales fueron
sacrificados para la extraccion de muestras.

Grupo 4: Ratas cirroticas con ascitis y diagnostico de PBE, (n=10)

Este grupo de animales también recibié CCl, hasta desarrollar ascitis. Cada 48-72 horas se
realizaron cultivos de liquido ascitico hasta obtener un cultivo positivo. En ese momento el
animal se sacrificaba para la extraccion de muestras.
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FIGURA 10: ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL

A - GRUPOS DE ESTUDIO >

B - ESQUEMA DE TRABAJO W

| - Obtencion de muestras
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1 Liquido ascitico/Lavado peritoneal (LA)

Grupo 4 Cirrosis+ | |

Aprox.
100 g 200¢ 450-550¢
Grupo 1 - | | | ______
Norfloxacino
Grupo 3 - | | 50mg/dia 7 dias

PBE
|

PBE { Fenobarbital [

CCl, semanal hasta desarrollo de ascitis

N=10 por grupo 10-14 dias

Il - Protocolo de digestion

1 Predigestion
(BSA+EDTA+PBS) x2 25°

» 2 Digestion enzimatica

2 Lamina propria (LP)
3 Ganglios mesentéricos (GM)
4 Placas de Peyer (PP)

VI - Estudio histolégico v

VII - Estudio de
traslocacion bacteriana

5 Sangre periférica/Plasma

|

VIl - Determinacién de TNFa, IFNy, PCR, C3 y NO

(BSA+Liberase+DNAsa) 30°

3 Digestion mecanica
(GentleMACS dissociator)

Il - Suspension celular

8-24 semanas

>—=0—10XIX>UuU>xr—

|

IV - Test Fagocitosis

Recuento y viabilidad

i
\

Phagotest ®

V - Test Killing

ROS

Obtencion
de muestras

>—IImMZ O —4—O

Determinacion cuantitativa
de fagocitosis

Determinacion cuantitativa
del estallido oxidativo
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2.2/Induccion de cirrosis

La induccion de cirrosis hepatica se inicié cuando los animales alcanzaron un peso de 200 +
15 gramos. En este momento, se administré CCl, a una concentracion del 99,9 % (Sigma Aldrich,
Madrid), una vez a la semana, por via intragéstrica mediante una sonda de metal (Popper and Sons,
New Hyde Park, NY), en un volumen inicial de 20 pL. Los volumenes siguientes se ajustaron a los
cambios de peso del animal hasta el momento de la aparicion de ascitis segun el modelo de Run-
yon y colaboradores ''? (Tabla 3). Ademas de la administracion de CCl,, se administré fenobarbital
(Luminal, Kern Pharma) en el agua, como inductor enzimatico del citocromo P,. hepatico, a una
concentracion de 1,5 mmol/L, para acelerar el proceso de induccion de cirrosis.

TABLA 3: DOSIS A ADMINISTRAR DE TETRACLORURO DE CARBONO EN FUNCION DE LA VARIACION DEL PESO DEL ANIMAL

>6 semanas de tratamiento
variacion dosis de CCl,

Variacion de peso 48h después <6 semanas de tratamiento
de la dltima dosis variacion dosis de CCl,

Estable 0 aumento
Descenso 2% - 5,9%
Descenso 6% - 10%
Descenso 10,1% - 15%
Descenso > 15%

Incremento en 60 pL
Incremento en 40 L
Incremento en 20 L
Mantener dosis
Disminucion en 40 pL

Incremento en 80 pL
Incremento en 60 UL
Incremento en 40 L
Mantener dosis
Disminucion en 40 pL

2.3/Paracentesis exploradora

Ante la sospecha clinica de ascitis (grupos 2, 3y 4), ésta se confirmé mediante la realizacion de
una paracentesis exploradora. Se rasur6 el abdomen del animal, tras la desinfeccion con solucion
yodada y se procedid a una puncion aspiradora mediante una aguja de 25 Gy jeringa de insulina en
la fosa iliaca izquierda.

2.4/Diagndostico de peritonitis bacteriana espontanea

En el grupo 4, ratas cirrdticas con ascitis y PBE, se realizaron paracentesis exploradoras cada 48-72 h
para determinar la presencia de PBE. El liquido ascitico obtenido (0,5-1 mL) se inoculd en 5 mL de medio de
cultivo enriquecido para organismos aerdbicos Hemoline performance duo (Biomerieux Espana, SA, Madrid).
Las muestras positivas se cultivaron a 37°C por duplicado en placas Macconkey, Columbia ANC+ 5% sangre
de cordero y Chromid CPS (Biomerieux Espana, SA, Madrid), para la identificacion de los microorganismos.

2.5/Laparotomia media y obtencion de muestras

Los animales se anestesiaron con una sobredosis de (Ketamina/Xylacina) y, bajo campana de flujo

laminar para evitar contaminaciones, se obtuvieron las distintas muestras biolégicas en este orden:
1 Liquido ascitico/lavado peritoneal (LA): Se recogio liquido ascitico de los animales cirroticos
(grupos 2, 3y 4) para la recoleccion de M® peritoneales mediante un abocath de 25 G conectado
a una jeringa de 5 mL. A los animales controles (grupo1) se les realizé un lavado intraperitoneal
con 20 mL de PBS, se masajed el abdomen durante unos minutos y, a continuacion, se recogioé
la mayor parte del PBS inyectado (15-18 mL) para la recoleccion de M® peritoneales.

Tras la obtencion del LA, se realizd una laparotomia media para la extraccion del resto de muestras:
2 Sangre periférica (SP): Se extrajeron 5 mL de sangre de la vena cava inferior para la obtencion
de plasma, que se centrifugd y guardd a -80°C hasta su procesamiento para la cuantificacion de
endotoxina, oxido Nitrico (NO), TNFa, IFNy, Proteina C reactiva (PCR) y C3 complemento.

3 Ganglios linfaticos mesentéricos (GM): Se recogieron todos los ganglios linfaticos mesenté-
ricos visibles y se guardaron en suero fisiologico estéril hasta su procesamiento. Una parte de es-
tos GM se procesaron para el estudio de la traslocacion bacteriana, otra parte para la obtencion
de M® y una tercera parte para el estudio histologico.

4 Lamina propia ileocecal (LP): Se extrajeron el ciego y la valvula ileocecal en su totalidad y se
lavaron con suero fisiologico (SF) frio para eliminar todas las heces. El procedimiento de limpieza
se repitid cuatro veces y finalmente se sumergio la muestra en SF con gentamicina (1,25 ulL/mL)
hasta su procesamiento para la obtencion de M® de la lamina propia y para el estudio histolégico.

5 Placas de Peyer (PP): Se extrajo practicamente todo €l intestino delgado (sobretodo yeyuno e fleon)
y se mpid, de manera similar al ciego, con SF frio para eliminar las heces. A continuacion, se abrid
longitudinaimente y se resecaron todas las placas de Peyer visibles. Estas se guardaron en SF frio con
gentamicina (1,25 pyl/mL) hasta su procesamiento para la obtencion de M® y para el estudio histolégico.

2.6/0Obtencion de un “pool de sueros”.

Previamente a la puesta en marcha del protocolo experimental, se establecieron dos grupos de
5 ratas cada uno para la obtencion de un “pool” de sueros de ratas sanas y un “pool” de sueros de
ratas cirréticas por GCl,, una vez diagnosticada la cirrosis y ascitis mediante paracentesis.

Se sacrificaron los animales y mediante puncién cardiaca se obtuvo unos 15 mL de sangre por
animal, que se centrifugd para obtener el suero. Este se almacend en alicuotas de 0,25mL a -80°C
hasta su utilizacion en los tests de fagocitosis y Killing intracelular.

2.7/Protocolo de digestion

Las muestras de ciego, placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos fueron sometidas a un
procedimiento de digestion mecanica y enzimatica para obtener una suspension celular que permitiera
realizar los procedimientos siguientes de contaje y viabilidad y los tests de fagocitosis y killing intracelular.

Las muestras de ascitis/lavado peritoneal se reservaron a 4°C y fueron directamente procesadas
para el contaje y los tests de fagocitosis vy killing intracelular.

1 Preparacion de las muestras:

- Ciego: Se selecciond una porcion de alrededor de 1 g del area ileocecal y se cortd en seccio-

nes de unos 2-3 mm? sobre una placa de Petri en hielo.

Placas de Peyer: Se cortaron las placas de Peyer obtenidas en 2 o 3 secciones cada una
segun el tamafo.

Ganglios mesentéricos: Se cortaron los ganglios en 2 0 3 secciones segun el tamafio.

2 Predigestion del ciego y de las placas de Peyer para eliminar las células epiteliales:
Reactivos:

- 20 mL de solucion de predigestion: BSA 1,5% 0,15g + EDTA 10 mM 0,037 g + PBS.

- 20 mL de Hanks balanced salt solution (HBSS).
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Procedimiento:

Se depositaron las muestras troceadas de ciego y placas de Peyer en tubos tipo falcon de
15 mL de capacidad con 5 mL de solucion de predigestion cada uno y se incubaron a 37°C
en agitacion a 120 rpm durante 20 minutos. A continuacion, se agitaron los tubos en vortex
durante 10 segundos vy se filtrd el contenido mediante una gasa recuperando el tejido. Este
procedimiento se realizd dos veces. Para eliminar los restos de EDTA se deposit6 el tejido en
un nuevo tubo con 10 mL de HBSS, se incubd 5 minutos en las mismas condiciones anteriores
y se filtrd6 nuevamente recuperando el tejido.

Con este procedimiento se eliminaron las células epiteliales quedando al descubierto la lamina
propria del intestino tanto ileocecal como de las placas de Peyer que, junto a las muestras de
ganglios mesentéricos, se sometieron posteriormente a una digestion mecéanica y enzimatica.

3 Digestién del ciego (lamina propria), las placas de Peyer y los ganglios mesentéricos:
Reactivos:
- 5,5 mL solucion de digestion: Liberase Blendzyme Roche 400 pg/mL (2 mL) + DNAsa | 20uL
+ BSA 1,56% (0.076 g en 3,5 mL HBSS+).
- 150 mL PBS frio.

Procedimiento:

Las muestras de tejido se depositaron junto con la soluciéon de digestion (2,5 mL de solucion
en el tubo de ciego y 1,5 mL de solucion en los tubos de placas de Peyer y ganglios mesenté-
ricos) en tres tubos especiales, C Tube gentleMACSTM, adaptados a un dispositivo para dis-
gregacion celular (gentleMACSTM Dissociator). Se utilizd el programa de disgregacion celular
del dispositivo m_brain_01 (adaptado de datos no publicados, en ausencia de un protocolo
especifico para este tejido en el momento del estudio).

Seguidamente, se incubaron las muestras en estos mismos tubos a 37°C en agitacion a 100
rom durante 30 minutos. De nuevo, se utilizé el programa de disgregacion Program B del dis-
positivo gentleMACSTM Dissociator. La suspension celular obtenida de los tres compartimen-
tos se filtrd a través de un filtro de nylon de 100 pm adaptado a un tubo falcon de 50 mL (BD
Falcon cell strainer, BD Biosciences Europe, Belgium). A continuacion, se anadid PBS hasta
un volumen de 40 mL para lavar la suspension celular y se centrifugd a 280 g a 4°C durante 5
minutos. Se elimind el sobrenadante de todas las muestras y se resuspendieron nuevamente
en 40 mL de PBS vy se filtraron a través de un filtro de nylon de 40 um, realizandose un nuevo
centrifugado a 280 g a 4°C durante 5 minutos.

En este punto del protocolo se anadieron las muestras de ascitis/lavado peritoneal, a las que
también se les afiadio PBS hasta un volumen de 40 mL y se centrifugaron de la misma manera.
Finalmente, se elimind casi la totalidad del sobrenadante y las células obtenidas se resuspen-
dieron en 1 mL PBS para su posterior andlisis.

2.8/Recuento y viabilidad

Se hizo recuento del nUmero de células totales obtenidas y del porcentaje de células viables en
cada muestra mediante una camara de Neubauer. La viabilidad celular se determind por exclusion
de azul de tripano. Este colorante vital difunde al interior de las células y éstas, activamente, lo ex-
pulsan al exterior, de forma que las células vivas son transparentes a la luz del microscopio mientras
que las células muertas adquieren un color azul.

Para ello se pipetearon 15 pl de las suspensiones celulares que se mezclaron con otros 15 pL
de una solucion de azul de tripano al 4% (sigma) y se depositaron en una camara de Neubauer
(Figura 11).

FIGURA 11: CAMARA DE NEUBAUER
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Se contaron las células de los cuadrados L (las transparentes -vivas- y las azules -muertas-, por
separado) en el microscopio optico a 40x.
La concentracion de células se calculd con la siguiente formula:
Numero de células/mL = 2 x 10.000 x n° cel. (L1+L.2+L.3+L4)/ 4
Viabilidad celular (%) = cel. transparentes x 100 / cel. totales (transparentes + azules)

Se ajustd la concentracion de las distintas suspensiones celulares a 2.500-4.000 células/uL.

