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SUMMARY



Background : Bacterial infections are important causes of liver damage
progression, development of complications and morbidity and mortality in cirrhosis. Its
frequency is related to the immune system dysfunction, the alterations in the intestinal
barrier function and the liver failure. Several studies indicate a higher prevalence of

bacterial infections in cirrhosis caused mainly by an immune dysfunction.

The aim of this study was to investigate whether there is in fact a malfunction of
the immune system in rats with bile duct ligation (BDL)-induced cirrhosis that facilitates

the development of bacterial infections.

Material and methods : We studied bacterial translocation (BT) and
dissemination, and the phenotype and activation status of the immune systems cells at
the systemic circulation and the peritoneal cavity, in rats with BDL-induced cirrhosis
(n=11), BDL-induced cirrhosis and induced bacterial peritonitis (IBP) (n=9), sham-
operated rats (n=17) and sham-operated with IBP rats (n=12). Six weeks after inducing
cirrhosis by BDL, bacterial peritonitis was induced to rats by intraperitoneal injection of
E.coli-ampicilin®. Two hours later, rats were sacrificed and we examined BT,

dissemination and phenotype and activation status of immune cell subpopulations.

Results : Experimental cirrhosis is associated with an increased BT rate and
higher bacterial dissemination, before and after inducing bacterial peritonitis, when
comparing with sham-operated rats. Cirrhotic rats show a systemic proinflammatory
state with increased serum levels of TNFa and IFNy. Ascitic fluid of cirrhotic rats show
increased numbers of activated T and B lymphocytes, but a significant retraction of
monocytes. TNFa and IFNy levels in the ascitic fluid of cirrhotic rats are also increased
when comparing to those in the peritoneal cavity of controls. IBP causes the systemic
retraction of all the immune system populations, but increased serum levels of pro-
inflammatory cytokines. Higher levels of TNFa secreted by Th lymphocytes, but not by

monocytes, are detected in the ascitic fluid of cirrhotic rats after IBP.

Conclusion : In experimental cirrhosis, TB and dissemination of bacteria, both
before and after induced bacterial peritonitis, are increased when comparing with
sham-operated rats. This is due to the persistent bacterial stimulus, provoking
activation of the immune cells, with an increased production of proinflammatory
cytokines, and finally peritoneal and systemic inflammation, which, however is related
to a dysfunction in the subpopulation of monocytes. This translates into an altered

response of the immune system to the infection.
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Introduccién

1. CIRROSIS HEPATICA: DEFINICION Y COMPLICACIONES

1.1 Definicion y estadios de la cirrosis

La cirrosis hepatica es el estadio final de todas las enfermedades hepéticas
cronicas progresivas. Es una alteracion histopatoldgica difusa del higado caracterizada
por pérdida del parénquima hepético, formacién de septos fibrosos y nodulos de
regeneracion estructuralmente anormales, dando lugar a una distorsion de la
arquitectura hepética normal y a una alteracién de la anatomia, de la vascularizacion
hepatica y de la microcirculacion (Anthony et al., 1978). No obstante, la cirrosis es una
entidad clinica definida por un espectro de manifestaciones clinicas caracteristicas
(Kasper et al., 2004; Ginés et al., 2009).

El proceso pasa por diferentes etapas histoldgicas que se han clasificado de
diferentes maneras, pero la clasificacibn mas empleada en la actualidad es la
METAVIR, que clasifica la fibrosis en 4 etapas, que van desde la FO, que representa la
falta de fibrosis; F1, fibrosis portal; F2, fibrosis periportal; F3 con puentes de fibrosis;
hasta la F4, con noédulos de regeneracion. En este contexto, una vez que se alcanza la
Ultima etapa, la cirrosis queda establecida y el proceso se considera finalizado desde

el punto de vista patoldgico (Bataller et al., 2005; Garcia-Tsao et al., 2010).

Desde el punto de vista clinico, la cirrosis se distingue entre compensada y
descompensada, dos etapas con diferentes caracteristicas, prondstico y esperanza de
vida (D’Amico et al., 2006). La cirrosis compensada es una fase asintoméatica, de
duracién variable en la que los pacientes pueden llegar a tener hipertension portal y
varices gastroesofagicas (Benvegnu et al 2004; D’Amico et al., 2006). A medida que la
enfermedad progresa con el desarrollo de mayor hipertensién portal y mayor deterioro
de la funcién hepatica aparecen las complicaciones de la cirrosis descompensada
como ascitis, hemorragia por varices, encefalopatia hepética o ictericia (D’Amico et al.,
2006). La ascitis es la complicacion que marca el inicio de la fase de cirrosis
descompensada en la mayoria de los casos; por lo tanto, se considera el signo clave

de esta etapa de la cirrosis (D’Amico et al., 2006; Runyon et al., 2009).

A medida que la lesion progresa, se distorsiona cada vez mas la arquitectura
hepatica, se produce la disfuncion hepatocitaria y el incremento en la resistencia al
flujo sanguineo, lo que provocan la insuficiencia metabolica hepética y la hipertension
portal, respectivamente (Popper et al., 1977; Rappaport et al., 1983; Bataller et al., 2005).

Las complicaciones clinicas derivadas de la hipertension portal (ascitis, hemorragia por
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varices, encefalopatia hepatica) o la insuficiencia hepatica (ictericia) son las que
definen la cirrosis descompensada y predicen habitualmente una importante
disminucion de la supervivencia, y un mal prondstico a corto plazo (Garcia-Tsao et al.,
2010).

1.2 Complicaciones de la cirrosis

1.2.1 Insuficiencia hepatica

La insuficiencia hepatica se produce como consecuencia de la necrosis de las
células hepaticas y se define como la incapacidad del higado para llevar a cabo su

funcidn sintética y metabdlica (Terés et al., 2009).

Fisiopatolégicamente se caracteriza por alteraciones en el almacenamiento de
glucogeno que producen hipoglucemia, alteraciones en el metabolismo de las grasas
como hipocolesterolemia, acidosis metabdlica, trastornos en la sintesis de factores de
coagulacion que aumentan la tendencia al sangrado, hipoalbuminemia que conlleva
alteraciones en la presion osmatica, alteraciones en la capacidad para sintetizar y
secretar la bilis que provocan ictericia y alteraciones de la funcion fagocitica de las
células de Kupffer que derivan en complicaciones infecciosas generalmente por
bacterias Gram-negativas de origen intestinal. Por dltimo, al fallar la funcion
detoxificadora hepatica, también se producen alteraciones en la funcion cerebral

(encefalopatia hepatica) (Terés et al., 2009).

1.2.2 Hipertensién portal

La hipertensidon portal es la primera y mas importante consecuencia de la
cirrosis y esta detras de la mayoria de las complicaciones clinicas de la enfermedad.
Se define como el incremento de la presion hidrostatica en el interior del sistema
venoso portal. Este incremento determina que el gradiente de presién entre la vena
porta y la vena cava se eleve por encima del rango normal. El aumento sostenido de la
presion portal ocasiona el desarrollo de circulacion colateral, que deriva una parte del
flujo sanguineo portal a la circulacion sistémica, sin pasar por el higado (cortocircuito o

shunt portosistémico), y que incluye las varices esofagicas (Bosch, 2009 ).

La trascendencia de este sindrome, muy frecuente en el curso de las
enfermedades cronicas del higado, esta determinada por sus graves consecuencias,
pero las manifestaciones clinicas dependen, en parte, del nivel del territorio portal en el

que se localice la lesion y van desde la aparicion de varices esofagicas,

-22 -



Introduccién

esplenomegalia y/o hiperesplenismo y ascitis [con 0 sin peritonitis bacteriana
espontanea (PBE)], hasta la pérdida de la funcion neurolégica por encefalopatia
hepética (Bosch, 2009 ).

Cuando existe hipertension portal, una proporcion sustancial del flujo portal no
llega al higado, puesto que es derivado a la circulacion sistémica a través de una
extensa red de colaterales. El aumento de la presién portal promueve la formacién de
esta circulacion colateral portosistémica, y aparece un importante incremento del flujo
sanguineo, que contribuye a agravar la hipertension portal impidiendo que la presién
de la vena porta disminuya a pesar de la formacidén de colaterales. La elevacion del
flujo sanguineo portal se debe a una vasodilatacion esplacnica, ocasionada por la
activacion de factores endogenos, como el éxido nitrico, prostaciclinas y glucagén
entre otros. Asi mismo, la excesiva produccion de vasodilatadores determina una
reduccién de la sensibilidad vascular a vasoconstrictores enddgenos, lo que explica
gue con frecuencia exista una marcada vasodilatacion a pesar de la activacion de los

sistemas vasoconstrictores (Bosch, 2009 ).

El factor inicial que provoca la aparicion de hipertension portal en cirrosis es un
aumento de la resistencia vascular. Pero esta no es una consecuencia fija e
irreversible, sino que tiene un componente dinamico, susceptible de ser modificado por
sustancias enddgenas y farmacos vasoactivos. Un aumento del tono adrenérgico y
una produccion insuficiente de 6xido nitrico en la microcirculacion hepatica pueden
aumentar considerablemente la resistencia vascular hepéatica en la cirrosis. La
resistencia vascular porto-colateral también es sensible a estimulos vasoactivos. Este
concepto constituye la base para el uso de vasodilatadores en el tratamiento de la

hipertensién portal (Bosch , 2009).

1.2.3 Peritonitis  bacteriana espontanea e infeccion es

bacterianas

Las infecciones mas frecuentes en los pacientes cirréticos son la PBE, la
bacteriemia y las infecciones del tracto urinario, de las cuales el 80% estan causadas
por bacilos Gram-negativos, principalmente Escherichia coli (E. coli). Este hecho
sugiere que la mayoria de las infecciones en la cirrosis son de origen entérico (Albillos
et al., 1990; Albillos et al., 2001; Bellot et al., 2008). La hipéOtesis mas aceptada para
explicar la patogenia de la mayoria de las infecciones bacterianas en los pacientes
cirréticos, especialmente la bacteriemia y la PBE, es el paso de bacterias viables

desde la luz intestinal hacia los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) y de alli hacia
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la circulacion sanguinea y hacia otros érganos extraintestinales. Este fendmeno asi
descrito se define como traslocacién bacteriana (TB) (Berg et al., 1979). Por tanto, el
criterio actual de TB exige la presencia de bacterias viables en los GLM, comprobada
por la positividad de cultivos de los GLM. Se estima que la TB se presenta en un 25-
30% de los pacientes cirréticos con mala funcién hepatocelular segun los estudios
clinicos y hasta en un 50-60% de las ratas cirréticas con ascitis (Garcia-Tsao et al.,
1995). La TB, ademas de ser un fenébmeno clave en la patogenia de muchas de las
infecciones en pacientes cirréticos, desempefia un papel en las alteraciones
hemodinamicas e inmunolégicas de la cirrosis mediada no soélo por el paso de
bacterias viables a la circulacion sistémica, sino también por sus componentes (la
endotoxina y el &cido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano han sido los mas
estudiados) (Bellot et al., 2008). Los mecanismos que influyen en la patogenia de la TB
son fundamentalemente tres: el sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI), un
aumento en la permeabilidad intestinal y las alteraciones inmunoldgicas locales y

sistémicas (Bellot et al., 2008).

El SBI se trata de un incremento de la flora bacterinana intestinal que se debe
principalmente a un enlentecimiento de la velocidad de transito intesinal aunque
también parecen intervenir otros factores, como la acidez géstrica, los defectos en la
actividad inmune local de la mucosa intestinal y una disminucién de las secreciones
pancreatobiliares. A su vez, el enlentecimiento de la velocidad de transito intestinal en
la cirrosis se debe, entre otros factores a un aumento de la actividad adrenérgica, de la
sintesis de 6xido nitrico y del estrés oxidativo de la pared intestinal (Pérez-Paramo et
al., 2000; Chang et al., 1998; Pardo et al., 2000).

La barrera intestinal es una estructura fisica y funcional que tiene como objetivo
la separacion del medio externo — representado por el contenido luminal intestinal- y el
medio interno. Esta formada principalmente por un componente mucinoso secretado
por las células epiteliales intestinales y por el epitelio intestinal que forma una capa
con uniones intercelulares, o tigh junctions, lo que permite el paso selectivo de
sustancias. En la cirrosis se producen alteraciones estructurales y funcionales en la
mucosa intestinal que podrian aumentar la permeabilidad del intestino a bacterias y
sus productos. El dafio oxidativo de la mucosa intestinal (Ramachandran et al., 2002),
asi como la endotoxemia, los valores elevados de o6xido nitrico y las citoquinas
inflamatorias probablemente ejercen un papel en el aumento de la permeabilidad

intestinal (Dickinson et al., 1999).

-24 -



Introduccién

Inmunolégicamente hablando, el intestino es un componente que contiene
practicamente todas las células implicadas en la respuesta establecida. El tejido
linfoide asociado al intestino (GALT), el tejido inmune m&s grande del organismo,
contiene cuatro compartimentos linfoides: placas de Peyer, linfocitos de lamina propia,
linfocitos intraepiteliales y GLM, que intervienen en la respuestas adaptativa e innata.
La cirrosis se asocia con descenso de la capacidad bactericida de macrofagos (Garcia
Gonzélez et al., 1993) y neutrofilos (Rajkovic et al., 1986), disminucion de la capacidad
bactericida humoral de suero y liquido ascitico (LA) (lo que predispone al desarrollo de
episodios de PBE) (Such J et al., 1988; Runyon BA. 1988 ) y disminucion de la capacidad
funcional del sistema reticulo endotelial (SRE) representado por las células de
Kupffer, probablemente impedidas de hacer su funcion por la existencia de shunts
portosistémicos, lo que favorece el desarrollo de bacteriemias espontdneas y
episodios de PBE (Rimola et al., 1984).

La PBE es una de las complicaciones méas severas de la cirrosis y posee una
alta tasa de mortalidad. Aproximadamente el 10-30% de los pacientes con cirrosis la
sufren y generalmente afecta a pacientes en un estadio avanzado de la enfermedad
(Kiyici et al., 2006). Se define como infeccion del LA en ausencia de un foco
inflamatorio intraabdominal (Rimola et al., 2000; Garcia Tsao et al., 2005) y sus factores
de riesgo incluyen una pobre funcion hepatica, la aparicion de sangrado
gastrointestinal, un bajo contenido proteico en el LA, elevados niveles de bilirrubina y
trombocitopenia (Garcia-Tsao et al., 2004a). La hipotesis mas aceptada en la actualidad
para explicar la patogenia de la PBE es la colonizacién del LA por gérmenes de origen
intestinal, a partir de un episodio de bacteriemia (Rimola et al., 1999) (Figura 1). Desde
la luz intestinal, las bacterias cruzan la barrera epitelial mucosa e infectan los GLM,
proceso conocido como TB y anteriormente descrito, y desde alli alcanzan la
circulacion sanguinea a través de la via linfatica (Gonzalez et al., 2007). Los
mecanismos por los cuales las bacterias intestinales alcanzan la circulacion sanguinea
y la linfa son aun desconocidos. Debido al intercambio constante de fluido entre la
sangre y el LA, las bacterias pueden pasar a la ascitis. Una vez que las bacterias han
alcanzado el LA, el desarrollo de la PBE depende en gran medida de la capacidad
antimicrobiana del liquido (Garcia-Tsao, 1992). La mayor complicacién de la PBE es la
insuficiencia renal, la cual es probablemente debida a una mayor disfuncion
circulatoria, causada por la propia infeccion y/o por los efectos deletéreos en la

circulacion renal de los productos bacterianos y citoquinas (Garcia Tsao et al., 2004).
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Figura 1. Esquema de la patogenia de la PBE (Uceda et al., 2005).

2. HETEROGENEIDAD DEL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune constituye una compleja red estructural y funcional de
multiples células y moléculas cuya caracteristica bioldgica esencial es la capacidad de
reconocimiento especifico por medio de interacciones entre sus componentes con los
restantes componentes del organismo y con los posibles elementos extrafios
(antigenos) que puedan penetrar en el cuerpo humano (Janeway, 2004). Este
reconocimiento desencadena respuestas frente a aquellas células o particulas
portadoras del antigeno inductor. La capacidad de reconocimiento antigeno especifico
y de desarrollo de una respuesta efectora concede al sistema inmune una importante
funcion defensiva frente a la agresion por componentes extrafios no propios, como los
gérmenes, o la transformacion neoplasica de células propias. Pero a pesar de que la
respuesta inmune sea esencial para el mantenimiento de la homeostasis tisular, en

ocasiones puede contribuir a aumentar el dafio en los tejidos (Henson, 2005 ).

El sistema inmune est4 formado por drganos linfoides primarios y secundarios
en los cuales se generan, seleccionan y adquieren su funcion las células implicadas en
la respuesta inmune. Los 6rganos linfoides primarios o hematopoyéticos, médula ésea
y timo, tienen como funcion principal la generacion de componentes celulares del
sistema inmune. Los organos linfoides secundarios, ganglios linfaticos y bazo, forman
una extensa red por todo el organismo a través de la cual recirculan las células
maduras del sistema inmune, entran en contacto con los posibles antigenos y sufren

los procesos de seleccidn, activacion y proliferacibn necesarios para establecer la
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respuesta inmune. Existen otros érganos secundarios formados por agrupaciones de
células asociadas a mucosas (MALT), principalmente la piel, y a tubo digestivo
(GALT), que engloba las amigdalas, las placas de Peyer y el apéndice, son zonas en
contacto directo con el exterior y por lo tanto constituyen la primera linea de defensa

contra componentes extrafios (Delves et al., 2000 a y b; Janeway, 2004 ).

Dependiendo del antigeno y de los mecanismos empleados por el sistema
inmune en su reconocimiento, se pueden generar dos tipos de respuestas diferentes
pero intimamente relacionadas, la respuesta inmunoldgica innata, primera linea de
defensa capaz de reconocer patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS), y
la respuesta inmunoldgica adquirida, que se caracteriza por el reconocimiento de
moléculas extrafias a través de receptores presentes en células T y células B,
amplificando y reclutando mecanismos efectores de la respuesta innata que le permite
el control y eliminacién del microorganismo. Estos dos brazos bioldgicos estan
estrechamente relacionados y se sinergizan optimizando los mecanismos de defensa

inmunoldgicos (Chaplin et al., 2006).
2.1 Componentes celulares del sistema inmune

Los componentes celulares del sistema inmune son los linfocitos, agrupados en
linfocitos T, linfocitos B y natural killer (NK), y las células mieloides, que constituyen un
grupo heterogéneo de células entre las cuales se incluyen los monocitos/macréfagos y

las células dendriticas (DCs).

Los linfocitos son células efectoras, que contribuyen con la respuesta
inmunolégica adquirida, pero que necesitan de la colaboracion de células
presentadoras de antigeno (APCs) para su activacion y regulacion. Estas APCs, que
contribuyen con la respuesta inmunolégica innata, entran en contacto con el antigeno,
lo procesan y lo presentan a los linfocitos cuando recirculan por los érganos linfoides
secundarios (MacKay et al., 1992; Delves et al., 2000 a y b; Parkin et al., 2001; Janeway,
2004).

Los linfocitos T, cuya identidad viene definida por la expresion clonal en su
membrana citoplasmatica de receptores especificos de células T (TCR), se
caracterizan por reconocer antigenos asociados a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC o HLA) expresadas por las APCs. Tras el reconocimiento
antigénico se produce la activacion de los linfocitos T y su transformacién en células
efectoras cuya funcién estara determinada por el microambiente inmunolégico. Se

dividen en dos clases principales, los linfocitos T citotdxicos (Tc) que matan células
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infectadas por virus, y los linfocitos T cooperadores (Th), que activan a otros tipos
celulares como las células B y los macrofagos. A su vez, dentro de los linfocitos Th
existe una polarizacion hacia Thl, Th2, Thl7 o T reguladoras (Treg) (Zhu et al., 2008)
(Figura 2), caracterizada por un patron de expresion de citoquinas especifico. Asi, en
la respuesta tipo Thl las células Th producen Interferbn gamma (IFNy) e interleuquina
2 (IL-2), en la respuesta Th2 producen IL-4 e IL-5 (Delves et al., 2000 a y b; Kidd, 2003 ;
Janeway, 2004 ), en la respuesta Th17 producen factor de crecimiento transformante
beta (TGFB), IL-6, IL-21 e IL-23 y cuando funcionan como Treg secretan TGFf e IL-2
(Diaz et al., 2013).

Extr&FEllular bacteria Intracellular pathogens
Fungi Autolmmunity
Autoimmunity —
IL-21 ”/ 1Fhey
IL-17a IL-2
Th 1 B v

IL-1T7F
IL-22
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Immune tolerance : Extracellular parasites
Lymphocyte homeostasis Allergy and asthma
Regulation of immune responses
Figura 2. Distinta polarizacion de las células Th: funciones, productos, factores de

transcripcion y citoquinas (Zhu et al., 2008).

Los linfocitos B se caracterizan por la expresién en su membrana del receptor
de células B (BCR) cuyo componente principal son las inmunoglobulinas (Igs) que
funcionan como receptores de antigenos. El reconocimiento del antigeno por la Ig
desencadena la activacién y diferenciacién de las células B en células plasmaticas que
secretan anticuerpos. Ademas de su funcion efectora, los linfocitos B también son
APCs capaces de activar a los linfocitos T y capacitarlos para desarrollar sus

funciones de reconocimiento y eliminacion de antigenos (Janeway, 2004 ).

