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I. CONCEPTOS GENERALES

I. 1. Papel del higado en la defensa del organismo

I. 1. 1. Peculiaridades de la circulacién hepatica

El higado ocupa un lugar estratégico en el cuerpo humano, al quedar interpuesto
entre el tubo digestivo y la circulacidon general. Aproximadamente un 75 por 100 de su
aporte sanguineo procede de la vena porta, y por ello recibe de la sangre portal todos los
productos absorbidos en el tubo intestinal, que luego son metabolizados en el higado o
transformados por él y devueltos a la sangre para el almacenamiento o la utilizacion en otros

organos.

El 25 por 100 restante de su irrigacién la recibe de la arteria hepatica, y ya en el
interior del parénquima, la sangre fluird por las sucesivas ramificaciones de los vasos

portales y arteriales hasta alcanzar los sinusoides hepaticos.

Los sinusoides hepaticos forman un complejo plexo tridimensional en el que sus
células limitantes estan casi directamente adheridas a las células del parénquima, con las
gue solo se interpone un estrecho espacio perivascular o espacio perisinusoidal de Disse,

demostrado por el microscopio electrénico en el higado normal .

Las células endoteliales constituyen la mayor parte del revestimiento de los

sinusoides. Son células aplanadas que forman una membrana con fenestraciones inter o
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transcelulares de 0,1 a 0,5 um de ancho, aunque no permiten la libre difusién de particulas
entre la sangre y la cara sinusoidal de los hepatocitos, sino que constituyen una barrera
entre las macromoléculas o los leucocitos que circulan por la luz del sinusoide y los
hepatocitos. Ademas, poseen una gran capacidad endocitica mediante el mecanismo
mediado por receptor, pueden funcionar como células presentadoras de antigeno para
linfocitos T CD4 y CD8 y tienen capacidad de segregar citoquinas mediadoras de la respuesta

inflamatoria.

Cada célula hepatica quedara expuesta en al menos una, y de ordinario en dos de sus
caras, a las células endoteliales sinusoidales. El acceso directo a la superficie de los
hepatocitos es un rasgo estructural de gran importancia fisioldgica para el intercambio
activo de metabolitos entre el higado y el torrente sanguineo, no sdélo de aquellos
absorbidos en la digestion, sino también de las sustancias toxicas, las bacterias y sus toxinas

procedentes de la luz intestinal o de la circulacién general % 2.

Ademas de las células endoteliales, se han identificado otros tipos celulares
asociados con los sinusoides: las células de Kupffer, las células perisinusoidales
almacenadoras de grasa y las células del hoyo o “pit cells”, células con actividad NK
especificas del higado. De éstas y de las células de Kupffer se hablara con mayor detalle mas

adelante.

Trabajos mads recientes sugieren una cuarta poblacidn celular asociada a los
sinusoides, las células de las fosillas localizadas en el espacio persinusoidal, con origen y

funciones por determinar !
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I. 1. 2. Células no parenquimatosas del higado

En contraste con los hepatocitos, que ocupan casi el 80 por 100 del volumen total
hepatico y realizan la mayoria de sus funciones, las células no parenquimatosas constituyen
menos de un 7 por 100 de este volumen global, pero representan el 40 por 100 de la

poblacion celular del higado.

Se localizan en el espacio sinusoidal y cada vez méas se reconoce su papel en la

regulacion de las distintas funciones de los hepatocitos .
I. 1. 2. a. Células de Kupffer

Las células de Kupffer son macréfagos tisulares, ultimo eslabén o elemento maduro
del Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM). Se localizan en los sinusoides, donde pueden
estar fijos o moviles entre las células endoteliales. Proceden de los monocitos de sangre
periférica que han emigrado del endotelio debido a la presencia de sustancias quimiotacticas

presentes en el suero o liberadas por linfocitos activados o por microorganismos *.

La mayor parte de su superficie celular esta en contacto con la sangre de la luz del
sinusoide. Constituyen aproximadamente una tercera parte de las células no

parenquimatosas del higado y hasta un 85 por 100 de la poblacién celular del SFM °.

Pueden sobrevivir durante meses y tienen capacidad de multiplicarse localmente,

propiedad que no pierden al madurar. Su situacion clave en la confluencia del drenaje



Introduccion

venoso portal convierte a estas células en los primeros responsables del secuestro vy
eliminacion de antigenos celulares, endotoxinas y microorganismos liberados desde el tracto

intestinal, metabolizandolos o haciéndolos mas inmundégenos.
I. 1. 2. a. 1. Actividad fagocitica

Las células de Kupffer poseen una pronunciada capacidad endocitica y fagocitica.
Junto a los neutréfilos, son las principales células fagocitarias, para lo que cuentan con una
adecuada dotacion de enzimas hidroliticas, que emplean en la digestién de las particulas

fagocitadas.

Con el propdsito de evaluar la actividad fagocitica de las células de Kupffer, se han
utilizado diversos métodos que determinan la capacidad de aclaramiento de particulas como
el carbono coloide, microagregados de albumina o bacterias marcadas, mediante su
inyeccidn intravenosa y posterior determinacién del ritmo de desaparicion en sangre, o por

medio de técnicas directas de perfusidn hepatica in situ > %’

. La capacidad de aclaramiento
es un proceso complejo que depende de la concentracion de la sustancia, el flujo sanguineo

y propiedades fisico-quimicas especificas.

Aunque los macrofagos tisulares comparten el origen, caracteristicas morfoldgicas y
funciones comunes, y en general responden a los mismos estimulos externos, las células de
Kupffer son peculiares en algunos aspectos: mantienen un permanente grado de activacion
debido a las pequefias cantidades de endotoxinas que continuamente penetran a través de
la mucosa gastrointestinal intacta y son un componente habitual de la sangre de la vena
porta, lo que provocaria una hipersecrecion de TNF y otras citoquinas mediadoras de la
inflamacién por las células de Kupffer 8 Sin embargo, esta secrecidn se encuentra inhibida

probablemente por un mecanismo mediado por la prostaglandina E2. Este mecanismo de
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“downregulation”, junto a otros que expondré mas adelante, protegeria de los efectos

deletéreos que conllevaria la activacion incontrolada de la cascada inflamatoria ™.

No obstante, la fagocitosis por las células de Kupffer no es el principal mecanismo por
el cual los microorganismos que alcanzan el higado a través del torrente sanguineo son
eliminados; mds bien esta eliminacion depende de la compleja interaccién entre las células
de Kupffer y los neutréfilos que rapidamente y de forma masiva migran hacia el higado y se
sitan junto a los macrofagos en respuesta a la infeccidn. Por ello, la acumulaciéon de
neutrodfilos en los sinusoides hepaticos es caracteristica en los estados de endotoxemia y

sepsis.

Las acciones de los neutréfilos incluyen la fagocitosis, la produccién de metabolitos
téxicos y la liberacion de enzimas proteoliticas. Aunque estas funciones facilitan la
eliminacion de microorganismos invasores, también pueden provocar graves dafios titulares
locales. La eliminacion a tiempo de neutrdfilos inflamatorios secuestrados en el higado
durante los periodos transitorios de bacteriemia o endotoxemia previene de la exagerada

respuesta inflamatoria observada en el sindrome de disfuncidén multiorganica.

Asi, el aclaramiento de los neutrdfilos que han migrado a los sinusoides hepaticos es
necesario para la resolucién del proceso inflamatorio, y esto sucede mas que por su retorno
al torrente circulatorio, a su muerte celular programada o apoptosis. Es entonces cuando las
células de Kupffer mediante la expresidon de receptores de superficie celular reconocen y

fagocitan los neutréfilos apoptdsicos, eliminandolos > ™2,

Aunque las células de Kupffer estan presentes en todo el higado, son mas

abundantes en la regién periportal del acino hepatico; del mismo modo, en esta localizaciéon
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son de mayor tamano y poseen mayor actividad endocitica y enzimatica lisosomal, y mayor

capacidad de secrecién de citoquinas .

En general, las células endoteliales asimilan particulas solubles via pinocitosis y las
células de Kupffer via fagocitosis. El higado representa el primer lugar donde son eliminados
de la circulacién complejos solubles de Inmunoglobulina G, principalmente por las células de
Kupffer, y en menor grado por las células endoteliales. Las células de Kupffer reconocen
mediante receptor el dominio Fc o fraccidn cristalizable de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas, resultando la fagocitosis inespecifica de inmunocomplejos y particulas

como microorganismos y células eucariotas unidos a anticuerpos ** .

I. 1. 2. a. 2. Actividad inmunomoduladora

La expresion de receptores Fc proporciona a las células de Kupffer un papel

significativo en la regulacion de la respuesta inflamatoria e inmunoldgica.

Como reguladores de la respuesta inmune, las células de Kupffer intervienen tanto en
su vertiente celular como humoral, induciendo o suprimiendo dicha respuesta. Controlan la
concentracion de antigeno por su fagocitosis y destruccion, fijandolo en su superficie o
interiorizandolo sin degradarlo y posteriormente exteriorizandolo lenta y gradualmente, y
actudan junto a las células endoteliales sinusoidales y a las células dendriticas residentes en

los sinusoides como células presentadoras de antigeno para los linfocitos circulantes.
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Las células de Kupffer procesan el antigeno de forma que sea eficaz en caso de que
exista poca cantidad de éste, y lo presentan en su superficie para que sea accesible a los

receptores de los linfocitos By T CD4*y cD8* ' *°.

Tras su activaciéon por los distintos estimulos bacterianos, las células de Kupffer
segregardn citoquinas que van a jugar un papel clave en la modulacién de la diferenciacién y
proliferaciéon de otras células inmunitarias. En respuesta a concentraciones fisioldgicas de
endotoxinas, rapidamente segregan TNF-a e IL-10, regulando la actividad presentadora de
antigeno y expresion de antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il por
las células endoteliales y células dendriticas de los sinusoides hepaticos, disminuyendo Ila
activacion de los linfocitos T. Las células de Kupffer también segregan prostanoides, éxido
nitrico y reactivos intermediarios del oxigeno inhibiendo asimismo la activacién de las células

T16

Mediante estas acciones, es posible la inmunotolerancia de pequefias cantidades de
endotoxinas que continuamente alcanzan la circulaciéon portal. Pero al mismo tiempo, las
células de Kupffer participan eficazmente en la defensa contra los microorganismos
invasores: a través de la secrecién de las citoquinas IL-12 e IL-18 regulan la diferenciacién de
las células NK y la proliferacion local de subpoblaciones de células NK citotoxicas
productoras de IFN-y. Otras citoquinas como IL-1pB, IL-6, TNF-a y leucotrienos promueven la
infiltracion y actividad antimicrobiana de neutrdfilos, y la activacion de otras células

inmunitarias como los linfocitos T CD4" y CD8".

I.1. 2. a. 3. Secrecion de citoquinas. El TNF-a.
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Ademas de factores que regulan la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos, los
macrofagos tienen la capacidad de segregar citoquinas que actian como mediadores vy

reguladores quimicos de la inflamacién.

Las citoquinas son pequefios péptidos entre los que se incluyen interleuquinas, el
TNF, factores de crecimiento e interferones. Son sintetizadas y segregadas por diferentes
tipos celulares inmunocompetentes como linfocitos y monocitos-macréfagos en respuesta a

la lesién, la inflamacion o la infeccion Y.

El TNF juega un papel protagonista en la respuesta a la agresion, especialmente en la

8 Su estimulacién o activacion prolongada

respuesta inflamatoria a la endotoxemia
provocaria una liberacion incontrolada de otras citoquinas proinflamatorias que
perpetuarian sus efectos bioldgicos, y podria desencadenar las alteraciones metabdlicas,

hemodinamicas y patoldgicas propias del sindrome de disfuncién multiorganica *>** .

Las células de Kupffer son la principal fuente de TNF. Ademds de este TNF clasico
derivado de los macréfagos o TNF-a, se ha identificado un factor citotoxico derivado de
linfocitos T estimulados con mitdégenos o antigenos especificos, al que se ha denominado

linfotoxina o TNF-B.

Comparten receptores comunes y una homologia en su secuencia de aminodcidos del

28 % en humanos y del 35 % en roedores 2. En adelante, nos referiremos al primero.

Las endotoxinas, lipopolisacarido que forma parte de la pared celular de las bacterias

gramnegativas, son el estimulo mas estudiado en la secrecion de TNF. Otros productos de
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bacterias grampositivas, virus, parasitos y citoquinas como interleuquina-1, interleuquina-2,

factores estimuladores de colonias y el propio TNF, pueden inducir su secrecién 2.

Asimismo, existen varios reguladores de la sintesis como el factor de crecimiento

tisular B, los glucocorticoides y la prostaglandina E2 .

El TNF-a puede encontrarse unido a receptores de membrana o de forma libre o
secretada. Ambas formas pueden ser biolégicamente activas y tienen efectos citotdxicos

sobre diferentes lineas celulares.

Se conocen dos tipos de receptores del TNF, que se han clasificado en funcién de su

peso molecular en TNF-R2 o TNF-A y TNF-R1 o TNF-B, de 75 y 55 kDa respectivamente.

Los hepatocitos expresan ambos tipos de receptores y aumentan dicha expresion en
situaciones de inflamacién aguda o crénica %°. Otras células diana del TNF son las células

endoteliales, los monocitos-macréfagos, los fibroblastos, miocitos y adipocitos.

La denominacidon de receptores solubles del TNF ( sTNFr ) se refiere al dominio
extracelular de éstos. Se han detectado en el suero y orina de humanos sanos y se

desprenden de la membrana celular en los procesos inflamatorios 26, 27,

La existencia de estos receptores podria representar un mecanismo de proteccién
frente a los efectos citotdxicos del TNF. En estudios experimentales se ha observado que la
administracion de TNF induce la liberacidon de estos receptores solubles y la administraciéon

de tratamientos anti-TNF como lactulosa oral o anticuerpos anti-TNF-a, produce el efecto
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contrario. Actuarian como inhibidores naturales que forman complejos biolégicamente

inactivos con el TNF % 2°,

El complejo sTNFr-TNF tiene una vida media mayor que el TNF solo y su aclaramiento

sanguineo depende de la funcion renal *” 3% 31,

De este modo, la liberacién de los sTNFr durante situaciones de produccion excesiva
de TNF actuaria protegiendo de los efectos nocivos de esta citoquina y, a su vez,
funcionarian como un reservorio de liberacién lenta que prolongaria en el tiempo los efectos

del TNF 2,
l. 1. 2. b. Células NK

Los linfocitos nulos o células nulas constituyen el 15 % de los linfocitos de sangre
periférica y reciben este nombre porque no poseen los marcadores propios de los linfocitos
T o B. Engloban dos subpoblaciones, las células NK ( natural killer o asesinas naturales ) y las

células K ( killer o asesinas ).

Clasicamente, la presencia de linfocitos en el higado se asociaba a estados de
infeccidon o inflamacién, pero también en situacién de normalidad el higado sano adulto
alberga poblaciones de linfocitos que tienen caracteristicas fenotipicas y funcionales
particulares, ya que existe un predominio de células NK junto a otros linfocitos con actividad
NK y en conjunto constituyen el 65 % de la poblacion linfoide hepatica, lo que sugiere el
papel clave del higado como lugar de encuentro entre el sistema inmunitario innato o

inespecifico con los antigenos que alcanzan la circulacién portal *2.
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Las originariamente llamadas células del hoyo o pit cells, son las células NK
especificas del higado. Morfologicamente, se trata de linfocitos granulares grandes que se
localizan en la luz del sinusoide, donde se encuentran adheridos a las células endoteliales y

las células de Kupffer.

Poseen una actividad citotdxica natural frente a diferentes lineas celulares tumorales

o transformadas por virus, sin que intervengan anticuerpos y sin sensibilizacion previa.

Adyacentes a las células del hoyo, el higado adulto alberga otras subpoblaciones de

linfocitos T que también presentan actividad NK.

El desarrollo de métodos de aislamiento y cultivo in vitro de las diferentes
poblaciones no parenquimatosas y parenquimatosas del higado, ha permitido conocer la
secrecién por los distintos tipos celulares de sustancias como el éxido nitrico, endotelina-1,
leucotrienos, interleuquinas, TNF-a y otras, con accidén autocrina y paracrina, que actuarian

regulando las funciones de las células vecinas 234

Junto a las células de Kupffer, las células NK hepaticas podrian representar la primera

linea de defensa frente al implante de células metastasicas procedentes de la circulacién

portal o sistémica en el higado >>3°.
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l. 2. La barrera mucosa intestinal

El intestino alberga un gran nimero de bacterias y de especies microbianas, en su
mayoria en el intestino grueso. Las bacterias residentes que constituyen la microflora
intestinal normal se encuentran por lo general adheridas a las células epiteliales de la
mucosa, en nichos ecoldgicos a lo largo del tubo intestinal, donde se multiplican

permanentemente e impiden el sobrecrecimiento de otras bacterias patégenas *’.

Al mismo tiempo, existe una abundante flora transelunte que procede del medio
ambiente, de la alimentacién o de tramos superiores del tubo digestivo, que se encuentra
libre en la luz intestinal o asociada con particulas y restos alimentarios. Transita pasivamente

y en condiciones normales es incapaz de fijarse y establecerse, y es eliminada al exterior.

La mucosa intestinal representa, en consecuencia, una gran superficie que ha de ser
protegida contra la invasidn. Esta proteccion implica la conjuncion de mecanismos
inmunoldgicos y no inmunolégicos que se agrupan bajo el término de barrera mucosa

intestina IP%4°,
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Entre los mecanismos inmunoldgicos se encuentra la poblacion de linfocitos T,
linfocitos B y macréfagos que se localizan en la lamina propia intestinal y forman parte del
sistema MALT. Serian los encargados de una parte, reconocer los antigenos extraiios e
impedir la invasion por microorganismos patogenos, y de otra, tolerar la colonizacion por las

bacterias comensales y permitir el paso de los nutrientes a través del epitelio intestinal.