2.9/Test de fagocitosis

El test de fagocitosis se cuantificd por citometria mediante un kit comercial (Phagotest®, Glycoto-
pe Biotechnology GmbH, Alemania), ampliamente utilizado para determinar la capacidad fagocitica
de las células '3+140,

Se basa en la incubacion de las células seleccionadas con una suspension de E. coli esterilizados
y marcados con fluorocromo FITC. Permite detectar las células que han fagocitado E. coli por la
presencia del fluorocromo FITC y ademas cuantificar la cantidad de bacterias fagocitadas segun la
intensidad de fluorescencia.

Este kit esta optimizado para el uso de sangre total heparinizada, aunque segun las especifica-
ciones técnicas se puede adaptar a otro tipo de muestras como suspensiones celulares. En nuestro
trabajo realizamos un estudio previo con nuestras muestras para conseguir unas condiciones ex-
perimentales 6ptimas (datos no publicados), que consistieron en modificar el tiempo de incubacion,
alargandolo de 10 a 30 minutos y afadir un procedimiento de seleccion de los M® de la suspen-
sion celular mediante tincion con anti CD11b-APC. Se escogid este anticuerpo ya que es el unico
anticuerpo disponible para rata que marca una proteina de superficie. Esto permite marcar los M®
de rata in vivo, a diferencia de otros marcadores que al ser citoplasmaticos precisan la permeabili-
zacion de las células con la consiguiente pérdida de funcionalidad. Sin embargo, CD11b (miembro
de la familia de las integrinas) se expresa en la superficie de varios leucocitos que ademas de los
macrofagos incluyen a monocitos, neutréfilos, linfocitos “natural Killer” y granulocitos. Por tanto, la
identificacion de los M® se realizd mediante el marcaje celular con este anticuerpo junto a las carac-
teristicas morfoldgicas (tamano y granularidad) propias de los macréfagos.
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De esta manera, se seleccionaron los macréfagos CD11b+ marcados con el fluorocromo APC y
de estos se cuantificd el niumero de células positivas por fluorocromo FITC (% de macréfagos con
E. coli fagocitadas) y también la cantidad de bacterias fagocitadas (actividad fagocitica individual).
Ademas se comparé la capacidad opsonica del suero de rata sana frente a la de suero de rata cirré-
tica preopsonizando los E. coli con un “pool” de sueros obtenidos previamente.

1 Preparacion de las muestras:

De cada animal, se prepararon cuatro tubos con la suspension de células de cada uno de los
compartimentos del sistema GALT (LP, PP, GM) y de liquido ascitico/lavado peritoneal (LA) y a su
vez con cada una de las condiciones experimentales necesarias para calcular el indice de fagoci-
tosis, dando lugar a un total de 16 tubos/rata (Tabla 4).

TABLA 4: ESQUEMA DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS MEDIANTE EL KIT DE PHAGOTEST

Tubo N° Compartimento GALT Condicion experimental

T1 + suero rata sana a 37°C

T2 Ganglio Mesentérico (GIM) + Suero rata sana + E. colia 0°C

T3 + suero rata sana + E. colia 37°C
T4 + suero rata cirrosis + E. colia 37°C
15 + suero rata sana a 37°C

T6 Lamina propria (LP) + Suero rata sana + E. colia 0°C

T7 + suero rata sana + E. colia 37°C
T8 + suero rata cirrosis + E. colia 37°C
T9 + suero rata sana a 37°C

T10 Placas de Peyer (PP) + Suero rata sana + E. colia 0°C
T11 + suero rata sana + E. colia 37°C
T12 + suero rata cirrosis + E. colia 37°C
T13 + suero rata sana a 37°C

T14 Lavado peritneal/Ascitis (LA) + Suero rata sana + E. colia 0°C
T15 + suero rata sana + E. colia 37°C
T16 + suero rata cirrosis + E. colia 37°C

De esta forma:

Las muestras de compartimento + suero rata sana a 37°C determinan la fluorescencia inespecifica.
Las muestras de compartimento + suero rata sana + E. coli a 0°C determinan el valor de fluo-
rescencia debida a “fagocitosis basal”.

Las muestras de compartimento + suero rata sana + E. coli a 37°C y compartimento + suero
rata cirrosis + E. coli a 37°C son las muestras “problema”.

Esto nos permite realizar el célculo del indice de fagocitosis de cada compartimento, que resulta
de restarle la fluorescencia inespecifica y la fluorescencia secundaria a la fagocitosis basal a la fluo-
rescencia de la muestra “problema”.

Ejemplo calculo indice fagocitosis de Ganglio Mesentérico (IF-GM):

IF-GM suero sano = fluorescencia T3 - fluorescencia T2 - fluorescencia T1
IF-GM suero cirrosis = fluorescencia T4 - fluorescencia T2 - fluorescencia T1
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2 Phagotest:
De cada animal, se prepararon cuatro tubos con la suspension de células de cada uno de los

compartimentos del sistema GALT (LP, PP, GM) y de liquido ascitico/lavado peritoneal (LA) y a su
vez con cada una de las condiciones experimentales necesarias para calcular el indice de fagoci-
tosis, dando lugar a un total de 16 tubos/rata (Tabla 4).

Reactivos:
Kit Phagotest®:
Reactivo A: tampdn de lavado.
Reactivo B: suspension de E. coli marcadas con FITC [2 x 109 bact/mL].
Reactivo C: solucion “quenching” para eliminar fluorescencia de las bacterias adheridas pero
no fagocitadas.
Reactivo D: solucion de fijacion de células.
Anticuerpo anti CD11b-APC.
Fetal bovine serum (FBS).
Sodium azida.
Agua destilada.

E. coli preopsonizados

Procedimiento:

En primer lugar se procedi6 a la preparacion de los E. coli preopsonizados. Para ello, se pipe-
tearon 125 pL de la suspension de E. coli y se mezclaron con la misma cantidad del pool de
sueros de ratas sanas para obtener las 8 muestras necesarias (Tabla 4). También se pipetearon
otros 65 L de E. coli con la misma cantidad de pool de sueros de ratas cirrdticas para obtener
las 4 muestras necesarias (Tabla 4).

Todo el procedimiento se realizd sobre hielo, a excepcion de las incubaciones a 37°C en las
muestras que o requerian y del procedimiento de fijacion que se realizd a temperatura ambiente.
Se depositaron 100 uL de la suspension celular de cada uno de los compartimentos en tubos
de polipropileno para citometria. Se anadieron 30 uL de las bacterias preopsonizadas con
los sueros correspondientes o Unicamente suero segun la muestra. Se agitaron en vortex y
se incubaron (a 0°C en hielo 0 a 37°C en bano maria, segun la muestra) durante 30 minutos.
Pasado este tiempo, se mantuvieron todos los tubos en hielo para detener la fagocitosis y a
continuacion se anadié 100 pL de solucion C “gquenching solution” agitando nuevamente en
vortex. Se lavaron las muestras anadiendo 3 mL de tampdn de lavado (reactivo A) a cada tubo
y se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se repitid
el lavado una vez mas.

A continuacion se procedié a la tincion de los M® mediante anticuerpo CD11b-APC. Para ello
se anadio en primer lugar 50 pL de FBS descomplementado, para bloquear la uniéon inespe-
cifica del anticuerpo, seguida de 1 pL del anticuerpo y se dejo incubando 25 minutos a 4°C
en oscuridad. A continuacion, se lavd cada muestra con 3 mL de reactivo A 'y centrifugando
5 minutos a 300g a 4°C, descartando el sobrenadante. Se fijaron las muestras con 2 mL de
solucion de fijacion (reactivo D), dejandolas a temperatura ambiente y en oscuridad durante 20
minutos. Se centrifugaron durante 5 minutos a 300g a 4°C y se descartd nuevamente el so-
brenadante. Posteriormente se lavaron con reactivo Ay se centrifugaron a 300 g 5 minutos y a
4°C. Se descarto casi la totalidad del sobrenadante dejando unos 100 pL y se resuspendieron
las células para su lectura en el citbmetro.

Esta lectura se realiz6 en un citbmetro FACS Canto Il (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA). Se obtuvieron de 20.000 a 25.000 células por muestra y los resultados se analizaron con
el software especifico Cell-Quest PRO de la Unidad de citometria de la fundacion.
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2.10/Test de killing intracelular

La capacidad bactericida de los macréfagos de los distintos compartimentos se evalué mediante

la cuantificacion por citometria de flujo de la oxidacion de Dihidrorodamina 123 (DHR-123) por la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante el proceso de “Killing intracelular”.
La DHR-123 es permeable a la membrana de la célula y una vez en su interior es oxidada a rodami-
na 123 por los peroxinitritos formados como resultado de la activacion del sistema NADPH oxidasa
en el fagosoma de las células y que es excitable a 488nm y emite a 515nm. Este método ha sido
ampliamente utilizado para determinar la capacidad bactericida de las células fagociticas 196 140142,

1 Preparacion de las muestras:
Este ensayo se realizd en suspensiones celulares de los tres compartimentos del sistema GALT
(GM, LP y PP) asi como de liquido ascitico/lavado peritoneal (LA) y también en 4 condiciones
experimentales necesarias para calcular el indice de Killing, obteniendo un total de 16 muestras
(Tabla 5).
De esta forma:
- Las muestras de compartimento a 37°C determinan la fluorescencia generada por la presencia
de ROS de manera inespecifica.
Las muestras de compartimento + E. coli a 0°C determinan la fluorescencia generada por ROS
debida a la “actividad bactericida basal”.
Las muestras de compartimento + E. coli a 37°C son las muestras “problema” y determinan la
fluorescencia generada por ROS debido a la actividad bactericida generada ante un estimulo
bacteriano.
Las muestras de compartimento + PMA + E. coli a 37°C determinan la capacidad maxima de
generacion de ROS ante un estimulo quimico producido por phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) junto a la presencia de E. coli.

TABLA 5: ESQUEMA DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN EL TEST DE KILLING INTRACELULAR

Tubo N° Compartimento GALT Condicion experimental
1 a37°C

T2 Ganglio Mesentérico (GIM) + E. colia 0°C

T3 + E. colia 37°C

T4 + PMA + E. colia 37°C
15 a37°C

16 Lamina propria (LP) + E. colia 0°C

17 + E. colia 37°C

T8 + PMA + E. colia 37°C
19 a37°C

T10 Placas de Peyer (PP) + E. colia 0°C

T11 + E. colia 37°C

T12 + PMA + E. colia 37°C
T13 a37°C

T14 Lavado peritneal/Ascitis (LA) + E. colia 0°C

T15 + E. colia 37°C

T16 + PMA + E. colia 37°C

Esto nos permite realizar el calculo del kiling intracelular como generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) de cada compartimento, que resulta de restarle la fluorescencia inespecifica y la fluores-
cencia secundaria a la actividad bactericida basal a la fluorescencia de la muestra “problema”. También
permite calcular la capacidad maxima de kiling o generacion de ROS (maxROS), que resulta también de
restar tanto la fluorescencia inespecifica como la basal a la fluorescencia de la muestra con PMAYy E. coli.

Ejemplo calculo killing intracelular de Ganglio Mesentérico (ROS-GM) y la capacidad maxima de
generacion de ROS (maxROS-GM):

ROS-GM= fluorescencia T3- fluorescencia T1- fluorescencia T2

maxROS-GM-GM= fluorescencia T4 - fluorescencia T1 - fluorescencia T2.

2 Procedimiento de Kkilling intracelular:
Reactivos:
- Suspension de E. coli [2 x 109 bact/mL].

Dihydrorhodamine 123 (DHR-123) 5 mM.
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 1,62 mM.
Dimethyl sulfoxide (DMSO).
Anticuerpo anti CD11b-APC.
Tampodn de lavado:1 mL FBS + 50 pL sodium azida + 49 mL PBS.
Agua destilada.

Procedimiento:

Todo el procedimiento se realizd sobre hielo, excepto las incubaciones a 37°C en las muestras
que lo requerian, y manteniendo los tubos protegidos de la luz. Se depositaron 100 pL de la
suspension celular de cada uno de los compartimentos en tubos de polipropileno para citome-
tria. Se procedio a la tincion de los M® mediante anticuerpo CD11b-APC. Para ello se afadio
50 pL de FBS descomplementado para bloquear la union inespecifica del anticuerpo, seguida
de 1 pL del anticuerpo y se dejo incubando 25 minutos a 4°C en oscuridad. Posteriormente
se lavé cada muestra con 3 mL de tampodn de lavado y centrifugando 5 minutos a 300g a
4°C, descartando el sobrenadante dejando unos 100 pL y se resuspendieron las células. A
continuacion se anadieron 0,1 pL de DHR-123 a cada tubo y se dejaron a oscuras durante 12
minutos a 37°C en bano maria. Seguidamente se anadieron 30 pL de la solucion de E. coli y
se incubaron durante 30 minutos a 37°C o0 a 0°C segun correspondiera. Diez minutos antes de
finalizar la incubacion se afadieron 2 uL de PMA a las muestras correspondientes. Finalmente
se anadioé 3 mL de PBS y se centrifugd a 300g 5 minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante
dejando unos 100pL y se resuspendieron las células para su lectura en el citometro.