Las células NK carecen de receptores especificos de antigeno y forman parte
del sistema inmune innato. Engloban una poblacion heterogénea de linfocitos con

actividad citotdxica capaz de detectar y lisar células tumorales o infectadas por virus
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independientemente del reconocimiento antigénico (Ortaldo et al., 1984; Janeway,
2004).

Las células NK-T son una pequefa poblacién de linfocitos T que se origina en
el timo y que poseen TCRs que reconocen lipidos. Son capaces de producir con
rapidez citoquinas como la IL-4 y el IFNy después de su activacion y pueden ayudar a
los linfocitos B a producir anticuerpos contra antigenos lipidicos. Ademas, son capaces
de mediar respuestas inmunitarias innatas contra algunos microorganismos patégenos
0 incluso regular respuestas inmunitarias adaptativas secretando, sobre todo,

citoquinas (Bendelac et al., 2007).

Los monocitos/macrofagos son las principales células del sistema inmune
innato implicadas en la inflamacién y la respuesta ante los patégenos (Auffray et al.,
2009). Poseen una capacidad fagocitica de amplio espectro, se distribuyen por todo el
cuerpo y su morfologia varia dependiendo del tipo de tejido al que se asocian (Beutler,
2004). Los monocitos circulantes en la sangre periférica son una poblacion
heterogénea de células capaces de extravasarse a los tejidos dando lugar a células
especializadas (monocitos residentes) o de migrar a tejidos inflamados (monocitos
inflamatorios) y diferenciarse en macrofagos (Steiniger et al., 2001; Yrlid et al., 2006;
Geissmann et al., 2003). Poseen receptores tipo “toll” (TLR), componentes que
reconocen PAMPs. Existen 10 tipos diferentes de TLRs cuya activacién desencadena
una respuesta efectora dentro de la inmunidad innata. Asi el TLR4 reconoce el lipido A
del lipopolisacarido (LPS) de membrana de las bacterias Gram-negativas, el TLR2
reconoce el &cido lipoteicoico (LTA) y el TLR9 reconoce secuencias especificas de
ADN no metilado (motivos CpG) (Sweet et al.,, 1998; Chow et al., 1999; Medzhitov et al.,
2000; Hemmi et al., 2000; Wagner et al.,, 2002). En la respuesta inmune adquirida
(también llamada adaptativa o especifica), los monocitos/macrofagos son APCs
profesionales con efectividad media en la presentacion de antigenos a los linfocitos T.
Ademds, actian como células efectoras que secretan una amplia variedad de
citoguinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), y la interleuquina 1 beta (IL-
1B). También secretan quimioquinas tras la activacion reciproca con los linfocitos T
reclutando y activando nuevos linfocitos y otras células del sistema inmune para
generar un proceso de amplificacibn muy importante en la respuesta inmune

especifica (Janeway, 2004 ).

Las DCs son las APCs mas especializadas, captan antigenos y los procesan
para presentarlos a los linfocitos T induciendo su activacién y proliferacion. Su

recirculacion esta regulada por citoquinas y quimioquinas expresadas por células
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endoteliales linfaticas y linfocitos T (Caux et al., 2000). Durante este proceso, las DCs
expresan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II),
receptores implicados en la activacion de los linfocitos y quimiorreceptores que
posibilitan su recirculacion al ganglio linfatico una vez que han captado el antigeno. La
expresion de TLRs por las DCs en tejido se encuentra muy relacionada con la
inmunidad innata frente a los patdgenos y, dependiendo del TLR sefalizado, las DCs
produciran un determinado patron de quimioquinas que, a su vez, inducira el
reclutamiento de poblaciones concretas de linfocitos activados, células NK o

neutrofilos (Sallusto et al., 2000a).

En la superficie de todas estas células se expresan moléculas de diferente
estructura y funcion que pueden ser empleadas para su caracterizacion fenotipica por
medio de marcajes con anticuerpos monoclonales. Estos antigenos de superficie son
moléculas que pueden tener una amplia distribucion y ser expresadas en otras
estirpes celulares, o bien, limitadas a los linfocitos T o incluso a determinadas
subpoblaciones linfocitarias. A cada conjunto de anticuerpos que reconocen una
proteina o “marcador”’ y que identifican, un subconjunto particular, una determinada
funcién o un estadio de diferenciacion, se le aplica una designacion “CD” (Cluster of
Differentiation), a la que se llega por consenso en las conferencias internacionales

realizadas al efecto.
2.2 Componentes moleculares del sistema inmune

La comunicacion entre los diferentes componentes del sistema inmune se
establece mediante contactos intercelulares y moléculas solubles secretadas tanto por
las células efectoras como por las APCs. Este componente molecular lo forman las

citoquinas, las quimioquinas y el SC (Néssal, 1987 ).

Las citoquinas son mediadores solubles inespecificos de antigeno que son
liberados principalmente por los leucocitos y que constituyen una via esencial de
interaccion entre el sistema inmune y el resto del organismo. Participan virtualmente
en todas las facetas de la inmunidad, incluyendo presentacion antigénica,
reclutamiento, diferenciacion, activacion e induccién de la expresion de moléculas de
adhesion celular. Durante la respuesta inmune innata, la activacién celular en la
superficie de mucosas y epitelios en respuesta a un antigeno, involucra la produccion
de citoquinas, lo que permite la activacibn y amplificacibn de la respuesta
inmunolégica de las células fagociticas como las APCs, las cuales generan nuevas

citoquinas efectivas en favorecer la infiltracion celular y el dafio en los tejidos
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caracteristicos de la inflamacién como el TNFa e IL-6 (Parkin et al., 2001; Janeway,
2004).

Dentro de los linfocitos T, los principales productores de citoquinas son los
linfocitos Th, que se clasifican en funciébn de las citoquinas secretadas. En los
procesos patoldogicos, la IL-12 (producida fundamentalmente por las APCs) y el IFNy,
son imprescindibles en la polarizacién hacia Thl y la activacion de los macréfagos
durante la respuesta inmune frente a patdgenos intracelulares (virus y bacterias
intracelulares). Asi mismo, la sefalizacion mediada por contacto entre linfocitos T
estimulados y monocitos durante la presentacion antigénica induce la produccion de
citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNFa. Estos mecanismos proinflamatorios
tienen gran relevancia en la patogénesis de desordenes inflamatorios crénicos. Uno de
los mecanismos mas importantes es la induccidn de citoquinas proinflamatorias como
consecuencia de la interacciébn célula a célula entre linfocitos T estimulados y

monocitos/macrofagos (Delves et al., 2000 a 'y b; Kidd, 2003 ; Janeway, 2004 ).

El IFNy es esencial para la activacion de la capacidad bactericida de los
macrofagos, estimula la produccion de IL-1 'y TNFa e induce la expresion de moléculas
MHC-1 y MHC-Il. Tiene un importante papel en la regulaciébn de los procesos
inflamatorios y mas ampliamente en la respuesta inmune. Regula la extravasacion
leucocitaria induciendo la expresion de moléculas de adhesion y quimioquinas en
leucocitos y células endoteliales, y estimula la produccién de éxido nitrico por los
macroéfagos (Parkin et al., 2001; Janeway, 2004 ).

El TNFa por su parte, es esencial en los procesos inflamatorios, induce
cambios proinflamatorios en células endoteliales, incluyendo produccion de otras
citoquinas, expresion de moléculas de adhesion, liberacibn de sustancias
procoagulantes e induccién de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (Eigler et al.,
1997). El mas potente inductor en la produccion de esta citoquina es el LPS, a través

de la activacién de TLR4 en los macréfagos (Chow et al., 1999).

Las quimioguinas constituyen una amplia familia de moléculas con capacidad
gquimiotactica implicadas en el trafico linfocitario y en el reclutamiento de linfocitos a los
focos inflamatorios e infecciosos. La migracién de una célula a su lugar de destino
requiere la expresion secuencial de varios quimiorreceptores en respuesta a diferentes
gradientes de quimioquinas. Durante la respuesta inmune, tanto las APCs (monocitos,

DCs y células B) como los linfocitos T expresan un patrén secuencial de
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quimiorreceptores que dirigen su extravasacion a los 6rganos linfoides, controlando su

maduracion y posterior activacion (Sallusto et al., 2000b; Parkin et al., 2001)

El sistema del complemento (SC) esta constituido por mas de 30 proteinas
plasmaticas, muchas de ellas proteasas, que interaccionan con los anticuerpos unidos
a antigenos y reaccionan en cascada, y por receptores de superficie, que colaboran en
la eliminacién de los agentes patdégenos. Algunos componentes del SC tienen
actividad quimiotactica y provocan una respuesta inflamatoria local que favorece el
reclutamiento y recirculacién de APCs, contribuyendo asi al inicio de la respuesta
inmune adaptativa. Los componentes finales de la cascada del SC se caracterizan por
formar poros en la membrana del agente patdgeno y provocar su lisis directa (Parkin et
al., 2001; Janeway, 2004 ).

2.3 Funcionamiento del sistema inmune. Integracion de | a

inmunidad innata y adquirida

Como ya hemos dicho anteriormente, el funcionamiento del sistema inmune se
basa en dos sistemas de reconocimiento diferentes y estrechamente relacionados que
son responsables de la eliminacion de las sustancias derivadas de los patégenos y
sustancias no patdégenas. Se trata de la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.
Tras la activacion de las células del sistema inmune innato se producen y liberan
mediadores inflamatorios y se incrementa la expresion de moléculas coestimuladoras
y de adhesion que mediaran en la activacion del sistema inmune adquirido (Figura 3)
(Ciraci et al., 2012). El funcionamiento del sistema inmune, en su conjunto, resulta en la
inflamacion, local y/o sistémica, que en Ultima instancia tiene como objetivo restaurar
la homeostasis. Asi, mientras que ambos tipos de respuesta son fundamentalmente
diferentes en sus mecanismos de accion, la sinergia entre ellos es esencial para una

respuesta inmune plenamente eficaz (Chaplin, 2010 ).
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Figura 3. Estimulacién de la inmunidad adaptativa p  or la respuesta inmunitaria innata
(Abbas 62 edicion).

3. EL HIGADO COMO ORGANO INMUNE

La organizacién estructural del higado tiene profundas implicaciones para su
funcion inmune. La funcion fisiolégica del higado, ya sea la sintesis de proteinas, el
metabolismo o la eliminaciéon de patdégenos y de antigenos de la sangre, requiere una
respuesta inmune que se adapte a estas tareas y se regule a nivel local. Por ello el
higado tiene importantes funciones en la respuesta inmune innata y adquirida. La
contribucién hepatica a la respuesta innata del sistema inmune incluye la produccion
de proteinas de fase aguda o la eliminacién de patdégenos y/o antigenos de la sangre.
La participacion hepatica en la respuesta inmune adquirida incluye la eliminacién de
las células T activadas por apoptosis o la induccion de tolerancia frente a antigenos,
ya sean propios o de la dieta. Por tanto, mientras que los microorganismos patégenos
y los antigenos de la circulacién sistémica que entran en el higado con la sangre
arterial deben ser eliminados de manera eficiente, el gran ndmero de antigenos
derivados del tracto gastrointestinal que entran en el higado con la sangre venosa,
deben ser tolerizados. Pero los mecanismos que determinan el balance entre

tolerancia e inmunidad todavia no estan claros (Knolle et al., 2000; Bowen et al., 2004).
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Un higado sano contiene un importante nimero de células fagociticas, de
APCs y de linfocitos, ademas de ser un sitio donde se producen citoquinas,
componentes del complemento y proteinas de fase aguda (Doherty et al., 2000). Las
proteinas de fase aguda son proteinas producidas por el higado en respuesta a una
estimulacion por citoquinas. La circulacion sistémica de estas proteinas es la
responsable de muchos de los efectos sistémicos de la respuesta inflamatoria.
Brevemente, un dafio local extrahepéatico promueve la liberacion por parte de los
macrofagos locales de una primera oleada de citoquinas como IL-1, TNFa e IL-6. El
efecto de estas citoquinas sobre las células adyacentes provoca la liberacion, por
parte de estas células, de una segunda oleada de IL-6, que provoca la produccion

masiva de proteinas de fase aguda por parte de los hepatocitos (Parker et al., 2005).

Las células de Kupffer, situadas sobre todo en sitios donde la sangre entra en
el higado, es decir, en la zona periportal, limpian la sangre de antigenos,
microorganismos patdégenos o endotoxina, por fagocitosis, y secretan como respuesta
varias citoquinas, incluyendo TNFa, IL-10 y grandes cantidades de IL-6 (Knolle et al.,
1995). Como resultado de este proceso eficiente, el higado raramente se infecta con
bacterias y contribuye a la eliminacion de infecciones bacterianas sistémicas. Los
mecanismos de eliminacion de patdgenos son rapidos y se complementan entre si,
requisito previo importante para luchar contra los patdégenos y evitar la infeccion
(Knolle et al., 2000; Kita et al., 2001).

Pero hay muchos patdégenos que se replican dentro de los hepatocitos y una
vez que han infectado a estos no pueden ser controlados por las células de Kupffer,
las células NK o los leucocitos circulantes. Por lo tanto, al infectar los hepatocitos, los
patdgenos son protegidos de la respuesta inmune. En esta situacién, las células
endoteliales del sinusoide hepético y demas APCs deberan captar los antigenos
liberados por el hepatocito dafiado y presentarlos a las células T. Sélo cuando las
células T se activen tendra lugar una respuesta inmunitaria especifica contra los
hepatocitos con infiltracion de células T y el desarrollo de una hepatitis (Knolle et al.,
2000).

Investigaciones recientes en ratones parecen demostrar que el sitio donde se
produce la activacion de las células T es determinante para el balance entre inmunidad
y tolerancia intrahepatica. Asi, las células T CD8 novatas que se activen en los
ganglios linfaticos desarrollaran una respuesta citotoxica eficiente, mientras que

aquellas células que se activen dentro del higado presentardn una respuesta citotoxica
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incapaz de mediar el dafio celular, con lo que se eliminaran por apoptosis dentro del

propio higado (Bowen et al., 2004).

Una caracteristica importante de los linfocitos T hepéticos es que la mayoria
expresan marcadores de activacion. Este estado cronicamente activado de muchos de
los linfocitos T hepéticos podria apoyar la hipétesis de que estas células estan
continuamente actuando como centinelas, mediando el mantenimiento de la
homeostasis inmune induciendo respuestas inmunogénicas y tolerogénicas. (Doherty
et al., 2000; Bowen et al., 2004).

A pesar de la respuesta inmune frente a patdgenos, el higado favorece la
induccién de la tolerancia mas que la inmunidad. La tolerancia se define como el
estado normal esencial o la ausencia de respuesta inmune a los componentes nocivos
del propio cuerpo (Kita et al., 2001). Los fendmenos de tolerizacion hepaticos se
producen en varias situaciones y estdn mediados por distintos mecanismos, ya sea i)
ignorar o prevenir el contacto entre el linfocito y el antigeno, por ejemplo, mediante la
eliminacion clonal por apoptosis de células T efectoras especificas, ii) la anergia y/o
supresion mediante la deprivacion de las sefiales coestimuladoras necesarias para
gque se induzca la respuesta inmune, y iii) la regulacion de la funcion efectora de los
linfocitos gracias a la capacidad que poseen los denominados linfocitos supresores de
cortar o inhibir la induccién de la respuesta efectora (Knolle et al., 2000; Kita et al.,
2001).

Respecto a los fendmenos de tolerizacion frente a antigenos de la dieta, el LPS
parece ser uno de los factores méas importantes. De hecho, estudios en ratones que no
responden al LPS han demostrado que se pierde la tolerancia (Kiyono et al., 1982). El
LPS parece ser un factor importante en el microambiente local de higado e intestino
dado que los antigenos derivados del tracto gastrointestinal estdn acompafiados
generalmente de LPS. Estudios recientes han demostrado como la estimulacién
repetida a células de Kupffer y células endoteliales del sinusoide con bajas dosis de
LPS provocan un estado refractario caracterizado por la disminucién de moléculas de
adhesion, esenciales para los leucocitos, en la membrana de dichas células
endoteliales, lo que contribuye al control hepatico de la inflamacién. No obstante, un
incremento de la concentracion de LPS rompe dicha tolerancia activando los

mecanismos de respuesta al estimulo inflamatorio (Uhrig et al., 2005).
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Por todo ello, las alteraciones en la estructura o la funcién hepatica pueden dar
lugar a alteraciones significativas, tanto en el sistema inmune innato como en el

adaptativo (Parker et al., 2005).

4. DISFUNCION INMUNOLOGICA ASOCIADA A LA CIRROSIS

4.1 Estado de inmunodeficiencia

La cirrosis hepatica es un proceso dinamico en el que el sistema inmune se
encuentra sometido a una estimulacion anormal que pudiera favorecer su participacion
en la elevada predisposicion a infecciones bacterianas, en las alteraciones
hemodinamicas o en la respuesta inflamatoria del higado y de otros 6rganos (Lépez-
Talavera et al.,, 1997; Mufioz et al., 1999; Wiest et al., 1999; Albillos et al., 2003).

La incrementada tasa de TB en pacientes cirréticos es mayoritariamente debida
a un estado inmunocomprometido asociado (Tandon et al., 2008). La disfuncién
inmunolégica asociada a la cirrosis es de caracter multifactorial (Garcia-Tsao et al.,
2004b; Christou et al., 2007), y es principalmente debido a una disminucion en la
actividad bactericida de las células fagociticas (Fierer et al., 1979; Hassner et al., 1981;
Akalin et al., 1985; Garcia Gonzalez et al., 1993). Ademas, los niveles del complemento,
criticos en la fagocitosis bacteriana, estan disminuidos en la cirrosis (Finlayson et al.,
1972; Mellencamp et al., 1991; Homann et al., 1997), principalmente en la cirrosis con
ascitis (Mellencamp et al., 1991) y en pacientes con insuficiencia hepatica (Finlayson et
al., 1972; Homann et al., 1997).

411 Sistema reticulo-endotelial

El SRE patrticipa en la eliminacion de microorganismos circulantes de la sangre
y constituye un factor de defensa importante contra las infecciones, especialmente las
bacteriemias (Rimola et al., 1984). La mayor parte de la actividad del SRE esta
localizada en el higado donde las células de Kupffer (macréfagos tisulares) son los
componentes mayoritarios. Las células de Kupffer juegan un importante papel en la
respuesta inmune innata de la enfermedad hepética ya que detectan productos
bacterianos desde la circulacion portal. Estas células activadas producen grandes
cantidades de citoquinas proinflamatorias y radicales libres que agravan el dafio
hepatico y contribuyen a la progresién de la fibrosis hepética (Jeong et al., 2008). En la
cirrosis, la actividad del SRE se encuentra reducida lo que da lugar a la presencia de

shunts extra- e intra-hepaticos y a una disminucion en el nimero y funcion de las
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células de Kupffer (Thalheimer et al., 2005; Tandon et al., 2008). Se ha demostrado que
pacientes cirréticos con una actividad disminuida del SRE tienen una mayor frecuencia
de desarrollo de bacteriemia espontdnea y PBE que aquellos pacientes con una
actividad del SRE normal (Rimola et al., 1984). El bypass al SRE a través de shunts
portosistémicos no es Unicamente un mecanismo importante que podria explicar la
falta de aclaramiento bacteriano portal o sistémico en la cirrosis, sino que también
explicaria el fracaso en la eliminacibn de otros productos bacterianos como la

endotoxina y citoquinas (Tandon et al., 2008).

4.1.2 Sistema del complemento

El SC es fundamental en la defensa contra infecciones bacterianas y su
participacion puede involucrar tres mecanismos diferentes: i) la muerte celular directa
por el complejo de ataque de membrana (C5b-9); ii) el reclutamiento de células
fagociticas hacia los sitios de infeccion por mediadores de la inflamacién vy iii) la
generacibn de opsoninas que contribuyen al reconocimiento imnmune de
microorganismos (Homann et al, 1997). Las concentraciones séricas de los
componente 3 y 4 del SC (C3 y C4) se encuentran disminuidas en pacientes con
cirrosis hepética descompensada, al igual que la actividad hemolitica del complemento
por la via alternativa (Homann et al., 1997). Esta disminucion est4 relacionada con otros
parametros de la funcion hepatica. La concentracion disminuida de C3 se explica por
una sintesis disminuida y un aumento del consumo de C3, lo que probablemente se
relaciona con la circulacion habitual de endotoxinas en la sangre de estos pacientes.
Las bajas concentraciones de C3 en el suero de pacientes con cirrosis se han
asociado significativamente con una mayor frecuencia de infecciones como la PBE
(Homann et al., 1997) lo que podria explicarse por un déficit en la capacidad de

opsonizacion.

4.1.3 Receptores de reconocimiento patron

La inmunidad innata puede detectar la infeccion especificamente a través de
receptores de reconocimiento patrén (PRRs) que pueden ser expresados en la
superficie celular, en compartimentos intracelulares o secretados en la sangre y fluidos
tisulares (Medzhitov et al., 1997a). Las funciones principales de los PRRs incluyen la
opsonizacion, activacion del complemento, fagocitosis, activacion de caminos de
sefializacién proinflamatorios e induccién de apoptosis (Janeway et al., 2002). Los
PRRs reconocen estructuras especificas, denominadas patrones moleculares

asociados a patégenos (PAMPs) y que son expresados por los patdégenos invasores
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(Janeway et al., 2002). Los hepatocitos son la mayor fuente de produccién de PRRs
(Gao et al., 2008). Existen cuatro clases principales de PRRs segun su composicion:
colectinas, pentraxinas, transferasas lipidicas y proteinas de reconocimiento a
peptidoglicano. Muchas de esas proteinas son sintetizadas principalmente en los
hepatocitos y liberadas al torrente sanguineo jugando asi un importante papel en la
inmunidad innata contra infecciones locales y sistémicas. El higado, ademas, es una
de las mayores fuentes de produccién de otras muchas proteinas de fase aguda que
tienen un papel clave en la defensa innata contra infecciones y en la reduccion del
dafo tisular mediante la inactivacion de proteasas liberadas por los patégenos y

células muertas o dafiadas (Gao et al., 2008).