Entre los mecanismos no inmunolégicos se encuentran las condiciones fisico-
quimicas del medio, como son la tensién de oxigeno y el potencial de éxido-reduccién; el
peristaltismo intestinal, la presencia en la luz del tubo digestivo de sustancias inhibidoras **

*2y la propia capacidad de regeneracion del epitelio intestinal *>.

De este modo, el tracto gastrointestinal es considerado no solo un drgano que
participa en la progresién y absorcidn de los nutrientes, sino que actla como barrera fisica y

defensa inmunoldgica del organismo.

Ademas de estos factores del huésped, la microflora intestinal es considerada uno de
los mecanismos protectores mas eficaces >/, impidiendo o dificultando la colonizacion

microbiana de otras especies exdgenas, en especial las patdgenas.

De la interaccion de las distintas especies de la microflora entre si y con el epitelio
intestinal y el sistema inmune del huésped, resulta esta accion sinérgica que puede ser
debida a diversos fendmenos, como la competicion por un sustrato nutritivo o por un
receptor celular, la modificacién de las condiciones fisico-quimicas o la produccién de

sustancias inhibidoras.
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Ya en 1959 Fine et al. introdujeron el concepto de sepsis de origen intestinal,
considerando que la disfuncion de la barrera mucosa permitiria el paso de bacterias y sus
toxinas desde la luz del tubo digestivo a tejidos distantes normalmente estériles **.
Actualmente este fendmeno se conoce como translocacion bacteriana, y se ha comprobado
en estudios clinicos y modelos experimentales, mediante el cultivo de enterobacterias en

sangre periférica, ganglios linfaticos mesentéricos y tejidos y drganos mas lejanos como el

higado y el bazo *.

El mecanismo exacto de la translocacién no se conoce. Se ha observado mediante
microscopio electrénico que las bacterias pueden atravesar células epiteliales intactas y sin
embargo este fendmeno no se produce a nivel de las uniones intercelulares de los
enterocitos. Después de atravesar la pared intestinal, las bacterias logran alcanzar érganos
distantes via linfatica o a través de la sangre portal. No obstante, el fendmeno de la

translocacién no implica necesariamente infeccidon y enfermedad.
I. 2. 1. Endotoxemia

Las endotoxinas son sustancias toxicas y con propiedades antigénicas, que forman
parte del lipopolisacarido (LPS) que constituye la membrana externa de la pared celular de
las bacterias Gramnegativas. Se pueden liberar durante la fase de crecimiento, pero sobre

todo se liberan durante la lisis de la célula bacteriana.

Normalmente, se producen pequeias cantidades de endotoxinas a partir de la flora
Gramnegativa del tubo digestivo, que por via portal llegan al higado donde rdpidamente son
captadas por las células de Kupffer, que las metabolizan e inician una respuesta inflamatoria
sistémica mediante la secrecién de la citoquinas pro-inflamatorias, fundamentalmente TNF e

IL-6.
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En modelos experimentales ® *, la administracién de endotoxinas produce

manifestaciones bioldgicas como fiebre, alteraciones en el recuento celular de leucocitos y
plaguetas y alteraciones vasculares que son semejantes para todas las bacterias
gramnegativas, pero difieren segun la dosis y especie animal. El hombre presenta la maxima

sensibilidad a la endotoxemia, sensibilidad que aumenta con la edad.

l. 2. 2. Translocacion bacteriana

La translocacion bacteriana se define como el paso de bacterias enddgenas viables
desde el tracto gastrointestinal hacia localizaciones extraintestinales normalmente estériles,

donde sobreviven.

El intestino contiene una gran cantidad de bacterias potencialmente patégenas vy
letales, por lo que para que la translocacién se produzca, debe producirse una disrupcion de

los numerosos mecanismos fisioldgicos de defensa.

La colonizacién del intestino por microorganismos anaerobios obligados no
patégenos impide la adhesidbn a la mucosa de otras especies y disminuye el
sobrecrecimiento bacteriano *’. Alteraciones en la composicién de la flora intestinal como
resultado del uso de antibidticos, el estasis intestinal o una nutricion inadecuada pueden

desencadenar la translocacion.
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La mucosa intestinal, normalmente una eficiente barrera, puede sufrir un incremento
de su permeabilidad fisiolégica a consecuencia de un dafio directo sobre los enterocitos o
por disminucion del flujo sanguineo intestinal. Las bacterias que logran atravesar el epitelio

intestinal seran fagocitadas por la defensa inmunoldgica local.

La disfuncién de esta defensa inmunoldgica local, junto a la lesidn fisica de la mucosa
y la alteracién de la microflora bacteriana normal, son los principales mecanismos que

promotores de la translocacion.

Las sales biliares inhiben el crecimiento de bacterias intestinales y participan en la
regulacion de la homeostasis de la microflora intestinal. De igual modo, su ausencia de la luz
intestinal puede originar modificaciones en la flora enddgena bacteriana, promoviendo el
sobrecrecimiento de los bacilos entéricos gramnegativos, la pérdida de la integridad de la

mucosa Yy, consecuentemente, la translocacion de bacterias a6
I. 2. 3. Sistema inmunosecretor del intestino

Un componente importante de la defensa inmunoldgica local del intestino es el
denominado sistema inmunosecretor *’, productor de un tipo particular de anticuerpos que
frenan la proliferacion bacteriana, neutralizan los virus e impiden la penetracién de las

enterotoxinas a través del epitelio. Son las Ilamadas inmunoglobulinas secretorias o IgA.

La sintesis de estos anticuerpos y su liberacion en la superficie de la mucosa implica la
cooperacion de linfocitos, células plasmaticas y macréfagos de la lamina propia con el

epitelio.
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Los antigenos de la luz intestinal que cruzan la barrera mucosa interaccionan con las
células de los nédulos linfoides de la ldmina propia. Los linfoblastos que han reaccionado con
el antigeno emigran a los ganglios linfaticos mesentéricos donde maduran y a través de la
circulacion sistémica retornan a la lamina propia. Aqui se diferencian a células plasmaticas y

producen el anticuerpo IgA especifico frente al antigeno absorbido.

La IgA es transportada a través del epitelio por medio de un receptor glicoproteico
del enterocito. De este modo, los anticuerpos secretorios son expresados en la luz del
epitelio, donde interaccionan con los antigenos, las enterotoxinas y las bacterias, e impiden

su adhesion a la membrana celular.

Aunque las bacterias de la flora normal pueden inducir esta respuesta inmunitaria
local, con la produccién de anticuerpos de accion protectora frente al ingreso de aquellos
patégenos que presenten antigenos comunes o relacionados. Es un mecanismo de
proteccion cruzada; no obstante, la flora residente se encuentra muy adaptada a la vida
comensal, por lo general no produce reacciones inflamatorias ni respuesta inmune

relevantes frente a ella °.

Sin embargo, solo una pequefia parte de la IgA sintetizada por las células plasmaticas
de la lamina propia es vertida a la luz del tubo digestivo La mayor parte es llevada por la linfa

hasta el conducto tordacico y desde aqui a la circulacion general.

En la superficie sinusoidal y mediante un mecanismo de endocitosis, los hepatocitos
captan y catabolizan, entre otras proteinas, las inmunoglobulinas. Es por ello que la IgA esta
presente en la bilis en una concentracién hasta cinco veces mayor que en el plasma *8, y
principalmente a través de la via hepatobiliar alcanzara la luz intestinal para participar en la

defensa inmunoldgica del intestino.
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I. 2. 4. Circulacion enterohepatica de las sales biliares

La bilis formada en los lobulillos hepaticos es segregada a través de un sistema de

canaliculos y conductos biliares, que la llevan finalmente al duodeno.

Es un liguido complejo constituido principalmente por agua, acidos biliares, lecitina y
otros fosfolipidos, colesterol esterificado y otras sustancias como bilirrubina conjugada,

proteinas y electrolitos.

Después del agua, cuantitativamente los acidos biliares son su componente mas
importante. Producto final del metabolismo del colesterol, ademas de su papel en la
digestion de las grasas de la dieta y la absorcion de vitaminas liposolubles, se les atribuye
una importante actividad antibacteriana al tener un efecto detergente o emulsificante sobre

las endotoxinas, disminuyendo su absorcidn a través de la mucosa intestinal.

Su presencia en la luz del tubo digestivo también participa en el mantenimiento de la
microflora bacteriana y su ausencia se ha relacionado con el sobrecrecimiento de bacilos

entéricos gram negativos como se menciono anteriormente 49,350

No obstante, no todos los acidos biliares son igualmente eficaces en este sentido. El
acido desoxicdlico, producto del metabolismo de las bacterias del colon, es uno de los mas
potentes y mejor estudiados. Su administracion oral disminuye la endotoxemia, sin embargo

solo representa aproximadamente un 10 % de los acidos biliares constituyentes de la bilis.
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En condiciones normales, existe una reserva funcional de acidos biliares que el
organismo mantiene constante mediante un mecanismo de reabsorcion intestinal, que
sucede fundamentalmente en el ileon distal, de modo que a través de la sangre portal
retornan al higado, donde son reconjugados y nuevamente excretados a la bilis. Es la

circulacion enterohepdtica de los dcidos biliares, ciclo que se repite de 5 a 10 veces al dia.

La pérdida fecal, aproximadamente un 5%, es compensada por la sintesis hepatica.
Los acidos biliares que retornan al higado tienen un efecto inhibitorio sobre este mecanismo
fisioldgico de recirculacion y sobre la sintesis hepatica, si bien una pérdida elevada por las

heces produce el efecto contrario.

Del mismo modo, la retencion y la acumulacion de los acidos biliares en el higado en
las situaciones de colestasis, produce un efecto téxico sobre los hepatocitos mediante la
induccion de apoptosis. El grado de toxicidad de los distintos acidos biliares varia de unos a

otros, y pequefios cambios en su estructura pueden modificar su potencial citotoxicidad .
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Il. PATOGENIA DE LA INFECCION EN LA ICTERICIA OBSTRUCTIVA

A pesar del perfeccionamiento en la técnica operatoria y el empleo de antibiéticos de
nueva generacion, las complicaciones infecciosas contintan siendo una de las causas mas
frecuentes de morbimortalidad en pacientes con ictericia obstructiva, especialmente cuando

son sometidos a intervenciones quirurgicas o a procedimientos invasivos 32,

Existe una relacion entre la ictericia obstructiva y el desarrollo de un cuadro clinico de
infeccidon sistémica, que finalmente puede desembocar en el sindrome de disfuncion
multiorganica. Sin embargo, los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes no estan
completamente definidos. Se postula que estan implicados dos elementos principales: de
una parte, una alteracién gradual de la capacidad funcional de Sistema Fagocitico
Mononuclear, representado fundamentalmente por la poblacién de células de Kupffer del

higado, y de otra, la translocacién de bacterias y sus toxinas a través de una mucosa
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intestinal que ha perdido su integridad, alcanzando la circulaciéon portal. En el higado, las
células de Kupffer son incapaces de aclarar esta cantidad incrementada de enterobacterias y

endotoxinas, que escapan hacia la circulacion sistémica **2.

Aunque se ha observado un incremento en el numero global de macréfagos
hepaticos, se produce una disminuciéon en su capacidad fagocitica y, paraddjicamente, la
activacion persistente de las células de Kupffer promueve la secrecion de citoquinas
proinflamatorias que pueden conducir a una activacién incontrolada de la cascada

inflamatoria y favorecer el desarrollo del sindrome de disfuncién multiorganica.

La ausencia de bilis dentro del intestino se considera un factor iniciador de la
endotoxemia portal y de la translocacién bacteriana en los pacientes con ictericia. La
restitucion del flujo biliar hacia la luz intestinal reduce la endotoxemia y la mortalidad en
modelos animales. También, progresivamente disminuyen los indices de translocacion

bacteriana, indicando una mejoria en la funcion de la barrera mucosa.

A su vez, la restauraciéon del flujo biliar puede participar en la recuperacion de la
capacidad funcional del SFM. La reposicion oral de las sales biliares produjo un descenso
significativo de los niveles de TNF-a en ratas con ligadura de la via biliar, a las que también se

administraron endotoxinas °>.

Del mismo modo, la administracion oral de sales biliares consiguié reducir la
incidencia de disfuncidn renal postoperatoria y la endotoxemia en pacientes con ictericia
obstructiva, probablemente por el efecto detergente de las sales biliares, inhibiendo el

sobrecrecimiento bacteriano, la translocacién de las bacterias y la absorcién de endotoxinas.
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Sin embargo, a pesar de todos estos beneficios observados mediante la restitucion
del flujo biliar en modelos experimentales de obstruccion biliar, estudios clinicos de
pacientes con ictericia obstructiva estdn mostrando que el drenaje biliar preoperatorio

. . . . . . . +_ 54-56
puede incluso incrementar las complicaciones infecciosas tras la cirugia , en parte por las
complicaciones del procedimiento en si mismo y probablemente por la implicaciéon de otros
factores relacionados con el sistema inmunolédgico o de defensa dafiado, que permitiria el
paso de bacterias y endotoxinas a la circulacion sistémica a pesar de la restitucion del flujo

biliar.

II. 1. Disfuncion de la barrera mucosa intestinal en la ictericia

obstructiva experimental

Es importante el conocimiento de cudl es el origen las bacterias y endotoxinas que
pueden desencadenar la infeccidn sistémica en los pacientes con ictericia obstructiva. En
modelos experimentales, la ligadura del conducto biliar incrementa la translocacién de
bacterias intestinales hacia otros tejidos normalmente estériles, fendmeno que ya es

evidente a los 7 dias de la ligadura en ratas ** %°.

Esta circunstancia se ha comprobado mediante el cultivo de muestras procedentes
de ganglios linfaticos mesentéricos, higado y bazo de roedores con ligadura de la via biliar.
En los medios de cultivo se aislaron fundamentalmente Escherichia coli, Proteus vy
Staphylococcus species. También se encontré asociacion entre la incidencia de translocacion

y el sobrecrecimiento de bacilos entéricos gramnegativos en el ciego de estos animales. Sin
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embargo, los cultivos de muestras procedentes de la bilis y de la cavidad peritoneal
resultaron estériles, disminuyendo la probabilidad de contaminacion bacteriana durante el

procedimiento quirdrgico como causa de la infeccidn en la ictericia obstructiva.

Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que la infeccion bacteriana en la obstruccion

biliar puede originarse en el tracto gastrointestinal, sin que existan otros focos de infeccién.

A su vez, el estudio del fendmeno de la translocacién proporciona un método de
valoracion indirecto de la permeabilidad intestinal y de la integridad funcional de la barrera
mucosa. En un modelo experimental de cirrosis en ratas Palma et col observaron in vivo bajo
microscopio con fluorescencia la translocacion de E.colidentro de la mucosa y muscularis

>’ Parks et co I** estudiaron simultineamente en un modelo de ictericia

intestinal
obstructiva experimental en ratas y en pacientes con obstruccidn biliar, las alteraciones en la
permeabilidad intestinal mediante la administracién de polietilénglicol en los animales, y
lactulosa y manitol en los pacientes. Posteriormente cuantificaron su eliminacion en orina.
Los pacientes, comparados con un grupo de voluntarios sanos, mostraron un indice de
permeabilidad intestinal significativamente mayor que el grupo control; este aumento era

mas marcado a las 24 horas de la restauracion del flujo biliar si se realizaba mediante cirugia,

frente a la descompresion biliar no quirargica.

Esta diferencia puede advertirnos del reto adicional que puede suponer para la
capacidad funcional de la barrera mucosa, la exposicion a las endotoxinas en el momento de
la laparotomia. De igual modo, se ha observado que existe un indice significativamente
mayor de complicaciones infecciosas en pacientes que tienen translocacidén bacteriana en el

momento de someterse a una intervencion con respecto a aquellos que no la tienen 2.
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Los indices de permeabilidad intestinal se normalizaron después de 7 dias tras la
cirugia. La restitucion del flujo biliar mediante drenaje biliar interno produjo una

recuperacién paulatina de estos valores, que se normalizaron a los 28 dias del mismo.

En el modelo experimental, las ratas después de 7 dias de obstruccién biliar
presentaban un incremento significativamente mayor de translocacién bacteriana y

permeabilidad intestinal, con respecto a los animales con operacion simulada.

Si bien en otros estudios se han obtenido resultados similares, ain no conocemos
exactamente cdmo las bacterias escapan de la luz intestinal y el mecanismo patogénico que
relaciona la obstruccion biliar con este proceso. Deitch >9.80 yefiende la conjuncién de tres
factores como desencadenantes del fendmeno: la ausencia de bilis en la luz intestinal
favorece la disrupcion de la microflora intestinal enddgena, con el sobrecrecimiento de
bacilos gramnegativos; las modificaciones histoldgicas que se producen a nivel de la mucosa
intestinal, fundamentalmente edema subepitelial, disminucién de Ila altura de Ila
microvellosidades y del grosor total de la mucosa, que favorecen la translocacién de las
bacterias entéricas y finalmente, como tercer elemento, una respuesta inmunoldgica
alterada, en la que las células de Kupffer del higado permiten la fuga de endotoxinas y

bacterias hacia la circulacion sistémica.

Es dificil precisar qué factor soporta mas peso en la patogenia de la infeccidn en la
ictericia obstructiva. En modelos experimentales ya fue documentado que tanto el drenaje
biliar interno como el externo pueden disminuir la endotoxemia y la mortalidad relacionada
con la misma ®, aunque la derivacién biliar es menos eficaz en este sentido y mejora si se
asocia con la administracidn oral de sales biliares. Sin embargo, en estudios de pacientes con
obstruccion biliar losefectos del drenaje biliar preoperatorio son mas controvertidos como
se discutird mas adelante. Tanto los niveles de endotoxinas y citoquinas son diferentes a los

observados en modelos animales asi como las variaciones tras la realizacion del drenaje
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biliar interno ®2. También en estudios con pacientes se ha documentado que el drenaje biliar
puede tener un efecto transitorio y diferente sobre los niveles de endotoxinas y citoquinas

segun la obstruccidn biliar tenga un origen benigno o maligno 6,

Por otro lado, aunque la vena porta es considerada el principal sistema de drenaje de
endotoxinas y bacterias procedentes del intestino, los vasos linfaticos podrian funcionar

como ruta alternativa obviando el paso a través del higado.