La lectura de la muestra se realizd en el citometro de flujo FACSCanto Il (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). Se analizaron 20.000 células, seleccionadas por los parametros de
tamano y granularidad, ademas de ser positivas para CD11b en el citémetro. La produccion
de radicales libres de oxigeno se midié en unidades arbitrarias de la intensidad media de fluo-
rescencia (IMF) en el canal de fluorescencia FL2 (585nm). Los resultados se analizaron con el
software especifico Cell-Quest PRO de la Unitat de citometria de la fundacion.

2.11/Estudio de traslocacion bacteriana

En nuestro estudio se definid la presencia de TB como la obtencion de un cultivo positivo de
ganglio mesentérico.

Para ello se homogeneizaron con ayuda de un “potter” varios trocitos de GLM en medio de cul-
tivo enriquecido para organismos aerébicos Hemoline performance duo (Biomerieux Espana, SA,
Madrid). Las muestras positivas se cultivaron a 37°C por duplicado en placas Macconkey, Columbia
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ANC+ 5% sangre de cordero y Chromid CPS (Biomerieux Espafa, SA, Madrid), para la identificacion
de los microorganismos.

2.12/Cuantificacion plasmatica de endotoxina, citoquinas, complemento y proteina C reactiva

En el estudio se cuantificaron los niveles plasmaticos de citoquinas (TNFa e IFNy), la proteina del
complemento C3, asi como los niveles de proteina C reactiva (PTX1) mediante kits de ELISA (abcam
PLC, Cambridge Science Park, Cambridge, UK). También se determinaron los niveles de 6xido nitri-
co (NO) mediante un ensayo colorimétrico (abcam PLC, Cambridge Science Park, Cambridge, UK) y
los niveles de endotoxemia mediante un ensayo colorimétrico especifico Limulus Amebocyte Lysate
Chromogenic Endpoint Assay proteina (Hycult biotech Frontstraat 2A Uden, Netherlands). Todas la
valoraciones se hicieron por duplicado y siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.13/Estudio histologico

Se recogieron muestras de higado (diagnéstico de cirrosis), intestino, placas de Peyer y ganglios
mesentéricos para estudio histoldgico.

Los tejidos se fijaron en formaldehido al 4% y se incluyeron en parafina. Secciones de 5 micras
de grosor se tifieron con hematoxilina-eosina (HE). Se utilizé la tincion de tricromico de Masson para
identificar la fibrosis en el tejido hepatico.

3 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante el programa SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc.).

Los resultados se expresaron como media + error estandar o proporciones segun se requeria.
Para las comparaciones entre grupos se utilizd el test ANOVA de una variable o el test no paramétrico
correspondiente, Kruskal-Wallis. Las comparaciones post hoc para identificar parejas de grupos dife-
rentes hasta el nivel de 0,05 se realizaron mediante el test U de Mann-Whitney. Las comparaciones de
las proporciones entre grupos se realizaron mediante el test x2 o Fisher segun la muestra.

El criterio adoptado de significacion estadistica fue p <0,05, excepto para las correlaciones uno
a uno que fue de p <0,01.
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1 Mortalldad, desarrollo de ascitis vy
diagnostico de pertonitis
pbacterana espontanea

1.1/Mortalidad

La mortalidad global del estudio fue del 37,5% (24 ratas). La mortalidad fue nula en el grupo 1 o
control (grupo 1, n=10), como era de esperar, y del 40,74% (22 ratas) en el global de ratas cirréticas
hasta el desarrollo de ascitis. A partir del desarrollo de ascitis las ratas se distribuyeron en los tres
grupos experimentales restantes:

- Grupo 2 de ratas cirréticas con ascitis (n=10), que fueron sacrificadas en el momento de diag-

nostico de la ascitis.

Grupo 3 de ratas cirréticas con ascitis, que recibieron un curso de tratamiento con norfloxa-
cino durante 7 dias, previo al sacrificio. Tras el desarrollo de ascitis y hasta el sacrificio de los
animales no hubo mortalidad anadida en este grupo.

Grupo 4 de ratas cirrdticas con ascitis y diagnéstico de PBE (n=12), momento en que se sacri-
ficaba al animal. Tras el desarrollo de ascitis y hasta el sacrificio de los animales, hubo 2 muer-
tes previas al diagndstico de PBE, con un tamafio muestral final en el grupo de 10 animales.

1.2/Desarrollo de ascitis

En los grupos de ratas cirréticas (grupos 2, 3 y 4), la ascitis se diagnosticé entre la semana 9 y
24, siendo la media de 17,2 semanas. No se evidenciaron diferencias en el tiempo de desarrollo de
ascitis entre los tres grupos de cirrosis.

1.3/Diagnostico de peritonitis bacteriana espontanea

En el grupo 4 (n=10), el diagndstico de PBE se realizd entre los dias 1y 14 tras el desarrollo de
ascitis, siendo la media de 8,5 dias.

En 7 casos la infeccion del liquido ascitico fue monomicrobiana (70%) y en 3 casos casos fue
polimicrobiana (80%), con la identificacion de 2 gérmenes. En todos los casos, 1os gérmenes iden-
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tificados fueron enterobacterias anaerobias, bacilos Gram negativos (en 6 animales) y cocos Gram
positivos (en 4 animales) (Tabla 6).

TABLA 6: CULTIVOS POSITIVOS DE LIQUIDO ASCITICO

Cultivo liquido ascitico

E. coli, Enterococcus spp
Enterococcus spp

E. coli

Enterococcus spp, Proteus
E. coli, Klebsiella

Proteus

E. coli

E. coli

E. coli

- OO0 ~NO O w20
V]
(7]
o

o

Enterococcus spp

2 Recuento v viaolidad celular

2.1/Recuento celular total
El recuento celular total fue variable en funcion de los compartimentos y del grupo experimental

de estudio, como se puede ver en la tabla 7. No hubo diferencias significativas en el recuento celular
total entre los diferentes grupos experimentales.

2.2/NViabilidad celular

La viabilidad celular, determinada por la exclusion de azul de tripano, fue en todos los casos superior al 95%.

2.3/Fenotipo celular

El fenotipo celular, identificado mediante citometria por el marcaje celular con anti CD11b-APC
(Figura 12), mostré un porcentaje global de células viables CD11b+ del 2,82% en ganglio linfatico
mesentérico, 6,73% en lamina propria, 11,47% en placa de Peyer 'y 75,76% en liquido peritoneal,
independientemente del grupo experimental.

FIGURA 12: CARACTERIZACION DE LA POBLACION DE MACROFAGOS MEDIANTE TINCION CON CD11b-APC,
TAMANO Y GRANULARIDAD.
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El porcentaje de células viables CD11b+ por compartimento y por grupo experimental, se expo-
nen en la tabla 7.

En liquido ascitico se observd un porcentaje significativamente mayor de células CD11b+ en el
grupo control frente al resto de grupos de ratas cirréticas, que no presentaron diferencias significa-
tivas entre ellas (Figura 13).

En placa de Peyer, de nuevo se observaron diferencias significativas en el porcentaje de CD11b+
del grupo control (con un menor porcentaje, en este caso) frente al resto de ratas cirroticas, y sobre
todo con el grupo de PBE (P<0,001). Asi mismo, también se objetivaron diferencias significativas
entre el grupo infectado y el grupo con profilaxis antibidtica, presentando este Ultimo un descenso
en el porcentaje de células CD11b+ (Figura 13).

TABLA 7: RECUENTO CELULAR TOTAL Y FENOTIPO CELULAR POR COMPARTIMENTO Y GRUPO DE ESTUDIO

(MEDIA + ERROR ESTANDAR)

Compartimento Grupo experimental Recuento celular Células CD11b-+(%)
total (x 106/mL)
Ganglio linfatico Grupo 1 53,32 +13,41 1,16 +0,20
mesentérico Grupo 2 38,83 +6,03 1,74 0,46
Grupo 3 54,02 7,13 3,22 0,97
Grupo 4 44,62 +3,89 511 +1,88
Grupo 1 14,19 +3,34 4,98 +0,87
L&mina propria Grupo 2 21,06 +5,93 7,16 +0,85
Grupo 3 22,31 £2,52 6,94 +0,62
Grupo 4 25,07 2,73 7,72 £0,53
Grupo 1 44,46 +10,62 3,66 +0,89
Placa de Peyer Grupo 2 29,99 +5,48 12,98 +3,82
Grupo 3 43,23 +4,23 8,3 +1,85
Grupo 4 46,59 +3,98 20,15 3,42
Grupo 1 21,96 3,42 85,02 +2,19
Liquido ascitico / Grupo 2 29,93 9,73 71,63 £5,22
Lavado peritoneal Grupo 3 32,61 +3,47 75,91 £3,12
Grupo 4 35,79 £5,13 70,47 4,30

En lamina propria, sélo se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
con PBE, con un mayor porcentaje de células CD11b+ en el grupo infectado.

En ganglio linfatico mesentérico, el grupo control presentd un porcentaje significativamente menor
de células CD11b+ que el grupo infectado y con profilaxis, mientras que no se observaron diferen-
cias con el grupo con ascitis. Ademas, se objetivaron diferencias significativas entre el grupo con
ascitis y el grupo con PBE (Figura 13).

Porcentaje células CD1b+

FIGURA 13: PORCENTAJE DE CELULAS CD11b+ SEGUN COMPARTIMENTO Y GRUPO DE ESTUDIO

Grupos de estudio:
10000 A *|

80.00 A I

60.00

B Grupo 1: Sanas

Grupo 2: Cirrosis con ascitis

S Grupo 4: Cirrosis con PBE

40,00 A
#* P <005

200 { o ] * ' H
Llag wwTE ﬁﬁ
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Compartimento

En todos los compartimentos del GALT (ganglio, lamina propria y placa de Peyer) el porcentaje de
células CD11b+ fue menor en el grupo control respecto al grupo de ratas cirréticas, mientras que
esté relacion en liquido ascitico/lavado peritoneal se invierte (Figura 13).

Grupo 3: Cirrosis con ascitis y norfloxacino
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3 Estudio de traslocacion
bacterana

3.1/Cultivo de ganglio linfatico mesentérico

El diagndstico de TB en nuestro estudio se definié como la obtencion de un cultivo positivo de
ganglio mesentérico.

3.1.1/Incidencia de traslocacion bacteriana

Se diagnosticd TB en 17 de las 40 ratas incluidas en el estudio, con una incidencia global del
42,5% y una incidencia en el grupo de ratas cirroticas (grupos 2+3+4) del 56,7 %.

Se evidenci¢ TB en todos los animales del grupo de ratas con ascitis y diagnéstico de PBE (grupo 4),
y por el contrario, no se objetivd ninglin caso en el grupo control (grupo 1). El grupo de ratas cirroti-
cas con ascitis (grupo 2) presento traslocacion bacteriana en el 50% de los casos (5 ratas). El grupo
de ratas cirréticas con ascitis tratadas con norfloxacino (grupo 3) presentd 2 casos de TB. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo de ratas cirréticas
con PBE y sin PBE (Figura 14).

FIGURA 14: INCIDENCIA DE TRASLOCACION BACTERIANA SEGUN EL GRUPO EXPERIMENTAL
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3.1.2/Caracterizacion de las bacterias traslocadas

De los 17 casos de TB identificada, en 10 casos el cultivo fue positivo a 2 gérmenes y 7 casos a
una Unica bacteria traslocada. En todos los casos las bacterias traslocadas fueron enterobacterias,
bacilos Gram negativos en 11 animales y bacterias Gram positivas en 11 animales.

En la tabla 8 se muestran las bacterias identificadas en cada grupo experimental. En el grupo
3, tratado con norfloxacino, presentaron traslocacion bacteriana 2 animales y en ambos casos las
bacterias identificadas fueron bacterias Gram positivos, sin evidencia de TB por bacterias Gram
negativas.

TABLA 8: CULTIVOS POSITIVOS DE GANGLIO LINFATICO MESENTERICO

Caso Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Cirrosis con ascitis Cirrosis con ascitis y norfloxacino Cirrosis con PBE
1 Enterococcus spp Bacilli Gram+ Enterococcus spp
2 E. coli Bacilli Gram+ E. coli/ Enterococcus spp
3 Proteus E. coli / Enterococcus spp
4 E. coli Enterococcus spp / Proteus
& E. coli E. coli/ Klebsiella
6 Bacilli Gram+ Proteus
7 Bacilli Gram+ E. coli/ Proteus
8 Enterococcus spp E. coli/ Bacilli Gram-+
9 E. coli/ Proteus
10 Enterococcus spp

3.1.3/Correlacion entre traslocacion bacteriana y peritonitis bacteriana espontanea

Todas las ratas del grupo 4 (diagndéstico de PBE) presentaron traslocacion bacteriana. Las bacte-
rias identificadas en el ganglio linfatico mesentérico y en el liquido ascitico, presentaron una buena
correlacion como puede observarse en la tabla 9, sin objetivar crecimiento en liquido ascitico de
ninguna bacteria que no haya sido traslocada a ganglio mesentérico.