Los TLRs, una familia de PRRs de membrana no clonal, se consideran como el
principal sistema de alarma del sistema inmune. Se localizan en la superficie y en el
citoplasma de numerosos tipos celulares del sistema inmune innato (neutrofilos,
monocitos/macrofagos, DCs y mastocitos), del sistema inmune adaptativo (células T y
B), asi como en otros tipos celulares dotados de cierta inmunocompetencia y
proporcionan al sistema inmune una especificidad considerable para un amplio rango
de patdgenos lo que ofrece un sistema de respuesta inmediata frente a los patdgenos
(Medzhitov et al., 1997b). La familia de los TLR reconocen PAMPs y promueven la
activacion de los leucocitos. Los TLRs mayoritariamente estudiados en la cirrosis
hepatica son los TLR 2, 4 y 9, debido a que responden a productos bacterianos y se
creen importantes en la patogénesis de la disfuncién inmune asociada a la cirrosis
(Leber et al, 2009). EI TLR4 es el receptor de la endotoxina (lipopolisacarido
mayoritario de la pared bacteriana de Gram-negativas), mientras que el TLR2
reconoce peptidoglicanos (productos de bacterias Gram-positivas). El TLR9 es una
molécula intracelular y es activada mediante ADN bacteriano (Broad et al., 2006). Los
TLRs activados permiten el reclutamiento de los neutréfilos y conducen a la
generacion de especies reactivas de oxigeno, regulaciéon de la fagocitosis, y secrecion

de citoquinas, quimioquinas y productos antimicrobianos (Leber et al., 2009).

En la hepatitis alcohdlica, hay una disfuncién de los neutréfilos que esta
asociada con endotoxemia y un aumento en la incidencia de infeccion (Mookerjee et
al., 2007). Estos pacientes también tienen sobreexpresion de TLR2, 4 y 9,
probablemente debido a la presencia de endotoxina y otros productos bacterianos
(Stadlbauer et al., 2009). La estimulacién constante de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) con endotoxina conduce a un desarrollo de tolerancia frente

a ella, lo cual esta caracterizado por una reducida capacidad de produccion de
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citoquinas proinflamatorias (Granowitz et al., 1993). Sin embargo, en pacientes con
cirrosis se ha encontrado una sobreexpresién de TLR2 pero no de TLR4 en PBMCs
gue se correlaciona con los niveles circulantes de TNFa y de receptor soluble de TNF
(Riordan et al., 2003). Estos encuentros llevan a pensar que no solo la endotoxina si no
también otros productos bacterianos pueden jugar un importante papel en la disfuncién
inmunoldgica asociada a la cirrosis. Estudios recientes demuestran que en el 34% de
pacientes con cirrosis y ascitis no infectada, existen niveles detectables de ADN
bacteriano que se correlacionan con el nivel de respuesta inflamatoria, lo que lleva a
pensar que la presencia de productos bacterianos (endotoxina, ADN bacteriano y
posiblemente otras sustancias) esta relacionado con la respuesta inflamatoria en estos

pacientes (Francés et al., 2008).

4.1.4 Alteraciones celulares

Diversas investigaciones tanto en humanos como en modelos animales han
sido realizadas con objetivo de conocer el funcionamiento del sistema inmunolégico en
la cirrosis. Entre los componentes celulares se han descrito alteraciones en los
linfocitos T, linfocitos B, células NK, monocitos y neutrdfilos de la sangre circulante, asi
como variaciones en su produccion de los componentes moleculares, lo que afecta a

sus caracteristicas fenotipicas y funcionales originales.

A continuacion, se resumen las principales alteraciones descritas en las células

del compatimento de la sangre periférica en pacientes con cirrosis hepatica.

Linfocitos T

En la cirrosis humana los linfocitos T de la sangre periférica se encuentran
disminuidos tanto en cifras absolutas como en términos de porcentaje. Comparado
con los estadios de hepatitis aguda o crénica, e independientemente de la etiologia, la
cirrosis cursa con una reduccion significativa del niumero absoluto de linfocitos T
circulantes (Perrin et al., 1984; Vetter et al., 1987; Morita et al., 2005; McGovern et al.,
2007).

Esta reduccion afecta a los linfocitos T CD4" y, especialmente, a los linfocitos T
CD8", lo que conlleva a un aumento del ratio CD4":CD8" (Perrin et al., 1984; Vetter et
al., 1987; Luna-Casado et al., 1997; Albillos et al., 2004 b; Morita et al., 2005; McGovern et
al., 2007; Li et al., 2010).
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Junto a ello, se ha descrito una importante disminucién de las células T novatas
(Luna-Casado et al., 1997; Albillos et al., 2004 b), que alcanza su nivel maximo en los
pacientes en la fase descompensada de la cirrosis y con signos de hiperactivacion
inmunitaria asociada a la TB (Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b). Un hecho
interesante es que esta reduccion ya es evidente en los estadios previos a la aparicion
de la cirrosis (Yonkers et al., 2011), lo que sugiere que la linfopenia de las células T
novatas circulantes podria ser considerada como una caracteristica inherente y

proporcional a la gravedad de la enfermedad hepatica.

Las células T memoria también se encuentran disminuidas en la cirrosis,
aunque, debido a la mayor disminucion de las células T novatas, se produce un
proporcional aumento de su frecuencia (Albillos et al., 2004b). Sin embargo, todavia no
ha sido descrita de forma especifica la distribucion de las distintas subpoblaciones de
linfocitos T memoria circulantes, las cuales pueden ser caracterizadas fenotipica y

funcionalmente gracias a su expresién diferencial de marcadores especificos.

Ademas, se ha descrito un aumento de los linfocitos T productores de
citoquinas tipo 1 (Thly Tc1l), el cual altera el equilibrio T tipo 1 / tipo 2 y contribuye a la
patogénesis del dafio hepatico. Asi, en la cirrosis se produce un aumento de los
linfocitos T CD4" y T CD8" productores de IFNy e IL-2 comparado con individuos
controles sanos (Laso et al., 1999; Kawakami et al., 2000; Murata et al., 2002; Lemmers et
al., 2009).

Los linfocitos Treg también se encuentran aumentados en la sangre periférica
de los pacientes con cirrosis, alcanzando sus mayores frecuencias cuando hay
presencia de ascitis, elevada concentracion de LBP en suero y en el desarrollo de
hepatocarcinoma, independientemente de la etiologia (Fu et al., 2007; Marquez et al.,
2009; Li et al., 2010).

Funcionalmente, los linfocitos T circulantes en la cirrosis muestran una
disminucion de su capacidad de proliferacion (Deviere et al., 1988; Giron-Gonzalez et al.,
1994; Morishima et al., 2012) y de la actividad citotoxica (Morita et al., 2005; Laso et al.,
2010) que, en el caso concreto de la etiologia alcohdlica, se incrementa si existe un
consumo activo poniendo de manifiesto el efecto supresor del alcohol sobre los
linfocitos T en la cirrosis. Junto a ello, la expresion de moléculas relacionadas con la
activacion celular aumenta en la superficie de los linfocitos T (Santos-Pérez et al., 1996;
Luna-Casado et al., 1997; Laso et al., 2000; Marquez et al., 2009), mientras que la

molécula coestimuladora CD28 disminuye (Manfras et al., 2004; Marquez et al., 2009;
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Laso et al., 2010). Estos cambios se han asociado a un estado de hiperactivacion
inmune debido a estimulacién crénica en la cirrosis, la cual se ha relacionado con la
gravedad de la enfermedad y con la expansion oligoclonal de células T memoria con
caracteristicas de envejecimiento celular (Song et al., 2001; Manfras et al., 2004,
Marquez et al., 2009; Hoare et al., 2010; O'Bryan et al., 2011).

Ademas, los linfocitos T de sangre periférica parecen ser mas susceptibles a la
muerte celular por apoptosis, tanto de forma espontanea como tras induccién por
diferentes estimulos, independientemente de la etiologia (Toubi et al., 2001; Szuster-
Ciesielska et al., 2005; Marquez et al., 2009). Sin embargo, queda por esclarecer el
papel de la apoptosis sobre las distintas poblaciones y subpoblaciones T CD4"y T

CD8" circulantes en la cirrosis.

Linfocitos B

Los linfocitos B presentan una reduccion en su numero y frecuencia en la
sangre periférica de los pacientes con cirrosis, un hecho que es evidente en el caso de
la cirrosis alcohdlica (Cook et al., 1996; Laso et al., 1996; Massonnet et al., 2009) y, algo
menos claro, en pacientes con cirrosis por el virus de la hepatitis C (VHC) (Doi et al.,
2012).

Recientemente, se ha demostrado que en pacientes con cirrosis, se da una
disminucion del numero y frecuencia de los linfocitos B memoria, un hecho que se
correlaciona con la disfuncion hepatica y la hipertension portal, y que se asocia a un
posible aumento de su diferenciacion a plasmablastos. Ademas, esta disminucion de
linfocitos B memoria se ha asociado especificamente a la reduccion de la
subpoblaciéon CD27" IgM®, la cual parece estar implicada en la respuesta de los

linfocitos T independiente de antigenos (Doi et al., 2012).

Ademas, los linfocitos B memoria en la cirrosis muestran una disminucion de la
respuesta celular tras activacién a través del TLR-9 y del CD40 junto con una débil
expresion de molécula de coestimulacién CD70, reduccion de la produccion de TNFB e
IgG y de la capacidad de estimular a los linfocitos T CD4" (Massonnet et al., 2009; Doi
etal., 2012).

A través del reconocimiento de PAMPs, los linfocitos B producen Igs
contribuyendo asi a la hipergammaglobulinemia caracteristica de los pacientes con

cirrosis (Massonnet et al., 2009). Recientemente, se ha demostrado la presencia de
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elevados niveles séricos de Igs especificas de patdgenos en pacientes con cirrosis
como, por  ejemplo, anticuerpos  anti-galactosamina, el  componente
fosfopeptidomanano de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae (ASCA),
glicanos o lisados de complejos de proteinas bacterianas intestinales (OMP) (Mehta et
al., 2008; Papp et al., 2010), lo que se ha asociado a la gravedad de la enfermedad
hepatica y a la expansion clonal de los linfocitos B productores de Igs en respuesta a

estimulacién antigénica cronica (Vallat et al., 2004; Fazi et al., 2010).

Finalmente, cabe sefialar que en pacientes con hepatitis C crénica se ha
descrito que los linfocitos B memoria circulantes maduros muestran una reduccién de
su capacidad de proliferacién (Sugalski et al., 2010; Oliviero et al., 2011), junto con una
mayor resistencia a la apoptosis y una posible mayor migracion al higado (Sugalski et
al., 2010; Mizuochi et al., 2010; Mizuochi et al., 2011). Sin embargo, en la actualidad no

existen datos relacionados con estas alteraciones en la cirrosis.

Células NK

Las células NK se encuentran disminuidas en la sangre circulante de los
pacientes con cirrosis de etiologia alcohdlica y por infeccién por el VHC (Nakajima et
al., 1986; Bonorino et al., 2009; Harrison et al., 2010; Laso et al., 2010). Junto a ello, se da
una redistribucién de sus subpoblaciones, que cursa con un incremento de las células
CD56"™" con funcién inmunorreguladora, y una disminucién de las células CD56"™,

con funcién citotdxica (Lin et al., 2004; Bonorino et al., 2009; Harrison et al., 2010).

Sin embargo, hay que indicar la existencia de algunas diferencias en funcion de
la etiologia. De este modo, en pacientes alcohodlicos sin enfermedad hepética la
deplecién de las células NK es mucho méas profunda que en los pacientes con cirrosis
(Laso et al., 2010). Por otro lado, en pacientes con hepatitis C crénica sin y con cirrosis
se da la misma reduccion y redistribucion descrita anteriormente (Lin et al., 2004; Meier
et al., 2005; Bonorino et al., 2009; Harrison et al., 2010). Y, en el caso de hepatitis B
cronica no se han encontrado diferencias ni en el nimero ni en la distribucion de las
células NK respecto a individuos controles sanos (Bonorino et al., 2009; Tjwa et al.,
2011).

Ademas, el equilibrio entre los receptores activadores e inhibidores que regulan
la activacion de las células NK (NKRs) se altera en la cirrosis, donde se ha observado
una disminucién de los receptores activadores NKp30, NKp46 y NKG2D (Bonorino et
al., 2009; Harrison et al., 2010; Laso et al., 2010; Tjwa et al., 2011). Y, en el caso de los
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receptores inhibidores como, por ejemplo, NKG2A o CD158a, los resultados difieren
en funcién de las diferentes etiologias (Nattermann et al., 2006; Bonorino et al., 2009;
Laso et al., 2010).

Junto a ello, las células NK presentan una disminucion de la activacion y la
capacidad citotdxica en la cirrosis por el VHC y también en el alcoholismo crénico (Lin
et al., 2004; Laso et al., 2010). En la hepatitis crénica por VHC y por el virus de la
hepatitis B (VHB) también se da una disminucién de la activacion, que afecta sobre
todo a la subpoblacién citotoxica CD56"™, y que se asocia a una reduccién de la
citotoxicidad (Corado et al., 1997; Par et al., 2002; Lin et al., 2004; Laso et al., 2010; Tjwa
et al., 2011). Sin embargo, parece que las células NK que son activadas muestran una
mayor susceptibildad a la muerte celular por apoptosis, como ha sido descrito en

pacientes con cirrosis y en hepatitis C cronica (Lin et al., 2004; Panasiuk et al., 2010).

Por ultimo, se ha descrito una reduccion de la produccién de IFNy por las
células NK en la hepatitis cronica B y C (Bonorino et al., 2009; Tjwa et al., 2011),
mientras que en la cirrosis alcohdlica se da un ligero aumento acompafiado de una

mayor produccién de TNFa (Laso et al., 2010).

Monocitos

En la cirrosis los monocitos circulantes se encuentran significativamente
expandidos, independientemente de la etiologia (Giron-Gonzalez et al., 1994,
Zimmermann et al., 2010; Zhang et al., 2011). Ademas, su numero y frecuencia
aumentan en presencia de ascitis y elevadas concentraciones de LBP en suero
(Albillos et al., 2004 b; Marquez et al., 2009) y con la gravedad de la cirrosis (Child C > B
> A) (Seidler etal., 2012).

Junto a ello, se ha observado una redistribucién de las subpoblaciones de
monocitos, con un aumento de los denominados monocitos clasicos (CD14" CD16) y
con la consecuente disminucion de los monocitos proinflamatorios (CD14" CD16%), la
cual es especialmente evidente en pacientes en estadios avanzados de la enfermedad
y con signos de activacion inmune (Zimmermann et al., 2010; Zhang et al., 2011; Seidler
etal., 2012).

Fenotipicamente, los monocitos presentan un aumento de la expresion de las
moléculas de coestimulacion CD80, CD86 y CD40 y de los marcadores de activacion
HLA-DR y CD25, sobre todo en la subpoblacién clasica (CD14" CD16) (Zimmermann
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et al., 2010; Zhang et al., 2011; Seidler et al., 2012) y en pacientes con LBP elevado y
ascitis (Albillos et al., 2004b; Marquez et al., 2009). Por el contrario, algunos estudios
han mostrado una disminucion de la expresién de HLA-DR y CD86 en los monocitos
de pacientes cirroticos con fallo hepatico agudo y crénico, un fenébmeno conocido
como pardlisis inmune que se relaciona con la disfuncién del sistema inmune y con las
severas complicaciones de las infecciones bacterianas secundarias (Lin et al., 2007,
Xing et al., 2007).

También, se han descrito alteraciones en la expresion de los TLRs en los
monaocitos circulantes en la cirrosis, concretamente de los TLR2 y TLR4, aunque con
variaciones entre los diferentes estudios. Asi, algunas investigaciones muestran un
incremento de la expresion del TLR4 en los monocitos periféricos en pacientes con
cirrosis descompensada y en fallo hepéatico agudo y crénico (Xing et al., 2007; Montes-
de-Oca et al., 2011). Sin embargo, otros estudios muestran que la expresion del TLR4
disminuye y no hay cambios en la expresion del TLR2 (Testro et al., 2010) o, por el
contario, que la expresion del TLR2 aumenta sin variacion en la expresion del TLR4
(Riordan et al., 2003).

Finalmente, asociado a la expresion de los TLRs se halla la produccién de
citoquinas proinflamamtorias. Asi, los monocitos activados en la cirrosis, producen
elevadas cantidades de TNFa, IL-6 e IL-1B (Riordan et al., 2003; Albillos et al., 2004b;
Zimmermann et al., 2010; Zhang et al., 2011).

Neutroéfilos

Durante mas de 30 afios se ha intentado identificar la disfuncion inmune que
acompafa a la cirrosis. Muchos estudios lo han focalizado en la inmunidad innata, de
la que los neutréfilos son un componente esencial. Los datos encontrados sobre los
neutrofilos en cirrosis son paradoéjicos. Por un lado, algunos estudios sugieren una
activacion de los neutréfilos lo que indica una buena disposicion para eliminar las
bacterias (Condliffe et al., 1998), debido a la sobreproduccién de peréxido de
hidrégeno, una disminucion en la expresion de L-selectina (Taieb et al., 2000) y altos
niveles de elastasa (Stanley et al., 1996), sin embargo, por otro lado, también se ha
demostrado una actividad fagocitica disminuida en estas células que correlaciona con
la severidad de la enfermedad hepatica (Rajkovic et al., 1985; Fiuza et al., 2000; Kirsch
et al., 2000; Parlesak et al., 2003). Esta paradoja ha sido resuelta mediante la
observacion de que los neutrdfilos en la cirrosis hepatica estan totalmente activados

en sangre periférica, donde normalmente deberian encontrarse en estado de reposo,

-44 -



Introduccién

pero con una gran disminucion en su capacidad fagocitica (Leber et al., 2009). Esto
tiene dos consecuencias importantes: primero, la produccion de radicales libres de
oxigeno en la sangre periférica podria ser perjudicial para otros tipos celulares v,
segundo, debido al gran estallido oxidativo, los neutréfilos agotarian toda su energia
siendo incapaces de responder a los estimulos bacterianos mediante la fagocitosis
(Leber et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Disfuncion neutrofilica en la cirrosis he patica. Los neutrdfilos son totalmente
activados con productos como la endotoxina lo que ¢ onduce a la aparicién de estrés
oxidativo y pérdida de su capacidad fagocitica. Los neutréfilos activados migran al
higado donde, junto con las células de Kupffer, cau  saran un mayor dafio hepéatico (Leber
et al.,, 2009)

4.2 Activacion del sistema inmune inflamatorio

Las citoquinas liberadas por las células del sistema inmune son clave en la
regulacién de esta respuesta inflamatoria frente a la lesion que modula la fibrogénesis
hepética, y esta respuesta inflamatoria se extiende a nivel sistémico. Asi, la
inflamacién precede y promueve la progresién de la fibrosis hepatica. (Bataller et al.,
2005).

Por ejemplo, la proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1 (MCP-1) y
RANTES estimulan la fibrogénesis mientras que la IL-10 y el IFNy ejercen el efecto
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contrario, (Tilg et al., 1993; Shi et al., 1997; Von Baehr et al.,, 2000; Schwabe et al., 2003).
El TGFp, producido masivamente por las células de Kupffer, parece ser un mediador
de la fibrogénesis, favoreciendo la transformacién de las células estrelladas a
miofibroblastos, asi como estimulando la sintesis y deposicién de proteinas de la
matriz extracelular, al tiempo que inhibe su degradacién (Castilla et al., 1991). Las
citoquinas con propiedades vasoactivas también regulan la fibrogénesis hepatica, asi,
las sustancias vasodilatadoras como el oOxido nitrico, poseen propiedades
antifibréticas, mientras que los vasoconstrictores, como la norepinefrina, poseen el
efecto contrario (Chu et al., 1997; Oben et al., 2004). Por su parte, el TNFa desempefa
un papel fundamental en el deterioro hemodinamico caracteristico de la cirrosis (Chu et
al., 1997; Lopez-Talavera et al., 1997; Mufioz et al., 1999; Wiest et al., 1999b; Albillos et al.,
2003).

Diversos estudios en pacientes y en modelos experimentales han constatado la
existencia en la cirrosis de un marcado estado proinflamatorio sistémico, manifestado
por un aumento de los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias y un
incremento en la expresion de antigenos de activacion en las diferentes poblaciones
celulares del sistema inmune (Tilg et al., 1992; Lépez-Talavera et al., 1997; Mufioz et al.,
1999; Wiest et al., 1999a; Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b; Mufioz et al., 2005;
Albillos et al., 2010). De hecho, las elevadas concentraciones séricas de citoquinas son
un hallazgo propio de la cirrosis e independiente de su etiologia, aunque dependiente
del estadio de la enfermedad (Girén et al., 1992; Tilg et al., 1992; Tilg et al., 1993; Albillos
et al., 2003; Albillos et al., 2004b).