En trabajos mas recientes, se ha prestado especial interés en el estudio del papel que
al mismo tiempo ejercen las citoquinas secretadas por las células de Kupffer y otros
macrofagos sobre las lesiones de la mucosa intestinal en situaciones de endotoxemia.
Podrian actuar mediante la interaccion con los microorganismos de la luz intestinal; el TNF-a
es capaz de incrementar la capacidad invasiva de determinadas bacterias y, al mismo
tiempo, su unidn con receptores de membrana de la vertiente basolateral de las células
epiteliales puede incrementar la permeabilidad de la barrera intestinal y facilitar la entrada

de enterobacterias hacia los ganglios linfaticos mesentéricos.

Se ha detectado la presencia de IL-1, IL-6, TNF-a, factores del complemento y otras
proteinas de fase aguda en la bilis. Se midieron mayores concentraciones de TNF-a e IL-6 en
la bilis que en el plasma de ratas con endotoxemia, y este hallazgo se asociaba a lesiones

mas severas en la mucosa intestinal ®.

Es probable que estas citoquinas alcancen la luz intestinal por medio de la secrecion
biliar, mas que desde la circulacidon sistémica. El bloqueo in vivo de las células de Kupffer con
gadolinio produjo un descenso en la expresidn de las mismas en la bilis y el plasma, y una

disminucion en las lesiones histoldgicas del epitelio intestinal.
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Il. 1. 1. Endotoxemia en la ictericia obstructiva

Las endotoxinas, lipopolisacdrido (LPS) constituyente de la membrana externa de las
bacterias Gramnegativas, han sido ampliamente estudiadas en diferentes situaciones

clinicas, y particularmente en el cuadro de sepsis.

Entre un 50 y hasta un 70 por 100 de los pacientes con ictericia obstructiva,
presentan endotoxemia portal y sistémica. En general, el porcentaje de endotoxemia portal
suele ser superior al de endotoxemia sistémica, sugiriendo que las endotoxinas deben
originarse del tracto gastrointestinal. Se considera la ausencia de sales biliares como el factor
iniciador de este fendmeno; tanto la obstruccidn biliar como la derivacién extradigestiva de
la bilis provocan endotoxemia. Del mismo modo, la administracion de acidos biliares o la
restitucion del flujo biliar mediante técnicas de drenaje biliar interno reducen la absorcion

de endotoxinas .

En la endotoxemia sistémica en cambio, el mecanismo patogénico se ha relacionado
con la disminucién de la capacidad de aclaramiento de las células del SFM del higado
provocada por la obstruccion biliar, permitiendo que las endotoxinas portales alcancen la

circulacion sistémica.

El grado de endotoxemia se ha relacionado con los niveles de bilirrubina y se
considera un factor predictor de morbimortalidad tras cirugia en estos pacientes®. Sin
embargo, su cuantificacion se ha visto dificultada por dos circunstancias: las endotoxinas
pueden ser liberadas de manera intermitente y una vez que alcanzan el torrente sanguineo
son rapidamente inactivadas, por lo que en determinaciones aisladas pueden encontrarse en

concentraciones muy bajas incluso en situacion de shock séptico. La determinacion de
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anticuerpos enddgenos frente a endotoxinas podria reflejar con mayor precision el grado de

exposicidon a las mismas.

En pacientes sin ictericia o sepsis no se produce endotoxemia. No obstante, la
absorcién de pequenas cantidades de endotoxinas a través de la mucosa intestinal normal

puede ser un fenémeno habitual ’, y son aclaradas por las células de Kupffer.

En el contexto de la obstruccion biliar, la endotoxemia potencia el fendmeno de la
translocacién bacteriana, probablemente como promotor de una respuesta inflamatoria
sistémica al inducir la liberacion de citoquinas vasoactivas y proinflamatorias por las células
del SFM, que conducen a alteraciones en la microcirculacién intestinal, provocando

hipoperfusién y aumento de la permeabilidad intestinal.

Il. 1. 2. Translocacion bacteriana en la ictericia obstructiva

La migracidon de bacilos entéricos viables a través de la barrera mucosa intestinal
hacia ganglios linfaticos mesentéricos y organos y tejidos distantes, ha sido considerado
como impulsor de la respuesta inflamatoria sistémica en una variedad de situaciones clinicas

entre las que se encuentra la ictericia obstructiva.

Como comentamos anteriormente, en modelos experimentales con roedores la

ligadura de la via biliar se asocia al fendmeno de translocacién bacteriana hacia ganglios
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linfaticos mesentéricos, aproximadamente en un tercio de los animales tras 7 dias de

ligadura, superando el 40 por 100 a las dos semanas.

La pérdida de la bilis de la luz intestinal mas que la propia obstruccion biliar en si,

6 67, gue también sucede

parece ser uno de los factores iniciadores de la translocacién
cuando se deriva el flujo biliar fuera de su recorrido por el tracto intestinal; y al igual que
ocurre con el fendmeno de endotoxemia, la reposicion oral de las sales biliares o la
restitucion del flujo biliar mediante técnicas de drenaje interno, pueden disminuir la

translocaciéon de bacterias.

Aunque el mecanismo exacto no se conoce, se ha atribuido a la accion detergente de
la sales biliares, que compromete la integridad de la pared celular de las bacterias
intestinales lo que conduce de una parte, a la inhibicién de la proliferacidon bacteriana, y de
otra, a la transformaciéon de las endotoxinas en agregados micelares que no pueden ser

absorbidos por la mucosa intestinal.

En modelos animales, tras un periodo corto de obstruccién biliar de una semana la
ausencia intraluminal de sales biliares conlleva el sobrecrecimiento de bacterias
Gramnegativas aerobias y un alta incidencia de translocacion fundamentalmente en ganglios
linfaticos mesentéricos; la limitacién de la translocacién en esta localizacién y los bajos
niveles de endotoxinas y anticuerpos frente a ellas puede reflejar una funcién normal del

sistema fagocitico mononuclear en estadios iniciales de obstruccién biliar.

Cuando la duracidn de la obstruccién biliar se prolonga en el tiempo, la translocacién
se detecta en tejidos mas distantes como los pulmones, donde los macréfagos alveolares

tienen menos capacidad bactericida con respecto a las células de Kupffer, lo que permite la
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supervivencia de las bacterias y la perpetuacion de la respuesta inflamatoria a nivel

pulmonar.

A nivel intestinal, aunque en periodos prolongados de obstruccion biliar la microflora
se normalice, el deterioro de la funcién del SFM, especialmente de las células de Kupffer,
para el aclaramiento de endotoxinas y otras toxinas junto a los efectos toxicos de las altas
concentraciones de sales biliares, mantendran la respuesta inflamatoria local asi como los

fenédmenos de endotoxemia y translocacion bacteriana hacia drganos distantes s,

Il. 2. Alteraciones de la inmunidad en la ictericia obstructiva

experimental

La alteraciones en la capacidad de respuesta del sistema inmunitario se relacionan
cada vez con mayor fuerza con la mayoria de las complicaciones, tanto infecciosas como no
infecciosas, observadas en la ictericia obstructiva. Los fendmenos que hemos revisado de
endotoxemia y translocacidén bacteriana probablemente participen en el inicio y potencien

dichas alteraciones.
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Gracias al desarrollo de modelos experimentales de obstruccién biliar, cada dia
conocemos mejor el compromiso funcional de los diferentes componentes celulares de la

respuesta inmune.

Los primeros trabajos se centraron en la capacidad de aclaramiento del Sistema
Fagocitico Mononuclear del higado, y en general, se observé un descenso en la capacidad
fagocitica de las células de Kupffer. Si bien en estadios precoces de la obstruccién biliar (en
general, en los primeros 7 dias tras la ligadura del conducto biliar en modelos
experimentales con roedores) se ha comprobado un incremento en el numero global de las
células de Kupffer, sin embargo, la mayoria de estas células se encuentran en un estado

inactivo *’.

Hoy sabemos que también existe una afectacién de la inmunidad celular inespecifica

extrahepatica y de las células efectoras de la respuesta inmune especifica.

Il. 2. 1. Alteraciones de la inmunidad local

El higado alberga mas del 80 por 100 de las células del Sistema Fagocitico
Mononuclear, primeras responsables del aclaramiento de antigenos celulares, endotoxinas y
microorganismos procedentes del tubo digestivo, lo que le convierte en el érgano mas

importante cuantitativamene del SFM. Esta capacidad de aclaramiento se encuentra
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disminuida en situaciones clinicas como la ictericia obstructiva, el trauma, la cirugia y la
sepsis. En la ictericia obstructiva, se produce una disminucién de la capacidad fagocitica de
las células de Kupffer, y ésta se relaciona inversamente con los niveles de endotoxinas y de

5,68

bilirrubina en sangre y con la duracién de la obstruccion ®°.

En modelos experimentales de obstruccidn biliar con ratas, la endotoxemia portal
promueve la activacion y el aumento de la poblacion global de macréfagos hepaticos; no
obstante, si la obstruccion se mantiene en el tiempo, se produce una disminucién en la
capacidad de aclaramiento de particulas por las células de Kupffer, sin que exista una

disminucion del flujo sanguineo del higado.

Ding et col % comunicaron que tras la administracion intravenosa o intraperitoneal de
bacterias E. coli a ratas con ictericia, se producia una disminucion en la velocidad de
aclaramiento de las mismas, y observaron que las bacterias se concentraban en el higado y
en otros érganos como el bazo, rifiones y pulmones donde los macréfagos locales tratan de
compensar la disfuncion de las células de Kupffer resultando menos eficaces, por lo que
podrian actuar como un reservorio de bacterias que favoreceria la perpetuacion de la sepsis

y la disfunciéon de dichos drganos.

Otros autores defienden que la obstruccion biliar, por si misma, puede producir una
lesion directa sobre las células hepdticas y alterar sus funciones, independientemente de los
fenémenos de translocacién y endotoxemia "°. La obstruccién del tracto biliar conlleva un
incremento de la presién en los canaliculos biliares, hiperbilirrubinemia y una elevacién de
los niveles séricos de acidos biliares, factores con potenciales efectos toxicos e

inmunomoduladores sobre las células de Kupffer.
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Ademas de su actividad fagocitaria, los macréfagos ejercen un papel protagonista en
la regulacion de la respuesta inmunoldgica, como células presentadoras de antigeno vy
mediante la secrecion de diferentes citoquinas proinflamatorias y reguladoras de Ia

respuesta inmune.

En la obstruccién biliar, se ha descrito un incremento de la secrecién, tanto
espontanea como mediada por diferentes estimulos, de citoquinas proinflamatorias por las
células de Kupffer como el TNF-a, la IL-1 y IL-6, y de citoquinas con accidn antiinflamatoria
como la IL-10. Sin embargo, este estado “proinflamatorio” no implica mayor eficacia en la
lucha antibacteriana. El mantenimiento de la homeostasis durante la infeccidén bacteriana

implica un delicado equilibrio entre las citoquinas pro y antiinflamatorias "*.

Junto a las células de Kupffer, el higado contiene una importante poblacién de células
NK gue representan la primera linea de defensa frente al implante de células metastasicas

en el higado y pueden inhibir el crecimiento local de dichas metastasis 3538,

En la ictericia, probablemente también se encuentre deprimida la funcién
antitumoral de las células NK. Hirazawa et col ** evaluaron la influencia de la obstruccién
biliar sobre las funciones de las células no parenquimatosas del higado, mediante un modelo
animal en el que midieron el crecimiento de una linea de células tumorales tras su
inoculacion en la vena porta; posteriormente valoraron la eficacia del drenaje biliar interno
previo al implante. Encontraron que la obstruccion biliar favorecia el crecimiento de las
metastasis y, del mismo modo, el drenaje biliar disminuia este efecto cuando se realizdé dos

semanas antes de la inoculacion de las células tumorales en los animales con ictericia.

Il. 2. 2. Alteraciones en la respuesta inmune sistémica.
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Como mencionamos anteriormente, en estudios clinicos se ha observado que los
pacientes con obstrucciéon biliar presentan una mayor incidencia de complicaciones
infecciosas tras la cirugia o después de procedimientos diagndsticos invasivos >2 Esta mayor

susceptibilidad a la infeccidn se ha relacionado con la alteracion de la funcidon inmune.

Aunque no conocemos exactamente cudl es el patrén inmunoldgico de los pacientes
con ictericia, se ha descrito un deterioro en la respuesta inmune mediada por células en
enfermos con carcinoma de pancreas, y también en otras formas de enfermedad hepatica

gue se acompafian de cierto grado de colestasis.

Los modelos experimentales han estudiado ampliamente el funcionamiento de las
células del SFM del higado en el contexto de la obstruccidn biliar. Posteriormente se ha
producido un interés cada vez mds creciente en conocer la afectacion funcional de otras

células polimorfonucleares y de los linfocitos T.
Il. 2. 2. a. Respuesta inmune sistémica inespecifica

La actividad de las células fagocitarias extrahepaticas participa activamente en el
control y eliminacion de las bacterias patdgenas. El papel de los neutréfilos en la ictericia
obstructiva es motivo de controversia con resultados diferentes segin distintos estudios en
modelos experimentales, con incrementos o descensos en el recuento de neutréfilos aunque
parece que existe una sobreestimulacion sobre la capacidad de respuesta metabdlica, en la

72-74

produccién de citoquinas y en la capacidad de fagocitosis y dichos efectos varian segun

la duracién de la obstruccion.
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Junto a las células del SFM, los granulocitos neutrdfilos son las principales células
fagocitarias del organismo. Juegan un papel crucial en la defensa frente a las bacterias. En la
ictericia obstructiva, se pueden ver afectadas diferentes funciones como la adhesion, la
emigracion y quimiotaxis, y la fagocitosis y degradacion intracelular de las particulas

ingeridas.

Si bien son las primeras células en acudir al foco de la lesidn, en la obstruccién biliar
su sobreestimulacién y presencia en exceso en los tejidos puede provocar toxicidad sobre los
mismos mediante la accion de sus enzimas citoliticos y por medio de metabolitos tdxicos

derivados del oxigeno.

En modelos experimentales de obstruccion biliar se ha observado una
hiperreactividad de estas células con un incremento de la quimiotaxis y de la generacidn de
anién suepréxido, favoreciendo el desarrollo de la respuesta inflamatoria sistémica y del

fracaso multiorgénico descrito en la ictericia obstructiva .
Il. 2. 2. b. Respuesta inmune sistémica especifica

Ya en 1980, Pinto y Kaplun ’® comunicaron una depresion en la capacidad funcional
de los linfocitos T en modelos de ligadura de la via biliar en ratones, aunque no encontraron

entonces que se acompafiara de una disminucion en el numero total de células T.

En trabajos posteriores con modelos experimentales de obstruccion biliar en ratas,
diferentes autores han estudiado la capacidad de respuesta proliferativa de los linfocitos T,

mediante la administracion de mitégenos celulares como la fitohemaglutinina. Estos trabajos
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mostraron que se produce una depresion en la respuesta proliferativa de las células T, y ésta

se correlaciona con la duracién de la ictericia 3°.

La inmunosupresion se instaura de forma progresiva cuando la obstruccién biliar se
mantiene en el tiempo ’’; en estadios precoces no se observa la alteracién funcional en
determinadas poblaciones de linfocitos T a pesar de que exista una evidencia en los
parametros bioquimicos de disfuncién hepatica. Este patron de inmunosupresion que
requiere tiempo para establecerse, es similar a otros resultados que se han comunicado con

la actividad de las células de Kupffer.

La causa exacta de esta depresién funcional de los linfocitos T se desconoce,
probablemente sea multifactorial e implique otros déficits celulares y la presencia de algun
factor inhibidor en el plasma de los animales con ictericia. Entre otros, se ha descrito que la
bilirrubina, los acidos biliares o las endotoxinas pueden inhibir la proliferacion de los

linfocitos T in vitro.

En la actualidad las células T se clasifican en dos tipos: células T intratimicas
(derivadas del timo y se distribuyen en casi todos los érganos) y células T extratimicas, que
se localizan especificamente en los sinusoides hepaticos y dentro del epitelio intestinal y que
pueden desempenar un importante papel inmunoldgico supresor o inhibidor del desarrollo
de las células T intratimicas asi como en la pérdida de funcidon de la barrera intestinal en
pacientes con ictericia, fendmeno que podria iniciarse por la ausencia de bilis en la luz
intestinal; aunque también hay trabajos que han observado una inhibicién de la funcién y de

la proporcién de linfocitos por efecto de las sales biliares 8.

Thompson et al ”” también observaron una recuperacion en la capacidad funcional de

los linfocitos T a los 14 dias de realizar un drenaje biliar interno a ratas con ligadura de la via
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biliar; no obstante, la normalizacion de la inmunocompetencia se produjo a los 28 dias del
drenaje, aunque los parametros de funcion hepatica ya estaban normales a las dos semanas.
El drenaje biliar externo no resultd tan eficaz como el interno, sugiriendo la importancia de
la recuperacién de la bilis en la luz intestinal para que se desarrolle una respuesta inmune

normal.

Asimismo, en modelos con ratas libres de gérmenes " que solo contienen cantidades
inapreciables de endotoxinas en la luz intestinal, la respuesta proliferativa de los linfocitos T

a mitégenos no se vio afectada.

Este hallazgo sugiere que la inmunospresion celular en la ictericia obstructiva puede
estar relacionada con la endotoxemia. En el estudio anterior, la administracion subcutanea
de endotoxinas resulté en una supresion de la inmunidad celular similar a la encontrada en

ratas convencionales.

Ademds de las endotoxinas, pueden existir otros factores implicados en la
inmunosupresion en la obstruccion biliar. Las deficiencias nutricionales observadas en los
pacientes con ictericia han motivado trabajos en los que se emplearon suplementos
nutricionales con L-arginina, que parcialmente consiguieron mejorar la inmunosupresion,

independientemente de la exposicién a endotoxinas .