TABLA 9: CORRELACION ENTRE EL CULTIVO DE GANGLIO LINFATICO MESENTERICO (GLM) Y EL CULTIVO

DE LIQUIDO ASCITICO (L.A)

Caso Cultivo GLM Cultivo L.A

1 Enterococcus spp E. coli, Enterococcus spp
2 E. coli, Enterococcus spp Enterococcus spp

3 E. coli, Enterococcus spp E. coli

4 Enterococcus spp, Proteus Enterococcus spp, Proteus
& E. coli, Klebsiella E. coli, Klebsiella

6 Proteus Proteus

7 E. coli, Proteus E. coli

8 E. coli, Bacilli Gram+ E. coli

9 E. coli, Proteus E. coli

10 Enterococcus spp Enterococcus spp

3.2/Endotoxemia

La endotoxemia es un marcador indirecto de traslocacion bacteriana.

Los niveles plasmaticos de endotoxina se hallaron aumentados en los grupos 2 (1,58 +0,12 UE/mL)
y 4 (2,53 £0,21 UE/mL), en comparacion con los grupos 1 (0,31 £0,58 UE/mL) y 3 (0,64 +0,09 UE/
mL). Se observd un gradiente de endotoxemia: cirrosis con PBE > cirrosis con ascitis > cirrosis con
ascitis y norfloxacino > grupo control. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas entre
todos los grupos (p< 0,001) (Figura 15).

FIGURA 15: INCIDENCIA DE TRASLOCACION BACTERIANA SEGUN EL GRUPO EXPERIMENTAL
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4 lest de fagocitosis

4.1/Fagocitosis en funcion del grupo de estudio

Se analizé la capacidad fagocitica intrinseca de los M® de los diferentes compartimentos en los
cuatro grupos experimentales.

4.1.1/Porcentaje de macréfagos con actividad fagocitica
Se analizo el porcentaje de M® que presentaba fagocitosis en cada compartimento, con E. coli

preopsonlzados con pool de sueros de ratas sanas (Figura 16):
Ganglio Mesentérico: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 33,58% +2,92%,
en el grupo 2 fue del 33,06% +2,3%, en el grupo 3 fue del 34,29% +2,55% y en el grupo 4 fue
del 32,47% +2,64%.
Lamina propria: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 8,33% +2,5%, en el
grupo 2 fue del 5,83% +0,84%, en el grupo 3 fue del 6,22% +0,57% vy en el grupo 4 fue del
9,29% +3,61%.
Placa de Peyer: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 28,57% +2,84%, en el
grupo 2 fue del 28,83% +1,99%, en el grupo 3 fue del 25,21% +2,43% y en el grupo 4 fue del
24,88% +2,38%.
Ascitis/Lavado peritoneal: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 88,46%
+1,22%, en el grupo 2 fue del 89,66% +1,29%, en el grupo 3 fue del 88,51% +1,21% y en el
grupo 4 fue del 89,93% +1,41%.
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FIGURA 16: PORCENTAJE DE MACROFAGOS CON E. COL/ PREOPSONIZADOS CON POOL DE SUEROS DE RATAS
SANAS FAGOCITADOS EN CADA COMPARTIMENTO Y SEGUN EL GRUPO DE ESTUDIO
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Se analizo el porcentaje de M® que presentaba fagocitosis en cada compartimento, con E. coli

preopsonlzados con pool de sueros de ratas cirréticas (Figura 17):
Ganglio Mesentérico: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 28,78% +2,68%,
en el grupo 2 fue del 26,88% +2,37%, en el grupo 3 fue del 28,49% +3,02% vy en el grupo 4
fue del 25,90% +2,48%.
Lamina propria: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 7,14% +2,14%, en el
grupo 2 fue del 5,57% +1,16%, en el grupo 3 fue del 5,18% +0,75% y en el grupo 4 fue del
5,35% +1,43%.
Placa de Peyer: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 24,12% +1,58%, en el
grupo 2 fue del 21,33% +1,47%, en el grupo 3 fue del 21,11% +1,87% y en el grupo 4 fue del
20,78% +1,83%.
Ascitis/Lavado peritoneal: la media de M® con fagocitosis en el grupo 1 fue del 81,67%
+2,78%, en el grupo 2 fue del 87,38% +1,69%, en el grupo 3 fue del 84,32% +1,13% y en el
grupo 4 fue del 85,81% +2,06%.

Porcentaje M®D

fagocitosis

FIGURA 17: PORCENTAJE DE MACROFAGOS CON E. COL/ PREOPSONIZADOS CON POOL DE SUEROS DE RATAS
CIRROTICAS FAGOCITADOS EN CADA COMPARTIMENTO Y SEGUN EL GRUPO DE ESTUDIO
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No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos al analizar el porcentaje de ma-
créfagos con fagocitosis en los diferentes compartimentos. Sin embargo, sf que se objetivaron diferencias
significativas entre el porcentaje de M® con fagocitosis de los diferentes compartimentos con un gradiente
de fagocitosis de mayor a menor: liquido ascitico > ganglio linfatico mesentérico > placa de Peyer > lamina
propria. Este gradiente se mantuvo en todos los grupos experimentales (Figura 16y figura 17).

4.1.2/Capacidad fagocitica individual de los macréfagos
También se estudio la capacidad fagocitica individual de los M® activados en cada compartimento,
mediante la cuantificacion por citometria de las bacterias fagocitadas, y se analizaron las diferencias.
En el caso de los E. coli preopsonizados con pool de sueros de ratas sanas, el andlisis de la
CapaC|dad fagocitica individual por compartimento y grupo fue (Figura 18):
Ganglio Mesentérico: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de 374,8
+24,50 unidades arbitrarias (U.A) , en el grupo 2 fue de 345,6 +20,13 U.A, en el grupo 3 fue de
360,90 £21,49 U.Ay en el grupo 4 fue de 373,40 +24,31 U.A.
Lamina propria: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de 645,70 +54,98
U.A, en el grupo 2 fue de 604,10 +44,65 U.A, en el grupo 3 fue de 649,40 +61,13 U.Ay en el
grupo 4 fue de 594,60 +54,99 U.A.
Placa de Peyer: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de 420,40 +35,96
U.A, en el grupo 2 fue de 338,10 +26,19 U.A, en el grupo 3 fue de 407,60 +50,79 U.Ay en el
grupo 4 fue de 353,56 +28,28 U.A.
Ascitis/Lavado peritoneal: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de
1936,40 £167,57 U.A, en el grupo 2 fue de 2042,56 +130,48 U.A, en el grupo 3 fue de
2003,11 £147,83 U.Ay en el grupo 4 fue de 1747,22 +165,43 U.A.
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FIGURA 18: ACTIVIDAD FAGOCITICA INDIVIDUAL POR COMPARTIMENTO Y GRUPO EXPERIMENTAL CON E. COL/
PREOPSONIZADO CON POOL DE SUEROS DE RATAS SANAS
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En el caso de los E. coli preopsonizados con pool de sueros de ratas cirréticas, el analisis de
la capaC|dad fagocitica individual por compartimento y grupo fue (Figura 19):

Ganglio Mesentérico: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de 292,10
+17,06 U.A, en el grupo 2 fue de 318,10 27,21 U.A, en el grupo 3 fue de 293,20 +22,56 U.A
y en el grupo 4 fue de 326,50 +26,52 U.A.

Lamina propria: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de 513,30 £51,11
U.A, en el grupo 2 fue de 427,90 +16,13 U.A, en el grupo 3 fue de 478,30 +52,35 U.Ay en el
grupo 4 fue de 412,50 +34,75 U.A.

Placa de Peyer: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de 336,90 +30,84
U.A, en el grupo 2 fue de 284,70 +20,24 U.A, en el grupo 3 fue de 331,20 +34,16 U.Ay en el
grupo 4 fue de 289,56 +22,71 U.A.

Ascitis/Lavado peritoneal: con una actividad fagocitica media que en el grupo 1 fue de 878,40
+79,27 U.A, en el grupo 2 fue de 682,36 +149,30 U.A, en el grupo 3 fue de 979,44 +100,44
U.Ay en el grupo 4 fue de 878,22 +43,37 U.A.

Intensidad fluorescencia Md

(unidades arbitrarias)

FIGURA 19: ACTIVIDAD FAGOCITICA INDIVIDUAL POR COMPARTIMENTO Y GRUPO EXPERIMENTAL CON E. COL/

PREOPSONIZADO CON POOL DE SUEROS DE RATAS CIRROTICAS
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Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos al analizar la capa-
cidad fagocitica individual de los macrofagos en los diferentes compartimentos.
En la figura 20 se muestra un ejemplo sobre el andlisis de la actividad fagocitica realizado.
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FIGURA 20: EJEMPLO DE ESTUDIO DE FAGOCITOSIS: IDENTIFICACION DE LOS MACROFAGOS DE LAVADO PERITONEAL
EN UNA RATA DEL GRUPO CONTROL SEGUN MARCAJE CD11b-APC Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS,

E IDENTIFICACION DE FAGOCITOSIS DE E. COL/-FITC PREOPSONIZADAS CON “POOL” DE SUEROS DE RATAS

SANAS (IMAGEN A) O POOL DE SUEROS DE RATAS CIRROTICAS (IMAGEN B)

FIGURA 21: PORCENTAJE DE MACROFAGOS CON FAGOCITOSIS EN FUNCION DEL POOL DE SUEROS UTILIZADO EN LA
PREOPSONIZACION
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de suero cirrético en todos los compartimentos (Figura 22):
- Ganglio linfatico mesentérico: 363,68 +11,06 U.A cuando se uso el pool de ratas sanas frente
al 307,48 +11,63 U.A cuando se uso el pool de sueros de ratas cirréticas

- Lamina propria: 623,45 +26,36 U.A frente al 458,00 +20,85 U.A.
Dado que los resultados de fagocitosis (porcentaje total de células con fagocitosis y capacidad - Placa de Peyer: 380,59 +18,65 U.A frente al 311,13 +13,90 U.A.

intrinseca de fagocitosis) no mostraron diferencias entre los grupos experimentales, se decidié eva- Liquido ascitico/lavado peritoneal: 1932,43 +76,33 U.A frente al 855,25 +50,89 U.A.
luar la influencia de la opsonizacion en la capacidad fagocitica de los macréfagos de los diferentes
compartimentos. Por este motivo, se analizé la fagocitosis en funcion del suero utilizado en la op-
sonizacion de las bacterias (pool de sueros de ratas sanas vs. pool de sueros de ratas cirrdticas),
independientemente del grupo experimental, con un tamano muestral de 40 animales por grupo.

4.2/Fagocitosis en funcion del suero utilizado

Estas diferencias fueron significativas en todos los compartimentos (p<0,05) del estudio.

4.2.1/Porcentaje de macrdfagos con actividad fagocitica
Se compard el porcentaje de M® con fagocitosis en cada compartimento en funcién de una

preopsonizacion de los E. coli con pool de sueros de ratas sanas o cirréticas, objetivando una
fagomtosus menor en el grupo de suero cirrdtico en todos los compartimentos (Figura 21):

Ganglio linfatico mesentérico: 33,35% + 1,26% cuando se uso el pool de ratas sanas frente

al 27,51% = 1,29% cuando se uso el pool de sueros de ratas cirréticas.

Lamina propria: 7,42% + 1,11% frente al 5,81% + 0,71%.

Placa de Peyer: 26,92% + 1,21% frente al 21,86% =+ 0,84%.

Liquido ascitico/lavado peritoneal: 89,12% =+ 0,62% frente al 84,71% + 1,05%.