Asi pues, las fases descompensadas de la enfermedad se caracterizan por un
aumento en el nivel sérico de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IFNy, IL-18 e
IL-6 (Tilg et al., 1992; Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b), de mediadores
antiinflamatorios como IL-10, y de los receptores solubles de IL-18 y de TNFa (STNFRI
y STNFRIIl) (Tilg et al., 1993; Von Baehr et al., 2000). Es mas, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado en un modelo murino de cirrosis descompensada por
CCl, que la activacion sistémica del sistema inmune se caracteriza por un patron
proinflamatorio consistente en una polarizacion Thl con elevada produccién de IFNy
(Mufioz et al., 2005).

La cirrosis descompensada se relaciona también con un aumento en la
liberacion de TNFa y se han identificado los monocitos como las células del sistema

inmune responsables del aumento en el nivel circulante de esta citoquina. Los
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monocitos circulantes de pacientes y modelos animales de cirrosis con ascitis
presentan un aumento en la produccion espontanea de TNFa (Albillos et al., 2004b;
Mufioz et al., 2005). Ademas, en los pacientes cirréticos se da una correlacion directa
entre la produccién monocitaria y el nivel sérico de esta citoquina (Albillos et al., 2004b)
con una sensibilidad aumentada al estimulo con LPS (Deviere et al., 1990; Le Moine et
al., 1995; Albillos et al., 2004b), lo que se traduce en un aumento aun mayor de la

produccién de TNFa tras este estimulo.

Estos hallazgos han conducido a proponer el TNFa como la diana molecular
sobre la que desarrollar estrategias terapéuticas en cirrosis. Diversos estudios han
tratado de reducir los efectos de esta citoquina a nivel sistémico en modelos
experimentales de cirrosis e hipertension portal, inhibiendo su sintesis (Lopez-Talavera
et al., 1996; Ldpez-Talavera et al., 1997), o mediante el bloqueo de esta citoquina
utilizando anticuerpos monoclonales anti-TNFa (limuro et al., 1997; Mufioz et al., 1999).
No obstante, estudios mas recientes desarrollados por nuestro grupo de investigacion,
han demostrado en un modelo experimental de cirrosis por ligadura y seccién del
conducto biliar (BDL), que el tratamiento con AM3, un inmunomodulador biolégico que
inhibe especificamente el TNFa producido por los monocitos activados por LPS (Brieva
et al., 1999; Reyes et al.,, 2004; De la Hera et al., 2004), no sélo atenlda el estado
proinflamatorio sistémico y hepatico de las ratas con cirrosis descompensada, sino que
disminuye la fibrosis hepatica y revierte parcialmente el estado circulatorio
hiperdinamico sin aumentar la susceptibilidad a infecciones bacterianas (Albillos et al.,
2010).

5. SISTEMA INMUNE EN LAS INFECCIONES BACTERIANAS EN LA
CIRROSIS HEPATICA

Hay numerosos indicios de que los productos bacterianos podrian promover la
activacion del sistema inmunitario en la cirrosis. En este sentido se ha demostrado la
relacién entre la activacion del sistema inmune y la TB a los GLM, la reduccion de este
estado de activacion tras la decontaminacidn intestinal con antibiéticos y su asociacion
con un elevado riesgo de infecciones bacterianas espontaneas en los pacientes con
elevada concentracion plasmatica de proteina de union al lipopolisacéarido (LBP) (Wiest
et al., 1999a; Albillos et al., 2003; Genesca et al., 2003; Albillos et al., 2004a; Mufoz et al.,
2005)

La TB a los GLMs ha sido descrita en pacientes y modelos experimentales de

cirrosis con ascitis (Runyon et al., 1994; Garcia-Tsao et al., 1995; Perez-Paramo et al.,
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2000; Genesca et al., 2003; Albillos et al., 2005; Guarner et al., 2006). Estudios recientes
realizados por nuestro grupo en un modelo experimental de cirrosis con ascitis han
demostrado que la activacion de las células del sistema inmune en las ratas cirréticas
se inicia en los GLMs en respuesta al paso de bacterias y, posteriormente, impacta a
nivel sistémico por la recirculacion de estas células (Muiioz et al., 2005); ademas, en la
fase compensada de la cirrosis experimental ya se observa TB a los GLMs, en los
cuales se genera una respuesta inflamatoria de &mbito local, y una expansion de las
células activadas del sistema inmune en la sangre periférica junto con un aumento del

nivel de citoquinas proinflamatorias circulantes (Ubeda et al., 2010).

Una vez que las bacterias atraviesan la pared intestinal, son detectadas por las
células de la estirpe monocito/dendritica localizadas en la lamina propia de la mucosa
del intestino, que se activan y fagocitan los microorganismos (Turnbull et al., 2001).
Pero no solo las bacterias son capaces de provocar la activacion de las células
fagociticas, también los productos bacterianos son capaces de provocar una respuesta
innata local (Akira et al., 2001). Esta activacion de la respuesta innata depende del
reconocimiento especifico de moléculas altamente conservadas en la superficie de los
patégenos, los PAMPs, entre los que se encuentra, por ejemplo el LPS bacteriano,
gue la mayor parte de las células mononucleares reconocen por medio de PRRs
(Dobrovolskaia et al., 2002) y entre los que se encuentran los TLR mas relevantes en
cirrosis que, como ya hemos dicho anteriormente, son TLR2, 4 y 9. El LPS se une al
receptor CD14 que expresan los monocitos, lo que, a su vez, facilita la posterior
interaccion de ambas moléculas por el TLR4 en la superficie de estas células. La
sefalizaciébn por esta via induce en los monocitos la activacion del factor de
transcripciéon NF-k3, lo que desemboca en la liberacion de citoquinas proinflamatorias,
como el TNFa, la IL-1B y la IL-6, y de quimioquinas, la liberacion del dominio
extracelular del receptor CD14 y la expresion de moléculas coestimuladoras como el
CD80 vy el CD86 y de moléculas de MHC-1 y II.

Tras la activacion y fagocitosis de las bacterias por células de la estirpe
monocito-dendritica, éstas migran al GLM local, donde presentan péptidos proteicos
de las enterobacterias ya procesados a las células T novatas, que se encuentran
continuamente recirculando por los 6rganos linfoides secundarios (Albillos et al., 2006).
Si las células Th reconocen su antigeno especifico, se activan. También las células B
dejan de recircular por los ganglios linfaticos cuando encuentran su antigeno
especifico, y quedan alli retenidas. La interaccion con las células Th activadas

favorece la activacion de las células B, y se establece asi lo que se conoce como un
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foco primario de expansion clonal, en el que ambos tipos de linfocitos proliferan. Parte
de las células Th activadas quedan retenidas en el GLM, mientras que otras salen a la
circulacion para desde alli, guiadas por quimioquinas y moléculas de adhesion recién
expresadas, alcanzar el tejido periférico inflamado de donde procedia el antigeno que
las activd (Young, 1999). Una de las citoquinas liberadas como consecuencia de la
presentacion antigénica en el GLM es el TNFa. El TNFa posee una funcion reguladora
en la superficie de las células accesorias, los linfocitos T, B y NK, y las células
polimorfonucleares (PMN) (Albillos et al., 2006). Esta citoquina, ademas, es capaz de
producir estrés y dafio en las células parenquimatosas que causan la generacion de
reactantes inflamatorios. EI TNFa también ejerce una accion morfogénica en los
ganglios linfaticos, que favorece la cooperacién entre las células accesorias,
macrofagos y linfocitos. Por lo tanto, la liberacién local de esta citoquina participa en la
defensa del tejido infectado. Sin embargo, si las bacterias consiguen burlar los
sistemas de defensa y alcanzan la circulacién sanguinea, los mismos mecanismos por
los que el TNFa contiene la infeccion local de forma tan eficaz pueden ser letales a
nivel sistémico. La sepsis se acompafa de la liberacion masiva de TNFa y otras
citoquinas proinflamatorias en el bazo, el higado y otras localizaciones, lo que
ocasiona vasodilatacion y la pérdida de volumen plasmatico por aumento de la
permeabilidad vascular que conducen, en Ultima instancia, al shock (Albillos et al.,
2006).

En la PBE (una de las infecciones mas frecuentes de la cirrosis hepatica), la
cavidad peritoneal es probablemente el compartimento con la peor defensa en la
cirrosis descompensada. De hecho, el LA puede ser considerado como un factor de
riesgo para el desarrollo de peritonitis. En condiciones normales, los mecanismos de
defensa de la cavidad peritoneal son muy eficientes y la inyeccion intraperitoneal de
organismos individuales no causa peritonitis a no ser que haya presencia de LA o
sustancias adyuvantes (Dunn et al. 1984). En la cirrosis, la deficiencia de mecanismos
de defensa locales frente a las bacterias, incluyendo la disfuncién inmunolégica celular
y humoral, limita el aclaramiento bacteriano peritoneal. (Wiest et al. 2012). La
capacidad fagocitica de monocitos/macréfagos residentes es la primera linea de
defensa ya que atraen PMN mediante la liberacion de factores quimiotacticos y
activacion del complemento. EI MCP-1 es una de las quimioguinas mas potentes, y un
polimorfismo funcional ha sido propuesto como factor de riesgo para la PBE en cirrosis
alcoholica (Gabele et al. 2009). Ademas, es necesario un gradiente quimiotactico para
reclutar de manera apropiada los neutréfilos a la cavidad peritoneal. Quimioatrayentes

de PMN como Zymosan son muy efectivos a la hora de la prevencion de la muerte de
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animales con peritonitis inducida con E.coli cuando se administra localmente aunque
no sistémicamente (Joyce et al. 1978). Desafortunadamente, poco se conoce sobre la
afluencia, flujo de salida y la cinética de los neutréfilos de LA en la cirrosis y de su

dependencia al tipo, alcance y duracion del estimulo bacteriano.

5.1 Uso de medicamentos en las infecciones bacteria nas en la

cirrosis

La profilaxis antimicrobiana es una de las opciones para prevenir el riesgo de
infecciones bacterianas en la cirrosis. Asi, por ejemplo, en estudios realizados por
nuestro grupo se ha observado una reduccion del estado de activacion inmune tras la
decontaminacion intestinal con norfloxacino (Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b;
Mufioz et al., 2005). También se ha demostrado que el uso de fluoroquinolonas o
sulfametoxazol/trimetoprim en pacientes con PBE previa disminuye los episodios de
PBE (Rimola et al., 2000). Por el contrario, esta profilaxis de la PBE se ha asociado con
el desarrollo de la bacteria Clostridium difficile (Bajaj et al., 2010). Una opcién
alternativa y actualmente en emergencia en la modulacion de las infecciones en la
cirrosis es el uso de antibiéticos no absorbibles como la rifaximina que parece
desempefiar un papel protector en la endotoxemia y la PBE (Bass et al., 2010;
Kalambokis et al., 2012). Por otro lado, en un estudio comparativo en pacientes
cirroticos con PBE se observdé que la administracién adyuvante de altas dosis de
albumina (1,5g/Kg en el dia 1 y 1g/Kg en el dia 3) junto con tratamiento antibidtico
previene el empeoramiento de la funcion renal (Singh et al. 2003). Sin embargo, este
régimen es principalmente efectivo en pacientes de alto riesgo caracterizados por un
nivel de bilirrubina sérica mayor a 4mg/dl. Ademas, en pacientes no seleccionados con
PBE, incluso a dosis bajas de albumina (10g/dia en los dias 1-3), se ha demostrado
una reduccién de los niveles séricos y asciticos de TNFa e IL-6 y una prevencién del

incremento en suero de NOx inducida por PBE (Heo et al. 2009).

Los inhibidores de la bomba de protones (IBPs) se encuentran entre los
medicamentos mas prescritos en la cirrosis (Chavez-Tapia et al., 2008). Sin embargo,
los IBPs predisponen al SBI, afectan negativamente a la funcién inmune y contribuyen
ala TB (Kedika et al., 2009). Asi, varios estudios retrospectivos han revelado una fuerte
asociacion entre el uso de IBPs y el desarrollo de PBE y de Clostridium difficile (Bajaj
et al., 2009; Bajaj et al., 2010; Trikudanathan et al., 2011).

Otra asociacion aparentemente contradictoria sobre el resultado negativo de

las infecciones en la cirrosis es el efecto de los B-bloqueantes no selectivos (BBNSSs).

-B0-



Introduccién

Algunos estudios han mostrado su beneficio a través de una reduccion en el desarrollo
de PBE (Senzolo et al., 2009; Krag et al., 2011). A la inversa, un estudio reciente
muestra que el uso de BBNSs parece disminuir la supervivencia en el caso concreto
de pacientes con ascitis refractaria (Serste et al., 2010). Tales resultados anteriores han
dado lugar a la denominada "hipétesis de ventana”, la cual sugiere que los BBNSs
solamente mejoran el resultado en un estrecho margen o ventana de la historia natural
de la cirrosis, concretamente entre los pacientes que presentan varices esofagicas de
tamafio mediano a grandes antes del desarrollo de la enfermedad hepatica en fase

avanzada (Krag et al., 2012).

Por lo tanto, son necesarios estudios adicionales en este &mbito para precisar
el papel y uso clinico de antibiéticos, IBPs y BBNSs en la aparicion de cepas
bacterianas multirresistentes, y para reducir las infecciones y la mortalidad en la

cirrosis.

6. JUSTIFICACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

El modelo experimental de cirrosis por BDL que se ha elegido para este estudio
ha sido utilizado en un gran nimero de trabajos de cirrosis experimental (Bosch et al.,
1992) y se caracteriza hemodinamicamente por el desarrollo de hipertensién portal y
de sindrome de circulacién hiperdinamica (Sikuler et al., 1991; Fernandez et al., 1993;
Braillon et al., 1993). Este sindrome cursa con disminucion de las resistencias
vasculares sistémicas, disminucion de la presion arterial media y aumento del gasto

cardiaco (Colombato et al., 1992).

Alrededor de la sexta semana tras la induccion del modelo, aparecen lesiones
histologicas compatibles con cirrosis biliar que incluyen necrosis marcada de los
hepatocitos, inflamacion, proliferacién de los conductos biliares y fibrosis (Corbin et al.,
2003).

Es un modelo fiable, en que la cirrosis y sus complicaciones como las
alteraciones hemodinamicas o la ascitis se desarrollan de forma rapida, homogénea y
altamente reproducible. Esto permite disefiar un estudio en el que se controlen la
aparicion de signos como la ascitis que se observa en torno a la tercera semana tras la
induccién del modelo y que los experimentos se lleven a cabo en un estadio avanzado
de la enfermedad. La heterogeneidad y longitud en el tiempo de otros modelos
experimentales de cirrosis habrian hecho mas complejo y menos reproducible el

estudio.
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Otra ventaja de la utilizacion de animales con ligadura del conducto biliar es
gue no hay un téxico externo que actue directamente sobre el higado, como sucede en
el caso de modelos clasicos de cirrosis experimental tales como la administracion de
tetracloruro de carbono o dimetilnitrosamina (Bosch et al., 1992). Este efecto toxico

podria interferir en los resultados de nuestro estudio.
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Justificacion e hipotesis

Un hecho caracteristico de la cirrosis hepatica es la susceptibilidad
incrementada a la infeccién por bacterias de origen entérico. Las bases patogénicas
de esta alteracion pudieran ser diversas anomalias del funcionamiento del sistema
inmune que se han descrito en la cirrosis, que incluyen defectos en la funcion
fagocitica de los neutrdfilos, supresion de la actividad de las células NK, alteraciones
en la funcion de las células dendriticas intestinales, expansion de los monocitos de
sangre periférica productores de TNFa, respuesta disminuida a la activacion y a la
proliferacion de los linfocitos B, asi como activacion de las células T circulantes con
aumento en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias. Sin embargo, son escasos
los estudios que han caracterizado los cambios inmunoldgicos a nivel peritoneal en la
cirrosis, asi como las alteraciones producidas, tanto a nivel peritoneal como sistémico,
tras la induccién de la infeccion, y que podrian explicar la incapacidad del sistema

inmune para contener la diseminacion de las bacterias.

Nuestro grupo ha demostrado que las células dendriticas de la mucosa
intestinal de las ratas cirréticas con traslocacién bacteriana sufren la transicion de un
estado de maduracién y activacion adecuado a un estado de tolerancia, con reducida
capacidad fagocitica y de presentacién de antigenos. Este proceso se cree que es
consecuencia de la elevada presion antigénica a la que estdn sometidas las células
del sistema inmune en la cirrosis. Se ha prestado escasa atencion a la caracterizacion
y comportamiento funcional de células del sistema inmune a nivel peritoneal, a pesar
gue la peritonitis bacteriana espontanea es la infeccibn mas frecuente y caracteristica
de la cirrosis. Sin embargo, de forma similar a lo observado a nivel intestinal y
sistémico, un ambiente inflamatorio como consecuencia de la exposicidon continua a
bacterias pudiera causar la activacion crénica de las células del sistema inmune del
liguido ascitico, y el posterior deterioro de su funcién, lo que contribuiria a la

diseminacion de la infeccion.

Con el objeto de responder a estos interrogantes, analizamos la TB y la
diseminacion bacteriana en un modelo experimental de cirrosis biliar, caracterizamos
las alteraciones de las células del sistema inmune a nivel peritoneal y sistémico, y
evaluamos el efecto de la induccién de peritonitis bacteriana en los parametros

anteriormente mencionados.

Nuestra hipotesis establece que la cirrosis se asocia a un estado cronico de
inflamacién del sistema inmune, tanto a nivel peritoneal como sistémico, que es

consecuencia del estimulo bacteriano persistente, que podria dar lugar a una
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incapacidad de las células inmunitarias de responder a la infeccién, y que favoreceria

la diseminacién bacteriana.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es investigar si existe un mal funcionamiento
del sistema inmune que facilite la diseminacion de las infecciones bacterianas en la

cirrosis experimental.

Para alcanzar este objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

1. Estudiar si la traslocacion y la diseminacion bacteriana tras una una peritonits

inducida son mayores en ratas con cirrosis experimental.

2. Evaluar si existen diferencias en las alteraciones de las células del sistema
inmune en la circulacion sistémica y en la cavidad peritoneal entre ratas con
cirrosis experimental y controles, basalmente y tras la induccion de peritonitis

bacteriana.

3. Analizar el perfil de produccion de citoquinas por las células del sistema
inmune en la circulacion sistémica y en la cavidad peritoneal entre ratas con
cirrosis experimental y controles, basalmente y tras la induccion de peritonitis

bacteriana.
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Material y métodos

1. MODELOS EXPERIMENTALES

1.1 Cirrosis por ligadura y seccién del conducto bi liar.

El desarrollo de cirrosis por BDL comienza dos semanas después de la
inducciéon del modelo (Kountouras et al.,, 1984) y a las cuatro semanas todos los
animales intervenidos presentan la enfermedad (Poo et al., 1997). Tres semanas
después de la induccion de cirrosis, algunos animales comienzan a desarrollar ascitis,
y a las seis semanas la ascitis se detecta en todos los animales. Este modelo de
induccién de cirrosis es de desarrollo rapido, reproducible y homogéneo, y el
porcentaje de colaterales portosistémicas que desarrollan estos animales es
intermedio (en torno al 40%) en comparacion con los otros dos modelos clasicos de
hipertensién portal, la estenosis parcial de la vena porta (90-95%) y la cirrosis por
administracion de tetracloruro de carbono, modelo en que el grado de colateralizacion
es bajo y muy variable (en torno al 30%) (Vorobioff et al., 1984; Colombato et al., 1990;
Bosch et al., 1992). La mortalidad referida del modelo es de un 20-35% (Colombato et
al., 1990; Fernandez et al., 1993). La duracién del modelo en nuestro caso fue de 5
semanas, con objeto de que los animales tuvieran ascitis y se encontraran en un

momento evolutivo tardio de la enfermedad.

Se utilizaron 49 ratas Wistar macho de 140+13 gramos de peso suministradas
por el Centro de Experimentaciéon Animal de la Universidad de Alcala. Fueron
estabuladas en jaulas individuales y sometidas a un ambiente controlado con
temperatura constante de 21°C y 12 horas de ciclo luz/oscuridad. Los animales
tuvieron libre acceso al agua y a dieta estandar de rata, y todos los experimentos se
llevaron a cabo segun la normativa vigente sobre Experimentacion y Proteccion de los
Animales utilizados en Experimentacidon y otros Fines Cientificos reflejada en el Real
Decreto R.D. 1201/2005, de 10 de octubre de 2005.