Pero al mismo tiempo de la existencia de un estado de inmunosupresiéon en la
ictericia obstructiva cuyos mecanismos fisiopatogénicos aun no estan completamente
definidos, el higado es considerado un drgano con propiedades inmunolégicas paraddjicas
8. se asocia con la induccién de inmunotolerancia, y al mismo tiempo conserva la capacidad
de mantener una respuesta eficaz frente a los patégenos procedentes del intestino que

continuamente alcanzan los sinusoides hepaticos a través de la circulacion portal.
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Los factores que determinan este balance no estan claros y se han propuesto varios
mecanismos para explicar la inmunotolerancia hepatica. En general los linfocitos requieren
ser activados en tejidos linfoides periféricos a través de las células presentadoras de
antigeno, antes de migrar a otros drganos e interactuar con las células parenquimatosas.
Parece que el higado podria ser una excepcion a este modelo y los linfocitos T CD8" podrian
ser simultdaneamente activados en el higado y esta via resultaria menos eficaz
inmunolégicamente conduciendo a estos linfocitos a presentar menor capacidad citotdxica y
una supervivencia mas reducida con respecto a los linfocitos T CD8" activados en nédulos

linfaticos &.

Dentro del higado hay cada vez mayor evidencia de que los hepatocitos actuarian
como células presentadoras de antigeno expresando niveles elevados de moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase | asi como moléculas de adhesion
intracelular tipo 1 (ICAM-1) y establecerian interacciones directas con los linfocitos a través

de fenestraciones del endotelio en los sinusoides hepaticos .

Il. 3. Papel del TNF-a



Introduccion

La respuesta inflamatoria a la endotoxemia es uno de los factores etioldgicos que
mas se ha relacionado con las complicaciones observadas en pacientes con ictericia

obstructiva.

En la ultima década, se ha dedicado un especial interés al estudio de las diferentes
citoquinas que actuan como mediadoras de los efectos biolégicos de las endotoxinas y
modulan la cascada inflamatoria; la activacidén incontrolada de esta respuesta inflamatoria se
ha relacionado con la insuficiencia renal y las complicaciones infecciosas observadas en
pacientes con ictericia que son intervenidos, y puede llegar a originar las alteraciones

propias del sindrome de disfuncién multiorganica.

Hasta la fecha, se han caracterizado numerosas citoquinas, pero de especial interés
en la patogenia del sindrome de disfuncion en la obstruccidn biliar se han considerado el

TNF-q, la IL-6 y mas recientemente los receptores solubles del TNF-a (STNFr).

El TNF-a protagoniza un papel central como mediador en diferentes procesos
inflamatorios. Originariamente se relaciond con situaciones concretas como la habilidad de
inducir necrosis hemorragica en la evolucion de determinados tumores y de inducir caquexia
en situaciones de infeccion crénica. Actualmente se reconoce su papel como mediador en la
cascada inflamatoria y se reconoce su participacién en muchos aspectos del dafio tisular

gue sigue a los procesos de respuesta inflamatoria tanto aguda como crénica 8,

En modelos animales de ictericia obstructiva, se ha constatado un incremento en los
niveles circulantes de TNF-a, y parece que la principal fuente de este TNF-a enddgeno se
debe a la hiperreactividad de las células de Kupffer del higado ®; la respuesta de macréfagos
de otros 6rganos como pulmones y rifiones parece que no alcanza la misma magnitud. No

obstante, este incremento no implica necesariamente que se encuentren en un estado
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biolégicamente activo, y deben existir otros mecanismos que medien en la respuesta
inflamatoria ya que el blogueo del TNF-a no corrige todas las secuelas de la activacion del

proceso inflamatorio .

También se ha documentado una disminucion en los niveles de TNF-a a medida que
la obstruccidn biliar persiste mas alla de las dos semanas y al mismo tiempo, parece que la
exposicidn continua a endotoxinas y la translocacion bacteriana como sucede en la ictericia
obstructiva, se acompafia de una tolerancia para la produccidon de TNF-a por las células de

Kupffer 87,88

Los receptores del TNF-a constituirian otro mecanismo de control frente a los efectos
nocivos de una respuesta inflamatoria continuada. El TNF-a es sintetizado como una
proteina transmembrana no glicosilada de 25 kD. Tras una protedlisis se produce un
fragmento de 17 kD que es la forma circulante. Para ejercer su efecto, el TNF-a debe unirse a
su receptor especifico que estd en todas las células y lo hace con una afinidad relativamente
baja para una citoquina. Los dos receptores solubles del TNF-a (sTNFr 55-kD y 75-kD) se
localizan enclavados en el dominio extracelular de la membrana de las células diana de esta

citoquina y ambos son liberados como moléculas solubles capaces de unirse al TNF-a.

Las actividades bioldgicas del TNF-a estarian mediadas por estos dos receptores, que
son estructuralmente parecidos pero funcionalmente distintos: de modelos experimentales
empleando anticuerpos especificos o bien mediante ratones genéticamente deficientes de
uno u otro receptor se deprende que muchos de los efectos del TNF-a incluyendo su
citotoxicidad son producidos mediante su unién al receptor p55. Aunque el papel del
receptor p75 estd menos definido, entre sus efectos se incluye la induccién de la
proliferaciéon de los linfocitos T intratimicos, la necrosis cutdanea mediada por TNF-a y la
apoptosis de linfocitos T maduros activados; a su vez, los receptores p75 parece que

modularian la respuesta dependiente de los p55 .
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Paraddjicamente, al mismo tiempo se considera que ambos receptores pueden
funcionar tanto como agonistas el TNF-a como eficaces antagonistas; en la ictericia
obstructiva, la endotoxemia favorece que los sTNFr se desprendan de la célula y se postula
gue mediante este mecanismo el TNF-a unido a los receptores solubles no puede ejercer sus
efectos sobre sus células diana; asi la produccién de los sTNFr durante la sepsis constituiria

un mecanismo natural para atenuar la accién del TNF-a .

Tanto en humanos como en modelos animales, parece que los rifiones son los
principales reguladores del aclaramiento del complejo TNF-sTNFr. En ratones con ictericia,
Bemelmans et col”’ observaron que los niveles de ambos receptores se encuentran
significativamente aumentados, en contraste con el TNF-a solo, y estos niveles se

correlacionaban con la mortalidad por isquemia renal.

La disfuncién renal y el sindrome de disfuncion multiorganica contintan siendo dos
complicaciones frecuentes en el periodo postoperatorio de pacientes con obstruccién biliar,
y este riesgo se relaciona con el grado de ictericia. Tanto el TNF-a como la IL-6 podrian
favorecer la hiperbilirrubinemia en situaciones de endotoxemia al afectar el flujo biliar a
través de los canaliculos biliares, mediante la alteracién de los mecanismos de transporte
celulares de las sales biliares y al incrementar la permeabilidad de las uniones intercelulares
entre hepatocitos a nivel de los sinusoides. Por estos mecanismos la administracion de TNF-
o recombinante podria causar hiperbilirrubinemia y la administracién de anticuerpos anti-

TNF-a podria bloquear dicho efecto y disminuir la hiperbilirrubinemia %.

lll. ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO
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lll. 1. Drenaje biliar

Como se ha mencionado anteriormente, las complicaciones infecciosas continuan
siendo una de las causas mas frecuentes de morbimortalidad en pacientes con ictericia
obstructiva cuando son sometidos a intervenciones o a procedimientos invasivos, y este
riesgo aumenta cuanto mas intensa es la ictericia y cuanto mayor es el tiempo de evolucién

de la obstruccion biliar.

La hiperbilirrubinemia en la ictericia obstructiva se asocia a un deterioro de las
funciones de defensa inmunoldgica del higado y de la capacidad de aclaracién de
endotoxinas. Al mismo tiempo, la obstruccién biliar determina la interrupcién de la
circulacion enterohepatica de las sales biliares y la disrupcién de la barrera mucosa intestinal
favoreciendo el sobrecrecimiento y la translocacién de bacterias hacia la circulacién portal y

sistémica.

Cabria esperar que el retorno del flujo biliar mediante técnicas de drenaje biliar
interno conllevaria la restitucién progresiva de todas estas funciones ®*”*; sin embargo, este
esperable beneficio fisiolégico demostrado en modelos experimentales, no se traduce
siempre en un beneficio en la practica clinica, existiendo controversias sobre la idoneidad

del drenaje biliar preoperatorio de rutina en los pacientes con ictericia obstructiva.

Si bien en los modelos animales el drenaje biliar mejora la funcidn hepdtica y el
estado nutricional, disminuye la endotoxemia y la liberacién de citoquinas y mejora la
inmunidad celular. Todo ello se traduce en una disminucidn de las complicaciones sépticas y

de la mortalidad tras la cirugia. Pero también en estos modelos experimentales y en los
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ensayos clinicos las técnicas de drenaje no estdn exentas de sus propias complicaciones: la
insercion de protesis en la via biliar puede condicionar una contaminacién bacteriana de la
bilis con el riesgo asociado de colangitis y también determina una inflamacién crénica de la
pared del conducto biliar que puede aumentar el riesgo de fugas tras la cirugia. Ademas esta

inflamacién puede perdurar meses después tras la retirada de la prétesis 91,92

En ensayos clinicos con pacientes con ictericia obstructiva el drenaje biliar
preoperatorio se ha asociado con una mayor tasa de complicaciones infecciosas y de
dehiscencias de anastomosis y probablemente la contaminacién de la bilis y la inflamacién
de la pared de la via biliar sean los responsables de estas complicaciones. Por ello la
tendencia actual es no recomendar el drenaje biliar preoperatorio de forma sistematica, sino
realizar cirugia precoz en aquellos pacientes potencialmente resecables y reservar el drenaje
biliar para aquellos pacientes en los que esta cirugia no es posible, que van a recibir

neoadyuvancia, en situacién de colangitis o que vayan a precisar hepatectomias extensas >*

93-95

Con respecto a las ventajas del drenaje biliar interno frente al externo
complementado o no con la administracion oral de acidos biliares también hay discrepancias
en cuanto a los resultados de los distintos trabajos. Si bien el drenaje biliar interno demostré
ser mas eficaz en términos de reduccién de la endotoxemia y la mortalidad, otros autores
demostraron mayor eficacia, a corto plazo, en la recuperacion de la inmunidad celular y
menos complicaciones tras la cirugia con el drenaje biliar externo asi como un descenso mas

rapido de las cifras de bilirrubina °°.

Otras ventajas del drenaje biliar externo percutaneo frente al interno serian aquellas
relacionadas con la técnica en si misma: aunque quizds menos confortable para los
pacientes, el drenaje externo presenta menos obstrucciones del catéter y menos riesgo de

presentar colangitis ascendente. Ademas, las técnicas de drenaje biliar interno provocarian
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mayor inflamacidén local a nivel de la via biliar como se ha comentado anteriormente y esto

se podria relacionar con mayores complicaciones infecciosas postoperatorias.

No obstante hay que mencionar de nuevo el beneficio que aporta el drenaje biliar
interno al restituir el flujo biliar al intestino, disminuyendo la translocacion bacteriana y la
endotoxemia y permitiendo la recuperacién de la barrera mucosa intestinal y favoreciendo

la recuperacion de la inmunidad celular tanto a nivel local como sistémico *’.

Sin embargo, los modelos experimentales muestran un beneficio evidente del
drenaje biliar interno frente al externo asociado o no a suplementos orales de acidos
biliares, tanto en términos de regeneracion hepdtica como en la mejoria del estado

98-101

nutricional y de preservaciéon de la inmunidad celular y en la recuperacién funcional de

las células de Kupffer y favoreciendo la normalizacion del estado inflamatorio asociado a la

endotoxemia y a la hipersecrecién de las citoquinas como el TNF-a vy la IL-6 12,

Otro aspecto de interés seria determinar la duracién idénea del drenaje antes de la
cirugia que permita la recuperacion adecuada de las distintas disfunciones hepaticas y de
defensa inmunitaria, con recomendaciones de un minimo de cuatro a seis semanas o incluso
mayores, o en trabajos mas recientes de al menos tres semanas para que comience la

recuperacion de la funcién de las células de Kupffer > 1%,
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lll. 2. Anticuerpos anti TNF-alfa

La ictericia obstructiva se asocia a un estado proinflamatorio como resultado de la
endotoxemia portal y sistémica, junto a una disminucién de la capacidad de aclaramiento
por las células de Kupffer de estas sustancias tdxicas asi como un deterioro de la capacidad

de lisis intracelular de las bacterias que fagocitan.

La exposicion a la endotoxemia y a la translocacidn de bacterias conduce a una
activacion permanente de la cascada inflamatoria mediada por citoquinas proinflamatorias
segregadas por las células de Kupffer y otras poblaciones celulares hepaticas. Entre esas

citoquinas, el TNF-a parece ocupar un papel relevante como se explicd anteriormente.

Aunque a pesar de esta perspectiva que nos aportan los modelos experimentales, a
menudo en pacientes con obstruccion biliar, la concentracién de mediadores inflamatorios

como el TNF-a o sus receptores no siempre se detecta elevada.

El TNF-a es principalmente segregado por los macrdfagos, pero también por otra
variedad de células como las NK, los linfocitos T, células musculares, fibroblastos y otras 104,
105 | os efectos dependerdn de la cantidad producida. Su liberacidn sucede en respuesta a
estimulos inflamatorios, a otras citoquinas y a componentes de las bacterias como los
lipopolisacaridos. Lo efectos bioldgicos de la unidn del TNF-a a sus receptores también
dependeran del tipo de receptor activado, y asi mismo del tipo de receptor dependera que

la célula diana activada pase a un estado de apoptosis o no, constituyendo un sistema de

autoregulacion.
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Se han desarrollado una gran variedad de reactivos para intentar neutralizar la
actividad del TNF-a.Los receptores solubles del TNF-a serian un mecanismo natural para
atenuar los efectos de TNF como se ha explicado 89; Bemelmans et col 2’ determinaron
concentraciones elevadas de TNF-a y sTNFr en ratones con ictericia obstructiva cuando
fueron sometidos a trauma quirdrgico, y encontraron mayor correlacion entre la elevacion
de los sTNFry la mortalidad asociada a la agresion quirurgica que con el propio TNF-a. El
tratamiento previo a la cirugia con lactulosa redujo asimismo de manera significativa las
concentraciones postoperatorias de sTNFr-p75 y la mortalidad sin reducir los niveles de TNF-
o, mientras que los anticuerpos anti-TNF-a resultaron ineficaces. Asi, los niveles de sTNFr
mas que los de TNF-a mostraron mejor correlacion con la mortalidad asociada a la cirugia en

situacion de obstruccion biliar.

La aplicacion de las terapias anti-TNF en otros escenarios clinicos como la
enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoide ha sufrido un desarrollo exponencial en la Ultima década 106, 107, frente a su

108

empleo en otras situaciones clinicas como la ictericia obstructiva %, la sepsis severa %, Ia

hepatitis alcohdlica 109 5 el TNF-a como terapia anticancerigena 110,

Desde que se identificara en los afios ochenta el TNF-a como una citoquina con un
papel protagonista como mediador proinflamatorio, se ha producido el desarrollo de una
gran variedad de anticuerpos monoclonales, todos con la capacidad de reaccionar y
neutralizar la molécula soluble de TNF-a in vitro, pero con diferencias estructurales en sus
moléculas, lo que puede ser el condicionante de los distintos efectos terapéuticos, de sus

diferentes efectos adversos y de la pérdida de eficacia ** **2.

La administracion de anticuerpos anti-TNF-a en un modelo de ratas con ictericia
obstructiva sometidas a trauma quirdrgico, produjo una disminucién significativa de los

niveles séricos de TNF aunque no mejord la mortalidad relacionada con la cirugia *°.
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Por otro lado, la administracién de anticuerpos monoclonales anti-TNF-a en ratas a
los tres dias de la ligadura del conducto biliar y durante cinco dias consecutivos consiguid
reducir de manera significativa los parametros de lesién tisular miocdrdica con respecto al

grupo control 3.
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HIPOTESIS DE TRABAJO
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Bases generales

La ictericia obstructiva experimental se caracteriza por un estado de deterioro
progresivo de las distintas funciones del higado, entre las que se encuentra su papel dentro
del sistema inmunoldgico del organismo. Dentro de sus funciones defensivas destaca la
capacidad de fagocitosis y aclaracién por la poblacién de células de Kupffer de sustancias
toxicas, bacterias y endotoxinas que proceden de la circulacién portal y sistémica. Pero
también se encuentra implicada la disfuncidn de las poblaciones linfocitarias residentes en el

higado.

Esta disfuncion inmunoldgica se encuentra agravada en la ictericia obstructiva por la
ausencia de sales biliares en la luz intestinal, con la alteraciéon de la barrera mucosa, el
sobrecrecimiento bacteriano y la translocacion de bacterias que alcanzan el higado, donde
las células de Kupffer son incapaces de aclarar esta llegada permanente y aumentada de

endotoxinas.

Al mismo tiempo, la activacién permanente de las células de Kupffer genera la
secrecion de citoquinas proinflamatorias entre la que se encuentra el TNF-a, mediador de la
cascada inflamatoria, cuya activacion prolongada provocaria la liberacion incontrolada de
otras citoquinas, pudiendo desencadenarse las alteraciones metabdlicas, hemodinamicas y

patologicas propias del sindrome de disfuncion multiorganica.

Sobre estas bases nos planteamos las siguientes hipétesis:
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Hipotesis especifica

Asumiendo que en la ictericia obstructiva existe una activacion de las células de
Kupffer que genera la secrecion de citoquinas proinflamatorias entre las que se encuentra el
TNF-a, la aplicaciéon de los anticuerpos anti-TNF-a en esta situacién podria revertir la
activacion de la cascada inflamatoria que determina la secrecién incontrolada de citoquinas

mediada por el propio TNF-a.
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I. Objetivo principal

Este trabajo tiene como objetivo principal evaluar los efectos de la administracién de
anticuerpos anti-TNF-a sobre las alteraciones de la inmunidad celular observada en la

ictericia obstructiva experimental.