Estas diferencias fueron significativas en todos los compartimentos (p<0,05) salvo en lamina propria.
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FIGURA 22: ACTIVIDAD FAGOCITICA INDIVIDUAL POR COMPARTIMENTO EN FUNCION DEL POOL DE SUEROS UTILIZADO
EN LA PREOPSONIZACION

2500.00 Grupos de estudio:

Pool sueros ratas sanas

o lest de Kiling Intracelular

Intensidad fluorescencia Md»
(unidades arbitrarias)

1000.00
[_T:‘ _ F 40,06 ¢ forlos los eampertimenics Se analiz la capacidad bactericida o killing intracelular de los M® mediante la generacion de espe-
i | cies reactivas de oxigeno (ROS) analizando la oxidacion de DHR-123 tras 2 estimulos antigénicos: E.
$ * [ ém coli soloy E. coli + PMA. Esto nos permitié evaluar, en cada compartimento, la capacidad bacterici-
da de los M® ante un estimulo antigénico bacteriano y su capacidad bactericida maxima, respecti-
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LA CUANTIFICACION DE DHR-123 OXIDADA POR ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO DURANTE EL PROCESO DE KILLING
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Los resultados obtenidos de la mediciéon de la capacidad bactericida media basal, ante un esti-

mulo antigénico bacteriano y ante un estimulo maximo pueden observarse en la tabla 10:

TABLA 10: KILLING INTRACELULAR POR COMPARTIMENTO Y GRUPO DE ESTUDIO (MEDIA + ERROR ESTANDAR)

Compartimento | Grupo Killing intracelular | Killing intracelular | Killing intracelular | Diferencia Killing
experimental basal (nm) E. coli (nm) maximo (E. coli+ | E. coli-estimulo
PMA) (nm) maximo (nm)
Ganglio linfatico | Grupo 1 38,80 +5,14 217,40 +11,47 | 379,50 +27,23 | 41,67 +2,73
mesenterico Grupo 2 34,00 +2,29 120,50 =11,77 | 276,8 +35,59 50,81 +5,37
Grupo 3 38,6 +2,93 191,70 +1414 | 37390 +17,06 | 46,89 +5,68
Grupo 4 38,4 +2,64 137,90 +11,04 | 290,90 +30,61 | 49,91 +3,61
Lamina propria Grupo 1 49,6 +2,96 716,90 +19,43 | 798,20 +37,23 | 11,24 +3,07
Grupo 2 50,80 +4,88 336,10 +46,78 | 481,20 +37,61 | 31,64 +5,94
Grupo 3 50,50 +5,01 394,00 +23,69 | 559,30 £18,09 | 29,85 £3,17
Grupo 4 49,70 +2,35 250,30 36,64 | 309,60 +34,46 | 22,05 +6,28
Placa de Peyer Grupo 1 52,44 +6,01 428,44 +4127 | 54556 +17,01 | 20,11 +8,19
Grupo 2 45,60 +3,98 231,60 +32,66 | 347,50 £3891 | 34,65 £3,66
Grupo 3 51,10 £593 333,40 +19,21 | 515802325 | 35,19 +2,67
Grupo 4 45,50 +4,02 227,50 +19,88 | 291,00 +24,85 | 24,17 +5,65
Liquido ascitico/ | Grupo 1 64,90 +2,59 703,20 25,65 | 1701,30 +43,98 | 58,43 +1,87
Lavado peritoneal | Grupo 2 58,60 +3,07 448,10 £57,18 | 1288,67 117,28 | 64,76 +4,27
Grupo 3 64,78 +3,81 657,56 20,31 | 1314,00 94,36 | 48,74 +2,19
Grupo 4 58,50 +4,34 417,80 +33,81 | 657,78 +66,21 | 32,69 +7,63

No hubieron diferencias en la generacion de ROS basal entre los grupos a estudio. Tras la expo-
sicion a un estimulo, los hallazgos mas relevantes del test de killing fueron (Figura 24):

- la evidencia de un killing intracelular significativamente menor en los grupos 2 y 4 (cirrosis con
ascitis con/sin PBE) frente al grupo control, en todos los compartimentos.
la evidencia de una recuperacion de la capacidad bactericida de los macrofagos en el grupo
tratado con norfloxacino (grupo 3), con diferencias significativas frente a los grupos 2 y 4 (cirro-
sis con ascitis con/sin PBE) en todos los compartimentos salvo en LP, donde sdlo se mantu-
vieron las diferencias significativas con el grupo infectado.

En todos los grupos experimentales y compartimentos el valor de la capacidad bactericida ante
un estimulo maximo (E. coli + PMA) frente a un estimulo por E. coli fue siempre superior de forma
significativa. La diferencia entre el killing maximo vy el killing frente a E. coli fue siempre menor en el
grupo control en todos los compartimentos a excepcion del liquido ascitico/lavado peritoneal.

Fluorescencia por oxidacién DHR-123

FIGURA 24: KILLING INTRACELULAR FRENTE A E. COLI, POR COMPARTIMENTO Y GRUPO DE ESTUDIO
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o Determinaciones analiticas en
Dlasma

Se realizaron determinaciones plasmaticas de éxido nitrico (NO), factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), interferon gamma (IFNy), proteina C reactiva (PCR) y de la fraccion del complemento C3, en
todos los animales del estudio. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11.

TABLA 11: DETERMINACIONES ANALITICAS PLASMATICAS EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO (MEDIA + ERROR ESTANDAR)

NO TNF-a IFN-y PCR C3

(M) (pg/mL) (pg/ml) (ug/mL) (mg/mL)
Grupo 1 4,64 +0,59 46,00 £2,85 24,80 £0,48 10415379 | 2,04+0,15
Grupo 2 18,12+512 61,95 3,32 44,28 +2,84 114,67 +486 | 1,19+0,11
Grupo 3 14,76 +3,99 58,93 3,89 37,48 £3,49 110,75+5,96 | 1,31+0,07
Grupo 4 32,12 +5,51 82,34 46,20 60,22 +5,03 136,09+6,12  [1,18+0,08

6.1/Oxido nitrico

Los niveles plasmaticos de NO fueron significativamente superiores en todos los grupos de ratas
cirréticas (grupo 2, 3 y 4) frente al grupo control. Se detectaron también diferencias significativas
entre el grupo 4 (cirrosis con PBE) y el grupo 3 (cirrosis con ascitis y norfloxacino), que no se man-
tuvieron con el grupo 2 (cirrosis y ascitis) (Figura 25).
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FIGURA 25: NIVELES DE OXIDO NITRICO SEGUN EL GRUPO EXPERIMENTAL

60,00 - #p<0,05vs Grupos 2,3,4
o # p<0,05 vs Grupo4

50,00 -
s
e
% 40,00
@
o
" 1
o
2 30,00 -
T
£
0
=5
=%
o 20,00 #
i
[
2
=

10,00 |

'i
0,00
T T T T
Grupo 1: Grupo 2: Grupo 4: Grupo 3:
Sanas Cirrosis con ascitis  Cirrosis con PBE Cirrosis con ascitis
+Norfloxacino
6.2/TNFa

Los niveles plasmaticos de TNFa fueron superiores en el grupo de ratas con PBE (grupo4) y estas
diferencias fueron significativas con el resto de grupos del estudio. Por el contrario, los niveles mas
bajos de TNFa se presentaron en el grupo control, con diferencias significativas frente a todos los
grupos de cirrosis (Figura 26).

FIGURA 26: NIVELES DE TNFOl SEGUN EL GRUPO EXPERIMENTAL
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6.3/IFNy

Se objetivo un gradiente en los niveles de IFNy de forma que los valores mas elevados se obser-
varon en el grupo 4 (infectado), seguido del grupo 2 (cirrosis con ascitis), a continuacion el grupo 3
(profilaxis antibidtica) y, con los valores més reducidos, el grupo control. Estas diferencias fueron sig-
nificativas entre todos los grupos. De esta manera, la profilaxis antibidtica permitid reducir de forma
significativa los niveles de IFNy respecto a las ratas cirréticas con ascitis con o sin PBE (Figura 27).
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FIGURA 27: NIVELES DE IFNY SEGUN EL GRUPO EXPERIMENTAL

100,00 —
P <0,05 entre todos los grupos
a—
3 80,00 —
w
o
o
"
0
L2 4
5 E
- 60,00 <
52
8=
o
0
&
[
=
= 40,00
=
20,00 -
1 ] I 1
Grupo 1: Grupo 2: Grupo 4: Grupo 3:
Sanas Cirrosis con ascitis Cirrosis con PBE Cirrosis con ascitis
+Norfloxacino

6.4/Proteina C reactiva

Los niveles plasmaticos de PCR fueron significativamente superiores en el grupo con PBE frente
al resto de grupos. No hubo diferencias significativas en los niveles de PCR en ausencia de PBE

(Figura 28).

FIGURA 28: NIVELES DE PCR SEGUN EL GRUPO EXPERIMENTAL
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6.5/Complemento (C3)

No hubo diferencias en los niveles de C3 en los diferentes grupos de ratas cirrdticas con ascitis
(grupos 2, 3y 4), que presentaron unos niveles de complemento significativamente menores frente
al grupo control (Figura 29).
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FIGURA 29: NIVELES DE C3 SEGUN EL GRUPO EXPERIMENTAL
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6.6/Determinaciones plasmaticas y traslocacion bacteriana

Se analizaron las posibles diferencias en las determinaciones plasmaticas en funcion de la pre-
sencia o no de traslocacion bacteriana y en el contexto de la cirrosis con descompensacion ascitica.
El grupo control se excluyd de este andlisis dado que no se evidencié ningln caso de TB, por lo que
este andlisis se realizd sobre las 30 ratas cirréticas (grupos 2, 3y 4).

Aquellos animales que presentaron TB (n=17) tuvieron valores significativamente superiores de
endotoxemia asi como de los niveles plasmaticos de NO, TNFa, IFNy y PCR, frente a los animales
sin evidencia de TB (n=13). Por el contrario, los niveles de C3 fueron significativamente superiores
en los animales sin evidencia de TB (Tabla 12, Figura 30).

TABLA 12: VALORES DE LOS PARAMETROS PLASMATICOS EN FUNCION DE LA EVIDENCIA DE TRASLOCACION
BACTERIANA EN LAS RATAS CIRROTICAS (GRUPOS 2+3+4) (MEDIA + ERROR ESTANDAR). EN TODOS LOS CASOS

LAS DIFERENCIAS FUERON SIGNIFICATIVAS (P<0,05)

FIGURA 30: DETERMINACIONES PLASMATICAS EN FUNCION DE LA EVIDENCIA DE TRASLOCACION BACTERIANA

EN LAS RATAS CIRROTICAS
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6.7/Determinaciones plasmaticas y diagnoéstico de peritonitis bacteriana espontanea

Se realizd el mismo analisis sobre el grupo de ratas cirréticas (grupos 2, 3y 4, n=30), pero esta
vez, agrupandolas en aquellas que no presentaban TB (n=13), aquellas con evidencia de TB pero sin
PBE (n=7) y aquellas con TB y PBE (n=10). El objetivo de este andlisis fue hallar posibles diferencias
entre los 3 estadios evolutivos dentro de la fisiopatologia de la PBE en la cirrosis. Los valores de los
parametros analiticos pueden observarse en la tabla 13.

TABLA 13: VALORES DE LOS PARAMETROS PLASMATICOS EN FUNCION DE LA EVIDENCIA DE TRASLOCACION BACTERIANA Y

PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA EN LAS RATAS CIRROTICAS (GRUPOS 2+3+4) (MEDIA + ERROR ESTANDAR)

(n=30, grupos 2+3+4) | TB negativa (n =13) TB positiva sin PBE (n =7) | TB positiva con PBE (n =10)

Endotoxina (UE/mL) | 0,91 =0,11 1,49 +0,27 2,53 0,21
NO (M) 9,56 +1,51 29,21 +6,42 32,12 45,51
TNF-a (pg/mL) 54,49 +2,04 71,47 +3,21 82,34 +6,20
IFN-y (pg/mL) 34,38 +1,39 52,95 +2,09 60,22 +5,03
PCR (ug/mL) 103,56 +2,94 129,69 +4,75 136,09 =6,12
C3 (mg/mL) 1,38 +0,07 1,03 +0,08 1,18 +0,08

(n=30, grupos 2+3+4) TB negativa (n=13) TB positiva (n=17)
Endotoxina (UE/mL) 0,91 0,11 2,11 0,21

NO (uM) 9,56 +1,51 30,92 +4,07
TNF-a (pg/mL) 54,49 2,04 77,87 £4,01
IFN-y (pg/mL) 34,38 +1,39 57,22 +3,14

PCR (ug/mL) 103,56 +2,94 13346 +4.06

C3 (mg/mL) 1,38 +0,07 1,12 £0,06
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FIGURA 31: DETERMINACIONES PLASMATICAS EN FUNCION DE LA EVIDENCIA DE TRASLOCACION BACTERIANA Y
DE PBE EN LAS RATAS CIRROTICAS
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Tal y como puede observarse en la figura 31, los valores de endotoxina, citocinas proinflamatorias, NO
y PCR fueron superiores en el grupo de animales con TB y PBE, seguidos del grupo con TB sin PBE y
finalmente, con valores inferiores, en ausencia de TB. El mismo gradiente pero a la inversa puede obser-
varse en el caso de C3. Estas diferencias son significativas en todos los parametros entre el grupo sin
TB'y el grupo con PBE, que representan las 2 condiciones clinicas extremas. En la comparacion de los
grupos con TB con o sin PBE, la endotoxemia es €l Unico parametro analitico con valores significativa-
mente superiores en el grupo infectado. En cambio, en la comparacion del grupo con TB sin PBE frente
al grupo sin TB, todos los parametros analiticos salvo la endotoxemia son significativamente superiores.

Se realizd un segundo analisis, excluyendo también al grupo que recibid norfloxacino (grupo3) ade-
mas del grupo control y, por tanto, valorando los resultados en los 2 grupos de ratas cirréticas con
ascitis (grupo 2) y con ascitis y PBE (grupo 3). De esta forma, se restaba el posible efecto del farmaco
en estas determinaciones. Los valores de los parametros analiticos pueden observarse en la tabla 14.

TABLA 14: VALORES DE LOS PARAMETROS PLASMATICOS EN FUNCION DE LA EVIDENCIA DE TRASLOCACION BACTERIANA Y

PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA EN LOS GRUPOS 2 Y 4 (MEDIA + ERROR ESTANDAR)

n=20 (grupos 2+4) TB negativa (n = 5) TB positiva sin PBE (n = 5) | TB positiva con PBE (n =10)
Endotoxina (UE/mL) 1,28 +0,04 1,88 +0,13 2,53 +0,21

NO (uM) 8,02 +0,27 28,21 +8,17 32,12 +5,51

TNF-a (pg/mL) 54,51 +3,00 69,38 +3,59 82,34 +6,20

IFN-y (pg/mL) 36,83 +2,39 51,74 +1,69 60,22 +5,03

PCR (ug/mL) 104,29 +4,91 125,05 +5,31 136,09 +6,12

C3 (mg/mL) 1,38 +0,17 1,02 +0,12 1,18 +0,08

En este caso, el grupo con TB se homogeniza en los valores de todas las determinaciones plas-
maticas, sin hallar diferencias significativas en ningln parametro en lo que referente a la presencia o
ausencia de PBE. Sin embargo, las diferencias entre el grupo sin TBy el grupo con TB sin PBE se
hacen mas significativas, incluyendo la endotoxina, y los mismo pasa al comparar la ausencia de TB
con la presencia de PBE. En ningun caso, hay diferencias significativas en los niveles de C3 entre
los grupos analizados (Figura 32).

