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Summary

Background: The immune system is a complex network of cells and molecules that play a
relevant role in the defence against infections through its ability to recognize and develop a
response against non-self antigens. Although the inflammatory response is essential for
maintaining tissue homeostasis, protecting against infection and mediating immune responses, it
can also contribute to tissue injury. In fact, the immune system is abnormally activated at the
systemic level in patients and experimental models with cirrhosis and ascites contributing to the
progression of the disease. Immunitary cells become activated after interacting at the mesenteric
lymph nodes (MLN) with bacteria translocated from the gut, and thereafter reach the bloodstream
by recirculation. The alteration is characterized by expansion of activated lymphocytes and
monocytes in peripheral blood and an increased production of proinflammatory cytokines. Despite
the pivotal role of systemic activation of the immune system in cirrhosis, it is unknown if this
abnormality already exists in the compensated pre-ascitic stage of the disease. It is possible to
hypothesize that the liver, the main organ of inflammation in cirrhosis, has a crucial role as a

source of abnormally activated monocytes and lymphocytes.

The aim of this study was to investigate whether there is in fact systemic activation of the
inflammatory immune system in rats with compensated CCls-induced cirrhosis, and if so to

establish the pivotal site where immune system cells become activated.

Material and methods: We studied the phenotype and activation status of lymphocyte and
monocyte subpopulations in peripheral blood, liver and in mesenteric and hepatic lymph nodes
(HLN) in rats with cirrhosis without ascites (n=28) and in healthy, phenobarbital-treated age- and
sex-matched rats (n=20). Cirrhosis was induced by carbon tetrachloride (CCls) feeding by gavage
on a weekly basis and rats were sacrificed at 12 weeks, when cirrhosis without ascites is almost
constantly present. A subgroup of rats with cirrhosis without ascites (n=14) received a 2-week
course of broad-spectrum oral non-absorbable antibiotics, or placebo, to investigate the impact of
enteric bacterial products on the immune system cells. Finally, we examined the phenotype and
activation status of immune cell subpopulations in rats receiving the first three doses of CCls

(n=5) or only phenobarbital in the drinking water (n=5).

Results: Systemic inflammation was present in cirrhotic rats, as shown by expansion (p<0.01) of
circulating total and inflammatory monocytes, and recently activated CD134+ Th-cells. The same

populations of cells were increased (p<0.01) in MLN and HLN. Bacterial translocation was absent
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in cirrhotic or control rats, but bacterial DNA fragments were present in the MLN of 54% of
cirrhotic rats. The liver and not the gut was the source of the activated immunitary cells present in
blood, as shown by the direct correlation between activated Th-cells in blood and HLN, but not in
MLN, and the normalization by gut decontamination with antibiotics of activated cells in MLN, but
not in blood or HLN.

Conclusion: In experimental cirrhosis, systemic activation of the immune system occurs before
ascites development and is driven by recirculation of cells activated in the HLN. Besides, in
compensated cirrhosis, bacterial DNA fragments reach the MLN, where they elicit a local

inflammatory response.
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Introduccién

1. Heterogeneidad del sistema inmune

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

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

El sistema inmune esta formado por 6rganos linfoides primarios y secundarios en los
cuales se generan, seleccionan y adquieren su funcion las células implicadas en la
respuesta inmune. Los 6rganos linfoides primarios o hematopoyéticos, médula ésea y
timo, tienen como funcién principal la generacién de componentes celulares del
sistema inmune. Los 6rganos linfoides secundarios, ganglios linfaticos y bazo, forman
una extensa red por todo el organismo a través de la cual recirculan las células
maduras del sistema inmune, entran en contacto con los posibles antigenos y sufren
los procesos de seleccion, activacion y proliferacion necesarios para establecer la
respuesta inmune. Existen otros 6érganos secundarios formados por agrupaciones de
células asociadas a mucosas (MALT), principalmente la piel, y a tubo digestivo
(GALT), que engloba las amigdalas, las placas de Peyer y el apéndice, son zonas en
contacto directo con el exterior y por lo tanto constituyen la primera linea de defensa

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

Dependiendo del antigeno y de los mecanismos empleados por el sistema inmune en
su reconocimiento, se pueden generar dos tipos de respuestas diferentes pero
intimamente relacionadas, la respuesta inmunolégica innata, primera linea de defensa
capaz de reconocer patrones moleculares asociados al patégeno, y la respuesta
inmunolégica adquirida, que se caracteriza por el reconocimiento de moléculas
extrafas a través de receptores presentes en células T y células B, amplificando y

reclutando mecanismos efectores de la respuesta innata que le permite el control y
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eliminacion del microorganismo. Estos dos brazos bioldgicos trabajan juntos, se

sinergizan optimizando los mecanismos de defensa inmunoldgicos (Chaplin et al., 2006).