Il. Objetivos especificos

1. Evaluar los efectos observados en la ictericia obstructiva experimental sobre las

subpoblaciones celulares que constituyen inmunidad celular especifica.

2. Evaluar los efectos observados en la ictericia obstructiva experimental sobre la
inmunidad celular inespecifica, determinando las subpoblaciones de Monocitos-
Macrdéfagos, Granulocitos y Células NK, asi como determinando la capacidad

oxidativa y fagocitica de Neutrdfilos y Macréfagos.

3. Analizar el impacto de la administracion de los anticuerpos anti-TNF-a en la

ictericia obstructiva experimental sobre las mismas subpoblaciones celulares.

4. Comparar los potenciales efectos del anti-TNF-a con el drenaje biliar interno en la

ictericia obstructiva experimental.
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I. Animales de experimentacion

I. 1. Cuidado de los animales

Para el desarrollo de este estudio se han empleado ratas macho adultas raza Wistar,
con peso comprendido entre 250 y 330 g, procedentes del animalario de la Unidad

Experimental del Hospital Universitario Reina Sofia.

Los animales se colocaron en jaulas individuales y permanecieron en las mismas

condiciones de iluminacion (12 horas de luz/12 horas de oscuridad), temperatura (20-232C) y
. . .7 . ope . ®

con libre acceso al agua y a la alimentacion (Piensos equilibrados Purina , Barcelona,

Espafia). Estas condiciones se mantuvieron durante todo el tiempo de desarrollo del trabajo.
I. 2. Anestesia y preparacion prequirtrgica

Para la realizacion de los procedimientos quirurgicos y los sacrificios, los animales se
anestesiaron mediante inyeccién intraperitoneal de Ketamina 60 mg/kg (Ketolar®) y
Midazolam 4 mg/kg (Dormicum®), con jeringa y aguja de insulina. Después se procedio al

rasurado del abdomen y la desinfeccion del mismo con povidona yodada.

Los procedimientos se llevaron a cabo sobre mesas termorreguladas con fuente de

luz propia (Harward Aparattus, Kent, Reino Unido) (Figura 1).
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Figura 1. Mesa de trabajo.

Se mantuvieron las normas de asepsia durante todas las intervenciones.

Figura 2. Campo y material quirurgico.
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Il. Grupos experimentales

El trabajo se organizd en ciclos de 21 dias. En el dia 1 de cada ciclo se intervino un
animal de cada grupo, y a los 14 y 21 dias se realizaron las intervenciones correspondientes

segun el grupo al que perteneciera el animal.

Los ciclos se repitieron consecutivamente hasta conseguir 5 animales en cada grupo.

Los grupos de trabajo fueron los siguientes (Figura 3):

Il. 1. GRUPO 1: “Operacion simulada-21 dias”

El dia 1 del estudio se realizdé una laparotomia media y la diseccion y movilizacién del

conducto biliar. El sacrificio y recogida de muestras se hizo a los 21 dias.

Il. 2.GRUPO 2: “Ictericia obstructiva-14 dias”

El dia 1 se llevdé a cabo la ligadura del conducto biliar y el sacrificio y obtencién de

muestras a los 14 dias.

1. 3.GRUPO 3: “Ictericia obstructiva-21 dias”

En el dia 1, ligadura del conducto biliar; a los 21 dias, sacrificio y obtencién de las

muestras.
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Il. 4.GRUPO 4: “Ictericia obstructiva-drenaje biliar interno”

El dia 1 se realizo la ligadura del conducto biliar. A los 14 dias se realizé un drenaje
biliar interno segln una técnica propia que describiremos mas adelante. El dia 21, 7 dias

después del drenaje, se hizo el sacrificio y recogida de las muestras.

Il. 5.GRUPO 5: “Ictericia obstructiva-antiTNF-a”

El dia 1 se procedio a la ligadura del conducto biliar. A los 14 dias se administré una
dosis Unica de anticuerpos frente al TNF-a, mediante inyeccidén intramuscular. El dia 21 se

procedio al sacrificio y recogida de las muestras.

Grupﬂ 1 _

dia 7 21 dias
Operacion simulada Sacrificio y obtencion

de muestras

Grupo 2 _

dia 1 14 dias -
Ligadura Sacrificio y obtencion

Conducto Biliar de muestras

Grupo 3 _

dia 1 21 dias
Ligadura Sacrificio y obtencion
Conducto Biliar de muestras
Grupo 4
dia 1 14 dias 21 dias
Ligadura Drenaje Biliar Sacrificio y obtencion
Conducto Biliar de muestras
dia 1 14 dias 21 dias
Ligadura Anti TNF-a Sacrificio y obtencion
Conducto Biliar de muestras

Figura 3. Grupos de trabajo.
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Ill. Técnica quirurgica

lll. 1. Ligadura del conducto biliar

La via de abordaje fue mediante incision media desde xifoides al pubis.

La via biliar extrahepatica de la rata se caracteriza por la inexistencia de vesicula
biliar. En sentido distal el colédoco es retroduodenal y por ultimo intrapancreatico, donde
recibe el drenaje del pancreas exocrino antes de finalizar en el duodeno **. Las ratas poseen
un duodeno mdavil y mediante una traccidon suave del mismo se expone la porcién distal de

los conductos hepaticos, que se unen en un largo y fino conducto biliar comun.

Figura 4. Diseccion y ligadura con seda del conducto biliar comun.

En la mayoria de su recorrido el conducto biliar comun discurre muy préoximo al
pancreas y es disecado y ligado justo por debajo de la unién de los conductos hepdticos,

empleando doble ligadura de seda de 3/0, y después se secciona entre ligaduras **°.
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Figura 5. Seccion entre ligaduras del conducto biliar comun.

Al finalizar el procedimiento la cavidad abdominal se lava con 5 ml de suero
fisiolégico y el cierre de la pared se realiza en dos planos con suturas continuas 2/0 con

Dexon (Braun Dexon, Barcelona, Espaia) y Mersilk (Ethicon, Bruselas, Bélgica).

lll. 2. Drenaje biliar interno

Del mismo modo, se realizdé el abordaje mediante incisién media, extirpando la
cicatriz anterior. Se comprueba la dilatacién de la via biliar y se liberan las adherencias
necesarias para obtener una buena exposicién de la misma y una buena movilizacién del

duodeno.
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Figura 6. Via biliar dilatada.

Para la realizacién de este trabajo desarrollamos una técnica propia de drenaje biliar
interno, mediante la interposicion de un catéter de drenaje de 15 mm de longitud

(Abbocath-T, 24G x 19 mm°) entre el duodeno y la via biliar dilatada.

BN R e e

Figura 7. Material para drenaje interno y anastomosis.

Se moviliza el asa duodenal y en su borde antimesentérico se introduce un extremo

del catéter como se expone en la imagen 7.
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Figura 8. Introduccién del catéter en el duodeno.

El otro extremo del catéter se introduce en el conducto biliar dilatado. Se asegura la
posicion del catéter drenaje mediante puntos sueltos colédocoduodenales con hilo

monofilamento irreabsorbible 6/0 (Prolene” 6/0, Ethicon).

Figura 9. Anastomosis entre el duodeno y el conducto biliar dilatado.
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IV. Administracion de anticuerpos anti-TNF

Se empled un antisuero policlonal de cabra antirata (R & D Systems Inc, Minneapolis,
USA). Este preparado se obtiene a partir de cabras inmunizadas con un derivado de E. coli
purificado, TNF recombinante de rata o rrTNF-a. La inmunoglobulina especifica es una IgG, y

se purifica mediante cromatografia.

Este anticuerpo tiene la capacidad de neutralizar la actividad bioldgica del TNF-a de
rata, y ejerce una neutralizacion débil sobre el TNF-a de ratones y nula sobre el de humanos

y sobre el TNF-B.

La concentracion exacta del anticuerpo necesaria depende de la concentracion de la
citoquina, del tipo celular, de las condiciones de crecimiento y del tipo de actividad

estudiada.

Cada vial del preparado contiene 100 pg. El vial se reconstituye con 550 pl de PBS, se
distribuye en 5 alicuotas de 110 pl y se administra una dosis Unica de 2 ug a cada rata, que

los mantiene en unos niveles circulantes constantes durante una semana.

Se administré por via intramuscular, a los 14 dias de la ligadura del conducto biliar.
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V. Sacrificio y obtencion de muestras

La via media de abordaje se amplid6 mediante incision subcostal bilateral para
obtener una buena exposicidon del diafragma, que es abierto transversalmente. Se accede a
la cavidad tordcica y mediante puncién del apex cardiaco, de cada rata se obtienen 5 ml de
sangre aproximadamente, que se dividen en 2 fracciones, una para la obtencién de suero en
tubos estériles para bioquimica convencional, y otra para el aislamiento de células, para lo

gue se emplearon tubos estériles EDTA-K3.

El suero se congeld a -202C hasta la determinacion de los parametros bioquimicos. La
sangre contenida en los tubos EDTA-K3 se empled para la determinacién de la generacién
celular de radicales libres y la actividad fagocitaria asi como para el aislamiento de las células

mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Figura 10. Puncidn cardiaca para obtencién de muestras de sangre.
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Las muestras de bilis para el andlisis microbiolégico se obtuvieron por puncién directa
sobre la via biliar, con jeringa y aguja de insulina ( Sterile PP Syringes 26 G 7 0,45x12,7
Becton Dickinson and Co, New Jersey, USA ) (Imagen 10).

Figura 11. Puncion del conducto biliar comun para extraccion de bilis.
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VI. Determinaciones

VL. 1. Variables principales

VI. 1. 1. Mediadores celulares de la respuesta inmune

Se determind el grado de activacion de los mediadores celulares de la respuesta
inmune: linfocitos T CD3/la, CD4 y CDS8, linfocitos B, células mielodes y células NK, antes y

después de aplicar los tratamientos que se han comparado.

Esta determinacidon se realizd mediante el analisis por citometria de flujo de los
distintos mediadores celulares; para ello se incubd sangre completa con parejas de
anticuerpos monoclonales (anticuerpos marcados y controles negativos recomendados),

marcados con diferentes fluorocromos, con las siguientes especificidades:

- CD3/la (1ul/1pl), como marcador de linfocitos T. El antigeno la estd
codificado por los genes del complejo mayor de histocompatibilidad ( HLA de

clase Il ) y es un marcador de activacion.

- CD4 (1pl/1pl), marcador de linfocitos T helper o facilitadotes.

- CD8 (1pl/1pl), marcador de linfocitos T supresores.

- Pan B/la (4ul/1pl), marcador de linfocitos B y de su grado de activacion.

- Células mieloides/CD11b (2ul/2ul), como marcador de mielocitos y su grado

de activacion.
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- NK/la (1pl/1pl), como marcador de activacién de células natural killer,
células del sistema inmune que eliminan otras células y que no expresan

antigenos HLA de clase |.

Los resultados se leyeron por citometria de flujo en un citdmetro FACScan (Becton-
Dickinson©, San José, CA, EE.UU.), obteniendo porcentajes de células positivas para cada

anticuerpo y combinacion de anticuerpos.

La poblacién de linfocitos maduros funcionalmente comprende los linfocitos o células
T vy los B. Poseen actividades bioldgicas diferentes y pueden ser identificados por sus

distintos antigenos glicoproteicos de su membrana celular.

Los linfocitos T maduros CD3 + que expresan en su superficie el antigeno CD4 son
responsables de facilitar e inducir la respuesta inmune, mientras que los que expresan CD8

tienen actividad supresora y citotoxica.

El CD3 es una glicoproteina que consta de al menos 5 cadenas con un peso molecular
entre 20-25 Kd. La subunidad gamma se encuentra estrechamente relacionada con las

cadenas a y  del receptor celular de las células T o TCR.

El complejo CD3/TCR es responsable del reconocimiento de antigenos que son
expresados en asociacién con los del Complejo Mayor de Histocompatibilidad; por ello se
asume que la molécula CD3 inicia o media la activacidn de los linfocitos T a través de sefiales

derivadas de la molécula TCR®.
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VI. 1. 1. A. Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica

La fraccion de sangre aislada en tubos EDTA-K3 se procesa inmediatamente para
obtener las células mononucleares de sangre periférica. Los procedimientos se realizan en

condiciones estériles, en camara de flujo.

Se emplearon 3 ml de sangre heparinizada por tubo. Se le afiade un volumen igual de
PBS filtrado (100 mM para 1|, se ajusta el pH a 7,4 antes de filtrar). La mezcla se reparte en 2
tubos conicos de poliestireno de tapdn blanco de 30 ml, llenos hasta los % de Ficoll filtrado.
La sangre se vierte en los tubos con pipetas Pasteur, lentamente para evitar romper la

interfase.

A continuacion se centrifuga a 2500 rpm durante 20 minutos a 25 2C. De dicha

centrifugacién se obtienen 3 fracciones (Imagen 11):

Figura 12: Componentes de la sangre centrifugada.
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- La primera, en la parte superior, corresponde al plasma.
- La banda intermedia corresponde a las PBMC.

- En el fondo queda el hematocrito (sin las PBMC).

Con pipetas Pasteur se extrae la banda de células mononucleares y se vierte en tubos
conicos de tapdn verde estériles con 4 ml de PBS. Se lava después 2 veces mas con 8 ml de

PBS, se centrifugan a 1500 rpm a 20 2C.

Una vez aisladas las PBMC se contaron en cdmara de Neubauer distribuyéndose en
tubos especiales para citometria de flujo, entre 100.000 y 150.000 células por tubo y por

determinacion.

A cada tubo se le afiadié su correspondiente anticuerpo monoclonal (Tabla 1)
marcado con fluorocromo, fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (RPE), a las dosis y al tiempo de

incubacién indicado por la casa comercial, en oscuridad y a temperatura ambiente:



Material y método

Tabla 1. Isotipos y casas comerciales

CD3 FITC | IgM Caltag Laboratories©, San Francisco, CA, US
la RPE | IgG1 | Serotec Ltd, Oxford, England

CD4 RPE | IgG1 | Caltag Laboratories©, San Francisco, CA, US
CD8 FITC | IgG1 | Caltag Laboratories©, San Francisco, CA, US
Pan B FITC | IgG2a | Caltag Laboratories©, San Francisco, CA, US

Fagocitos | RPE | IgG1 | Serotec Ltd, Oxford, England

CD11b FITC | IgG2a | Caltag Laboratories©, San Francisco, CA, US

NKR-P1 FITC | IgG1 | Serotec Ltd, Oxford, England

VI. 1. 1. b. Subpoblaciones leucocitarias y su grado de activacion

Las células se incuban con el correspondiente anticuerpo monoclonal. Se lavan con
solucién de lisis y con PBS 0,1 % azida sdédica. Por ultimo se resuspenden en Sheath fluid 0,5
% formaldehido para su inmediata adquisicion en el citdmetro de flujo FACScan ( Becton-
Dickinson©, San José, CA, EE.UU. ). El programa de adquisicién que se utilizé fue el PC-Lysis

I, incluido en el paquete informatico del citdmetro.
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De cada tubo se obtiene un dot-plot o distribuciéon bidimensional de puntos. Cada
punto equivale a un evento o célula, situada en el grafico segin su tamafio y complejidad
(Figura 13). Con el mismo programa se seleccionan las regiones R1, R2 y R3, que
corresponden a las localizaciones de los linfocitos, los monocitos-macréfagos y los
granulocitos, respectivamente. Por ultimo, existe una regién negativa denominada D (del

inglés debrit ) que corresponde a detritus celulares.

Grafico de puntos de leucocitos normal
S

Fluorescencia
i i i | -} i | —  — i T — 1

-

Granuiandad

Figura 13. Imagen del dot-plot normal.

Después se selecciona cada region para obtener una representacion bidimensional de
doble fluorescencia; aqui las células se separan por el tipo de fluorescencia que emiten, FL1
(FITC) o FL2 (RPE). Se obtienen porcentajes de células que emiten la fluorescencia del

numero total de eventos.
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Figura 14. Imagen de un dotplot de nuestro estudio.

VI. 2.Variables secundarias

VI. 2. 1. Andlisis de la capacidad oxidativa y fagocitica de Neutrofilos Yy

Macréfagos

VI. 2. 1. a. Rodamina

Se incubd sangre completa heparinizada con 1,2,3 Dihidrorodamina ( Sigma Chemical
Co, St. Louis, USA ). Cuando este compuesto es fagocitado por los neutréfilos y macréfagos,
es oxidado y se convierte en Rodamina, que presenta fluorescencia. La cuantificacion de esta
fluorescencia en el citdmetro de flujo informa sobre la capacidad oxidativa de las células en

estudio.
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Este parametro se lee como indice normal oxidativo (NOI), dividiendo el valor medio
de la fluorescencia de las células estimuladas por el valor medio de las células no

estimuladas.
VI. 2. 1. b. Tuftsina

Para la determinacion de la capacidad fagocitica, habitualmente se utilizan bacterias
marcadas con fluorocromo preopsonizadas con suero humano, lo que hace menos adecuado
este método reactivo cuando se utiliza para medir la capacidad fagocitica en animales de
experimentacion. En este sentido, se empled Tuftsina marcada con un fluorocromo ( Tuftsin
Fluorescein Conjugate. Molecular Probes ®, The Netherlands), susceptible de ser utilizada

tanto en animales como humanos.

Se incubd sangre completa heparinizada con la Tuftsina marcada con fluorocromo. Se
cuantifico en el citometro de flujo la cantidad de fluorescencia captada por los Neutroéfilos y

Macréfagos.

La capacidad de fagocitosis con Tuftsina se lee como porcentaje de células positivas o
como indice normal de fagocitosis, dividiendo el valor medio de la fluorescencia de las

células incubadas por el valor medio de las células no incubadas.
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VI. 2. 2. Mediadores solubles de la respuesta inmune: niveles seroldgicos de

TNF-a

La medicion del TNF-a circulante en plasma se realizé mediante una técnica de ELISA

indirecto competitivo ( Biosource Internacional, Inc. California USA ).
VI. 2. 3. Determinacion de endotoxinas en sangre periférica

La deteccion de endotoxinas se realizé mediante el kit comercial E-ETOXATE ©,

preparado a partir de un lisado de amebocitos procedentes del Limulus polyphemus.