FIGURA 32: DETERMINACIONES PLASMATICAS EN FUNCION DE LA EVIDENCIA DE TRASLOCACION BACTERIANA Y
DE PBE EN LOS GRUPOS 2 Y 4
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[ Correlaciones

7.1/Correlaciones entre fagocitosis y killing

No se hallé correlacion entre la actividad fagocitica y la capacidad bactericida intracelular en la
comparacion entre grupos de estudio, en el andlisis animal-animal ni en funcion de la existencia o
no de traslocacion bacteriana.

7.2/Correlaciones entre fagocitosis y parametros plasmaticos

No se halld correlacion entre los niveles plasmaticos de NO, TNFa, IFNy, PCR o C3y la actividad
fagocitica en ninguno de los compartimentos a estudio por grupo experimental.

Tampoco se halld correlacion entre la actividad fagocitica de ningn compartimento y los niveles
de endotoxina en plasma.

7.3/Correlaciones entre killing intracelular y parametros plasmaticos

A diferencia de la fagocitosis, si que se hallé una correlacion significativa, que en la mayoria de
casos fue p <0,01, entre los niveles plasmaticos de NO, TNFa, IFNy, PCR, C3 y endotoxina y la
capacidad bactericida o killing intracelular de los macréfagos de los diferentes compartimentos del
GALT vy del liquido ascitico. Esta correlacion se mantuvo en todos los compartimentos analizados
(Figura 33).

Se tratd de una correlacion negativa con la endotoxemia, las citocinas proinflamatorias, el NO vy la
PCR, de forma que niveles plasmaticos mayores se asociaron a una menor capacidad bactericida
de los macroéfagos. En el caso de C3, la correlacion fue positiva, con una mayor capacidad de killing
en contexto de niveles més elevados de complemento (Figura 33).
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FIGURA 33: CORRELACIONES ENTRE EL KILLING INTRACELULAR SEGUN EL COMPARTIMENTO ESTUDIADO Y LOS NIVELES
PLASMATICOS DE ENDOTOXINA, CITOCINAS Y COMPLEMENTO
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Analizando la nube de puntos en el diagrama de dispersion se observd una distribucion en funcion
del grupo experimental de estudio que se mantuvo en todos los compartimentos, de forma que:

los controles se distribuyeron en los niveles mas altos de killing intracelular, asociados a niveles
mas elevados de complemento y menores de endotoxemia, citocinas proinflamatorias y NO.
las ratas cirréticas con PBE se distribuyeron en los valores con menor capacidad de killing,
asociados a niveles plasmaticos mayores de citocinas, endotoxemia y NO asi como menor
cantidad de C3.
las ratas cirréticas con ascitis y aquellas que recibieron norfloxacino se distribuyeron entre es-
tas 2 poblaciones experimentales opuestas.

7.4/Correlaciones entre los parametros plasmaticos

Los niveles plasmaticos de PCR, NO, TNFa e IFNy se correlacionaron de forma positiva y signifi-
cativa entre ellos. En relacion a los niveles de C3, estos mostraron una tendencia a relacionarse de
forma inversa con el resto de parametros, aunque esta correlacion fue mas débil y sin alcanzar la
significancia estadistica.

Endotoxemia

7.5/Correlaciones entre los parametros plasmaticos y la endotoxemia

La endotoxemia, evidencia indirecta de TB, presentd una correlacion positiva y significativa (p <
0,01) con los niveles plasmaticos de NO, TNFa, IFNy y PCR. La correlacion con los niveles de C3 no

fue tan marcada y no fue significativa (Figura 34).

FIGURA 34: CORRELACION ENTRE LA ENDOTOXEMIA Y LOS PARAMETROS PLASMATICOS
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8 Histologla compartimenta

La presencia de una cirrosis establecida en los grupos 2, 3 y 4 se confirmd mediante el estudio
histopatoldgico del higado (Figura 35) de todos los animales. En el grupo control la histologia hepa-

tica fue normal (Figura 36).

FIGURA 35: FOTOS DE HISTOLOGIA HEPATICA DE RATA CIRROTICA (5X)

FIGURA 36: FOTOS DE HISTOLOGIA HEPATICA DE RATA SANA (5X)
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También se obtuvieron muestras histolégicas de los compartimentos a estudio: ganglio linfatico
mesentérico (Figura 37), placa de Peyer (Figura 38) e intestino delgado (Figura 39).

FIGURA 37: FOTO DE MUESTRA DE GANGLIO LINFATICO MESENTERICO (TINCION H&E, 5X)

FIGURA 38: FOTOS DE MUESTRAS DE PLACA DE PEYER (TINCION H&E, 5X). SE PUEDEN OBSERVAR VARIOS NODULOS
LINFOIDES AGREGADOS QUE CONSTITUYEN LA PLACA DE PEYER Y ESTAN EN iINTIMA ASOCIACION CON LA LAMINA
PROPIA Y LA SUBMUCOSA

FIGURA 39: FOTOS DE MUESTRAS DE INTESTINO DELGADO (TINCION H&E)

LAS FOTOS A Y B CORRESPONDEN A CONTROLES SANAS (10X) Y LAS FOTOS B Y C CORRESPONDEN A RATAS CIRROTICAS
(5x v 20x, RESPECTIVAMENTE). EN ESTAS PUEDE OBSERVARSE UNA MUCOSA PRESERVADA CON CIERTO GRADO DE
DILATACION VASCULAR Y DE EDEMA MUCOSO, AUNQUE ESTOS HALLAZGOS NO FUERON CONSTANTES EN LOS ANIMALES
CIRROTICOS
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En la fisiopatologia de la peritonitis bacteriana espontanea intervienen multiples factores que fa-
vorecen el desarrollo de una traslocacion bacteriana patoldgica % €. Uno de los factores clave es
la alteracion inmunoldgica asociada a la cirrosis ° 8. En este sentido, existen numerosos estudios
experimentales y clinicos que demuestran una inmunosupresion sistémica (sistema reticuloendote-
lial hepatico '#*'%1, inmunidad humoral 2715 neutréfilos'®2195-1%8) y peritoneal (capacidad opsonica y
bactericida de la ascitis) 152159162 gsociada a la cirrosis y, sin embargo, los estudios que analizan el
funcionalismo del sistema GALT en la cirrosis son escasos 163 164

Dentro del sistema GALT, los macrofagos son la principal célula responsable de la eliminacion de
los patdgenos desempenando un papel fundamental en la prevencion de la TB, tanto por la fagoci-
tosis y eliminacion de las bacterias traslocadas como por su presentacion al sistema inmune adapta-
tivo. Por tanto, son células clave en el mantenimiento de la homeostasis intestinal donde presentan
respuestas inmunoldgicas adaptadas al entorno local y a la presencia de bacterias entéricas165. En
la cirrosis existen estudios que evaluan la funcion de los monocitos circulantes y de los macréfagos
hepaticos y peritoneales %%, que presentan una mayor accesibilidad, y numerosos estudios basa-
dos en inmunohistoquimica de tejidos 17 "', pero de nuevo faltan estudios sobre el funcionalismo
de estas células en el sistema GALT 2,

Los estudios que evallen la interaccion del patégeno con los macréfagos son necesarios para
entender las respuestas celulares e inmunes del intestino y permitiran aportar informacion valiosa
sobre la patogénesis de las infecciones y, en nuestro caso, de la TB.

Por este motivo, en la presente tesis se ha efectuado una aproximacion a los mecanismos impli-
cados en la alteracion de los macrofagos del sistema GALT en la cirrosis con ascitis a través de su
estudio en un modelo de cirrosis experimental en ratas.

El modelo experimental de induccion de cirrosis y ascitis se baso en la administracion intragastri-
ca de CCl, junto con la administracion en la bebida de fenobarbital. Este modelo ya ha sido validado
ampliamente para investigar la patogenia de las infecciones bacterianas en la cirrosis " 112 114 | g
tasa de mortalidad en nuestro estudio fue del 40,74%, similar a la descrita en otras series, asi como
el tiempo hasta el desarrollo de ascitis.

El diagnéstico de peritonitis bacteriana espontanea (PBE) se baso en la obtencion de cultivos
positivos de liquido ascitico, ya que en ratas la eficacia de un nivel de PMN en ascitis superior a
250 mm? para el diagndstico de PBE es controvertida, en contraste con la patologia humana & 4,
Este criterio esta aceptado ampliamente en modelos animales experimentales de cirrosis y ascitis,
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a pesar de que no permite diferenciar la PBE de la bacterioascitis, que son dos entidades clinicas
diferentes en la patologia humana. En el 70% de los casos la PBE fue monomicrobiana, 1o que se
corresponde con tasas similares obtenidas en estudios experimentales previos, donde se describen
tasas de PBE polimicrobiana que oscilan entre el 7-33% 2 18, Todas las bacterias identificadas
en liquido ascitico corresponden a enterobacterias con un espectro bacteriano (60% E. coli, 40%
Enterococo, 20% Proteus y 10% Klebsiella) similar al descrito en estudios previos '3, y en todos los
casos se confirmo la existencia de TB con una buena correlacion de los cultivos de GLM vy liquido
ascitico, hecho que apoya la TB de bacterias entéricas como principal mecanismo patogénico de
la PBE.

La incidencia de TB en ratas cirréticas con ascitis fue del 56,7 %, en contraposicion a la tasa nula en nues-
tro grupo control. Esta tasa es similar ala descrita en otras comunicaciones (45-88%) 44 114 116-118.127-129,174,175,

También se analizaron los niveles plasmaticos de endotoxina, que mostraron una buena correla-
cion con el diagnoéstico de TB mostrando un gradiente de endotoxemia de mayor a menor: Cirrosis
con PBE > cirrosis con ascitis > cirrosis con ascitis y norfloxacino > sanas. Esto se explica por la
ausencia de TB evidenciada en el grupo control, asi como la evidencia de una menor TB en el grupo
de cirrosis con ascitis que recibié norfloxacino y que fue a expensas de bacterias gram positivas.
Ya se ha descrito en la literatura la ineficacia de la endotoxemia como medidor de TB cuando esta
se da por bacterias que no son gram negativas56. En estudios previos animales ya se ha mostrado
la buena correlacion de los niveles plasmaticos de endotoxina con la evidencia de TB y PBE 7. A
pesar de que se evidenciaron unos niveles de endotoxemia superiores en las ratas cirrdticas con TB
y PBE frente a las ratas cirréticas con TB sin PBE, estas diferencias no fueron significativas, proba-
blemente por el tamafo muestral del estudio. Al incluir en el andlisis a los animales que recibieron
tratamiento con norfloxacino, la endotoxemia si que fue significativamente superior en el grupo infec-
tado, 1o que se explica nuevamente porque la TB en este grupo fue a expensas de bacterias gram
positivas. Estos resultados difieren de los observados en un estudio clinico realizado por Frances R
y colaboradores 77 en pacientes con cirrosis y ascitis donde no se encontraron diferencias significa-
tivas entre los niveles de endotoxina segun la evidencia o no de TB, PBE o profilaxis secundaria con
norfloxacino. Sin embargo, en dicho estudio y por motivos obvios el diagndstico de TB se basot en
la deteccion de ADN bacteriano en plasma o liquido ascitico, lo cual si bien ha demostrado ser un
buen marcador indirecto de TB probablemente no traduce la misma situacion clinica que la obten-
cién de un cultivo positivo.