1.1. Componentes celulares del sistema inmune

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

células dendriticas (DCs).

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

Los linfocitos T, cuya identidad viene definida por la expresion clonal en su membrana
citoplasmatica de receptores especificos (receptor de célula T, TCR). Se caracterizan
por reconocer antigenos asociados a moléculas del sistema principal de
histocompatibilidad (MHC) expresadas por las APCs. Tras el reconocimiento
antigénico se produce la activacién del linfocito y su transformacién en célula efectora
cuya funcién estara determinada por el microambiente inmunolégico. Se dividen en
dos clases principales, los linfocitos T citotoxicos (Tc) que matan células infectadas por
virus, y los linfocitos T cooperadores (Th), que activan a otros tipos celulares como las
células B y los macréfagos. A su vez, dentro de los linfocitos Th existe una
polarizacién hacia Th1 o Th2 caracterizada por un patron de expresion de citoquinas
especifico. Asi, en la respuesta tipo Th1 las células Th producen Interferbn gamma
(IFNy) e interleuquina 2 (IL-2) mientras que en la respuesta Th2 producen IL-4 e IL-5
(Delves et al., 2000 a y b; Kidd, 2003; Janeway, 2004).

Los linfocitos B se caracterizan por la expresién en membrana del receptor de células
B (BCR) cuyo componente principal son las inmunoglobulinas (Igs) que funcionan
como receptores de antigenos. El reconocimiento del antigeno por la Ig desencadena
la activacién y diferenciacién de las células B en células plasmaticas que secretan

anticuerpos. Ademas de su funcion efectora, los linfocitos B también son APCs que

-30-



Introduccién

activan a los linfocitos T y los capacitan para desarrollar sus funciones de

reconocimiento y eliminacion de antigenos (Janeway, 2004).

Las células NK carecen de receptores especificos de antigeno y forman parte del
sistema inmune innato. Engloban una poblacion heterogénea de linfocitos con
actividad citotdxica capaz de detectar y lisar células tumorales o infectadas por virus

independientemente del reconocimiento antigénico (Ortaldo et al., 1984; Janeway, 2004).

Los monocito/macréfagos son células con capacidad fagocitica de amplio espectro, se
distribuyen por todo el cuerpo y su morfologia varia dependiendo del tipo de tejido al
que se asocian (Beutler, 2004). Los monocitos circulantes en la sangre periférica son una
poblacion heterogénea de células capaces de extravasarse a los tejidos dando lugar a
células especializadas (monocitos residentes) o de migrar a tejidos inflamados
(monocitos inflamatorios) y diferenciarse en macréfagos (Steiniger et al., 2001; Yrlid et al.,
2006; Geissmann et al., 2003). Poseen receptores tipo “toll” (TLR), componentes que
reconocen estructuras altamente conservadas en los patdgenos. Existen 10 tipos
diferentes de TLRs cuya activacion desencadena una respuesta efectora dentro de la
inmunidad innata, asi el TLR4 reconoce el lipido A del lipopolisacarido (LPS) de
membrana de las bacterias Gram negativas, el TLR2 reconoce el acido lipoteicoico
(LTA) y el TLR9 reconoce secuencias especificas de acido desoxirribonucleico (ADN)
no metilado (motivos CpG) (Sweet et al., 1998; Chow et al., 1999; Medzhitov et al., 2000; Hemmi et al.,
2000; Wagner et al., 2002). En la respuesta inmune adquirida (también llamada adaptativa o
especifica), los monocito/macréfagos son APCs profesionales con efectividad media
en la presentacion de antigenos en el contexto de MHC-II a linfocitos T. Los
monocito/macréfagos también son grandes células efectoras que secretan una amplia
variedad de citoquinas (IL-1, IL-6, IFNy y Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNFa)) y
quimioquinas tras la activacion reciproca con el linfocito T, que reclutan y activan
nuevos linfocitos y otras células del sistema inmune generando un proceso de

amplificacién muy importante en la respuesta inmune especifica (Janeway, 2004).