Tras ayuno nocturno, los animales fueron anestesiados con sevoflurano
(Sevorane; Abbott Laboratorios, Madrid, Espafia) por via inhalatoria. Una vez
preparado el campo operatorio y en condiciones de esterilidad, se practic6 una
laparotomia sagital a nivel de la linea alba, extrayendo el paquete intestinal y
envolviéndolo cuidadosamente en gasas estériles empapadas con suero salino estéril
(SSE) a 37°C, permitiéndose asi el acceso al hilio hepético. A continuacion, se diseco
el conducto biliar y se pasaron dos ligaduras de hilo de seda de 5/0. Una de ellas se

colocé en posicion distal, inmediatamente por debajo de la bifurcacion de los
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conductos biliares hepéaticos, y la otra con disposicién proximal, por encima de la union
con el conducto pancreatico. Tras cerrar con un nudo doble la ligadura proximal, se
instil6 formaldehido al 10% (Colombato et al., 1994) en el conducto biliar de manera
retrograda, y a dosis de 120ul/100g de peso del animal, e inmediatamente se procedid
a cerrar la ligadura distal de igual forma que la anterior. Seguidamente, se cort6 el
conducto biliar entre las dos ligaduras, para evitar una posible recanalizacion y se
instilaron en la zona 2 ml de SSE a 37°C, empapando también con €l el paquete
intestinal antes de reintroducirlo en la cavidad abdominal. Posteriormente, se cerré la
pared del abdomen en dos planos, el profundo con sutura continua (con hilo de seda
de 5/0) y el mas superficial con sutura discontinua (con hilo de seda de 3/0). Al término
de la operacion, se administraron 50ug de vitamina K por via subcutdnea (Beck et al.,
1995), inyeccion que se repiti6 semanalmente hasta finalizar el tiempo correspondiente
al desarrollo del modelo. Tras desinfectar la zona y marcar a los animales, se les dej6
recuperarse en una jaula individual con calor. La eficacia del modelo se constato

observando la orina colUrica a las 48 horas de la intervencion.

Con los animales a los que se practicd cirugia simulada, que en este estudio
los denominaremos ratas control, se realizé una laparotomia y Gnicamente se disecé el

conducto biliar, sin hacer ninguna otra manipulacién a ese nivel.

1.2 Peritonitis bacteriana Inducida por inyeccion i ntraperitoneal

de Escherichia coli

1.2.1 Transfeccion de Escherichia coli con el plasmido

resistente a ampicilina

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosomico, circular y
generalmente de pequefio tamafio que se encuentran en muchas especies
bacterianas y que se pueden replicar de manera independiente del ADN cromosémico.
A diferencia de éste, los pldsmidos no son necesarios para la viabilidad general de la
célula, pero pueden contener genes que contribuyen a la supervivencia en condiciones

especiales, como los que confieren resistencia a antibiotico.

En nuestro caso se utilizd un plasmido con resistencia al antibiético ampicilina
(Figura 1), cuya presencia permite seleccionar las bacterias que portan estos
plasmidos, gracias a su capacidad para crecer en presencia de dicho antibiético (el

gen de resistencia codifica una beta lactamasa, enzima que degrada la ampicilina).
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Para llevar a cabo la transfeccion se utilizaron 2 cepas diferentes de E.coli, la
cepa DH5aq, en la cual se propago6 el plasmido con resistencia a ampicilina mediante
choque térmico, y la cepa BL21, donde se llevé a cabo la multiplicacion del mismo.
Esta cepa BL21 posee una deficiencia de proteasas lo que evita degradar los
productos recombinantes y permite una alta eficiencia de transformacién con un
plasmido modificado. Por ello se selecciond esta cepa de E.coli para la replicacion del
plasmido con resistencia a ampicilina y su posterior inyeccién en los animales objeto

de estudio.

Figura 1. Plasmido con el gen de resistencia a ampi  cilina.

1.2.2 Induccion de peritonitis bacteriana

Las bacterias E.coli fueron previamente transfectadas con el pldsmido que
llevaba incorporada la resistencia al antibitico ampicilina. A continuacién, se
cultivaron en medio de cultivo Luria Bertani suplementado con ampicilina (LB/amp)
toda la noche, se midi6 su concentracion mediante nefelometria y se verificd

posteriormente por recuento en placa LB/amp.

El modelo de peritonitis bacteriana inducida (PBI) con E.coli-ampicilina” se
realizo tanto en ratas a las que se les habia practicado la cirugia BDL (ratas cirréticas),
como en ratas control (cirugia simulada). Cada experimento de induccién se realiz6 de
forma pareada (en una rata cirrética y en una rata control), para tener exactamente las

mismas condiciones.

Tras ayuno nocturno, los animales se anestesiaron con Sevoflurano por via
inhalatoria. Una vez preparado el campo operatorio, y en condiciones de esterilidad, se

llevé a cabo la PBI mediante inyeccion intraperitoneal de E.coli-ampicilina®, con aguja
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de 18G, y a una concentracién de 10® unidades formadoras de colonias (cfu)/ml en 3
ml de SSE.

Transcurridas 2 horas tras la PBI, se sacrificaron a los animales.

.
-““‘

-
| 2 .
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puet®
Cirugia de ligadura de Fin del Induccién
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Bacteriana
(PBI)
et =" 5
. PBI * Horas — O 1 2
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‘I gus® sent
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E.coli-amp Fin del
modelo PBI

Figura 1. Disefio experimental

2. DISENO DEL ESTUDIO

El objetivo de este estudio fue determinar las alteraciones inmunoldgicas en
LA/peritoneal y en sangre periférica en ratas cirréticas y en ratas control tras la PBI.
También se evalu6 la diseminacion bacteriana a los distintos tejidos incluidos en el

estudio que fueron GLM, higado, bazo y pulmoén en los modelos experimentales
anteriormente descritos, que son:

- Ratas cirréticas PBI (n=9)

- Ratas control PBI (n=12)

Ratas cirréticas con inyeccion intraperitoneal de SSE (n=11)

Ratas control con inyeccion intraperitoneal de SSE (n=17)
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Los experimentos se llevaron a cabo 5 semanas después de inducir el
desarrollo de cirrosis mediante BDL o de la cirugia simulada y 2 horas después de la

PBI o de la inyeccién de SSE.

Una vez transcurrido ese tiempo, se anestesid de nuevo al animal con

Sevoflurano por via inhalatoria para asi comenzar el estudio.

Posteriormente en las ratas control se inyectaron intraperitonealmente 20 ml de
SSE a 4°C con aguja de 18G. Se realizé un masaje abdominal durante un minuto, para
promover la separacion de las células adheridas al peritoneo, y posteriormente una
laparotomia sagital a nivel de la linea alba, para recoger el liquido peritoneal

inyectado. En las ratas cirréticas se procedio a recoger directamente el LA.

Del LA/liquido peritoneal obtenido se recogié una alicuota de 1 ml, que se
congel6 para andlisis posteriores, y 2 alicuotas mas para cultivar en medio con y sin
ampicilina. El volumen de liquido peritoneal/ascitico restante se llevé hasta 50 ml de
solucién salina equiliborada de Hank sin Ca™ ni Mg™ (HBSS sin Ca™ ni Mg™;
BioWhittaker, Verviers, Belgica), se centrifugd a 1350 revoluciones por minuto (rpm)
durante 10 minutos, y se resuspendié en Medio Modificado de Eagle Dulbecco’s
(DMEM; BioWhittaker, Verviers, Bélgica) suplementado con glucosa (4.5 g/l), L-
Glutamina, 10% de suero fetal de carnero (FCS; Gibco, Grand Island, NY, USA), 25
mM de HEPES (BioWittaker) y 1% de penicilina-estreptomicina (Whitaker

Bioproducts), para llevar a cabo el contaje celular en camara de Neubauer.

Se ajustaron las células a 1x10°%ml para realizar el estudio inmunofenotipico de

las diferentes poblaciones y subpoblaciones celulares.

Posteriormente, se llevé a cabo la extraccion de sangre a través de la aorta con
equipo alado 21G (Vacutainer®) y los PBMCs se separaron por el método de
centrifugacién por gradiente de densidad (Ficoll-Paque. Amersham Biosciences,
Sweden). Dos alicuotas de 1ml de plasma se congelaron a -80°C para posteriores

determinaciones.

Recogida de muestras:

Una vez realizada la laparotomia sagital y recolectado el fluido
peritoneal/ascitico y la sangre, se llevé a cabo la toma de muestras tisulares (utilizando
material estéril en la toma de cada muestra, para evitar contaminacion de un tejido a

otro):
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- Se aisl6 toda la cadena de GLM y se pesaron en una balanza de precision.

- Se aisl6 una muestra de higado, bazo, pulmén y se pesaron en una balanza de

precision.

Se llevé a cabo la homogeneizacion de cada tejido con una relacién 1:2 (mg
peso:ul SSE) en potter o ultra turrax T10 IKA (este dltimo en el caso del higado y
pulmon cirréticos) y posteriormente se cultivaron 100 ul del homogenado en medio

Luria Bertani sin y con ampicilina (LB y LB/amp).

3. ESTUDIO MICROBIOLOGICO

Los homogenados de GLM, higado, bazo y pulmoén se sembraron en placas de
LB y LB/amp, se incubaron a 37°C durante 48 horas y se evalud la presencia de
bacterias, asi como el recuento de cfu para el posterior calculo de las cfu/g de tejido.

La TB se definié como la presencia de microorganismos viables en los GLM.

4. ESTUDIO DEL SISTEMA INMUNE DE LIQUIDO
PERITONEAL/ASCITICO Y SANGRE

Las PBMCs se separaron por el método de centrifugacion por gradiente de
densidad, mientras que las células mononucleares del LA y peritoneal se lavaron en
medio HBSS. Después de contarlas con una camara de Neubauer, las células se

resuspendieron en medio completo DMEM a una concentracion de 1x10° células/ml.
4.1 Expresion de antigenos de superficie

La distribucién de monocitos, células B, T y NK de sangre periférica y
LA/liquido peritoneal se determinaron por inmunofluorescencia de cuatro colores y
citometria de flujo cuantitativa en un citometro FACScalibur, usando el programa Cell
Quest (Becton-Dickinson, San José, CA) para el andlisis de datos. Las suspensiones
celulares se incubaron con anticuerpos monoclonales marcados con combinaciones
de isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), proteina peridin clorofila
(PerCP) y aloficocianina (APC). Se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratén

especificos frente a los diferentes antigenos de rata objeto de estudio (Tabla 1).

Los anticuerpos monoclonales anti- CD3-APC (1F4), anti- CD4-PE y PerCP
(OX 38), anti- CD8a-PerCP (OX 8), anti- CD134-FITC (OX 40), anti- CD45RC-FITC
(OX 22), anti- CD62L-PE (HRL1), anti- CD45RA-FITC y PerCP (OX 33), anti- RT1B-
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PerCP (OX 6), anti- CD86-FITC y PE (24F) y anti- NK-RP1A-PE (10/78) se obtuvieron
de Pharmingen (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Los anticuerpos monoclonales
anti- CD11b-AlexaFluor647 (OX 42) y anti- CD43-FITC (W3/13) se obtuvieron de
Serotec (Kidlington, Oxford, UK).

Tabla 1. Criterios de definicién para las poblacion  es del sistema inmune examinadas.

Subpoblacién de
células del sistema
inmune

Funcidn asociada con los receptores de superficie i ndicados

Células T

CD3

CD4

CD8

CD45RC

CDh62L

CD134

NK-RP1A débil

Mddulo de transduccién de sefial del receptor de células T para
antigenos (complejo TCR/CD3). Expresado por todos los

subgrupos de células T.

Co-receptor del complejo TCR/CD3 que reconoce antigenos
presentados en moléculas de MHC de clase II. Identifica células
Th. También lo expresan determinadas subpoblaciones de

monocitos, macréfagos y DCs.

Co-receptor del complejo TCR/CD3 que reconoce antigenos
presentados en moléculas de MHC de clase I. Identifica células

Tc. También lo expresan la mayoria de células NK.

Isoforma del antigeno leucocitario comdn que identifica células T
que no han tenido experiencia antigénica y que se internaliza tras
la activacion con su antigeno especifico (Spickett et al., 1983;
Ramirez et al., 2000; Subra et al., 2001).

Miembro de la familia de las selectinas definido como receptor de
recirculacion a organos linfoides por los linfocitos T. Rapidamente
eliminado tras la activacion celular, sus niveles en la membrana
celular permiten diferenciar los linfocitos virgenes de los
efectores/memoria (Sallusto et al., 1999; Von Andrian et al., 2000;
Sallusto et al., 2004).

Miembro de la familia del receptor de TNFa. Se expresa por
células Th recientemente activadas in vivo e in vitro. Participa en
la coestimulacién entre los linfocitos T y B (Paterson et al., 1987;

Weinberg et al., 1994; Roos et al., 1998; Broker et al., 1999).

Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase | no

clasicas expresado con intensidad intermedia por un subgrupo de
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Células B

CD45RA

CD86

Células NK
NK-RP1A brillante

Monocitos

CD11b brillante

RT1B

NKR-P1A medio

CD43 débil

linfocitos T denominados NK-T.

Isoforma de alto peso molecular del CD45 presente en los

linfocitos B de rata (Woollett et al., 1985)

Ig de membrana que se expresa en las APCs. Molécula
coestimuladora que media en la adhesion y activacion de las
células T, asi como en la produccion de citoquinas por parte de la

propia APC.

Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase | no
clasicas expresado en alta intensidad por las células NK.
Pertenece a la familia de las lectinas dependientes de calcio y
actlia como una proteina transmembrana receptora en las células
NK, con especificidad para carbohidratos y con propiedad de
transmitir sefiales via proteinkinasa p56Ick (Yokoyama et al., 1993;
Scriba et al., 1998)

Cadena oM de la integrina CR3 (también llamada Mac-1),
presente en células de linaje mieloide, y cuya expresién aumenta
en la superficie de estas células tras su activaciéon (Tamatani et al.,
1991).

MHC de clase Il. Responsable de la presentacién de antigenos a
las células Th. Su expresion se induce en la superficie de los

monocitos tras su activacion.

Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase | no
clasicas expresado con intensidad intermedia por los monocitos

activados.

También conocido como leucosialina y sialoforina, es una
glicoproteina glicosilada que se expresa en la superficie de todos
los leucocitos excepto las células B. Los monocitos se dividen en
inflamatorios y residentes en base a su distinta capacidad
migratoria y al nivel de expresion de este marcador. (Yrlid et al.,
2006).
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Una vez alicuotadas las suspensiones celulares de cada tejido objeto de
estudio en los correspondientes tubos de citometria, se afiadieron 10ul/pocillo de un
anticuerpo especifico para el CD32 (CD32-Puro), que es el receptor y de la regién Fc
de tipo Il de baja afinidad expresado en la superficie de los monocitos, los
granulocitos, las células B y los eosindfilos (Simmons et al., 1988). El objetivo de la
incubacién con este anticuerpo monoclonal fue bloguear estos receptores, evitando asi
la posible unién inespecifica de los anticuerpos monoclonales objeto de estudio que se

incubaron posteriormente.

Tras 10 minutos de incubacion a 4°C en oscuridad, se afiadieron 10ul de cada
anticuerpo de acuerdo al panel inmunofenotipico indicado (Tabla 2), y se incubaron 20

minutos, a 4°C y en oscuridad.

Tabla 2. Panel inmunofenotipico

FITC PE PerCP APC
Control - Control - Control - Control -
1gG 1gG2pB IgG IgM
CD134 CD4 CD8a CD3
CD45RC CD62L CD4 CD3
CD45RC CD62L CD8a CD3
CD43 NKRP1A RT1b CD11b
CD3+CD45RA CD86 CD4 CD11b
CD86 NKRP1A CD45RA CD3
Anexina V CD45 7AAD CD3

Posteriormente, se lavaron las células con 2ml/tubo de HBSS al 10% de FCS y
se centrifugaron a 1300rpm durante 5 minutos a 4°C. Después se retiré el
sobrenadante y se resuspendieron las células de cada tubo en 200ul de tampoén

fosfato salino (PBS) para su adquisicion en el citometro.

Para la determinacion de la autofluorescencia o control negativo de las células,
se incluyé un tubo de inmunofenotipo al que no se le afiadié ningln anticuerpo
monoclonal. El control de la unién inespecifica de los anticuerpos monoclonales se
establecio incubando las células con una mezcla de Ig con fluorocromos que emiten
luz en los 4 colores y del mismo isotipo que los anticuerpos utilizados en el resto del

fenotipo, pero especificos de células de ratdn (Tabla 2).
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Los valores de nimeros absolutos de las diferentes subpoblaciones celulares
estudiadas se calcularon multiplicando el niumero total de células obtenidas en cada
compartimento por el porcentaje de cada una de estas subpoblaciones determinado

por citometria de flujo.

4.2 Expresion de marcadores intracelulares

A continuacién, se realizé un marcaje de superficie de las células cultivadas,

para identificar las poblaciones objeto de estudio.

Posteriormente, las células fueron fijadas con formaldehido (PanReac Quimica
SLU, Barcelona, Espaia) al 4% y permeabilizadas con saponina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) al 5% en HBSS para facilitar la entrada de anticuerpos marcados con PE
dirigidos contra las citoquinas TNFa e IFNy del interior de la célula (BD Pharmingen)
(Palmblad et al., 2000). La produccién intracitoplasmatica espontanea de citoquinas se
ensay0 en suspensiones de células mononucleares incubadas 2,5 horas a 37°C en
una atmdsfera al 5% de diéxido de carbono (CO,) y en medio completo DMEM. Para
evitar la secrecion de las citoquinas, se afiadi® monensina (2uM; Sigma-Aldrich) al

medio de cultivo.

Se sabe que las células Th cesan de producir citoquinas rapidamente después
de la disociacién de su interaccién in vivo con las APC, como los monacitos (Sojka et
al., 2004). El forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), promueve ex vivo la produccion de
citoquinas de manera selectiva en la subpoblacion de células T que han estado
produciéndolas recientemente in vivo (Palmblad et al., 2000). Asi pues, la produccion
intracitoplasmatica de citoquinas se determind tras cultivar las células 2,5 horas a 37°C
en presencia de 5% de CO, y con PMA (0,05 ug/ml; Sigma Chemical Co.) e
ionomicina (1 pg/ml; Calbiochem-Novabiochem Corp., California, USA). Ademas, el
cultivo se realizd en presencia de monensina, que, al inhibir el transporte de vesiculas
del aparato de Golgi, impide la secrecién de las citoquinas al medio de cultivo.

También se us6 LPS para estimular la produccion de citoquinas por monocitos.

4.3 Determinacion de mediadores inflamatorios solu bles en

liquido peritoneal/ascitico y plasma

Una alicuota de la sangre obtenida por puncion de la aorta se emple6 para las

determinaciones plasmaticas. Para ello se centrifug6 la sangre a 2000 rpm durante 20
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minutos, se recogid el sobrenadante, se alicuotd, y la muestra de plasma se conservo

a -80 °C hasta el momento del analisis.

Se utilizaron kits comerciales de ensayo inmunoabsorbente conjugado a
enzimas (ELISA), para determinar los niveles de TNFa (ELISA Kit Rat TNF-q,
Invitrogen Corporation, Camarillo, CA) e IFNy (ELISA Kit Rat IFN-y, Invitrogen
Corporation, Camarillo, CA), de acuerdo con las instrucciones indicadas en los Kits.
Los umbrales de sensibilidad de los kits fueron de 4 pg/mL para el TNFa y 13 pg/mL
para el IFNy. Las densidades Opticas se determinaron en un lector de microplacas
(Bio-Rad Laboratories, S.A., Madrid, Espafia) con un filtro de 450 nm. Todas las

determinaciones se realizaron por duplicado y se considero6 el valor de la media.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el programa SPSS 19.0 para el analisis estadistico y Sigma Plot 12.0
para la representacion grafica de los datos. Los resultados se expresan como media +
desviacion estandar (DS). Las variables cuantitativas se analizaron mediante U de
Mann Whitney, y las variables cualitativas se analizaron mediante el test exacto de
Fisher. En el caso de comparaciones pareadas, se us0 el test de Wilcoxon. El nivel de

significacion estadistica se acord6 en p<0.05.
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1. TRASLOCACION Y/O DISEMINACION BACTERIANA TISULAR

Utilizamos un modelo experimental de cirrosis hepatica por BDL y estudiamos
la TB y/o diseminacion bacteriana a diferentes compartimentos anatémicos después
de administrarles intraperitonealmente SSE o0 una concentracién conocida de E. coli
resistente a ampicilina, en este ultimo caso con el fin de inducirles peritonitis

bacteriana.

Como grupo control utilizamos ratas con cirugia simulada (sham) a las que

aleatorizamos para recibir la inyeccion intraperitoneal de E.coli o SSE.

Para determinar el crecimiento de las bacterias inyectadas en el peritoneo
(diseminacién bacteriana), se utilizé el medio de cultivo LB/amp, para asegurar el

crecimiento Unico de dicha bacteria.
1.1 Ratas control y cirréticas

Tras realizar el estudio de TB y diseminacion bacteriana tisular mediante
crecimiento bacteriano positivo en placas LB, se observd que en aquellas ratas
cirréticas a las que se les habia inyectado SSE intraperitoneal, habia una mayor
incidencia de TB GLM, asi como diseminacién a pulmén, higado y bazo, que en las
ratas control, estadisticamente significativa en el caso de las muestras de GLM con
una p<0,05 (Figura 1).

100 )/ )/

*
6 40
ﬁo 20
S
o}
GLM PULMON HIGADO BAZO
A /7

Control SSE Cirrosis SSE

Figura 1. Diseminacion bacteriana a GLM, pulmén, higado y baz o de ratas control y
cirrosis . * p<0,05 vs. control. La diseminacion bacteriana a GLM y a los demas tejidos esta

aumentada en ratas con cirrosis.
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1.2 Ratas control y cirréticas tras la induccion de peritonitis

bacteriana

La PBI dio lugar a una intensificacion de la diseminacion de las bacterias en

todos los tejidos, tanto en ratas con cirrosis como en ratas control (Figura 2).
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Figura 2. Diseminacién bacteriana en GLM (A.), pulm  én (B.), higado (C.) y bazo (D.) de
ratas control ( @ control PBI ( |:|cirrosis ( -cir rosis PBI (-. * p<0,05 vs.