Una de las principales dificultades de nuestro proyecto fue establecer el modelo experimental opti-
mo para la obtencion y estudio de los macréfagos del sistema GALT. El estudio de las subpoblaciones
de macrdéfagos residentes en diferentes tejidos plantea un reto experimental, ya que son células con
una elevada plasticidad, que estan adaptadas a una actividad especializada en su entorno local %y
que pueden verse alteradas durante los procedimientos experimentales 8. Las condiciones expe-
rimentales (tiempo del procedimiento, proceso de aislamiento celular, entorno, inmunomarcaje, cul-
tivo) influyen de forma notable en la obtencion de macréfagos (nUmero vy viabilidad) 78181, asi como
en el fenotipo y funcionalismo de los mismos 6% 178179, 181. 182 Por gste motivo, se ha postulado que
los estudios directos inmediatamente tras el aislamiento celular probablemente sean mejores en los
estudios funcionales de los macréfagos, incluso a expensas de la pureza de la muestra '7°,

El objetivo de nuestro estudio fue analizar el funcionalismo de los macréfagos (fagocitosis v killing)
de los diferentes compartimentos del sistema GALT en los grupos experimentales descritos, asi como
detectar las posibles diferencias intercompartimentales de las subpoblaciones de macréfagos. Por
este motivo nuestro diseno metodoldgico posee una serie de rasgos caracteristicos. En primer lugar,
se desarrolld un protocolo de aislamiento basado en la obtencion de suspensiones celulares y estudio
de funcionalismo directo sobre las mismas. Se descarto la posibilidad de trabajar con cultivos celulares
de macrofagos ya que en estudios previos se ha observado que alteran su capacidad fagocitical79 y
que el tiempo de cultivo homogeniza las muestras por una maduracion funcional en el entorno del cul-
tivo183 que limita la posibilidad de analizar diferencias intercompartimentales. Otro punto importante,
fue la utilizacion de liberasa TM (Roche diagnostics)'® para la digestion tisular a diferencia del uso de
colagenasa utilizada en otros estudios 7 180 181. 183,185,186 F| tino y concentracion de la colagenasa es

un paso crucial en la digestion enzimatica de los tejidos y la actividad puede ser variable en funcion
del laboratorio, tipo de colagenasa e incluso el lote utilizado, siendo las colagenasas tipo IV y tipo
VIII (Sigma Aldrich) las méas ampliamente utilizadas. Durante el disefio del protocolo metodoldgico
no obtuvimos resultados Optimos con el uso de colagenasa mientras que el uso de liberasa TM, que
es una mezcla de colagenasa purificada y proteasas neutrales, nos permitié optimizar los resultados
asegurando la reproducibilidad del estudio’®’. Finalmente, tras la obtencion de las suspensiones
celulares, el inmunomarcaje de los macréfagos planted otro desafio metodoldgico ya que, aunque
existe una larga lista de marcadores en ratén y en humanos, la disponibilidad en rata es mas restric-
tiva 22 95,87, 165,173,188 En nuestro disefilo escogimos el anti-CD11b en lugar del anti-CD68 porque, a
diferencia del segundo, es un marcador de superficie, Io que nos permite identificar células sin ne-
cesidad de permeabilizarlas, por lo que siguen siendo viables y de esta forma pueden ser utilizadas
en estudios funcionales.

En este contexto, y ante la ausencia de protocolos especificos de obtencion de macrofagos de
LP en ratas, desarrollamos un protocolo experimental '¥” que permitié optimizar la metodologia de
aislamiento, con un menor tiempo de procedimiento asociado a un buen rendimiento celular (nUme-
ro y viabilidad) y que permitié el estudio funcional posterior.

Con todo ello, en nuestro trabajo obtuvimos suspensiones con un recuento celular variable en
funcion de los compartimentos pero siempre superiores a 107 células/mL, con una viabilidad celular
>95% (similar a otros estudios en la literatura®” %), La cantidad de células CD11b fue en todos los
casos >106/mL por animal y por compartimento, lo que permitié analizar cada animal por separado
sin necesidad de hacer pools celulares por compartimento a diferencia de otros estudios descritos
en la literatura '8 84, No disponemos de estudios comparables frente a los que evaluar el nimero de
células CD11b+ obtenidas en cada compartimento en nuestro protocolo, ya que en la mayoria de
estudios estan hechos en humanos 7 %8 o en ratones ' 18", en algunos casos la cuantificacion es
histolégica basada en tinciones inmunohistoquimicas "' 1%y en otros el contenido celular se cuanti-
fican por peso de tejido 7% 19, El porcentaje de macrdfagos en LP es algo menor aunque equipara-
ble al descrito en modelos de ratones %, si bien, al igual que en estos, el porcentaje de macréfagos
aumenta en condiciones proinflamatorias locales . En nuestro estudio el grupo de ratas sanas vy,
por tanto, con una exposicion nula a TB presentd un menor porcentaje de células CD11b+ respecto
el resto de grupos de ratas cirréticas en todos los compartimentos del GALT.

Los estudios de funcionalismo celular se realizaron sobre las suspensiones celulares obtenidas de
cada compartimento y de cada animal.

El test de fagocitosis se cuantificd por citometria mediante un kit comercial (Phagotest®, Glycoto-
pe Biotechnology GmbH, Alemania) que ya ha demostrado su validez ¥+'4° y permite analizar tanto
el porcentaje de células con fagocitosis como el grado de actividad fagocitica individual de cada cé-
lula. En nuestro trabajo no hallamos diferencias cualitativas ni cuantitativas en la actividad fagocitica
de los macréfagos en funcion del grupo experimental de estudio en ninguno de los compartimentos
analizados. Este es el primer trabajo que analiza el funcionalismo de los macrofagos del GALT por
lo que no podemos comparar nuestros resultados con estudios previos. Estos hallazgos difieren de
los reportados en monocitos de sangre periférica en cirrosis, en los que se observa una marcada
reduccion de la fagocitosis '9219; sin embargo, monocitos y macrofagos tisulares son células fun-
cionalmente diferentes. En 1993, Mayanski y colaboradores '® describieron, utilizando el mismo
modelo experimental de cirrosis, una alteracion en la capacidad fagocitica de los macrdfagos peri-
toneales. Esta alteracion no era evidente en condiciones basales pero se ponia de manifiesto tras
la administracion de un estimulo adicional, que era incapaz de aumentar su capacidad fagocitica a
diferencia de lo que ocurria con los controles. Por tanto, se postuld la existencia de una disfuncion
latente de la capacidad fagocitica de los macréfagos en respuesta a un estimulo, que relacionaron
con la endotoxemia asociada a la cirrosis. Sin embargo, en nuestro trabajo no hallamos correlacion
entre la actividad fagocitica de los macréfagos vy los niveles de endotoxina en plasma.

Si bien no hallamos diferencias en la capacidad fagocitica de los macréfagos en funcion del grupo
experimental, la opsonizacion previa de los E. coli con suero de rata cirrdtica se asocié a un detri-
mento funcional significativo de la fagocitosis (cuantitativo, con un menor porcentaje de macrofagos
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con fagocitosis, y cualitativo, con una menor capacidad fagocitica individual) en comparacion con
la opsonizacion con suero control. Por tanto, a pesar de que la capacidad fagocitica intrinseca de
los macréfagos permanecié invariable en los diferentes grupos de estudio, en nuestro trabajo de-
mostramos una alteracion funcional de la fagocitosis secundaria a una opsonizacion deficitaria del
suero cirrético. Otros trabajos clinicos en cirrosis humana que han analizado el funcionalismo de los
macrofagos peritoneales, a diferencia de nuestro estudio, han observado un defecto intrinseco de la
fagocitosis no asociado a la opsonizacion %, si bien tanto la metodologia como el modelo de estu-
dio son diferentes. El efecto inhibitorio del plasma de sujetos cirréticos en la capacidad fagocitica y
bactericida de las células del sistema innato ya ha sido descrito en estudios previos %% 1%, que atri-
buian el mismo a la presencia de endotoxina. No obstante, otro estudio mas reciente ® que también
confirmo el mismo efecto negativo del plasma cirrético sobre la capacidad fagocitica de los neutrofi-
los, no hallé correlacion con los niveles de endotoxina ni con la presencia de ADN bacteriano circu-
lante. En este estudio sugieren la posible correlacion entre los defectos de fagocitosis y la gravedad
de la inflamacion, medida mediante la cuantificacion de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, en
nuestro trabajo no hallamos correlacion entre los niveles plasmaticos de citocinas proinflamatorias
(TNFa, IFNy) ni con los niveles de proteinas de respuesta aguda inflamatoria (PCR). En estos estu-
dios no se analizé de forma especifica la actividad opsonica del suero, ya que los E. coli fagocitados
ya estaban preopsonizados dentro del preparado comercial, a diferencia de nuestro trabajo en que
la opsonizacion se realizé con pool de sueros control o cirrético, y es por este motivo, que a pesar
que puedan haber otros factores que influyan de forma negativa en la fagocitosis, concluimos que
una opsonizacion deficitaria asociada al suero de rata cirrética da lugar a una fagocitosis deficitaria
en macréfagos que, de por si, parecen competentes. Es bien conocida la relacion entre la capaci-
dad opsonica del suero y los niveles de complemento, que en la cirrosis son deficitarios y se asocian
a un aumento en el riesgo de infecciones y PBE °%, En nuestro trabajo, objetivamos unos niveles de
C3 significativamente menores en todos los grupos de ratas cirréticas frente al grupo control, por lo
que podemos inferir que los niveles bajos de C3 en el pool de sueros de ratas cirréticas se asocian
a una menor opsonizacion y, consecuentemente, a una menor capacidad fagocitica.

Nuestro trabajo de forma similar a otros % 7 pone de manifiesto el papel relevante del plasma de
los pacientes cirréticos en la induccion de disfuncion fagocitica del sistema fagocitico mononuclear,
que queda parcialmente explicado por un defecto en la opsonizacion pero sin poder aclarar el papel
de otros posibles factores asociados.

La metodologia usada en nuestro trabajo nos permitié encontrar diferencias intercompartimenta-
les en la actividad fagocitica de los macréfagos. Tanto el porcentaje de macréfagos activados como
la capacidad fagocitica individual de los mismos fueron significativamente superiores en liquido as-
citico respecto a los diferentes compartimentos del GALT. Los macrofagos de los diferentes com-
partimentos del GALT no mostraron diferencias en la capacidad fagocitica individual de los mismos,
sin embargo si que hubieron diferencias significativas en el porcentaje de macréfagos activados con
fagocitosis, con un gradiente GLM>PP>LP. Esto probablemente traduce el funcionalismo del GALT
y la adaptacion del funcionalismo de los macrofagos a su entorno. Los macréfagos peritoneales son
el pool con mayor nimero celular y que presenta mayor activacion probablemente en relacion a la
movilizacion de monocitos/macréfagos inflamatorios a cavidad peritoneal en contexto del desarrollo
de ascitis 0 de inyeccion de suero en la cavidad peritoneal. Posteriormente, el GLM constituye un
punto clave de interconexion entre la inmunidad local y sistémica, y la fagocitosis y eliminacion de
los antigenos en este nivel son esenciales en el control de una TB. Las diferencias entre PP y LP
son menores, con una mayor actividad inmunoldgica en PP que constituye un érgano inmunolégi-
co especifico. Este resultado podria ser reflejo del hecho que los macrofagos del sistema inmune
intestinal tienen que mantener un cierto equilibrio entre una respuesta inmune contra los patdégenos
y toxinas intestinales y una tolerancia frente a las bacterias comensales y alimentos. Esto implicaria
la aparicion de mecanismos inmunosupresores selectivos naturales como una capacidad fagocitica
mas restringida '°.

El test de killing intracelular de los macrofagos de los distintos compartimentos se evalué me-
diante la cuantificacion por citometria de flujo de la oxidacion de DHR-123. A diferencia de los

resultados observados en el test de fagocitosis, en nuestro trabajo se objetivd una disfuncion signi-
ficativa del killing intracelular de los macrofagos de todos los compartimentos estudiados asociada
a la cirrosis. A falta de otros estudios similares, estos resultados son acordes a los obtenidos en el
estudio de monocitos de pacientes cirrdticos %% 19, que muestran también una menor capacidad
bactericida. Nuestros resultados difieren de los obtenidos en dos estudios recientes sobre macro-
fagos peritoneales de pacientes cirréticos con ascitis ¢ %8, en los que se describe un aumento del
estallido oxidativo en respuesta a un estimulo (PMA) o a dos estimulos (PMA + LPS) respecto a los
controles, si bien el incremento de respuesta a un estimulo maximo es inferior en el grupo cirrosis
(40% vs 130%). Estas diferencias pueden ser secundarias al disefo experimental, como admiten
los propios autores, en relacion a una activacion de los macréfagos durante el procedimiento de
obtencion, asi como a las diferencias atribuibles al modelo de cirrosis de estudio, en nuestro caso
animal. En nuestro trabajo el estimulo maximo (E. coli + PMA) indujo un estallido oxidativo siempre
superior al estimulo bacteriano (E. coli) y, a diferencia de este ultimo estudio, el incremento del killing
fue superior en los animales cirréticos frente a los controles, aunque no de forma significativa, sugi-
riendo una respuesta bactericida mas débil frente a estimulos bacterianos en la cirrosis que puede
verse potenciada incrementando el estimulo. Sin embargo, a pesar del potencial incremento de la
capacidad bactericida de los macrofagos en funcion del estimulo antigénico recibido, tanto el killing
frente a E. coli como el killing maximo fueron significativamente inferiores en los grupos de cirrosis
con ascitis, con o sin PBE. En cuanto al estallido oxidativo basal, previo a la administracion de cual-
quier estimulo, no hallamos diferencias significativas entre el grupo control y los diferentes grupos de
estudio, a diferencia de los hallazgos descritos en neutréfilos de pacientes cirréticos, que presentan
una activacion basal aumentada que condiciona una respuesta fagocitica y bactericida deficiente
frente a estimulos bacterianos 1" 1%, En nuestro trabajo no analizamos el efecto del plasma en el
killing intracelular, que en otros estudios ha mostrado desempefiar un importante papel 157 192 193,195,196
pero si que demostramos una alteracion de la capacidad bactericida generalizada de los macréfagos
en todos los compartimentos.