Cuando se expone a determinadas concentraciones de endotoxinas, el lisado

aumenta en opacidad y puede gelificar dependiendo de la concentracién de endotoxina.

En el procedimiento se utilizan 9 tubos estériles de poliestireno, etiquetados de la A a
la I. Los tubos A y B se emplean para cada muestra. Los restantes sirven para determinar la

sensibilidad del método y como controles.

La lectura se considerd positiva (+) cuando se observa una estructura gelatinosa sin

ser una formacion de gel compacta; y negativa (-) cuando no se forma estructura gelatinosa.

El resultado negativo puede indicar la existencia de un factor en la muestra que
impide la reaccién (ausencia de formacién de gel en el tubo B y presencia del mismo en el

tubo D).
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VI. 2. 4. Estudio microbioldgico de la bilis

La toma de las muestras se realizé mediante puncion directa en el conducto biliar
comun con jeringa y aguja de insulina estériles (Sterile PP Syringes 26 G % 0,45x12,7 Becton

Dickinson and Co, New Jersey, USA) como se menciond anteriormente.
VI. 2. 4. a. Siembra y medios de cultivo

Se emplearon los medios de cultivo de Cled, medio sdlido que permite el crecimiento
de una gran variedad de microorganismos y los medios liquidos TSB (caldo con soja triptica,
para fortalecer los gérmenes aerobios que no hayan crecido en el Cled) y Tioglicolato, para el

crecimiento microorganismos anaerobios y microaerdfilos .

La incubacion se realizd a 37 2C durante un periodo variable pero en general entre 24
y 48 horas. Se realizd una segunda siembra del caldo TSB en los medios agar sangre, agar

chocolate y McConkey.
VI.2. 4. b. Lectura y valoracién

Se realizd una primera lectura a las 24 horas del cultivo, si en las placas no hubo
crecimiento de microorganismos se prolongd la incubacién hasta las 48 horas y se realizd

una nueva lectura. A los microorganismos detectados se les realizo la tincion de Gram.
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VI. 3. Variables complementarias
VI. 3. 1. Parametros bioquimicos: dafio hepatocelular y colestasis

Las mediciones de los niveles en suero de glucosa, urea, creatinina, alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato amino transferasa (AST), fosfatasa alcalina (FAlc) y
bilirrubina total se realizaron con el autoanalizador bioquimico Axon (Bayer Diagnostics,

Tarrytown, NY, USA).

Se recogieron los niveles de Urea y Creatinina en mg/dL, de ALT, AST y FAlc en

Ul/Ly de bilirrubina total en mg/dL.
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VII. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos consistio en:

VII. 1. Analisis descriptivo con calculo de la media y desviacidn tipica, valores

minimos y maximos, asi como los intervalos de confianza de la media o diferencias de

medias al 95% de confianza.

VIl. 2. Comparaciones de los valores medios mediante el test ANOVA de un

factor. Si los datos eran compatibles con distribuciones normales, por el test de Shapiro y
Wilk; mediante la prueba de Kruskal-Wallis cuando los datos no seguian una distribucion

normal.

Las comparaciones de medias a posteriori para el analisis de varianza se realizaron

con el test de la diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey.

Cuando se realizo la prueba de Kruskal-Wallis, se utilizaron los test de Mann-Whitney
como comparaciones a posteriori, aplicdndose, en este caso, la correccion de Hommel

(correcién modificada de Bonferroni).

VII. 3. En todas las pruebas estadisticas se consideraron significativos los

valores de p<0,05 y los contrastes de hipdtesis fueron bilaterales.
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Para el tratamiento vy anadlisis posterior de los datos se utilizd el

programaIBM®SPSS®Statistics Version 20.



Resultados _

RESULTADOS



Resultados

I. Efectos bioldgicos observados en la ictericia obstructiva

experimental tras 14 y 21 dias de obstruccion biliar

I. 1. Lesion hepatocelular y colestasis

La ligadura del conducto biliar determind un incremento significativo de la
enzima de citolisis hepatica AST en el grupo de 21 dias de obstruccion biliar (469,38 + 104,36
UI/L) con respecto al grupo de obstruccidén biliar durante 14 dias (317,66 + 62,76 Ul/L;

p=0,024) y respecto al grupo control de operacién simulada (0S) (114.84 £ 33.66; p=0.00).

Con la ALT solo hubo diferencia significativa con el grupo de OS (43,34 + 11,06 Ul/L
vs 15,47 *+ 3,56 Ul/L; p=0,013) pero no con el de 10-14 dias (42,18 + 15,88, p=1).

En cambio, los valores séricos medios de FAlc se elevaron tras 14 dias de obstruccidn
biliar y disminuyeron a los 21 dias de la ligadura del conducto biliar, aunque la diferencia no
fue estadisticamente significativa (314,32 * 62,94 UI/L vs230,82 + 19,42 Ul/L; p=0,084). Si
hubo diferencia significativa entre los grupos de obstruccién biliar tanto durante 14 dias

como durante 21 dias, con el grupo de OS.

Los valores de bilirrubina presentaron un comportamiento similar, existiendo solo

diferencia estadistica entre el grupo de 10-21 dias y el de OS (Tabla 2, Figuras 15 y 16).
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Tabla 2. Valores medios y desviacion tipica de enzimas de citolisis y colestasis (intervalo de confianza 95%).
Valor p: diferencias entre las medias.

Variable Grupo 0S Grupo p Grupo 10-21 dias p
10-14 dias (OS vs 10-14 d) (OS vs IO-

21d)

AST(UI/L) 114.8+33.6 317,7+62,8 0.005 469,4 +104,4 0.000

ALT (UI/L) 15,7 +3,6 35,4+5,2 0.019 43,34+ 11,1 0.013

FAlc (UI/L) 925+ 11.2 314,3+62,9 0.049 230,8+19,4 0.049

Bilirrubina 0,06 + 0,05 2,6 0,08 0.048 43+1,4 0.048

(mg/dL)

Citolisis y Colestasis

500 ——AST
400 = ALT
4—FAlc

300 _
uI/L /
200 / -
100

N
0 . T T 1
oS 10-14 dias 10-21 dias

Figura 15.Valores medios de AST, ALT y FAlc en los grupos de operacién
simulada (0S), Ictericia-14 dias e Ictericia-21 dias.
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Bilirrubina

mg/dl
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oS 10-14 dias  10-21 dias

Figura 16. Valores medios de Bilirrubina en los grupos de
operacién simulada (OS), Ictericia-14 dias e Ictericia-21
dias.

I. 2.Inmunidad celular especifica

Como se explicd anteriormente, se realizé un analisis mediante citometria de flujo
para determinar en sangre periférica el porcentaje de Linfocitos T CD3 activados, linfocitos T

CD4 y CD8 vy linfocitos B/la.

En el grupo de 10 durante 21 dias se observd una disminucion significativa del
porcentaje medio de Linfocitos CD3/la con respecto al grupo de |0 durante 14 dias
(19,5+14,7 vs47,9+10,2; p=0,002); también disminuyd respecto al grupo control de OS pero
en este caso la diferencia no fue significativa (19,5+14,7 vs25,3 8,3; p=0,891) (Tabla 3, figura
17).

En cambio, en el grupo de 10 durante 14 dias hubo un incremento significativo de los

linfocitos CD3/Ia con respecto al control de OS (47,947,9+10,2 vs25,3+8,3; p=0,017).
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Igualmente, se observd una disminucidn en el porcentaje medio de linfocitos T CD4 y
CD8 en el grupo de ictericia mas prolongada con respecto al grupo de Ictericia-14 dias y con
respecto al grupo control, aunque solo de manera significativa para la poblacién de linfocitos

T CD8, como también se detalla en la tabla3.

Los linfocitos CD8 tuvieron un comportamiento similar a los linfocitos CD3/la,
aumentaron a los 14 dias de la obstruccion biliar y disminuyeron a los 21 dias de la induccién

de la ictericia.

El porcentaje medio de linfocitos B activados fue menor en el grupo de Ictericia-21
dias con respecto al grupo de Ictericia-14 dias y con el grupo de OS aunque sin diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos.

Tabla 3. Porcentajes (media y desviacidn tipica ) de las distintas subpoblaciones linfocitarias en los grupos de

trabajo (OS: Operacion Simulada, Ictericia-14 dias e Ictericia 21-dias) (IC 95%). Valor p: diferencias entre las

medias.

Subpoblaciones Grupo 0S Grupo P Grupo p

linfocitos 10-14 dias (OSvs10-14 d) 10-21 dias (OSvs10-21d)
(% medio)

CD3/la 25,348,3 47,9+10,2 0.017 19,5+14,7 0.891

CcD4 50,3+12,9 45,7+7,3 0.602 37,348,3 0.602

CcD8 11,6%5.5 17,919 0.031 5,2+2,2 0.029

Pan B/la 7,7+6,7 14,547,2 0.199 4,7+5,3 0.199




Resultados [lekl

Subpoblaciones de linfocitos
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Figura 17. Porcentaje medio de expresion de linfocitos T CD3/la, CD4,
CD8 y B/la en los grupos de Operacién simulada, Ictericia-14 dias e

Ictericia-21 dias.

I. 3. Inmunidad celular inespecifica

Mediante el analisis por citometria de flujo se determind el porcentaje de Monocitos-

Macréfagos y Granulocitos activados CD11b y el porcentaje de células NK activadas (NK/Ia).

Se observd un incremento significativo del porcentaje medio de Monocitos-
Macrofagos activados a los 14 dias de la obstruccion biliar con respecto al grupo control de
operacion simulada (0S). En el grupo de Ictericia-21 dias el porcentaje descendié a niveles

similares al grupo de OS con el que no mostro diferencia significativa (Tabla 4, figura 18).
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El porcentaje de Granulocitos CD11b activados descendié discretamente en el grupo

de Ictericia-14 dias con respecto al grupo de OS, y disminuyd de manera mas marcada en el

grupo de Ictericia-21 dias, aunque las diferencias no fueron significativas.

Con respecto al grado de activacién de las células NK tampoco hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los tres grupos.

Tabla 4. Porcentaje (media y desviacidn tipica) de Monocitos-Macroéfagos, Granulocitos y células NK activados

en los grupos de OS (Operacién Simulada), Ictericia-14 dias e Ictericia-21 dias (IC 95%). Valor p: diferencias

entre las medias.
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Subpoblaciones celulares Grupo OS Grupo p Grupo p

(% medio) 10-14 dias (OS vs 10-21 dias (OSvs10-21d)
10-14 d)

Monocitos-Macréfagos 33,5+7,6 66,4+10,7 0.000 31,0+6,7 0.995

CD11b

Granulocitos CD11b 77,8+22,1 73,7£8,4 0.917 43,8+16,9 0.168

Células NK/Ia 2,8+1,0 3,5+0,6 0.823 3,7+2,5 0.823
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Subpoblaciones celulares
(% medio células)

100 —&— Monocitos-M CD11b+
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Figura 18. Porcentaje medio de Monocitos-Macrdéfagos, Granulocitos y células
NK activadas en los grupos de OS (Operacion Simulada), 10-14 dias (Ictericia-14
dias) e 10-21 dias (Ictericia-21 dias).

I. 4. Capacidad oxidativa y fagocitica de Neutréfilos y Macréfagos: Test

de la Rodamina y Tuftsina

La capacidad oxidativa media de los granulocitos neutréfilos como de los macréfagos
determinada mediante el test de la Rodamina no mostré diferencias significativas entre el
grupo control de OS y los grupostanto de Ictericia-14 dias como con el grupo de ictericia mas

prolongada (Tabla 5, figura 19).

La capacidad fagocitica media se determind mediante el Test de Tuftsina. Tampoco se
observaron diferencias significativas en la capacidad fagocitica de los granulocitos

neutrdfilos ni de los macrofagos entre estos tres grupos experimentales.
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Tabla 5. Fluorescencia (media y desviacidn tipica) con Rodamina y Tuftsina de granulocitos neutrdfilos y

macréfagos en los grupos de OS, Ictericia-14 dias e Ictericia-21 dias (IC 95%).

Capacidad oxidativa y fagocitica Grupo 0S Grupo Grupo p

(% fluorescencia media) 10-14 dias 10-21 dias

Rodamina Neutréfilos 12,2+11,4 3,0+2,9 7,249,4 0.272
Rodamina Macroéfagos 1,9+2,4 ,0+,0 5,0+7,2 0.189
Tuftsina Neutrdfilos 1,7£0,7 1,6+0,4 1,8+1,8 0.127
Tuftsina Macréfagos 6,4%3,4 1,8+1,5 2,942,7 0.138

Capacidad oxidativa y fagocitica
(% medio de fluorescencia)

14

——Rodamina Neut

== Rodamina Mac

4—Tuftsina Neut

=3¢é=Tuftsina Neut

(O 10-14 dias 10-21 dias

Figura 19. Fluorescencia media con Rodamina y Tuftsina de neutréfilos y macréfagos

en los grupos de OS, Ictericia-14 dias e Ictericia-21 dias.
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I.5. Niveles de TNF-a en sangre periférica

No se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de TNF-a entre

estos grupos del trabajo (Figura 20).

Niveles séricos antiTNF

20 -~
15 -
TNF v
10 A
(pg/ml)
5+~
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oS 10-14 dias 10-21 dias

p=0,929

Figura 20. Niveles séricos medios de TNF-a en los

distintos grupos de trabajo.

I. 6. Niveles de endotoxinas en sangre periférica

La deteccion de endotoxinas en sangre periférica fue mas frecuente en el grupo de
Operacién Simulada con respecto a los grupos de ictericia aunque las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (Tabla 6).
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Tabla 6.Numero total y porcentajes de deteccién de endotoxinas en sangre

periférica en los distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Grupo 0S Grupo
10-14 dias
Operacion simulada 4 (66,7%) 2 (33,3%)
10-14 dias 1(16,7%) 5 (83,3%)
10-21 dias 1(16,7%) 5(83,3%)

P=0,155

I. 7. Estudio microbiolagico de la bilis

El aislamiento de bacterias en bilis fue significativamente mayor en el grupo de

ictericia prolongada (Tabla 7).

Tabla 7. Numero total y porcentaje de cultivos positivos y negativos en los

distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Cultivo (+) Cultivo (-)
Operacion simulada 1(16,7%) 5 (83,3%)
10-14 dias 4 (66,7%) 2 (33,3%)
10-21 dias 5 (83,3%) 1(16,7%)

P=0,016
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Il. Efectos del drenaje biliar interno en la ictericia obstructiva

experimental

Se realizd la técnica de drenaje biliar interno descrita anteriormente a los 14 dias de

la ligadura del conducto biliar y el sacrificio y obtencion de muestras a los 21 dias. Se

emplearon el grupo Operacién Simulada (OS) y el grupo de Ictericia-21 dias como grupos

control.

Il. 1. Lesion hepatocelular y colestasis

La realizacion del drenaje biliar interno disminuyd significativamente el valor medio

de la AST, ALT, FAlc y Bilirrubina con respecto al grupo de Ictericia-21 dias. Estos valores

observados en el grupo de drenaje fueron muy similares a los del grupo control de operacién

simulada (OS) (Tabla 8).

Tabla 8.Valores medios de enzimas de citolisis y colestasis (media y desviacion tipica, IC 95%) en los grupos de

drenaje biliar interno e ictericia durante 21 dias.

Variables Drenaje Operacion P 10-21 dias p
biliar Simulada (Drenaje (Drenaje vs 10-21 d)
vs OS)
AST(UI/L) 126,98+30,35 114,84+33,66 0.999 469,38+104,36 0.000
ALT(UI/L) 14,85+3,40 15,74+3,56 0.991 43,34+11,06 0.002
FAIc(UI/L) 96,46+19,21 92,46+11,16 0.465 230,82+19,42 0.000
Bilirrubina 0,08+0,04 0,06%0,05 0.513 4,31+1,37 0.000

(mg/dL)
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Il. 2. Inmunidad celular especifica

En el grupo de drenaje biliar interno se incrementaron los porcentajes de linfocitos T
CD4, CDS8 vy linfocitos B/la con respecto al grupo de ictericia durante 21 dias, aunque de
manera significativa en los CD8; no se observaron diferencias significativas con el grupo
control de OS. Aunque en el grupo de drenaje el porcentaje de linfocitos T CD3/la fue
menor, la diferencia con el grupo Ictericia-21 dias en esta subpoblacion de linfocitos no fue

significativa. Tampoco se observaron diferencias con el grupo de OS (Tabla 9, figura 21).

Tabla 9. Porcentaje (media y desviacion tipica) de las diferentes subpoblaciones linfocitarias y grado de
significacion entre el grupo de tratamiento mediante drenaje biliar interno y los grupos control Ictericia-21 dias

y Operacidon simulada (OS).

Subpoblaciones Drenaje Operacion p 10-21 dias ¢}

linfocitarias biliar Simulada (Drenaje (Drenaje vs 10-21 d)
(% medio) vs OS)

Linfocitos TCD3/la 13,11+2,81 25,3+8,3 0.357 19,5+14,7 0,861

Linfocitos T CD4 62,5+4,7 50,3+12,9 0.380* 37,3+8,3 0,050*

Linfocitos T CD8 13,2+1,6 11,6%5,5 0.917 5,2+2,2 0,005

Linfocitos B/la 5,3+0,9 7,7%6,7 0.199 4,7+5,3 0,199

La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

* Correccién modificada de Bonferroni (Hommel)
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Subpoblaciones linfocitos activados
(% medio linfocitos)
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Figura 21. Porcentaje medio de las distintas poblaciones linfocitarias en los

grupos OS, Ictericia-21 dias y drenaje biliar.

Il. 3. Inmunidad celular inespecifica

En el grupo de tratamiento mediante la técnica de drenaje biliar se observdo un
incremento significativo de los Monocitos-Macréfagos CD11 activados con respecto al grupo
de ictericia prolongada y no mostrd diferencias significativas con el grupo de operacién

simulada.