Las DCs son las APCs mas especializadas, captan antigenos y los procesan para
presentarlos a los linfocitos T induciendo su activacion y proliferaciéon. Su recirculacion
esta regulada por citoquinas y quimioquinas expresadas por células endoteliales
linfaticas y linfocitos T (Caux et al., 2000). Durante el proceso la célula expresa moléculas
MHC I, receptores implicados en la activacion de los linfocitos y quimiorreceptores

que posibilitan su recirculacién al ganglio linfatico una vez que han captado el
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antigeno. La expresion de TLRs por las DCs en tejido esta muy relacionado con la
inmunidad innata frente a patégenos y, dependiendo del TLR sefalizado, la célula
producira un determinado patrén de quimioquinas que, a su vez, inducira el
reclutamiento de wuna poblacién concreta (neutrdfilos, células NK o linfocitos

activados), (Sallusto et al., 2000a).

En la superficie de todas estas células se expresan moléculas de diferente estructura y
funcién que pueden ser empleadas para su caracterizacion fenotipica por medio de
marcajes con anticuerpos monoclonales. Estos antigenos de superficie son moléculas
que pueden tener una amplia distribucion y ser expresadas en otras estirpes celulares,
o bien, limitadas a los linfocitos T o incluso a determinadas subpoblaciones
linfocitarias. A cada conjunto de anticuerpos que reconocen una proteina o “marcador”
y que identifican, un subconjunto particular, una determinada funcién o un estadio de
diferenciacion, se le aplica una designacion “CD” (Cluster of Differentiation), a la que

se llega por consenso en las conferencias internacionales realizadas al efecto.

1.2. Recirculacion y activacion linfocitaria

Los linfocitos T naive (también llamados novatos o virgenes) recirculan continuamente
desde la sangre a los ganglios linfaticos y otros 6rganos linfoides secundarios a través
de las vénulas de endotelio alto (HEV), las cuales expresan moléculas para el
reclutamiento constitutivo de los linfocitos. La linfa fluye a través de los ganglios,
procedente de los tejidos periféricos, donde las DCs captan el material antigénico. En
los tejidos inflamados, las DCs que transportan los antigenos son movilizadas hacia
los ganglios de drenaje donde estimulan de manera antigeno-especifica a las células
T. Tras la estimulacion, las células T proliferan por expansion clonal y se diferencian
en células efectoras que expresan y/o pierden moléculas especificas que hacen
posible su migracion a los sitios de inflamacién, (MacKay et al., 1992; Young, 1999; Von Andrian
etal., 2000), (Figura 1).

La extravasacion de los leucocitos desde la sangre a los 6rganos linfoides y tejidos
consta de cuatro pasos: contacto, rodamiento, activacion y captura. En cada uno de
estos pasos los leucocitos y las células del endotelio expresan moléculas especificas
que regulan estrechamente el proceso, ya sea mediante el reconocimiento célula a
célula (selectinas e integrinas) o mediante factores solubles (quimioquinas). El patréon

de selectinas, integrinas y quimiorreceptores actia como codigo direccional que guia
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la extravasacion y migracion preferencial de las células a microambientes especificos

dentro de los diferentes tejidos, tanto en condiciones fisiolégicas normales, como

durante los procesos inflamatorios (MacKay et al., 1992; Young, 1999; Delves et al., 2000 a y b; Von

Andrian et al., 2000; Jenkins et al., 2001; Parkin et al., 2001; Janeway, 2004).
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Figura 1. Ruta migratoria de células T

-33-



Introduccién

De este modo, las sefales que dirigen a los linfocitos hacia los tejidos periféricos son
organo-especificas, es decir, las moléculas requeridas para migracién a la piel (P-
selectina) son diferentes de aquellas para migrar a tubo digestivo (0437 y CCR9) o a
higado (VAP-1r) (Campbell et al., 2002; Adams et al., 2008), es mas, estdn moduladas por
distintos mediadores inflamatorios y son diferentes en los dos subgrupos de células Th

(Th1y Th2) que responden a diferentes quimioquinas (Von Andrian et al., 2000).