A pesar de la relacion descrita en algunos estudios entre fagocitosis y killing 167 %" en la que un in-
tenso estallido oxidativo se asocié a una menor fagocitosis secundaria a la supresion en la expresion
de receptores de endocitosis, en nuestro trabajo no hallamos ninguna correlacion entre fagocitosis
y killing. Esto quizas pueda explicarse porque en nuestro caso no hemos detectado un aumento del
estallido oxidativo asociado a la cirrosis.

Tanto en la cirrosis humana como en modelos experimentales de cirrosis existe una activacion
sistémica andémala del sistema inmunitario, con un aumento en la produccion de citocinas proinfla-
matorias 101 173 198,19 Este hecho se confirma en nuestro trabajo, donde objetivamos una elevacion
significativa de citocinas proinflamatorias, analizadas mediante la determinacion de TNFa e IFNy,
asi como una elevacion de los niveles de PCR, asociado a la cirrosis con ascitis y con un gradiente
de inflamacion superior en el grupo PBE, seguido del grupo con ascitis y, finalmente, del grupo que
recibio tratamiento con norfloxacino. Todos estos parametros se correlacionaron de forma positiva
y significativa con la endotoxemia y, en consecuencia y l6égicamente, con la presencia de TB que
mantiene el mismo gradiente (grupo infectado [10] > cirrosis con ascitis [5] > tratamiento con nor-
floxacino [2] > grupo control [0]). Esto se explica porque a pesar de la evidencia de una disfuncion
sistémica inmune ya presente en ratas cirréticas compensadas o pre-asciticas173 en las que no se
describe TB, en el modelo de rata cirrética con ascitis la TB es una via principal en el mantenimiento
de la cascada inflamatoria sistémica '®°. Los niveles plasmaticos de NO mostraron el mismo gradien-
te descrito previamente, con una correlacion positiva y significativa con los niveles de endotoxina en
plasma y con la presencia o no de TB.

Todos los parametros plasmaticos analizados, salvo los niveles de C3, se correlacionaron de for-
ma positiva y significativa entre ellos y con la presencia de TB por lo que nos planteamos su posible
utilidad en la practica clinica como parametro indirecto de identificacion de TB vy, por tanto, con
implicaciones prondsticas en la cirrosis hepatica descompensada. En este sentido la determinacion
de PCR probablemente es insuficiente, ya que en nuestro trabajo tiene una menor sensibilidad para
la TB y una mayor especificidad para el diagndstico de PBE, que es el Unico grupo en el que se
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encuentra aumentada de forma significativa respecto al resto de grupos del estudio, sin diferencias
significativas entre los diferentes grupos experimentales en ausencia de infeccion. Este resultado es
coherente con estudios clinicos en que senalan la PCR como el mejor parametro plasmatico para el
diagnéstico de infeccion bacteriana en la cirrosis200. En cuanto a las citocinas proinflamatorias, el
IFNy es la Unica en la que ademéas de conservar el gradiente explicado previamente, estas diferen-
cias son significativas entre todos los grupos de estudio y, por tanto, quizas podria ser un predictor
precoz de complicacion infecciosa, con implicaciones prondsticas y terapéuticas. Este aspecto re-
quiere mas estudios.

La cirrosis con ascitis se asocia a niveles bajos de C3 en liquido ascitico y en suero que se aso-
cian a un aumento del riesgo de infecciones y de PBE 54 161.162.201-205 g forma similar, en nuestro
trabajo objetivamos unos niveles de C3 significativamente reducidos en todos los grupos de ratas
cirrdticas frente al grupo control. La evidencia de TB en los animales cirréticos se asocio a unos
niveles significativamente menores de C3 en plasma, si bien no hubo diferencias significativas con la
presencia o ausencia de infeccion.

A diferencia de la fagocitosis, en nuestro trabajo objetivamos una correlacion de la capacidad
bactericida de los macréfagos con la endotoxemia y los marcadores plasmaticos de inflamacion.
Una mayor endotoxemia que se asocioé a una mayor activacion inflamatoria sistémica se correla-
cion6 de forma significativa (p< 0,01) con un defecto en el killing intracelular de los macréfagos del
GALT vy de liquido ascitico. De la misma forma, la hipocomplementemia se correlaciond también
de forma significativa (p<0,05) con una menor capacidad de killing. Estos hallazgos difieren de los
reportados en el funcionalismo de los neutrdfilos en la cirrosis, en que tanto la endotoxemia como
los titulos altos de IFNy y TNFa se asocian a una estimulacion intensa del estallido oxidativo 7 195,

Finalmente otro de nuestros objetivos fue analizar el posible efecto inmunomodulador del norfloxa-
cino en los macrofagos del GALT y peritoneales. El norfloxacino es un farmaco ampliamente utilizado
en la profilaxis de las infecciones bacterianas y de la PBE en la cirrosis ¢. Esto se debe en parte a
su capacidad bacteriostatica/bactericida *-% que junto a un potencial efecto inmunomodulador 105
permite modificar la TB patolégica.

La influencia positiva del norfloxacino en la TB se confirmd en nuestro estudio de forma cuanti-
tativa, con una menor evidencia de TB en el grupo que recibi6 tratamiento con norfloxacino (20%
en el grupo 3 frente al 50% en el grupo 2), asi como cualitativa, con un cambio en el espectro de
bacterias traslocadas, sin evidencia de traslocacion de BGN. Dado que la endotoxemia es un me-
didor indirecto de TB de BGN %¢, el efecto del norfloxacino en la TB se asocié a unos niveles de
endotoxemia significativamente menores frente al resto de grupos de ratas cirréticas. El tratamiento
con norfloxacino, al igual que en estudios previos '°" 1%, también se asocié a una reduccion de los
marcadores sistémicos de inflamacion (IFNy, TNFa y PCR). En cuanto al posible efecto inmunomo-
dulador del norfloxacino en el funcionalismo de los macrdfagos, la administracion de norfloxacino al
grupo de ratas cirréticas con ascitis tuvo un efecto restaurador de su capacidad bactericida, con un
incremento significativo del killing frente al grupo de cirrosis con ascitis con o sin PBE, en la mayoria
de compartimentos del GALT y en liquido ascitico.

De esta forma, se plantean varias vias que pueden explicar la accion inmunomoduladora del
norfloxacino tanto a nivel sistémico como a nivel local, sobre los macrofagos de los compartimentos
estudiados. La capacidad bactericida/bacteriostatica del norfloxacino, que modifica la microbiota
intestinal, disminuye y cambia el espectro de la TB patologica de BGN (principal mecanismo de
mantenimiento de la cascada inflamatoria sistémica '*°), lo que conduce a una reduccion de los
niveles plasmaticos de endotoxina y a una atenuacion de la activacion inflamatoria sistémica propia
de la cirrosis. Nuestros hallazgos son coherentes con este mecanismo de acciéon. Por otro lado,
las quinolonas han demostrado poseer efectos inmunomodulares en estudios in vitro € in vivo, que
aungue no se comprenden en su totalidad parecen estar relacionados con la sintesis de citocinas
mediante la modificacion de vias de sefnalizacion intracelular y que dependen de la concentracion
intracelular del farmaco '®. Este efecto se ha observado en estudios murinos de cirrosis que han
mostrado la accion inmunomoduladora del norfloxacino sobre el GALT mediante la estimulacion de
la secrecion de citocinas antiinflamatorias & % (esencialmente IL-10), que atenuaron la inflamacion

local intestinal y mejoraron la integridad de la barrera intestinal, disminuyendo la translocacion de
bacterias o productos bacterianos. Este aspecto no ha sido analizado en nuestro trabajo.

En resumen, el tratamiento con norfloxacino ejerce su accion local actuando en los tres niveles de
la barrera intestinal: de forma directa a nivel de la barrera ecoldgica, influyendo en la composicion de la
microbiota intestinal %2, y de la barrera inmunoldgica, promoviendo un ambiente antiinflamatorio & 1%, y de
forma secundaria en la barrera epitelial, promoviendo la integridad de la misma. Este efecto local intesti-
nal se traduce en una menor TB y endotoxemia y de forma secundaria una menor actividad inflamatoria
sistémica.

En nuestro trabajo, el grupo de tratamiento con norfloxacino presenté una atenuacion de la cas-
cada inflamatoria sistémica (que se podria explicar por lo expuesto previamente), asi como una
optimizacion de la capacidad bactericida de los macréfagos, si bien no analizamos el ambiente in-
flamatorio local. En el estudio de otras patologias que afectan la mucosa intestinal, los defectos en la
capacidad bactericida de los macrofagos son responsables de respuestas inflamatorias locales que
pueden desencadenar un proceso inflamatorio créonico -2, Una limitacidon de nuestro estudio fue
que al no haber estudiado el microambiente inflamatorio local no pudimos correlacionar la mejora
del killing intracelular de los macréfagos objetivada con el cambio del espectro de citocinas local. Es
posible que el tratamiento con norfloxacino promueva la restauracion a un fenotipo antiinflamatorio
de los macrofagos del GALT, de forma directa mediante mecanismos de sefalizacion intracelular y
de forma indirecta mediante su accion bactericida y control de la inflamacion local. Aunque hubiera
sido deseable un grupo control de ratas sanas con norfloxacino para profundizar en los efectos
meramente inmunomoduladores del norfloxacino no asociados a la TB, en estudios previos se ha
observado que la administracion de quinolonas en animales sanos, voluntarios sanos o la exposi-
cion celular in vitro no ejerce ningun efecto inmunomodulador apreciable y que este efecto se ha
objetivado unicamente cuando algun tipo de estimulo o desencadenante ha sido aplicado a las
células o a los animales experimentales 1520,

Los macréfagos del GALT constituyen una pieza clave en el control de la TB patoldgica asociada
a la cirrosis, sin embargo, hasta la fecha los estudios que hayan analizado su funcionalismo son
escasos. En este sentido, creemos que el presente trabajo aporta, por un lado, una metodologia
novedosa que permite el estudio del funcionalismo de células a priori dificiles de estudiar por su
elevada plasticidad en funcion de los estimulos externos; y por otro lado, aporta informacion valiosa,
sobre la alteracion presente en estas células en la cirrosis. En nuestro trabajo se objetivd un aumento
de la poblacion de macréfagos en todos los compartimentos del GALT y en L.A, probablemente
ligado al contexto inflamatorio propio de la cirrosis. Estos M® presentaron un déficit de fagocitosis
secundario a un déficit en la capacidad opsonica del suero de ratas cirrdticas, a pesar de que no
hallamos alteraciones de su capacidad fagocitica intrinseca. Por otro lado, se objetivd una depre-
sién de la capacidad bactericida de los M® del GALT y peritoneales asociada a la cirrosis, que se
correlacion6 de forma inversa con la activacion inflamatoria sistémica. El norfloxacino demostré su
efecto inmunomodulador sobre los macréfagos, mediante una restauracion del killing intracelular,
que probablemente sea secundario a su eficacia en el control de la TB y del microambiente inflama-
torio local, asi como un posible efecto directo intracelular.
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La principal via de infeccion del liquido ascitico en el modelo de rata cirrética con ascitis por CCl,
es la traslocacion bacteriana de gérmenes entéricos.

La endotoxemia es un marcador indirecto de traslocacion bacteriana por bacterias gram negativas.

El tratamiento con norfloxacino es capaz de disminuir la traslocacion bacteriana a expensas de
gérmenes gram negativos, en este modelo experimental.

Las ratas cirréticas con ascitis presentan un aumento de los parametros plasmaticos de infla-
macion analizados, que se correlacionan con la evidencia de traslocacion bacteriana y con el
desarrollo de peritonitis bacteriana espontanea.

El norfloxacino es capaz de mejorar los parametros de inflamacion sistémica asociados a la cirrosis
en este modelo experimental.

La obtencion de macréfagos de los distintos compartimentos del GALT en ratas mediante diges-
tibn enzimatica con LiberasaTM y digestion mecéanica con GentleMACSs, proporciona un nimero
de células con una viabilidad y una funcionaldad preservadas, que son adecuadas para posterio-
res estudios funcionales.

Los macréfagos del GALT y peritoneales presentan una capacidad fagocitica diferente en funcion
del compartimento analizado, siendo superior en liquido ascitico, seguido de ganglio linfatico
mesentérico, placa de Peyer y, finalmente, lamina propria.

Los macréfagos del GALT y peritoneales no presentan diferencias de killing intracelular en funcion
del compartimento analizado.

Los macrofags del GALT y peritoneales en este modelo de rata cirrética con ascitis presentan una

alteracion global de su funcionalidad:

- Sistémica, con una menor capacidad de opsonizacion del suero de rata cirrdtica que condiciona
una menor fagocitosis.
Intrinseca, con un menor killing intracelular en los macréfagos de las ratas cirréticas, a pesar
de mantener su capacidad fagocitica intrinseca.

El killing intracelular de los macréfagos del GALT y peritoneales se correlaciona de forma inversa
con los niveles plasmaticos de endotoxina, NO, PCR , TNFa y IFNy, y de forma directa con los
niveles de CS.

La administracion de norfloxacino en ratas cirrdticas con ascitis restaura la capacidad bactericida
de los macrofagos de la mayoria de los compartimentos del sistema GALT y peritoneales.
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