El porcentaje de Granulocitos CD11 activados experimentd un descenso significativo
en el grupo de ictericia que se recuperd en el grupo de drenaje hasta valores similares a los

del control de operacion simulada.
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El porcentaje de células NK activadas no mostré diferencias significativas entre los

tres grupos (Tabla 10, figura 22).

Tabla 10.Porcentaje de las distintas subpoblaciones celulares de inmunidad inespecifica (media y desviacion
tipica, IC 95%) en el grupo de tratamiento con drenaje biliar frente a los grupos de operacién simulada e

ictericia obstructiva durante 21 dias.

Subpoblaciones Drenaje Operacion P 10-21 dias p

celulares biliar Simulada (Drenaje (Drenaje  vs
(% medio) vs OS) 10-21 d)
Monocitos-Macréfagos 52,0+7,9 33,54£7,6 0.060 31,0+6,7 0.026

CD11b

Granulocitos CD11b 84,8+15,8 77.8%122,1 0.700* 43,8+16,9 0.050~*
Células NK/la 3,2+0,4 2,8+1,0 0.823 3,7+2,5 0.823

La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

* Correccion modificada de Bonferroni (Hommel)

Subpoblaciones celulares
(%medio células)
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Figura 22.Subpoblaciones celulares de inmunidad inespecifica en los grupos de

tratamiento con drenaje biliar interno e Ictericia-21 dias.

Il. 4. Capacidad oxidativa y fagocitica de Neutréfilos y Macrofagos:

Rodamina y Tuftsina

La capacidad oxidativa de los Neutréfilos y Monocitos-Macréfagos (Test de

Rodamina) no mostré diferencias significativas entre los tres grupos.

La capacidad fagocitica (Test de Tuftsina) de las poblaciones de Neutréfilos vy
Macréfagos en el grupo de tratamiento con drenaje biliarexperimentd un incremento con
respecto a los dos grupos control, aunque las diferencias tampoco fueron estadisticamente

significativas (Tabla 11, figura 23).

Tabla 11. Fluorescencia (media y desviacidn tipica) con Rodamina y Tuftsina de Neutrdfilos y Macréfagos en el

grupo de tratamiento con drenaje biliar interno y los controles de operacién simulada e Ictericia-21 dias (IC

95%).

Capacidad oxidativa y fagocitica Drenaje Operacion p 10-21 dias p

(% fluorescencia media) biliar Simulada (Drenaje (Drenaje  vs
vs OS) 10-21 d)

Rodamina Neutrofilos 7,612,5 12,2+11,4 0.272 7,219,4 0.272

Rodamina M-Macroéfagos 0,0+0,0 1,9+2,4 0.189 5,0+7,2 0.189

Tuftsina Neutrdfilos 3,0+0,5 1,7£0,7 0.127 1,8+1,8 0.127

Tuftsina M-Macréfagos 8,0+4,2 6,4%3,4 0.915 2,9£2,7 0,082




Resultados [kl

Capacidad oxidativa y fagocitica
(% medio fluorescencia)
14
—&— Rodamina Neut

12
10 —#— Rodamina Macr

) =~ Tuftsina Neut

6 == Tuftsina Macr

4

2 -

0 T T 1

oS 10-21 dias Drenaje

Figura 23. Fluorescencia media con Rodamina y Tuftsina de Neutréfilos y Macréfagos
en el grupo de tratamiento con drenaje biliar interno y los controles Operacion

Simulada e Ictericia-21 dias.

Il. 5.Niveles de TNF-a en sangre periférica

No se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de TNF-a en los

distintos grupos del trabajo (Figura 24).
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Figura 24. Niveles séricos medios de TNF-a en los distintos

grupos de trabajo.
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Il. 6. Niveles de endotoxinas en sangre periférica

La deteccién de endotoxinas en sangre periférica fue mas frecuente en el grupo de
Operacién Simulada con respecto a los grupos de ictericia y de drenaje biliar aunque las

diferencias no fueron estadisticamente significativas (Tabla 12).

Tabla 12. Numero total y porcentajes de deteccidn de endotoxinas en sangre

periférica en los distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Endotoxinas (+) Endotoxinas (-)
Operacion simulada 4 (66,7%) 2 (33,3%)
10-21 dias 1(16,7%) 5 (83,3%)
Drenaje 2 (33,3%) 4 (66,7%)
p=0,155

Il. 7. Estudio microbioldgico de la bilis

El aislamiento de bacterias en bilis fue significativamente mayor en el grupo de

ictericia prolongada y en el grupo en el que se realizé el drenaje biliar interno (Tabla 13).
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Tabla 13. Numero total y porcentaje de cultivos positivos y negativos en los

distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Cultivo (+) Cultivo (-)
Operacion simulada 1(16,7%) 5(83,3%)
10-21 dias 5 (83,3%) 1(16,7%)
Drenaje 5(83,3%) 1(16,7%)

p=0,016



Resultados [k

lll. Efectos de los anticuerpos anti-TNF en la ictericia obstructiva

experimental

Como se explicé anteriormente, se administré una dosis Unica de anticuerpos anti-
TNF-a (R & D Systems Inc, Minneapolis, USA, 20 pg intramuscular) a los 14 dias de la ligadura
del conducto biliar y el sacrificio y obtencion de muestras a los 21 dias; se emplearon el

grupo de Operacién Simulada y el grupo Ictericia-21 dias como grupos control.

lll. 1. Lesion hepatocelular y colestasis

La administracién de anticuerpos anti-TNF-adisminuyo los valores medios de la AST,
ALT, FAlc y Bilirrubina con respecto al grupo de Ictericia-21 dias aunque solamente los de
AST de manera significativa. No hubo diferencias significativas con el grupo control de

Operacién Simulada salvo también en los valores medios de AST (Tabla 14).

Tabla 14. Valores medios de enzimas de citolisis y colestasis (media y desviacién tipica, IC 95%) en los grupos

de administracion de anti-TNF-a y los controles Operacidén Simulada e ictericia durante 21 dias.

Variables Anti-TNF-a Operacion p 10-21 dias p
Simulada (anti-TNF-a (antiTNF-a vs 10-21 d)
vs OS)
AST (UI/L) 289,8+119,3 114,8+33,7 0.017 469,4+104,4 0,014
ALT (UI/L) 30,7+17,4 15,743,6 0.320 43,3+11,1 0,484
FAIc (UI/L) 173,7£96,2 92,5+11,2 0.465 230,8+19,4 0,465
Bilirrubina 1,9+2,6 0,1+0,1 0.085 3,7¥1,9 0.418

(mg/dL)




lll. 2. Inmunidad celular especifica

Resultados [kES

La administracidon de anticuerpos anti-TNF-0 incrementd los porcentajes medios de

linfocitos T CD3 activados, linfocitos T CD4 y CD8 y linfocitos B/la con respecto al grupo de

Ictericia-21 dias, aunque de manera significativa en la subpoblacién de los CD8. Los valores

observados en el grupo de tratamiento con anti-TNF-afueron muy similares a los del grupo

control de Operacion Simulada (Tabla 15, figura 25).

Tabla 15. Porcentaje (media y desviacion tipica) de las diferentes subpoblaciones linfocitarias y grado de

significacion entre el grupo de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a y los grupo control Operacién Simulada

e Ictericia-21 dias.

Subpoblaciones Anti-TNF- Operacion p 10-21 dias p

linfocitarias Simulada (anti-TNF-a (antiTNF-a vs 10-21 d)
(% medio) vs 0S)

Linfocitos TCD3/la  22,9+11,1 25,3483 0.996 19,5+14,7 0,982

Linfocitos T CD4 46,5+14,5 50,3+12,9 0.602* 37,318,3 0,468*

Linfocitos T CD8 12,6124 11,6%5,5 0.986 5,2+2,2 0,010

Linfocitos B/la 6,5+4,9 7,7%6,7 0.199 4,7+5,3 0.199

La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

* Correccién modificada de Bonferroni (Hommel)
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Figura 25. Porcentaje medio de las distintas poblaciones linfocitarias en los

grupos anti-TNF-a y control Operacién Simulada e Ictericia-21 dias

lll. 3. Inmunidad celular inespecifica

En el grupo de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a se observd un incremento de
los Monocitos-Macréfagos y Granulocitos CD11 activados alcanzando valores similares a los
observados en el control de Operacién Simulada. El incremento fue significativo en la

subpoblacion de Granulocitos con respecto al grupo de ictericia prolongada.

El porcentaje de células NK activadas fue menor en el grupo de tratamiento, pero la

diferencia no fue significativa (Tabla 16, figura 26).



Resultados [kiks

Tabla 16. Porcentaje de las distintas subpoblaciones celulares de inmunidad inespecifica (media y desviacion
tipica, IC 95%) en el grupo de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-y en los grupo control Operacién Simulada

e ictericia obstructiva durante 21 dias.

Subpoblaciones celulares  Anti-TNF-o0 Operacién p 10-21 dias p

(% medio) Simulada (anti-TNF-a (antiTNF-a vs 10-21 d)
vs 0OS)

Monocitos-Macréfagos 47,1+15 33,54£7,6 0.246 31+6,7 0.125

CD11b

Granulocitos CD11b 84,1+8,6 77.8+22,1 0.917 43,8+16,9 0.050*

Células NK/la 3+0,8 2,8+1 0.823 3,7+2,50 0.823

La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

* Correccién modificada de Bonferroni (Hommel)
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Figura 26. Subpoblaciones celulares de inmunidad inespecifica en el grupo de
tratamiento con anti-TNF-ay los grupos control Operacidon Simulada e Ictericia-21

dias.



Resultados

lll. 4. Capacidad oxidativa y fagocitica de Neutrofilos y Macrofagos:

Rodamina y Tuftsina

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la capacidad oxidativa
(Test de Rodamina) y fagocitica (Test de Tuftsina) de las poblaciones de Neutréfilos y
Macrofagos entre el grupo de tratamiento con anti-TNF-a y el grupo de ictericia durante 21

dias.

El grupo de tratamiento con anti-TNF-a presentd valores muy similares a los del
control de Operacion Simulada, no existiendo diferencias significativas entre ambos (Tabla

17, figura 27).

Tabla 17. Fluorescencia (media y desviacion tipica) con Rodamina y Tuftsina de Neutrdfilos y Macréfagos en el

grupo de tratamiento con anti-TNF-ay en los grupos control Operacién Simulada e Ictericia-21 dias (IC 95%).

Capacidad oxidativa y fagocitica Anti-TNF-a Operacion p 10-21dias p

(% fluorescencia media) Simulada (anti-TNF-a (antiTNF-a vs
vs 0OS) 10-21 d)

Rodamina Neutrofilos 12,2+6,2 12,2+11,4 0.272 7,219,4 0.272

Rodamina M-Macroéfagos 2,5%2,2 1,9+2,4 0.189 5+7,2 0.189

Tuftsina Neutrdfilos 1,5+0,4 1,7+0,7 0.127 1,8+1,8 0,127

Tuftsina M-Macréfagos 4,5+2,3 6,4%3,4 0.186 4,6+3 0,995
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Figura 27. Fluorescencia media con Tuftsina de Neutrofilos y Macréfagos en el grupo
de tratamiento con anti-TNF-O y en los grupos control Operacién Simulada e Ictericia

-21 dias.
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lll. 5. Niveles de TNF-a en sangre periférica

No se encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de TNF-a en los

distintos grupos del trabajo (Figura 28).
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Figura 28. Niveles séricos medios de TNF-a en los distintos

grupos de trabajo.

lll. 6. Niveles de endotoxinas en sangre periférica

La deteccion de endotoxinas en sangre periférica fue mas frecuente en el grupo de
Operacién Simulada y en el que se administrd anti-TNF-a con respecto a los grupos de

ictericia aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Tabla 18).
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Tabla 18.Numero total y porcentajes de deteccién de endotoxinas en sangre

periférica en los distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Endotoxinas (+) Endotoxinas (-)
Operacion simulada 4 (66,7%) 2 (33,3%)
10-21 dias 1(16,7%) 5 (83,3%)
Anti-TNF-o 4 (66,7%) 2 (33,3%)
p=0,155

lll. 7. Estudio microbioldégico de la bilis

El aislamiento de bacterias en bilis fue significativamente mayor en el grupo de
ictericia prolongada con respecto al control de operacidn simulada y al grupo de tratamiento

con anti-TNF-a (Tabla 19).

Tabla 19. Numero total y porcentaje de cultivos positivos y negativos en los

distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Cultivo (+) Cultivo (-)
Operacion simulada 1(16,7%) 5(83,3%)
10-21 dias 5 (83,3%) 1(16,7%)
Anti-TNF-o 1(16,7%) 5 (83,3%)

p=0,016
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IV. Anticuerpos anti-TNF-a vs drenaje biliar interno en la ictericia

obstructiva experimental

Se compararon los dos grupos de tratamiento de este estudio, el grupo en el que se
administré una dosis Unica de anticuerpos anti-TNF-a a los 14 dias de la ligadura del
conducto biliar y el grupo en el que se realizd la técnica de drenaje biliar interno tras el

mismo periodo de obstruccion biliar.

IV. 1. Lesion hepatocelular y colestasis

La realizacion del drenaje biliar interno disminuyd significativamente el valor medio
de la AST y ALT con respecto al grupo de administracién de anticuerpos anti-TNF-a. No hubo
diferencias significativas en los valores medios de FAlc y Bilirrubina en ambos grupos (Tabla

20).

Tabla 20.Valores medios de enzimas de citolisis y colestasis (media y desviacion tipica, IC 95%) en los grupos de

administracién de anti-TNF-a y drenaje biliar.

Variables Anti-TNF-O Drenaje biliar p

AST (UI/L) 289,76+119,28 126,98+30,35 0,018
ALT (UI/L) 36,68+13,29 14,85+3,40 0,019
FAlc (UI/L) 142,65+76,71 96,46+19,21 0,229

Bilirrubina (mg/dL) 0,75%0,66 0,08+0,04 0,055




IV. 2. Inmunidad celular especifica

Resultados [t

La administracién de anticuerpos anti-TNF-0 incrementd de manera significativa los

porcentajes de linfocitos T CD3 activados con respecto al grupo en el que se realizo el

drenaje biliar.

Sin embargo, el drenaje biliar mejoré significativamente el porcentaje de linfocitos T

CD4 activos. No hubo diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de

linfocitos T CD8 y linfocitos B activos entre los dos grupos de tratamiento (Tabla 21, figura

29).

Tabla 21. Porcentaje (media y desviacion tipica) de las diferentes subpoblaciones linfocitarias y grado de

significacion entre el grupo de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a y el grupo de drenaje biliar interno.

Subpoblaciones linfocitarias Anti-TNF-a Drenaje biliar p

(% medio)

Linfocitos T CD3/Ia 22,95+11,13 13,11+2,81 0,092
Linfocitos T CD4 52,80+3,92 62,51+4,65 0,013*
Linfocitos T CD8 12,57+2,43 13,21+1,62 0,638
Linfocitos B/la 6,47+4,90 5,26%0,90 0,603

La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

* Correccién modificada de Bonferroni (Hommel)
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Figura 29.Porcentaje medio de las distintas subpoblaciones linfocitarias

en los grupos Anti-TNF-a y Drenaje biliar.

IV. 3. Inmunidad celular inespecifica

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
Monocitos-Macréfagos CD11b, Granulocitos CD11by células NK activadas entre los grupos

de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-ay con drenaje biliar interno (Tabla 22, figura 30).
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Tabla 22.Porcentaje de las distintas subpoblaciones celulares (media y desviacién tipica, IC 95%) en el grupo de

tratamiento con anticuerpos anti-TNF- y en el grupo de drenaje biliar interno.

Subpoblaciones celulares Anti-TNF-a Drenaje biliar p
(% medio)
Monocitos-Macréfagos CD11b 47,05+£14,98 51,98+7,92 0,534
Granulocitos CD11b 84,06x8,60 84,81+15,81 0,928*
Células NK/la 2,99+0,77 3,25+0,37 0,523
La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.
* Correccién modificada de Bonferroni (Hommel)
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Figura 30. Subpoblaciones celulares de inmunidad inespecifica en los

grupos de tratamiento con anti-TNF-a y Drenaje biliar.
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IV. 4. Capacidad oxidativa y fagocitica de Neutrofilos y Macrofagos:

Rodamina y Tuftsina

La capacidad oxidativa (Test de Rodamina) de los Neutrofilos y la capacidad fagocitica
(Test de Tuftsina) de los Macréfagos fue significativamente mayor en el grupo en el que se
realizé la técnica de drenaje biliar interno con respecto al grupo en el que se administré anti-

TNF-a.

No se observaron diferencias estadisticamente signicicativas en la capacidad
oxidativa de los Macréfagos ni en la capacidad fagocitica de los Neutréfilos entre ambos

grupos de tratamiento (Tabla 23, figura 31).

Tabla 23. Fluorescencia (media y desviacidn tipica) con Rodamina y Tuftsina de Neutréfilos y Macrdfagos en los

grupos de tratamiento con anti-TNF-a y mediante drenaje biliar interno (IC 95%).

Capacidad oxidativa y fagocitica Anti-TNF-a Drenaje P

(% fluorescencia media)

Rodamina Neutrofilos 33,93+0,64 51,02+11,12 0,009
Rodamina M-Macréfagos 18,22+3,50 14,14%2,06 0,055
Tuftsina Neutréfilos 4,00+0,45 4,47+0,50 0,162

Tuftsina M-Macrdéfagos 4,51+2,33 9,43+4,16 0,050
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Figura 31.Fluorescencia media con Tuftsina de Neutrdfilos vy
Macréfagos en los grupos de tratamiento con anti-TNF-a y drenaje

biliar.