Tras la estimulacién del linfocito T naive, se generan dos subpoblaciones celulares con
la misma experiencia antigénica pero diferente capacidad migratoria, i) las células T
memoria central (Tyc), sin funcion inflamatoria, que expresan moléculas de
recirculacién similares a las células T virgenes y que, por tanto, recirculan por érganos
linfoides secundarios a la espera de un segundo encuentro antigénico mas eficiente, y
ii) las células T memoria efectoras (Twe), que migran a tejidos no linfoides donde
median reacciones inflamatorias y citotéxicas gracias a su rapida capacidad de
produccion de citoquinas como IFNy o IL-4 (Sallusto et al., 1999; Lanzavecchia et al., 2005)

(Figura 1).

Fenotipicamente, los linfocitos T naive y T memoria se han identificado por la
expresion de las distintas isoformas del antigeno leucocitario comin CD45 en
humanos, siendo CD45RA+ las células T naive y CD45RO+ las células T memoria. A
su vez, la expresion de quimiorreceptores como el CCRY7 y la L-selectina (CD62L) son
esenciales para la migracion del linfocito a ganglio linfatico, con lo que la co-expresion
de estos receptores permite diferenciar a su vez los dos subtipos de células T
memoria, de modo que, las células T naive seran aquellas CD45RA+CCR7+CD62L+
mientras que las células Tye y las Tuyc son CD45RO+CCR7-CD62L- vy
CD45RO+CCR7+CD62L+, respectivamente (Sallusto et al., 1999; Von Andrian et al., 2000)
(Figura 2).

No obstante, algunas células Tye recuperan la expresion del CD45RA y presentan una
mayor capacidad efectora (aquellas células T CD8+ que expresan el CD45RA poseen
una mayor cantidad de perforina y granzima en su citoplasma). Por tanto, podemos
distinguir a su vez entre células T memoria efectoras terminadas (Tyer), que expresan
CD45RA+CCR7-CD62L- y las células T memoria efectoras no terminadas (Tyent), que
expresan CD45R0O+CCR7-CD62L- y poseen mayor capacidad de produccién de
citoquinas (Figura 2), (Hamann et al., 1997; Rufer et al., 2003; Seder et al., 2003; Sallusto et al., 2004).
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Por analogia con los estudios en humanos, podemos identificar estas mismas
subpoblaciones en linfocitos T de rata utilizando el CD45RC, otra isoforma del CDA45,
que igualmente combinado con la L-selectina, permite diferenciar fenotipicamente
entre las células T novatas, CD45RC+CD62L+, las células Tye, CD45RC+/-CD62L-, y
las células Tyc, CD45RC-CDG2L+ (Spickett et al., 1983; Ramirez et al., 2000; Subra et al., 2001).
Siguiendo con la analogia, dentro de las células Tye de rata, podemos distinguir entre
las células Tyer, que expresan CD45RC+CD62L- , y las células Tyent, qUe expresan
CD45RC-CD62L- (Figura 2).

Humanos:

Tnaive TMC / TME \

TMEnT TMET

e @

CD45RA* CD45RA-CD45RO* CD45RA-CD45RO*  CD45RA*CD45RO*

CDG@2L brillante  CDE2 brillante CD62L med- CD62Lmed-
CCR7+ CCR7+ CCRT- CCR7-
Rata: T
Tnaive TMC ‘/ ME \
TMEnT TMET
CD45RC* CD45RC- CD45RC- CD45RC+
CD62] brillante CD62| brillante CD62L- CcD62L-

Figura 2. Clasificacion de células T segun su grado de diferenciacién y la especie analizada

1.3. Componentes moleculares del sistema inmune

La comunicacion entre los diferentes componentes del sistema inmune se establece
mediante contactos intercelulares y moléculas solubles secretadas tanto por las
células efectoras como por las APCs. Este componente molecular lo forman el sistema
del complemento, las Igs, las citoquinas y las quimioquinas (Nossal, 1987). De todas

estas moléculas, prestaremos especial atencién a las citoquinas.