SSE, *** p<0,01 vs. SSE. La induccién de peritonitis bacteriana caus6é un aumento en la
diseminacion de bacterias a todos los tejidos. Esto ocurre tanto en ratas con cirrosis como en
ratas control.

En las ratas PBI (tanto en el grupo control como en el cirrético) también se
pudo observar la frecuencia de crecimientos positivos de E.coli-ampicilina” mediante
cultivo en medio LB/amp, es decir, frecuencia de crecimiento de los microorganismos

gue se inyectaron intraperitonealmente para la induccion de dicha peritonitis. Esta
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diseminacion fue superior en ratas cirréticas que en controles en GLM vy tejido

pulmonar, igual en tejido esplénico e inferior en tejido hepatico (Figura 3).

control PBI cirrosis PBI

100 100

80 80
c c
0 e
Q Q
@ 60 @ 60
£ £
IS S
B 40 & 40
[a)] [a)]
o o
S 20 | S 20 |

0 T T T T 0 T T T T
GLM  PULMON HIGADO BAZO GLM  PULMON HIGADO BAZO

Figura 3. Diseminacion bacteriana positiva en GLM, pulmén, hi  gado y bazo de ratas
control PBI ( |:,|y cirrosis PBI ( |:| Hay una mayor diseminacién de bacterias inyectadas
intraperitonealmente en las ratas cirréticas excepto en higado en el que el porcentaje de
diseminacion se invierte.

En ratas PBI, las diferencias entre TB y/o diseminacion medida en placas LB
(en las cuales crecen todos los microorganismos presentes en el tejido) y placas
LB/amp (en las que Unicamente crecen las bacterias E.coli-ampicilina® inyectadas en
el peritoneo), permite diferenciar el porcentaje de diseminacidbn de bacterias
enddgenas de las inyectadas en el peritoneo en las ratas objeto de estudio. Segun
esto, en el 33% de las ratas cirrGticas con TB ésta fue debida al paso de bacterias
enddgenas a los GLM. De forma similar, el 60% de las ratas con bacterias presentes
en higado y el 11% de las que diseminaron a bazo fueron las propias del animal. Sin
embargo, de todas las ratas cirréticas que tuvieron diseminacion positiva a pulmon,
ninguna de ellas lo hizo mediante paso de bacterias enddgenas. A diferencia de lo
observado en ratas cirrGticas, en las ratas control, el porcentaje de TB enddgena a
GLM fue del 66% vy la diseminacién a higado del 25%, mientras que no se observo

diseminacion endégena en el pulmon ni en el bazo (Figura 4).
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Figura 4. Diseminacién endégena a GLM, pulmén, higa  do y bazo de ratas control y
cirréticas con peritonitis inducida . Tras la induccién de peritonitis bacteriana se observé un
aumento en la diseminacion de bacterias enddgenas en higado y bazo de ratas cirréticas.

También pudimos observar que segun la carga bacteriana medida por cfu/g de
tejido, hay una mayor cantidad de bacterias capaces de colonizar los tejidos en las
ratas cirréticas que en los controles (mediatDS) (376 vs. 0+3 cfu/g), que se
intensifica cuando realizamos la PBI (1897+991 vs. 689+467 cfu/g). Por tanto, la
diseminacion bacteriana fue superior en las ratas con PBI, y especialmente en

aquellas que sufrian cirrosis (Figura 5).
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Figura 5. Carga bacteriana tisular medida como cfu presentes en cada tejido de las ratas
control, control PBI, cirrosis y cirrosis PBI . **p<0,01 vs. SSE, *** p<0,001 vs. SSE. La carga
bacteriana tisular fue superior en los grupos con induccion de peritonitis, especialmente en el
grupo de ratas cirréticas.
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2. ESTUDIO INMUNOLOGICO DE LIQUIDO PERITONEAL/ASCIT ICO Y

SANGRE
2.1 Distribucién de poblaciones y subpoblaciones de | sistema
inmune

Para conocer la distribucién, el estado de activacion y el patrén de produccion
de citoquinas de las poblaciones del sistema inmune en diferentes compartimentos
anatomicos de las ratas que se incluyeron en el estudio de diseminacion, analizamos
por citometria de flujo cuantitativa de 4 colores las diferentes poblaciones y
subpoblaciones celulares del sistema inmunolégico de ratas control SSE, control PBI,

cirréticas SSE y cirréticas PBI.

Iniciamos nuestro estudio caracterizando el perfil inmunofenoctipico de las

células T, B, NK y monocitos presentes en el liquido peritoneal y la sangre.

2.1.1 Ratas control y cirréticas

-Liquido peritoneal/ascitico (control vs. cirrosis)

El nimero absoluto de células en el liquido peritoneal disminuye ligeramente en
las ratas cirréticas con respecto a las ratas control, aunque esta disminucién no
alcanzé significacion estadistica (4.042+1.510 vs. 3.417+1.063 célulasx10%/ml, NS)

Segun esto, y aunque disminuya ligeramente el nimero de células totales
observadas en el peritoneo de estas ratas, se observa una expansion significativa en
el numero de células T y células B en las ratas con cirrosis a las que se les administro

SSE con respecto a las ratas control SSE de 2,5y 3 veces respectivamente (Tabla 1).

De acuerdo con el modelo ampliamente aceptado de respuesta inmune
adquirida, la activacion de las células T requiere de la presentacion de antigenos por
APCs profesionales, como son los monocitos (MacKay et al., 1992). En caso de que
el linfocito T encuentre su antigeno especifico en el MHC de las APCs, va a activarse y

a sufrir una expansion clonal.

Sin embargo, en liquido peritoneal encontramos una disminucion del niamero
absoluto de monocitos, que se debe principalmente a la subpoblacion de monocitos
residentes, es decir, aquellos monocitos capaces de extravasarse a los tejidos dando

lugar a células especializadas, que estan caracterizados por la expresion del marcador
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CD43 y la falta del NKRP1A-°" (CD43*NKRP1A"°""), y que pasa a ser la mitad que la

observada en los controles SSE. Por el contrario, se observé un ligero aumento en la

subpoblacion de monocitos inflamatorios, caracterizados por la internalizacion del
receptor CD43 y la expresion del NKR-P1A"°" (CD43'NKRP1A°""), lo que segun

diversos autores les confiere mayor capacidad fagocitica y la habilidad de migrar e

infiltrar tejidos inflamados (Yrlid et al., 2006; Steiniger et al., 2001) (Tabla 1).

Tabla 1. Perfil inmunofenotipico de los linfocitos

liquido peritoneal de ratas cirréticas y ratas cont rol.

T y B, células NK y monocitos en el

LIQUIDO PERITONEAL/ASCITICO
(célulasx10°/ml)

Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
Ce'“'a(‘(s:gé?)ta'es 254+186 709:+419%
(CD%?L;JE‘Z’%ES_) 114467 278+102%*
Células T
(CD;SS‘;C% ” 98+18 1834157+
Monocitos totales
+ + ok
(CD11b*CD3 CD45RA'NKRP1A™MC™) 2.892+1.425 1.318+940
Monocitos inflamatorios 97438 1314114
(CD11b"NKRP1A-°"*CD43) - -
Monocitos residentes 2 770+1.350 1 1824652+
(CD11b"NKRP1A"°""CD43") R Res
(CDC E‘;ﬁ CIZBDS') 53+31 154+85%**
Células NK
(NKRP1AM*CD3) 117+80 162+94
Células NKT
(CD3+NKRP1Amed|o+) 59134 841’59

*p<0,05 vs. control
**p<0,01 vs. control
***n<0,001 vs. control
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Tabla 2. Estado de activacion de los linfocitos T, B y monocitos en el liquido peritoneal
de ratas cirroticas y ratas control.

LIQUIDO PERITONEAL
(célulasx10°/ml)
Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
Células Th recientemente activadas
+ +17*
(CD3'CD4'CD134") 1415 23+17
Células Th memoria efectora terminada (MET) 141 D15
(CD3"CD4"CD45RC'CD62L) - -
Células Th novatas (NAIVE) 343 714304+
(CD3"CD4"CD45RC'CD62L") - -
Células Th memoria central (MC) 947 60452+
(CD3"CD4"CD45RC CD62L") - -
Células Th memoria efectora no terminada (MENT)
+ +
(CD3'CD4"CD45RC CD62L) 10162 11787
Células Tc memoria efectora terminada (MET) 847 3541g*+
(CD3"CD8'CD45RC'CD62L) - -
Células Tc novatas (NAIVE)
+ F5 D%k
(CD3"CD8'CD45RC'CD62L") 24£15 91£52
Células Tc memoria central (MC)
+ +
(CD3"CD8'CD45RC CD62L") 117 15+11
Células Tc memoria efectora no terminada (MENT)
+ +
(CD3'CD8'CD45RC CD62L) 56+35 42x21
Monocitos inflamatorios RT1B  *
+ +
(CD11b"NKRP1A*°"*CD43'RT1B") 5133 5134
Monocitos residentes RT1B+
+ +
(CD11b"NKRP1A“°"'CD43*RT1B") 333£191 297+183
Células B activadas
+ +
(CD45RA'CD3CD86") 9£7 10+8

*p<0,05 vs. control
**p<0,01 vs. control
***n<0,001 vs. control

El estudio de la expresién de antigenos de superficie nos permitio determinar
que la expansion del compartimento de células T observada en las ratas cirréticas,
ocurrido principalmente a expensas de las células Th. Al analizar el estado de

activacion de estas células, se observd un aumento en el nimero de células Th
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recientemente activadas, medidas por la expresion en superficie del marcador CD134,
receptor de superficie celular miembro de la familia del receptor de TNFa e implicado
en la coestimulacion (Roos et al., 1998, Weinberg et al., 1994; Broker et al., 1999),
al igual que aumentan las diferentes subpoblaciones de células Th como memoria
efectora terminada (MET: CD45RC'CD62L"), novatas (CD45RC*CD62L") y memoria
central (MC: CD45RC CD62L"). Sin embargo, la expansion del compartimento T no se
restringe Unicamente a las células Th, ya que las células Tc también sufrieron

expansion y signos de activacion (Tabla 2).

Estos cambios en el numero absoluto de las poblaciones celulares
anteriormente mencionadas se tradujeron en una modificacion en la distribucién
relativa de poblaciones de células inmunitarias residentes en el liquido peritoneal de
las ratas cirroticas SSE. Asi, mientras que en las ratas control SSE, las poblaciones
mayoritarias analizadas se distribuian en un 5,97+3,28% para células T; 1,28+0,84%
para células B; 2,56+2,15% para células NK y 15,75+£9,52% para monocitos; con el
desarrollo de la enfermedad se produce un marcado aumento del porcentaje de
células T (5,97+3,28% vs. 23,95+14,46%; p<0,001), y células B (1,28+0,84% vs.
6,1313,42%; p<0,001), con una drastica disminucién en el porcentaje de monocitos
(15,75+9,52% vs. 3,48+2,52%; p<0,01) mientras que el porcentaje de células NK no
sufre ninguna modificacion estadisticamente significativa (2,56+2,15% vs. 2,87+2,03%;
NS).

- Sangre (control vs. cirrosis )

El nimero absoluto de PBMCs aumentd considerablemente en las ratas
cirréticas con respecto a las ratas control (17.633+10.310 vs. 76.837+40.597
célulasx10*/ml, p<0,001), a diferencia de lo descrito previamente para el liquido

peritoneal.

Este aumento en la celularidad se debe a la gran expansion que sufrieron las
distintas poblaciones celulares del sistema inmune: células T y B, monocitos, células
NK y NK-T. El aumento mas signinicativo se observé en el nimero de monocitos, que

aumentaron 44 veces en las ratas cirroticas con respecto a las ratas control (Tabla 3).
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Tabla 3. Perfil inmunofenotipico de los linfocitos T y B, células NK y monocitos en la
sangre de ratas cirroticas y ratas control.

SANGRE (célulasx10%/ml)
Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
Ce'”'a(éggt%ta'es 8.400+4.510 26.542+18.893*
(CD(:;’?'(;’E‘}I%B_) 4.225+1.951 14.872+9 995+
(CD(:;’?'(;"D"";%% ” 1.820+930 5.74143.765%+*
Monocitos totales
+ + Kkk
(CD11b"CD3 CD45RA'NKRP1A™H) 798731 35.401+19.060
Monocitos inflamatorios
(CD11b'NKRPIA-®"*CD43) 206199 6.215+4.344%%*
(CDl\l/'fo?\lCEESPTASﬂgVefée; s 5674544 28.571+14.632%*
(CDC 465122%03') 2.617+952 7.215+5.699**
(NKISST/L?‘?GME:DB;) 3554253 3.21742.710%+*
(CD(;?,I\T&SP'KLW) 773578 2.853+2.620%*

*p<0,05 vs. control
**p<0,01 vs. control
***n<0,001 vs. control

La expansion de las células T en la sangre de ratas con cirrosis ocurrio tanto
por el aumento de células Th como por el de células Tc. Se observé un mayor nimero
de células Th con activacion reciente ademas de expandirse el nimero absoluto de las
cuatro subpoblaciones principales de células Th y Tc (MET, MENT, Naive y MC).
También se observd un gran aumento en el numero absoluto de monocitos con mayor
capacidad de presentacion antigénica medido por la expresién en superficie de la
molécula MHC de clase Il que en ratas viene dado por el marcador RT1B* y en el
namero absoluto de células B activadas medido por la expresién en superficie del
marcador CD86 (Tabla 4).
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Tabla 4. Perfil inmunofenotipico de activacidn de |  os linfocitos T, B y monocitos en la
sangre de ratas cirroticas y ratas control.

SANGRE (célulasx10°/ml)

Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
Células Th recientemente activadas
=+. + *kk
(CD3+CD4+CD134") 63+46 310£239
Células Th memoria efectora terminada (MET) 171484 A 6264377145

(CD3+CD4+CD45RC'CD62L)

Células Th novatas (NAIVE) -
(CD3"CD4*CDA45RCCD62L") 1.419+1.200 4.792+3.560
Células Th memoria central (MC)

(CD3°CD4*CD45RC CD62LY) 1.805+1.647 2.267+1.777

Células Th memoria efectora no terminada (MENT) .
(CD3°CD4*CD45RC'CD62L) 830+316 3.185+2.963

Células Tc memoria efectora terminada (MET)

(CD3+CD8+CD45RC"CD62L") 84£79 1679157
((g:é[')‘gf‘égg+g‘g’j;sc(+'\é’ggi+) 9044639  3.004:2.304*
e et
L P SR
TR e
121
Células B activadas 116487 506+303***

(CD45RA'CD3 CD86")

*p<0,05 vs. control
**p<0,01 vs. control
***n<0,001 vs. control

Al analizar la distribucién de las poblaciones celulares del sistema inmune en la
sangre de las ratas cirrGticas SSE, observamos una drastica disminucion en el
porcentaje de células B (20,45+9,70% vs. 9,1545,63%; p<0,01), y un aumento en el
porcentaje de monocitos circulantes (2,97+2,28% vs. 20,33+13,46%; p<0,001) con
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respecto al grupo de ratas control SSE. Sin embargo, los porcentajes de células T y
NK no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos
objeto de estudio [células T (42,01+13,84% vs. 35,43+15,15%; NS) y células NK
(3,03+1,80% vs. 4,07+1,27%; NS)].

2.1.2 Ratas control tras la induccibn de peritoniti S

bacteriana

Para comprobar como se comportaban las células inmunolégicas de liquido
peritoneal y sangre en controles sanos tras la induccién de peritonitis bacteriana,
llevamos a cabo la comparacion entre el grupo control SSE (al cual se le inyectdo SSE
intraperitoneal) y el grupo control PBI (al que se le habia inyectado una concentracion
conocida de bacterias por via intraperitoneal).

- Liquido peritoneal (control vs. control PBI)

El nimero absoluto de células mononucleares en liquido peritoneal de ratas
control PBI, aumenté de manera significativa con respecto a los controles SSE
(4.042+1.510 célx10%/ml vs. 13.951+6.293 célx10°/ml; p<0,001). Este gran aumento en
el nimero absoluto de células mononucleares se debi6 a la poblaciéon total de
monocitos, que sufrid una gran expansion tras la PBI, mientras que el nimero de

células T y NK disminuyeron, y las células B no sufrieron ningun cambio (Figura 6).
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Figura 6 . Numero absoluto de células T, B, NK y monocitos en el liquido peritoneal de

ratas control SSE ( @ y control PBI ( :| . ***p<0,001 vs. SSE; * p<0,05 vs. SSE. La
peritonitis en las ratas control causé una disminucién en el nimero de células Ty NK y un
drastico aumento de monocitos en el peritoneo.

La disminucion de células T en el liquido peritoneal de las ratas control PBI fue

a expensas de las células Tc totales (98+18 célx10%/ml vs. 17+13 célx10%/ml; p<0,001),
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y de subpoblaciones de células T MENT, mientras que las células Th MET, mostraron

aumento significativo (Figura 7).
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ThCD134+ | ThMET |ThMENT | TcMET | TcMENT
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Figura 7. Numero absoluto de células Th recientemente activad as (Th CD134+) y las
distintas subpoblaciones Th y Tc memoria efectora e n el liquido peritoneal de ratas

control SSE ( FZA) y control PBI ( [_] . ** p<0,01 vs. SSE; * p<0,05 vs. SSE. La induccion
de peritonitis en las ratas control caus6 una disminucién significativa de las células Thy Tc
MENT (mayor capacidad de produccién de citoquinas) y un aumento en el nimero de células
Th MET (mayor capacidad citotoxica y efectora).

La subpoblacion de células Th novatas se encontr6 muy expandida en ratas
control PBI, mientras que la subpoblacion de Th MC no se vio modificada. En cuanto a
las subpoblaciones de células Tc, las células Tc novatas se encontraron disminuidas,

al igual que ocurrié con la subpoblaciéon Tc MC (Tabla 5).

En cuanto a la poblacion de monocitos, observamos un aumento muy llamativo
en la subpoblacion de monocitos inflamatorios, cuyo nimero absoluto aumenté 66

veces (Figura 8).
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Tabla 5. Numero absoluto de células Thy Tc novatas  y memoria central en el liquido
peritoneal de ratas control.

Liquido peritoneal (célulasx10°/ml)
Control SSE Control PBI
(n=17) (n=12)
Celul?s Th+novatas (+NAIVE)+ 343 1548+
(CD3'CD4"CD45RC™CD62L")
Células Th memoria central (MC)
+ +
(CD3'CD4'CD45RC CD62L") 9+7 9+7
Células Tc novatas (NAIVE)
+ +1**
(CD3"CD8'CD45RC'CD62L") 24+15 21
Células Tc memoria central (MC)
+ +1 ***
(CD3'CD8'CD45RC CD62L") 117 2x1

**p<0,01 vs. control SSE
***n<0,001 vs. control SSE
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Figura 8 . Numero absoluto de monocitos inflamatorios y reside ntes en el liquido
peritoneal de ratas control SSE ( @y control PBI ( ] ). ***p<0,001 vs. SSE. Gran
aumento de la subpoblacion de monaocitos inflamatorios en las ratas control tras la induccién de
peritonitis bacteriana en liquido peritoneal.

Dentro de las subpoblaciones monocitarias, se observd que, segun la
expresion del marcador RT1B®, que proporciona una mayor capacidad de

presentacion antigénica a la célula, los monocitos inflamatorios aumentaron su
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expresion en superficie tras la PBI, aunque no de manera significativa (5133 vs.
75467 célulasx10%/ml, NS), mientras que ocurrié todo lo contrario en los monocitos
residentes, en los que la expresion del RT1B se encontré significativamente reducida
(333+191 vs. 74+42 célulasx10?/ml, p<0,001).

Las células B activadas segun la expresién en superficie del marcador CD86,
no se encontraron modificadas en el liquido peritoneal de las ratas control (947 vs.
11+7 célulasx10%/ml, NS).

- Sangre (control vs. control PBI)

A diferencia de lo observado en el liquido peritoneal, la inyeccion intraperitoneal
de bacterias en las ratas control provocoé una drastica disminucién en el nimero
absoluto de PBMCs (17.633+10.310 vs. 4.003+1.483 célulasx10%/ml; p<0,001), que

afectd a todas las poblaciones generales en estudio (linfocitos T y B, células NK y
monaocitos) (Figura 9).
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Figura 9 . Numero absoluto de células T, B, NK y monocitos en la sangre de ratas control
SSE ( ) y control PBI ( |:b *** n<0,001 vs. SSE; ** p<0,01 vs. SSE. La peritonitis
inducida en las ratas control, provocé una drastica disminucién en el nimero absoluto de
células de las distintas poblaciones celulares del sistema inmune en la sangre.

Dentro de las células T, se observaron grandes disminuciones en las
subpoblaciones de células Th (4.225#1.951 célulasx10°/ml vs. 1.690+721
célulasx10*/ml; p<0,001) y Tc (1.8204£930 célulasx10?/ml vs. 417+249 célulasx10%/mi;
p<0,001). También se observaron disminuciones significativas en el nimero absoluto
de células Th recientemente activadas (CD134"), asi como en el nimero de células

efectoras de las dos subpoblaciones de células T (Figura 10).
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Figura 10 . NGmero absoluto de células Th recientemente activad  as (Th CD134+) y las
distintas subpoblaciones Th y Tc memoria efectora e n la sangre de ratas control SSE
( ) y control PBI ( |:} *** n<0,001 vs. SSE; ** p<0,01 vs. SSE. Disminucion en sangre
del nimero absoluto de subpoblaciones de células Thy Tc en el grupo de ratas control con
induccion de peritonitis bacteriana.