IV. 5. Niveles de TNF-a en sangre periférica

Cuando se compararon todos los grupos, no se encontraron diferencias significativas

en los niveles séricos de TNF-a en los distintos grupos del trabajo (Figura 32).
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Figura 32. Niveles séricos medios de TNF-a en los distintos grupos de

trabajo.
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IV. 6. Niveles de endotoxinas en sangre periférica

De forma paraddjica, la deteccion de endotoxinas en sangre periférica fue mas
frecuente en el grupo de Operacién Simulada y en el que se administré anti-TNF- a con
respecto a los grupos de ictericia y de drenaje biliar aunque las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (Tabla 24).

Tabla 24. Numero total y porcentajes de deteccion de endotoxinas

en sangre periférica en los distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Endotoxinas (+) Endotoxinas (-)
Operacidén simulada 4 (66,7%) 2 (33,3%)
Ictericia-14 dias 1(16,7%) 5(83,3%)
Ictericia-21 dias 1(16,7%) 5(83,3%)
Anti-TNF-a 4 (66,7%) 2 (33,3%)
Drenaje 2 (33,3%) 4 (66,7%)

p=0,155
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IV. 7. Estudio microbioldgico de la bilis

En el anadlisis de todos los grupos, el aislamiento de bacterias en bilis fue
significativamente mayor en el grupo de ictericia prolongada y en el grupo en el que se

realizé el drenaje biliar interno (Tabla 25).

Tabla 25. Numero total y porcentaje de cultivos positivos y negativos en los distintos grupos de trabajo.

Grupos de trabajo Cultivo (+) Cultivo (-)
Operacion simulada 1(16,7%) 5(83,3%)
Ictericia-14 dias 4 (66,7%) 2 (33,3%)
Ictericia-21 dias 5 (83,3%) 1(16,7%)
Anti-TNF-a 1(16,7%) 5 (83,3%)
Drenaje 5(83,3%) 1(16,7%)

p=0,016
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I. Analisis del método de investigacion: ictericia obstructiva

experimental e inmunosupresion

La ictericia obstructiva es un problema clinico frecuente y a pesar del
perfeccionamiento en la técnica quirurgica y el empleo de antibidticos de nueva generacién,
la cirugia en pacientes con obstruccién biliar continia gravada con un alto indice de

2 Como se ha desarrollado, estas complicaciones se han

complicaciones infecciosas
relacionado entre otros factores con la disfuncién del sistema inmunitario que se produce en

laictericia.

La colestasis experimental mediante la ligadura y seccion de la via biliar principal en
la rata Wistar reproduce con gran aproximacion las condiciones causadas por la obstruccion
biliar extrahepatica en humanos, por lo que representa un instrumento de gran valor para el
estudio en general de enfermedades hepaticas y de la via biliar, y en particular como ha sido
objeto de estudio en este trabajo, para el conocimiento de la alteraciones en la activaciéon y

respuesta de las células inflamatorias en situaciones de colestasis.

Nuestro estudio muestra que la ictericia obstructiva induce una significativa
alteracion en el niumero y grado de activacion de las diferentes células inflamatorias. Este
efecto de la colestasis podria ser el responsable del estado de inmunosupresion presente en
los modelos animales de obstruccién biliar. Aunque también se ha descrito que la
acumulacién intrahepatica de sales biliares genera la inhibicion de la proliferacion y de la

actividad de los linfocitos T citotdxicos *’.

La duracion de la obstruccidn biliar determiné diferencias en el grado de proliferacién

de las distintas subpoblaciones de linfocitos T. Se observd una disminucidn significativa del
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porcentaje de linfocitos CD3 y linfocitos B activados en sangre periférica en el grupo de 10-21
dias con respecto al de 10-14 dias. En cambio los niveles de linfocitos T CD4 disminuyeron
gradualmente a lo largo de los 21 dias de la obstruccidn biliar y los niveles de linfocitos T CD8
alcanzaron un maximo valor en el grupo de 10-14 dias y sin embargo disminuyeron en el

grupo de 10-21 dias.

Estos resultados sugieren que los linfocitos T CD4 podrian ser los responsables de la

| 1°1 también

inmunosupresién inicial que acontece en la ictericia obstructiva. Sano et co
demostraron una disminucion en las subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 en la l[amina
propia de la pared intestinal asi como un incremento en la poblacién de linfocitos T CD3 en

sangre periférica una semana después de inducir la obstruccion biliar.

En un trabajo mas reciente se ha demostrado que la ictericia obstructiva también
inhibe la funcion de los linfocitos T intrahepaticos e incrementa los linfocitos T reguladores,
los cuales presentan una actividad inmunosupresora sobre la poblacién de linfocitos T
hepaticos, pero al mismo tiempo presentan una actividad protectora limitando el grado de

colestasis y la fibrosis en el parénquima hepatico **°.

Los niveles de monocitos-macrofagos asimismo presentaron un perfil de modificaciéon
similar al observado en los linfocitos T CD8, lo que sugiere que la ictericia obstructiva tiene
efectos similares sobre ambas lineas celulares. En el andlisis por citometria de flujo
encontramos una disminucién significativa del porcentaje medio de monocitos-macrofagos
activados y del porcentaje de granulocitos CD11b activados en el grupo de 10-21 dias con

respecto al de 10-14 dias.

La sobreestimulacién de estas células en la obstruccién biliar probablemente por los

fenédmenos de endotoxemia y translocacion bacteriana puede desencadenar efectos
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adversos mediante la liberacién de proteasas y radicales libres del oxigeno *'’. El
incremento de la concentracion de las colonias de monocitos-macréfagos activados en el
suero también promueve la quimiotaxis de los granulocitos neutrdfilos en la ictericia

obstructiva ’3.

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas entre ambos grupos de

obstruccion biliar en el grado de activacidon de la subpoblacion de linfocitos NK.

Como se comentd, en la ictericia obstructiva se pueden ver afectadas diferentes
funciones de los neutréfilos como la adhesidn, la emigracion y quimiotaxis, y la fagocitosis y
degradacion intracelular de las particulas ingeridas. Nosotros encontramos una disminucién
de la generacién de radicales libres del oxigeno y de la actividad fagocitica de neutrofilos y
macréfagos en los estadios iniciales de la colestasis. En la suboblacién de macréfagos si se
restablecid la capacidad oxidativa en el grupo de 10-21 dias, recuperando los niveles del

grupo control.

El analisis de los niveles de los niveles de TNF-a en sangre periférica no mostré
diferencias entre los distintos grupos estudiados. En otros modelos animales de ictericia
obstructiva si se ha constatado un incremento de los niveles circulantes de TNF-a cuya
principal fuente se debe a la activacién de las células de Kupffer . Como se comentd con
anterioridad, igualmente se ha descrito una disminucién en los niveles de TNF-a a medida
qgue la obstruccidon biliar persiste mas allda de las dos semanas y al mismo tiempo, la
exposicién continua a endotoxinas y la translocacidon bacteriana se acompafan de una

8788 En nuestro estudio

tolerancia para la produccién de TNF-a por las células de Kupffer
tampoco encontramos diferencias significativas en los niveles de endotoxinas en sangre
periférica entre los diferentes grupos; en cambio en el andlisis microbioldgico de la bilis se
observé un porcentaje significativamente mas elevado de cultivos positivos en el grupo de

ictericia prolongada.
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Il. Impacto del drenaje biliar interno sobre las alteraciones de la

respuesta inmunologica en la ictericia obstructiva experimental

La endotoxemia y la translocaciéon bacteriana contindan siendo un punto critico
asociado a la cirugia en pacientes con ictericia obstructiva. Como mencionamos con
anterioridad, la hiperbilirrubinemia en la ictericia obstructiva se asocia a un deterioro de las
funciones de defensa inmunoldgica del higado y de la capacidad de aclaracién de
endotoxinas. Al mismo tiempo, la obstruccion biliar determina la interrupcién de la
circulacion enterohepatica de las sales biliares y la disrupcién de la barrera mucosa intestinal
favoreciendo el sobrecrecimiento y la translocacion de bacterias hacia la circulacion portal y

sistémica.

Aunque continua formando parte del arsenal terapéutico en los pacientes con
ictericia obstructiva, no se recomienda la realizacién de forma sistematica del drenaje biliar
debido a las complicaciones infecciosas relacionadas con la propia técnica del drenaje, asi

6, 9539 En el estudio

gue su utilizacion se recomienda de manera seleccionada
microbioldgico de la bilis encontramos un aislamiento de bacterias significativamente mayor
con respecto a los demas grupos tanto en los animales en los que se mantuvo la ictericia

durante 21 dias como en aquellos en los que se realizé el drenaje biliar.

Uno de los objetivos que nos planteamos inicialmente en nuestro trabajo fue
comparar dentro de un modelo experimental, el tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a
frente a una técnica propia de drenaje biliar interno sobre las repercusiones de la
obstruccion biliar en los parametros de lesidon tisular hepatica y sobre la disfuncién del

sistema inmunitario que acontecen en la ictericia obstructiva.
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La derivacién interna del conducto biliar dilatado se llevé a cabo a los 14 dias de la
induccion de la obstruccidn biliar, lo que se acompand de una recuperaciéon de los niveles a
los 21 dias con respecto al grupo control de bilirrubina total, AST, ALT y FAlc, y esta
recuperaciéon fue mayor a la observada en el grupo de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-

a.

Asi mismo se observd un incremento en el niumero de linfocitos T CD4, de los
linfocitos T CD8, de los linfocitos B activados y de las células inflamatorias con actividad
fagocitica, asi como una expresion aumentada de marcadores celulares de activacion en
monocitos-macrdfagos. Este incremento de marcadores de activacién se relaciona con el
aumento de la actividad fagocitica observada en animales con ictericia obstructiva
sometidos a drenaje biliar. Sin embargo en nuestro estudio la capacidad oxidativa si fue
mayor en el grupo del drenaje, pero no observamos diferencias significativas en la capacidad
oxidativa de macrdfagos ni en la capacidad fagocitica de neutréfilos y macréfagos aunque si
el drenaje biliar interno determind un incremento significativo de los monocitos-macrdéfagos
y granulocitos CD11 activados con respecto al grupo de ictericia prolongada. El porcentaje de
células NK activadas también fue menor en el grupo del drenaje, sin ser en este caso

tampoco la diferencia significativa.

Con respecto a la subpoblacién de linfocitos CD3 activados el porcentaje fue mayor

en el grupo de tratamiento, pero la diferencia tampoco fue significativa.

Probablemente los efectos beneficiosos del drenaje biliar interno se deban a esta
recuperaciéon de la capacidad de respuesta de las células inflamatorias. En otros modelos
animales de obstruccion biliar el drenaje biliar también mejord la funcion hepatica y el
estado nutricional, disminuyd la endotoxemia y la liberacién de citoquinas y mejord la

63, 75

inmunidad celular . Todo ello se traduce en una disminucién de las complicaciones

sépticas y de la mortalidad tras la cirugia como comentamos anteriormente, a pesar del
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porcentaje significativamente mayor de cultivos positivos en la bilis en el grupo de drenaje.
En cambio, no encontramos diferencias significativas en la valoracién del grado de

endotoxemia entre los distintos grupos de trabajo.
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lll. Impacto de los anticuerpos anti-TNF sobre las alteraciones de la

respuesta inmunologica en la ictericia obstructiva experimental

El TNF-a es una potente citoquina proinflamatoria y se considera uno de los
principales mediadores de la respuesta del huésped frente, entre otros estimulos, las
bacterias Gram negativas cuyo componente activo es el lipopolisacarido (LPS) o endotoxina
gue deriva de la pared bacteriana. En la sepsis por bacterias Gramnegativas se pueden
producir grandes cantidades de TNF-a alcanzando concentraciones que provocan la muerte

en los animales de experimentacidn, a menos que se traten con anticuerpos anti-TNF-a 105,

El TNF-a es secretado por células inflamatorias como los macroéfagos y los linfocitos T.
Como hemos expuesto, la neutralizacion de esta citoquina con anticuerpos anti-TNF-a es
una estrategia terapéutica que ha sufrido un desarrollo exponencial en su aplicacién en
enfermedades reumatoldgicas y en la enfermedad inflamatoria intestinal. También se ha
estudiado su efecto en la sepsis, en la hepatitis alcohdlica y en modelos experimentales de

ictericia obstructiva 6%,

El tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a mejord los diferentes parametros
bioguimicos relacionados con la colestasis y la lesidn tisular hepatica con respecto al grupo
control de ictericia obstructiva durante 21 dias. Este resultado podria deberse a que tanto el
TNF-a como la IL-6 favorecerian la hiperbilirrubinemia en situaciones de endotoxemia al
afectar el flujo biliar a través de los canaliculos biliares, mediante la alteracién de los
mecanismos de transporte celulares de las sales biliares y al incrementar la permeabilidad
de las uniones intercelulares entre hepatocitos a nivel de los sinusoides como comentamos

anteriormente %°.
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Asi mismo, en el grupo de tratamiento con anti-TNF-a se observd una recuperacion
en el niumero y grado de activacion de las células inflamatorias. Los niveles de linfocitos T
CD4 vy linfocitos T CD8 se recuperaron hasta valores similares al grupo control, y al mismo

tiempo mejord el numero de células con actividad fagocitica en sangre periférica.

También se incrementaron los porcentajes de linfocitos TCD3 y linfocitos B activados,
aungue la diferencia con el grupo control no fue significativa.. El incremento de los linfocitos

T CD3 si fue mayor al observado en el grupo en el que se realizd el drenaje biliar interno.

Se observo un incremento significativo de los monocitos-macrdfagos y granulocitos
CD11 activados con respecto al control de 10-21 dias. Sin embargo el porcentaje de células
NK activadas fue menor en el grupo de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a, aunque esta

diferencia no fue significativa.

Los resultados con el tratamiento mediante anticuerpos anti-TNF-a estan en
consonancia con los obtenidos en un modelo de lesion tisular hepdtica aguda inducida por
D-galactosamina, en el que la lesién hepatica se relaciona con la activacién de los monocitos-
macroéfagos circulantes y la liberacion de TNF-a entre otras citoquinas y a su vez se asocia
con un aumento de la expresion del receptor p55 para el TNF. La administracién de
anticuerpos anti-TNF-a redujo en un 50% la lesién hepdtica y la proteccidon por PGE1 fue
dependiente de los niveles circulantes de TNF-a. También observaron un incremento en la
expresion de receptores p75 en los hepatocitos por PGElque se asocia con su actividad

hepatoprotectora 2.

El efecto de los anticuerpos anti-TNF-a sobre el niumero y la expresién de marcadores

celulares de activacién en las células inflamatorias no se acompafié de cambios significativos
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en la produccion de radicales libres del oxigeno y de la actividad fagocitica asociada a la

tuftsina.

Estos efectos de los anticuerpos anti-TNF-a podrian contribuir al control de la

infeccion y reducir la morbi-mortalidad en modelos animales de ictericia obstructiva.

En nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas en los niveles séricos de
TNF-a en los diferentes grupos de trabajo. Sin embargo en otros modelos animales de
ictericia obstructiva, si se ha constatado un incremento en los niveles circulantes de TNF-a
8 También como comentamos previamente se ha descrito una disminucién en los niveles
de TNF-a a medida que la obstruccién biliar persiste mas alla de las dos semanas y al mismo
tiempo, parece que la exposicion continua a endotoxinas y la translocacion bacteriana como
sucede en la ictericia obstructiva, se acompafia de una tolerancia para la produccién de TNF-

a por las células de Kupffer 87 %8,

Probablemente el grado de unidn a sus receptores especificos sea uno de los factores
responsables de las diferencias encontradas en los distintos trabajos en los niveles séricos de

TNF-a libre.

En resumen, la ictericia obstructiva experimental se acompana de las alteraciones
metabdlicas propias de un modelo de colestasis y también se asocidé a un deterioro de la
respuesta inmunitaria celular, en términos de proliferacion y activacion de monocitos-
macrofagos y de las subpoblaciones de linsfocitos T CD4 y linfocitos T CD8. Tanto el
tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a como la realizacion del drenaje biliar interno
mejoraron los diferentes parametros bioquimicos de colestasis y lesion tisular hepatica
inducidos por la ictericia obstructiva, aunque el drenaje biliar interno tuvo un impacto mas

potente en este sentido que la administracion de anticuerpos anti-TNF-a. Ambos
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tratamientos mejoraron la capacidad de respuesta inmunoldgica de linfocitos T CD4 y T CD8
asi como de los monocitos-macréfagos. Los resultados obtenidos con los anticuerpos anti-
TNF-a podrian plantear otra perspectiva sobre el uso de la terapia biolégica durante la
obstruccion biliar, aunque serian necesarios mas estudios para validar nuestros resultados y
establecer una seleccion meticulosa de qué grupo de pacientes con ictericia obstructiva se

podria beneficiar de la aplicacion de esta terapia.
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1.- La ictericia obstructiva experimental se asocid a una disminucion en el grado de
proliferaciéon de las diferentes subpoblaciones linfocitarias que expresan la inmunidad

especifica, tanto en los linfocitos T como en los linfocitos B.

2.- De igual forma, la ictericia obstructiva también se asocid a una disminucién de la
activacion de monocitos-macréfagos y de la capacidad oxidativa y fagocitica de neutréfilos y

macrofagos en los estadios iniciales de la colestasis.

3.- El tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a se asocid a una mayor respuesta de la
inmunidad especifica, expresada en los linfocitos T CD3 y T CD4, sin determinar cambios

relevantes en las otras subpoblaciones.

4.- La administracion de anticuerpos anti-TNF-a se asocio a un incremento en el numero de
granulocitos CD11b, si bien la capacidad oxidativa y fagocitica global de granulocitos y

macrofagos no se vio mejorada.

5.- Cuando se compararon los efectos de los anticuerpos anti-TNF-a con los del drenaje
biliar, este Ultimo mejord la respuesta de los linfocitos T CD4, si bien la respuesta en las otras

subpoblaciones linfocitarias fue similar en los dos grupos de tratamiento.

6.- En el estudio comparativo de la inmunidad inespecifica, el drenaje biliar ademas de
incrementar el nimero de granulocitos y monocitos-macréfagos, mejord la funcionalidad

respecto al tratamiento con anticuerpos anti-TNF-a.
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