Las subpoblaciones novata y MC de células Tc, y las células Th novatas de
sangre periférica de las ratas control también sufrieron disminuciones significativas
tras la PBI. Sin embargo, de forma similar a lo descrito en el liquido peritoneal, la PBI

no modifico la subpoblacion de células Th MC de sangre periférica (Tabla 6).

La subpoblacién de monocitos inflamatorios en el compartimento sanguineo
también sufrid una disminucion significativa, al igual que la de monocitos residentes
(Figura 11).

Dentro de ambas subpoblaciones monocitarias, el numero absoluto de
monocitos con mayor capacidad de presentacion antigénica (RT1B") también fue
inferior en el grupo de ratas control PBI (monocitos inflamatorios RT1B": 64+39
célulasx10%/ml vs. 2+1 célulasx10?/ml; p<0,001 y monocitos residentes RT1B": 44+33

célulasx10%/ml vs. 2+2 célulasx10?/ml; p<0,001).

Las células B activadas (CD86") sufrieron una ligera disminucién, aunque no

significativa, en las ratas control tras PBI (116487 vs. 70+28 célulasx10%/ml, NS)
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Tabla 6. Numero absoluto de células Th y Tc novatas

ratas control

Sangre (célulasx10°/ml)
Control SSE Control PBI
(n=17) (n=12)
Células Th novatas (NAIVE)
+ + *k
(CD3"CD4*CDA45RCCD62L") 1.419+1.200 3761164
Células Th memoria central (MC)
+ +
(CD3*CD4*CD45RC CD62L") 1.805+1.647 1.119+573
Células Tc novatas (NAIVE)
+ + *k
(CD3'CD8'CD45RC*CD62L") 9042639 263xl44
Células Tc memoria central (MC)
+ + *k%
(CD3"CD8'CD45RC CD62L") 354£192 107+88

**p<0,01 vs. control SSE
***n<0,001 vs. control SSE

2,5x10°%

2,0x10° -

1,5x105 -

células/ml

105 4

5,0x10* A

M. INFLAMATORIOS

M. RESIDENTES

SSE

ratas control SSE ( % y control PBI (

monocitos.

[

*%*
hd **
—— —
PBI SSE PBI

Figura 11 . Numero absoluto de monocitos inflamatorios y reside

ntes en la sangre de

y memoria central en la sangre de

** n<0,01 vs. SSE. La induccion de peritonitis
en las ratas control causo en la sangre una disminucioén de las distintas subpoblaciones de
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2.1.3 Ratas cirréticas tras la induccidon de periton itis

bacteriana

Del mismo modo que con los grupos control, para comprobar cémo se
comportaban las células inmunoldgicas de liquido peritoneal y sangre en ratas con
cirrosis y ascitis tras la induccién de peritonitis bacteriana, llevamos a cabo la

comparacion entre el grupo cirrosis SSE y el grupo cirrosis PBI.

- LA (cirrosis vs. cirrosis PBI)

En el peritoneo de las ratas con cirrosis y PBI no se produjo ningin cambio en
el nimero absoluto de células mononucleares con respecto a las ratas cirréticas SSE
(3.417+3.063 vs. 3.626+2.310 células x10%/ml, NS). Como consecuencia de ello, no se
produjeron grandes cambios en el nimero absoluto de las distintas poblaciones y
subpoblaciones del sistema inmune en este compartimento, excepto en el nimero de
células NK que se redujo de manera notable tras PBI (Figura 12).

2x108 6x105

CELULAST | CEL.B i CELULAS NK MONOCITOS
| 5x10° -
2x10°5 A
_ _  4x10° A
E E
8 10°1 8 3x10° |
S =
ol D
8 ©  2x105 A . T
5x10% - % T
et " B '
‘ *kk % g
0 ‘ ‘ @ % L == 0 E <
SSE PBI SSE PBI SSE PBI SSE PBI

Figura 12. NUmero absoluto de células T, B, NK y monocitos en el liquido peritoneal de

ratas cirréticas SSE ( EZ4 y cirréticas PBI (L1 **p<0,001 vs. SSE. La peritonitis
inducida en las ratas con cirrosis, Unicamente produjo una disminucién en el nimero absoluto
de células NK en el liquido peritoneal.

Dentro de las células T, tampoco se observaron diferencias en el nimero de Th
(278+102 vs. 248104 célulasx10%/ml, NS), mientras que las células Tc se encontraron

significativamente disminuidas (183+157 vs. 69+35 célulasx10%/ml, p<0,05).

En el estudio del estado de activacion de las poblaciones celulares
anteriormente mencionadas en liquido peritoneal, encontramos que no hubo

diferencias en el nimero absoluto de células Th activadas recientemente. Sin
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embargo, se observé una disminucion del numero de células MET, tanto Th como Tc,
y del nimero de Tc MENT (Figura 13).

25000
Th CD134+| Th MET Th MENT| Tc MET | Tc MENT
A
20000 - \ \ \ \
| S |
| | | |
| | | |
'E 15000 - } | ; ¥ | |
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8 | | | |
2 : I
N i
o 10000 } } /./ ° } }
o 2 K
| | | |
5000 A | 2 8] 18] % | *k
. | |
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| | o | |
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SSE PBI SSE PBI SSE PBI SSE PBI SSE PBI

Figura 13. Ndmero absoluto de células Th recientemente activad  as (Th CD134+) y de las
distintas subpoblaciones Th y Tc memoria efectora e n el liquido peritoneal de ratas

cirrosis SSE ( B y cirrosis PBI ( 5] ** p<0,01 vs. SSE, * p<0,05 vs. SSE. La induccion
de peritonitis en las ratas con cirrosis produjo una disminucién en el nimero absoluto de
subpoblaciones memoria efectora.

La subpoblacion de células Th y Tc novatas también se encontraron
significativamente reducidas en las ratas cirréticas PBI, mientras que las células T MC

(tanto Th como Tc) no sufrieron ninguna modificacién (Tabla 7).

A pesar de la ausencia de cambios en el nimero de monocitos peritoneales
totales entre el grupo de ratas cirréticas SSE y las ratas cirréticas PBI, al analizar las
subpoblaciones de monocitos, observamos que la PBI provocé un aumento muy
significativo del nimero de monocitos inflamatorios en el LA de estos animales,

mientras que los monaocitos residentes disminuyeron sustancialmente (Figura 14).

Al estudiar el estado de activacion de estos monocitos mediante su capacidad
para expresar el MHC Il (RT1B+) y asi tener una mayor capacidad presentadora de
antigenos, vimos que la expresion de esta molécula se encontré disminuida en la
superficie de los monocitos residentes y no se modific6 en la subpoblacién de
monocitos inflamatorios tras la PBI (297+183 vs. 106+19 célulasx10%/ml, p<0,01;

51+34 vs. 6358 célulasx10%/ml, NS; respectivamente).

-88 -



Resultados

El nimero de células B activadas medido por la expresién en superficie del
marcador CD86, se encontrd expandido en las ratas cirréticas tras PBI (10+8,14 vs.
27+15 célulasx10%/ml, p<0,01).

Tabla 7. Numero absoluto de células Thy Tc novatas  y memoria central en el liquido
peritoneal de ratas con cirrosis

Liquido peritoneal (célulasx10°/ml)

Cirrosis (n=11) Cirrosis PBI (n=9)
et
D | o
et

**p<0,01 vs. cirrosis SSE
***n<0,001 vs. cirrosis SSE

2,5e+5 ‘
M. INFLAMATORIOS } M. RESIDENTES
*kk |
2,0e+5 A |
|
il |
§ 1,5e+5 1 o }
é ] *k
= |
S 1.0e+5 - o || +
| [ ]
: .
5,0e+4 - | e
} o
%2 | 1
0,0 . ‘ : .

SSE PBI SSE PBI

Figura 14. NGmero absoluto de monocitos inflamatorios y reside ntes en el liquido
peritoneal de ratas cirrosis SSE ( % cirrosis PBI ( / ). ***p<0,001 vs. SSE; **
p<0,01 vs. SSE. La induccién de peritonitis en las ratas cirréticas causo en el liquido peritoneal
un aumento en la subpoblacion de monocitos inflamatorios y una disminucién en los monocitos
residentes.
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- Sangre (cirrosis vs. cirrosis PBI)

La inyeccion intraperitoneal de bacterias en las ratas con cirrosis provoc6 una
drastica disminucion en el ndamero absoluto de PBMCs (76.837+40.597 vs.
17.88445.367 célulasx10*/ml, p<0,01) que afectd, en diferente grado a todas las
poblaciones y subpoblaciones de células estudiadas (Figura 15).

5x108 10x1068

CELULAST | CEL.B | CELULAS NK MONOCITOS
4x106 | . 8x10° |
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Figura 15. Numero absoluto de células T, B, NK y monaocitos en la sangre de ratas

cirrosis SSE ( %} y cirrosis PBI ( :| *** n<0,001 vs. SSE, ** p<0,01 vs. SSE, * p<0,05
vs. SSE. La induccion de peritonitis causé una disminucion significativa en todas las
poblaciones de las ratas con cirrosis.

La disminucion del numero absoluto de células T en el compartimento
sanguineo se produjo tanto por la subpoblacion de células Th (14.8724+9.995 vs.
6.244+4.963 célulasx10’/ml, p<0,05) como Tc (5.741+3.765 vs. 2.137+1.254
célulasx10%/ml, p<0,05). Todo ello condujo también a una disminucién en el nimero de

células Th activadas recientemente y en el nimero de células efectoras tanto Th como
de Tc (Figura 16).

Ademas, el numero de células T novatas presentes en sangre periférica
disminuyd significativamente en las ratas cirréticas PBI, mientras que las células T MC
no sufrieron ninguna modificacion debida a la PBI (Tabla 8).

Las dos subpoblaciones de monaocitos (inflamatorios y residentes) sufrieron una
gran disminucion en la sangre de las ratas cirréticas PBI, lo que conllevé a la drastica

disminucion descrita anteriormente en la poblacion total (Figura 17).

-90-



Resultados
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Figura 16. Nimero absoluto de células Th recienteme  nte activadas y de las distintas
subpoblaciones Thy Tc memoria efectora en la sangr e de ratas cirrosis SSE ( m y
cirrosis PBI ( |:} *** np<0,001 vs. SSE, ** p<0,01 vs. SSE, * p<0,05 vs. SSE. La induccién
de peritonitis causo disminuciones en el estado de activacién de las células Thy Tc en la
sangre de las ratas cirréticas.

Tabla 8. Numero absoluto de células Thy Tc novatas  y memoria central en la sangre de
ratas con cirrosis

Sangre (célulasx10°/ml)
Cirrosis (n=11) Cirrosis PBI (n=9)
(%étl;gf‘ég ;2%\'43;;5(:&'\(':?)';/;&) 4.792+1.960 2.870+1.760*
Cégg?gD";?g'gngcg‘ctrgg(z'\fg) 2.267+1.777 1.566+990
(Ccéélgfégégglfggscq\ggf&) 3.004+2.304 1.211:878*
CégSZISD";?::”SZES?SSL(ZTS;) 4384327 2864191

**p<0,01 vs. cirrosis SSE,
***n<0,001 vs. cirrosis SSE
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Figura 17. NUGmero absoluto de monocitos inflamatorios y reside ntes en la sangre de

ratas cirrosis SSE ( % y cirrosis PBI ( |:| *** n<0,01 vs. SSE. Drastica disminucion en
el nimero absoluto de las dos subpoblaciones de monocitos en el grupo de ratas cirréticas con
induccion de peritonitis.

La disminucion en el nUmero de las dos subpoblaciones de monocitos en las
ratas cirroticas PBI, implica también una disminucion en la capacidad de los mismos
para presentar antigenos (monocitos inflamatorios RT1B": 1.027+1.110 vs. 16+6
célulasx10?/ml, p<0,01; monocitos residentes RT1B": 2.027+910 vs. 23+14
célulasx10%/ml, p<0,001). De la misma manera, las células B activadas en el grupo de
ratas cirroticas PBI también sufrieron una drastica disminucién (596+303 vs. 75+47
célulasx10%/ml, p<0,001).

2.2 Expresion de citoquinas intracelulares y solubles e n liquido

peritoneal/ascitico y sangre

Diversos estudios han constatado que la cirrosis hepatica se asocia con
alteraciones hemodindmicas y con un estado proinflamatorio sistémico, caracterizado
por un aumento en los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias como el TNFa
y IFNy (Lopez-Talavera et al., 1995; Chu et al., 1997; Mufioz et al., 1999; Garcia et
al., 2001; Ros et al., 2002; Wiest et al., 2002; Albillos et al., 2004b; Mufioz et al.,
2005). Se han identificado a los monocitos circulantes como la fuente principal de
produccién de TNFa y a las células Th como las principales productoras de IFNy, tanto
en cirrosis humana y experimental (Albillos et al., 2004b; Mufioz et al., 2005). Por

ello nos planteamos analizar, en nuestro modelo experimental de cirrosis, la
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contribucién relativa de los monocitos y de las células T a la produccién de
TNFa e IFNy.

2.2.1 Ratas control y cirréticas

- Liquido peritoneal/ascitico (control vs. cirrosis )

Al realizar el estudio de diferentes marcadores intracelulares presentes en el
liguido peritoneal o ascitico de las ratas control y cirrosis respectivamente, pudimos
observar que las ratas con cirrosis tenian un menor numero de células T capaces de
producir IFNy en el peritoneo, que se debio tanto a las células Th como a las células
Tc.

Sin embargo, existio un aumento de 2 veces en el nimero absoluto de células
T totales capaces de producir TNFa en el peritoneo de las ratas cirréticas con respecto
a los controles, que se debid a la poblacion de células Th.

Tabla 9. Numero absoluto de células productoras de IFNy y TNFa en el liquido
peritoneal/ascitico de ratas control y cirroticas.

LIQUIDO PERITONEAL/ASCITICO
(célulasx10°/ml)
Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
Ce'”'iig;?}ﬁ'ﬁ;')m Y 286125 64425
Células Th IFN y*
(CD§+“C%Z+CD8.|F‘,’\]V+) 1754117 30414
Células Tc IFN y*
P . + +31*
(CD3+CD8'CD4IFNy") 133£125 37x3l
A +
Ce'“""‘(SCE;?tTaILeFSaT)NF * 37416 56+29*
Células Th TNF a”
+ + *kk
(CD3'CD4'CD8 TNFa") 20+14 ATl
Células Tc TNF o
+ +
(CD3'CD8'CD4 TNFa") 13£2 13:8
Monocitos totales TNF o
(CD11b'CD3TNFa') 689+397 787+356

*p<0,05 vs. control
**p<0,01 vs. control
***n<0,001 vs. control
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No hubo diferencias significativas en el nimero de monocitos capaces de

producir TNFa entre ratas control y cirréticas (Tabla 9).

Al medir mediante ELISA la concentracion de citoquinas solubles en el LA y
peritoneal de ratas cirréticas y control, respectivamente, observamos que existié una
mayor concentracion de TNFa en las ratas cirroticas con respecto a los controles, lo
gque coincide con el gran aumento en el numero de células que expresan TNFa en
dicho compartimento determinado por citometria de flujo. Con respecto al IFNy,
también se observd una mayor concentracion de dicha citoquina en el LA de las ratas
cirrGticas con respecto a los controles, a diferencia de lo observado en los datos

obtenidos por citometria (Tablas 9 y 10).

Tabla 10. Concentracion de citoquinas solubles en|  iquido peritoneal/ascitico de ratas
control y cirrosis.

LIQUIDO PERITONEAL/ASCITICO
(pg/ml))
Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
IFNy" 9,03+3,14 32,98+19,09***
TNFa® 9,11+3,41 20,0848,87***

***n<0,001 vs. control

- Sangre (control vs. cirrosis)

En la sangre de ratas cirrGticas encontramos un aumento significativo de 6
veces en el nimero de células T totales que producen IFNy, que se debe tanto a las
células Th como a las células Tc. Ocurre lo mismo en el numero de células
productoras de TNFa, tanto por células T como por monocitos, en el que el aumento
es de 83 veces (Tabla 11).

Al medir mediante ELISA la concentracion de citoquinas solubles en el plasma
de ratas cirréticas y control, también observamos un aumento significativo de ambas

citoguinas en las ratas cirréticas con respecto a las ratas control (Tabla 12).
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Tabla 11. NUumero absoluto de células productoras de IFNy y TNFa en la sangre de ratas
control y cirréticas

SANGRE
(célulasx10°/ml)
Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
Células T totales IFN y* o
(CD3'IFNY") 166+122 1.099+648
Células Th IFN y* x
(CD3'CD4'CDSIFNY") 92+74 602+209
Células Tc IFN y”
(CD3+CD8'CD4IENY") 8558 645+330
Células T totales TNF a” ox
(CD3'TNFa") 109450 833+488
Células Th TNF a”
(CD3'CD4'CD8 TNFa") 6653 602+316
Células Tc TNF a” e
(CD3'CD8'CD4TNFa') 279 16198
Monocitos totales TNF a” -
(CD11b'CD3TNFa") 40+28 3.324+1.054

*p<0,05 vs. control
**p<0,01 vs. control
***n<0,001 vs. control

Tabla 12. Concentracién de citoquinas plasmaticas s  olubles en ratas control y cirrosis.

PLASMA
(pg/ml))
Control Cirrosis
(n=17) (n=11)
IFNy+ 5,15+2,74 18,12+48,72***
TNFa® 1,01+0,81 8,41+5,27***

*p<0,05 vs. control
**p<0,01 vs. control
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2.2.2 Ratas control tras la induccibn de peritoniti S

bacteriana

- Liquido peritoneal (control vs. control PBI)

Al inducir peritonitis en las ratas control se observé una disminucién en el
namero de células T peritoneales productoras de IFNy, tanto en las células Th como
en las células Tc (Figura 18). No existieron diferencias en el numero de células T
peritoneales productoras de TNFa, sin embargo se produjo una gran disminucion en el
namero absoluto de monocitos productores de esta citoquina (689+397 vs. 293+183
célulasx10%/ml, p<0,01)

50000 16000 + oy p—— v ¥ T
N — —— CD3*TNFat |CD4TTNFat CD8TTNFa
CD3*IFNy* | CDATIFNy"! CD8*IFNy 14000 | A
40000 . . 12000 | ]
10000 -
£ 30000 | E
B *k * ¥ 8000 H
— ° [} B [ ] °
8 20000 | : ok : S 6000 | .
4000 - '
10000
2000
0 0 < | . ‘ ‘

SSE PBI SSE PBI SSE PBI SSE PBI SSE PBI SSE PBI

Figura 18. Numero absoluto de células T, Thy Tc productoras d e IFNy y TNFa en liquido
peritoneal de ratas control SSE ( EZAy control PBI ( [_1). *p<0,05 vs. SSE, p<0,01 vs.
SSE, *** p<0,001 vs. SSE. La peritonitis intraperitoneal inducida disminuy6 el nimero absoluto
de células T productoras de IFNy en las ratas control.

La concentracion de IFNy soluble medido por ELISA aumenté en aquellas ratas
control PBI, al igual que ocurri6 con el TNFa cuyo aumento fue de 19 veces con
respecto al control (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion en pg/ml de IFN yy TNFa en liquido peritoneal de ratas control
SSE ( ) y control PBI ( |:} *** n<0,001 vs. SSE. Aumento significativo de ambas
citoquinas en el grupo de ratas control con induccién de peritonitis bacteriana.

- Sangre (control vs. control PBI)

De forma similar a lo descrito previamente en las células peritoneales, la
induccién de peritonitis provové una disminucion en las células de sangre periférica
capaces de producir IFNy, que afecté a todas las poblaciones objeto de estudio.
Ademas, también observamos una disminucion en el nimero de células T de sangre

periférica productoras de TNFa tras la PBI en ratas control (Figura 20).

35000 25000
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Figura 20. Numero absoluto de células T, Thy Tc productoras d e IFNyy TNFa en sangre

de ratas control SSE ( @ y control PBI ( |:| ** n<0,01 vs. SSE, *** p<0,001 vs. SSE.
La induccién de peritonitis produjo una disminucion en el nimero de células T capaces de
producir IFNyy TNFa en la sangre de ratas contol.
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También pudimos observar una disminucion significativa en el nUmero absoluto
de monocitos capaces de producir TNFa en las ratas control PBI con respecto a los
controles SSE (4028 vs. 445 célulasx10%/ml, p<0,001).

Sin embargo, y a pesar de las disminuciones observadas por citometria, la
ratas control PBI mostraron un aumento muy significativo en la concentracién de IFNy
y TNFa solubles en plasma, especialmente en el caso del TNFa, que fue del orden de
442 veces (Figura 21).

10 - .

5 @
0 T
SSE PBI SSE PBI

Figura 21. Concentracion en pg/ml de IFN yy TNFa en plasma de ratas control SSE ( w
y control PBI ( |:| * p<0,05 vs. SSE, ***p<0,001 vs. SSE. La concentracion de ambas
citoquinas se encontré aumentado en el grupo de ratas control tras induccién de peritonitis
bacteriana principalmente evidente en el caso del TNFa.

2.2.3 Ratas cirréticas tras la induccion de periton itis

bacteriana.

- LA (cirrosis vs. cirrosis PBI)

En las ratas cirréticas PBI no se produjeron cambios en el nimero absoluto de
células T totales capaces de producir IFNy con respecto a las ratas cirréticas SSE. Por
el contrario, el nimero de células peritoneales capaces de producir TNFa aumentd en
las ratas cirréticas PBI debido Unicamente a produccion de esta citoquina por las
células Th (Figura 22).
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Figura 22 . Numero absoluto de células T, Thy Tc productorasd e IFNy y TNFa en LA de

ratas con cirrosis SSE ( %y con cirrosis PBI ( |_,__| . **p<0,001 vs. SSE. La induccion
de peritonitis caus6 un aumento de células T (Th) productoras de TNFa mientras que no
provoco ningun cambio en el nimero de células productoras de IFNy.

A diferencia de lo descrito anteriormente para las células Th productoras de
TNFa, el nimero absoluto de monocitos peritoneales productores de TNFa disminuy6
de forma muy significativa tras la PBI (787356 vs. 282+140 célulasx10%/ml, p<0,001).

En cuanto a la concentracién de citoquinas solubles mediante la técnica de
ELISA, se observé también que la concentracion de IFNy en el peritoneo de las ratas
cirréticas tras PBI no sufrié ningun tipo de cambio con respecto a las ratas cirréticas
SSE, mientras que la concentracion de TNFa sufrié un gran aumento en las ratas con
cirrosis tras PBI, del orden de 28 veces (Figura 23).
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Figura 23. Concentracion en pg/ml de IFN yy TNFa medido por ELISA en LA de ratas

cirrosis SSE ( m) y cirrosis PBI ( :| *** n<0,001 vs. SSE. Gran aumento en la
concentracion de TNFa en el LA de ratas cirroticas PBI.
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- Sangre (cirrosis vs. cirrosis PBI)

En la sangre de ratas que habian sufrido PBI se observo una disminucion del
numero de células capaces de producir citoquinas, tanto IFNy como TNFa, aunque fue
mas evidente en el caso del IFNy (Figura 24). El numero de monocitos capaces de

producir TNFa también disminuy6 (3.324+1.054 vs. 144495 célulasx10%/ml, p<0,001).
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Figura 24. Numero absoluto de células T, Thy Tc productorasd e IFNyy TNFa en sangre

de ratas con cirrosis SSE ( By con cirrosis PBI ( [22). ** p<0,01 vs. SSE. Disminucion
en la produccién por células T de citoquinas en el grupo de ratas cirréticas con PBI.

La concentracién de citoquinas solubles hallada en el plasma de las ratas
cirréticas PBI fue superior a la encontrada en las ratas cirréticas SSE, a diferencia de
las disminuciones encontradas en el numero absoluto de células capaces de
producirlas (Figuras 24 y 25).
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Figura 25 . Concentracién en pg/ml de IFN yy TNFa en el plasma de ratas cirrosis SSE
( ) y cirrosis PBI ( |:| ***n<0,001 vs. SSE. La peritonitis causo en las ratas
cirréticas un aumento en la concentracién plasmatica de citoquinas solubles.

- 100 -



Resultados

Los resultados del presente estudio realizado en ratas con cirrosis biliar a las

que se induce peritonitis bacteriana se resumen del siguiente modo:

1. La cirrosis biliar experimental se asocia a una mayor tasa de traslocacion
bacteriana procedente del intestino y a una mayor facilidad para la
diseminacion de bacterias, tanto enddégenas como exdgenas, cuando se induce

peritonitis bacteriana.

2. La cirrosis biliar se asocia a una alteracion de los elementos celulares
circulantes del sistema inmune, incluyendo un aumento del numero de
monocitos, linfocitos T, Th y Tc, linfocitos NK y NKT, y linfocitos B activados.
Los monocitos se encuentran polarizados a la produccién de TNFa, siendo la
principal fuente de esta citoquina en suero, mientras que los linfocitos T lo
estan especialmente a la de IFNy, aunque también participan en la produccion

de TNFa.

3. De forma similar, el liquido ascitico de las ratas cirréticas también se
caracteriza por una marcada expansion de linfocitos T, tanto Th como Tc, y
linfocitos B. Por el contrario, a diferencia de lo observado en sangre periférica,
la poblacion de monocitos peritoneales se encuentra marcadamente retraida, y
esto es debido a la dréstica disminucibn que sufre la subpoblacion de

monocitos residentes.

4. El liquido ascitico de las ratas con cirrosis muestra un estado de inflamacién
basal con un aumento en la concentracion de TNFa, producido principalmente

por los linfocitos Th, y de IFNy.

5. La induccion de peritonitis bacteriana en ratas controles causa una marcada
expansion de monocitos, especialmente de los inflamatorios, en el liquido
peritoneal de estos animales. Paralelamente se retraen los compartimentos de
linfocitos T y NK peritoneales. La retraccion de linfocitos T peritoneales ocurre a
expensas de las subpoblaciones T MENT, Tc naive y Tc MC. Sin embargo, los
linfocitos Th MET y Th naive aumentan de forma significativa. A diferencia de lo
observado en el grupo de ratas control, la induccién de peritonitis a ratas
cirrGticas no provoca cambios en la poblaciéon de monocitos en el liquido
ascitico. Esto es debido a que los monocitos residentes sufren una marcada
retraccion. Sin embargo, la poblacion de monocitos inflamatorios si que

aumenta de forma significativa. Los linfocitos NK y diversas subpoblaciones de

- 101 -



Resultados

linfocitos T (T MET, T naive y Tc MENT) de liquido ascitico también se retraen

tras la induccion de peritonitis.

La induccién de peritonitis da lugar a la retraccion de todas las poblaciones y
subpoblaciones de linfocitos de sangre periférica analizadas, tanto en ratas

control como en ratas con cirrosis biliar.

La induccion de peritonitis a ratas control provoca un marcado aumento en los
niveles de TNFa e IFNy, tanto en el peritoneo como en el suero, lo que
contrasta con la reduccion del nimero de linfocitos T productores de IFNy, tanto
peritoneales como circulantes, de monocitos circulantes TNFa+, asi como de

linfocitos T circulantes productores de TNFa.

La induccién de peritonitis provoca en las ratas con cirrosis un marcado
aumento en la concentracion de TNFa peritoneal, asi como de TNFa e IFNy
séricos, junto con expansion en el liquido ascitico de los linfocitos Th
productores de TNFa. Sin embargo, los monocitos TNFa+ de liquido ascitico y
de sangre periférica, y los linfocitos T circulantes productores de IFNy y de

TNFa, se encuentran significativamente retraidos.

- 102 -



DISCUSION
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El presente estudio corrobora los hallazgos previos sobre la existencia de
estado crénico de inflamacion sistémica del sistema inmune en la cirrosis hepatica, y
que es consecuencia del estimulo bacteriano persistente observado en la cirrosis
humana y experimental. Ademas, establece que esta activacion del sistema inmune
también se da en la cavidad peritoneal, y se debe fundamentalmente a la
extravasacion al liquido ascitico de linfocitos B y linfocitos T activados, mientras que la
poblacion de monocitos sufre una significativa retraccion. La PBI causa la retraccion
de todas las poblaciones de linfocitos de sangre periférica estudiados, aunque los
niveles de citoquinas pro-inflamatorias permanecen elevados en suero. Los niveles de
TNFa en el liquido ascitico también aumentan en las ratas con cirrosis biliar tras la
PBI, y a su produccién contribuyen los linfocitos Th, pero no los monocitos. Todos
estos hallazgos se relacionan con una mayor frecuencia de TB y diseminacion de la

infeccidn en la cirrosis biliar, tanto basalmente como tras la induccion de peritonitis.

Nuestro objetivo fue investigar los posibles mecanismos patogénicos
funcionales implicados en la susceptibilidad incrementada a la infeccion por bacterias
de origen entérico en la cirrosis. Para ello, utilizamos un modelo experimental de
cirrosis biliar, en el que evaluamos la TB y la diseminacién bacteriana, caracterizamos
las alteraciones de las células del sistema inmune a nivel peritoneal y sistémico, y
evaluamos el efecto de la induccion de peritonitis bacteriana, mediante la inyeccion

intraperitoneal de E. coli, en los pardmetros anteriormente mencionados.

Mayor tasa de traslocacion y diseminacion bacterian a en cirrosis

biliar experimental

Nuestros resultados revelan que la cirrosis biliar experimental se asocia a una
mayor tasa de TB procedente del intestino y a una mayor facilidad para la
diseminacion de bacterias, tanto basalmente, como tras la induccién de peritonitis
bacteriana. Esto es consecuencia del estimulo bacteriano persistente al que se
encuentran sometidas las células del sistema inmune, que provoca un estado de
inflamacién cronico, sumado a la incapacidad de los monocitos productores de TNFa
de expandirse y responder a la infeccion, tanto en el liquido peritoneal, como en la
sangre periférica. Esto sugiere que el aumento de los niveles de TNFa en el liquido
ascitico de las ratas con cirrosis tras la induccién de la infeccion se debe a la
produccién de esta citoquina por los linfocitos Th TNFa+, que si se encuentran
expandidos en el peritoneo de estos animales. Sin embargo, esto parece ser un

mecanismo insuficiente para contener la infeccidn en la cirrosis.
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La TB al GLM es un proceso ampliamente conocido y estudiado en la cirrosis
(Runyon et al., 1994; Garcia-Tsao et al., 1995; Pérez-Paramo et al., 2000; Genesca et al.,
2003; Albillos et al., 2005; Mufioz et al., 2005; Guarner et al., 2006; Ubeda et al., 2010). Los
pacientes y los modelos experimentales de cirrosis sufren un elevado paso de
bacterias y productos bacterianos de origen entérico a los GLM, y finalmente a la
circulacion sistémica, proceso conocido como TB (Albillos et al., 2003; Such et al., 2002;
Garcia-Tsao et al., 1995). La frecuencia de estos eventos aumenta cuando la
enfermedad progresa, y su consecuencia inmediata en un elevado riesgo de sufrir
infecciones bacterianas espontaneas en la cirrosis (Albillos et al., 2004a; Zapater et al.,
2006). La TB juega un papel fundamental en el dafio hepético agudo, asi como en la
progresion a una enfermedad hepética cronica (Lin et al., 1995; Cirera et al., 2001; Seki
et al., 2007), y su aparicion se debe a la concurrencia de tres factores: i) el
sobrecrecimiento bacteriano intestinal y la disbiosis de la microbiota, ii) el aumento de
la permeabilidad intestinal, y iii) alteraciones del sistema inmune (Perez-Paramo et al.,
2000; Albillos et al., 2002).

Este estudio aporta nuevas evidencias de la reducida capacidad del sistema
inmune de contener la infeccion en la cirrosis. Tras realizar el estudio de TB y
diseminacion bacteriana tisular en nuestro modelo experimental de cirrosis biliar,
pudimos corroborar que las ratas con cirrosis mostraron un aumento significativo de
TB a los GLM, asi como un mayor porcentaje de bacterias en el pulmén, el higado y el
bazo de las ratas con cirrosis, aunque estos no alcanzaron significacion estadistica. La
PBI dio lugar a un mayor incremento en la tasa de TB a los GLM en las ratas con
cirrosis, que se debié fundamentalmente a las bacterias exdgenas, inyectadas, junto
con un mayor porcentaje de bacterias en el pulmén, todas ellas exdégenas. El aumento
en la frecuencia de bacterias en el bazo tras la PBI se observo tanto en las ratas con
cirrosis como en las ratas control, y fue debido fundamentalmente a las bacterias
inyectadas. Sin embargo, al analizar el porcentaje de bacterias en el higado tras la
PBI, observamos que éste aumentd en las ratas control, pero no en las ratas con
cirrosis biliar. Esto podria ser debido a que la cirrosis causa cambios estructurales en
el higado que producen una alteracion de la circulacion intrahepatica con formacion de
colaterales portosistémicas que eluden la circulacion intrahepética, que podrian
explicar la ausencia de bacterias inyectadas en el higado de las ratas con cirrosis biliar
tras la PBI.

Ademas, tras la PBI, las ratas con cirrosis presentaron una mayor carga de

bacterias por gramo de tejido que las ratas control en todos los 6rganos estudiados, a
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excepcion del bazo, lo que pone de manifiesto una vez mas la respuesta deficitaria a

la PBI en nuestro modelo experimental de cirrosis.

Todos estos hallazgos evidencian la elevada tasa de TB y diseminacion
bacteriana, tanto basalmente como tras la PBI, en las ratas con cirrosis, y podrian
ayudar a explicar el hecho de que la PBE sea la infeccion mas frecuente y

caracteristica de la cirrosis.

La cirrosis biliar se asocia a una alteracion de lo s elementos

circulantes del sistema inmune

Diversos estudios han demostrado que el sistema inmune se encuentra
anormalmente activado a nivel sistémico en pacientes y modelos experimentales de
cirrosis con y sin ascitis (Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004 b; Mu  fioz et al., 2005;
Ubeda et al., 2010). Esta alteracion se caracteriza por la expansion de los linfocitos
activados y los monocitos en la sangre periférica, acompafiada del aumento de los
niveles de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa, IFNy, IL-1B e IL-6 en las fases
descompensadas de la enfermedad (Wiest et al., 1999a; Genesca et al., 2003; Tilg et al.,
1992; Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b ).

Nuestros hallazgos ponen de manifiesto la universalidad del estado pro-
inflamatorio sistémico en la cirrosis y la relevante contribucion del estimulo bacteriano
persistente a esta excesiva respuesta del sistema inmune. En la circulacion sistémica
de ratas con cirrosis biliar existe un aumento del nimero de monocitos, linfocitos T, Th
y Tc, linfocitos NK y NKT, vy linfocitos B activados. Los monocitos se encuentran
polarizados a la produccién de TNFa, siendo la principal fuente de esta citoquina en
suero, mientras que los linfocitos T lo estan especialmente a la de IFNy, aunque
también participan en la produccién de TNFa. Esto da lugar a un aumento muy
significativo de los niveles de IFNy y TNFa en el suero de las ratas con cirrosis biliar
en comparacion con las ratas control. Eso indicaria que en sangre de ratas con cirrosis
existe una gran activacion de células T que van a activar a monocitos para intentar

frenar la infeccion.

La marcada expansion y activacion de las poblaciones de monaocitos y células
NK, asi como de linfocitos T, NKT y B encontrada en la sangre en este modelo de
cirrosis experimental, indica que estos animales presentan un estado de inflamacién
sistémica que afecta tanto al sistema inmune innato como al adquirido. Nuestro grupo

ha demostrado previamente que el origen de esta inflamacion en los estadios iniciales
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de la cirrosis, es decir, en cirrosis compensada, se debe a la recirculacion de las
células del sistema inmune activadas en el higado (Ubeda et al., 2010). Sin embargo,
cuando la cirrosis evoluciona a la fase descompensada, el origen de estas células
activadas circulantes es el mesenterio, como consecuencia del paso de bacterias

desde la luz del intestino a los GLM (Mufioz et al., 2005).

El liquido ascitico de las ratas con cirrosis bilia r también muestra

signos de activacion

Se ha prestado escasa atencion a la caracterizacion y comportamiento
funcional de células del sistema inmune a nivel peritoneal, a pesar que la PBE es la

infeccidn mas frecuente y caracteristica de la cirrosis.

Nuestra hipétesis establece que, de forma similar a lo observado a nivel
intestinal y sistémico, un ambiente inflamatorio como consecuencia de la exposicién
continua a bacterias pudiera causar la activacion cronica de las células del sistema
inmune del liquido ascitico, y el posterior deterioro de su funcion, lo que contribuiria a

la diseminacion de la infeccion.

Nuestros hallazgos ponen de manifiesto que el liquido ascitico de las ratas con
cirrosis biliar también se caracteriza por una marcada expansion de linfocitos T, tanto
Th como Tc, y linfocitos B. Por el contrario, a diferencia de lo observado en sangre
periférica, la poblacibn de monocitos peritoneales se encuentra marcadamente
retraida, y esto es debido a la subpoblacion de monocitos residentes. Ademas, el
liguido ascitico de las ratas con cirrosis muestra un estado de inflamacién basal con un
aumento en la concentracion de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa, producida
principalmente por los linfocitos Th, y de IFNy. Sin embargo, el nimero de linfocitos T
productores de IFNy disminuyd significativamente en el liquido ascitico de las ratas con
cirrosis, lo que sugiere que la produccién de esta citoquina pro-inflamatoria se esté
llevando a cabo por otras células del sistema inmune, como podrian ser los linfocitos
NK.

El aumento en el numero de linfocitos T observado en la cavidad peritoneal de
las ratas cirréticas acompafiado de una expansion de los linfocitos B sugiere que la
interaccion de estos con las células Th activadas va a favorecer la activacion de las
células B, estableciéndose lo que se conoce como un foco primario de expansion
clonal, en el que ambos tipos de linfocitos proliferan (Janeway et al., 2004). La

retraccion de la poblacién de monocitos en el liquido ascitico de las ratas con cirrosis,
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junto con la ausencia de cambios en el nimero de monocitos productores de TNFa en
la cavidad peritoneal entre las ratas con cirrosis biliar y las ratas control, denota un
defecto en la capacidad de respuesta de estas células en la cirrosis experimental que
podria estar relacionado con elevada frecuencia de episodios de PBE presente en la

cirrosis.

La induccibn de  peritonitis  bacteriana  provoca una

hipersensibilidad del sistema inmune peritoneal y s istémico

La PBI en ratas controles causa una marcada expansion de monocitos, que es
a expensas de la subpoblacion de monocitos inflamatorios, en el liquido peritoneal de
estos animales. Paralelamente se retraen los compartimentos de linfocitos T y NK
peritoneales. La retraccion de linfocitos T peritoneales ocurre a expensas de las
subpoblaciones T MENT, Tc naive y Tc MC. Sin embargo, los linfocitos Th MET y Th
naive aumentan de forma significativa. Estos cambios en las poblaciones del sistema
inmune del peritoneo de las ratas control tras la PBI, se acompafian por un aumento
muy significativo de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa e IFNyen este
compartimento, a pesar de la retraccién de los linfocitos T productores de IFNyy de

monocitos activados a la produccién de TNFa.

A diferencia de lo descrito en las ratas control, la PBI no provoca cambios en la
poblacién total de monocitos del liquido ascitico de las ratas cirrGticas. Al analizar las
subpoblaciones de monocitos, observamos que los monocitos inflamatorios del liquido
ascitico si se encuentran expandidos, mientras que los monocitos residentes sufren
una marcada retraccion. Los linfocitos NK y diversas subpoblaciones de linfocitos T (T
MET, T naive y Tc MENT) de liquido ascitico también se retraen tras la PBI en nuestro
modelo de cirrosis biliar. Los niveles de TNFa en el liquido ascitico de las ratas
cirréticas también aumentan de forma significativa tras la PBI y a la produccién de esta
citoquina parecen contribuir los linfocitos Th TNFa+, que aumentan significativamente,
y no los monocitos TNFa+, que disminuyen drasticamente. Esto podria indicar, una
vez mas, un defecto en la poblacion de monocitos en respuesta a la infeccion en la

cirrosis experimental.

En lo que se refiere al efecto a nivel sistémico de la induccién de peritonitis,
nuestro estudio demuestra que ello da lugar a la retraccién de todas las poblaciones y
subpoblaciones de linfocitos de sangre periférica analizadas, tanto en ratas control

como con cirrosis. Se desconoce la razén por la que se produce esta marcada
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linfopenia tras la PBIl. Una posible explicacion seria que, estas células, una vez
activadas en el territorio peritoneal, salieran a la circulacion y se dirigieran, guiados por
guimioquinas y por moléculas de adhesion expresadas tras su activacion, a tejidos

inflamados, como el bazo, el intestino o el propio higado.

A pesar de la linfopenia resultante de la PBI tanto en ratas con cirrosis biliar
como en ratas control, los niveles séricos de TNFa e IFNy aumentan de forma

significativa en ambos grupos de animales tras la induccion de la infeccion.

Todos estos hallazgos sugieren que en la cirrosis biliar experimental existe una
hipersensiblidad del sistema inmune peritoneal y sistémico al estimulo bacteriano, que
paradojicamente se asocia a una incapacidad del compartimento monocitario de
responder a la infeccién, especialmente en el liquido ascitico, y que podria contribuir al

elevado numero de infecciones bacterianas espontaneas observadas en la cirrosis.
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Conclusiones

Los resultados del presente estudio realizado en ratas con cirrosis biliar a las

que se induce peritonitis bacteriana permiten concluir que:

1. La traslocacion y la diseminacion sistémica de bacterias, intestinales y
exdgenas, tras la infeccion peritoneal inducida estd aumentada en la cirrosis
biliar experimental. Este defecto en la contencion de las bacterias traduce un

dafio en la funcién del sistema inmune en la cirrosis experimental.

2. La cirrosis se asocia a un estado persistente de inflamacion del sistema
inmune, tanto peritoneal como sistémico, caracterizado por un aumento en la
concentracion de citoquinas proinflamatorias y una expansion de las células

inmunitarias activadas.

3. En la cirrosis biliar experimental existe una hipersensiblidad del sistema
inmune peritoneal y sistémico al estimulo bacteriano para producir citoquinas
pro-inflamatorias. Paradojicamente, ello se asocia a una incapacidad para que

se expanda el compartimento monocitario, especialmente a nivel peritoneal.
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