Las citoquinas son mediadores solubles no antigeno especificos, liberados

principalmente por los leucocitos, y que constituyen una via esencial de interaccion
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entre el sistema inmune y el resto del organismo. Participan virtualmente en todas las
facetas de la inmunidad, incluyendo, presentacion antigénica, reclutamiento,
diferenciacion, activacion e inducciéon de la expresiéon de moléculas de adhesion
celular. Durante la respuesta inmunoldgica innata, la activacion de células de
superficies mucosas y epitelios en respuesta a un antigeno, involucra la produccion de
citoquinas que permite la amplificacion de la respuesta inmunolégica y, al ser
activadas, tanto las células fagociticas como las APCs generan nuevas citoquinas
efectivas en favorecer la infiltracion celular y el dano a los tejidos caracteristicos de la

inflamacién, como el TNFa e IL-6 (Parkin et al., 2001; Janeway, 2004).

Dentro de los linfocitos T, los principales productores de citoquinas son los linfocitos
Th, que se clasifican en funcién de las citoquinas secretadas. Asi, en la respuesta Th1
las citoquinas producidas son IL-2 e IFNy, mientras que en la respuesta Th2, las
células Th producen IL-4 e IL-5. En los procesos patoldgicos, la IL-12 (producida
fundamentalmente por las APCs) y el IFNy, son imprescindibles en la polarizacién
hacia Th1 y la activacién de los macréfagos durante la respuesta inmune frente a
patégenos intracelulares (virus y bacterias intracelulares). Asi mismo, la senalizacion
mediada por contacto entre linfocitos T estimulados y monocitos durante la
presentacion antigénica induce la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-1
y TNFa. Estos mecanismos proinflamatorios tienen gran relevancia en la patogénesis
de desérdenes inflamatorios cronicos. Uno de los mecanismos mas importantes es la
induccién de citoquinas proinflamatorias como consecuencia de la interaccién célula a
célula entre linfocitos T estimulados y monocito-macrofagos (Delves et al., 2000 a y b; Kidd,
2003; Janeway, 2004).

El IFNy es esencial para la activacién de la capacidad bactericida de los macréfagos,
estimula la produccién de IL-1 y TNFa e induce la expresiéon de moléculas MHC | y
MHC Il. Tiene un importante papel en la regulaciéon de los procesos inflamatorios y
mas ampliamente en la respuesta inmune. Regula la extravasacion leucocitaria
induciendo la expresion de moléculas de adhesién y quimioquinas en leucocitos y
células endoteliales, y estimula la producciéon de 6xido nitrico por los macréfagos
(Parkin et al., 2001; Janeway, 2004).

El TNFa por su parte, es esencial en los procesos inflamatorios, induce cambios
proinflamatorios en células endoteliales, incluyendo produccién de otras citoquinas,

expresion de moléculas de adhesion, liberacion de sustancias procoagulantes e
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induccién de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (Eigler et al., 1997). EI mas potente
inductor en la produccion de esta citoquina es el LPS, a través de la activacion de

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

Las quimioquinas constituyen una amplia familia de moléculas con capacidad
quimiotactica implicadas en el trafico linfocitario y el reclutamiento de linfocitos a los
focos inflamatorios e infecciosos. La migracién de una célula a su lugar de destino
requiere la expresion secuencial de varios quimiorreceptores en respuesta a diferentes
gradientes de quimioquinas. Durante la respuesta inmune, tanto las APCs (monocitos,
DCs y células B) como los linfocitos T expresan un patron secuencial de
quimiorreceptores que guian su extravasacion a oérganos linfoides, controlando su

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

El sistema del complemento agrupa un gran numero de proteinas plasmaticas que
reaccionan en cascada e interaccionan con anticuerpos unidos a antigeno y
receptores de superficie colaborando en la eliminacién de agentes patégenos. Algunos
componentes del complemento tienen actividad quimiotactica y provocan una
respuesta inflamatoria local que favorece el reclutamiento y recirculacion de APCs y
contribuye al inicio de la respuesta inmune adaptativa. Los componentes finales de la
cascada del complemento forman poros en la membrana del agente patégeno

originando su lisis directa (Parkin et al., 2001; Janeway, 2004).
2. Anatomia y funciones del higado

2.1. Anatomia

El higado se interpone anatomicamente entre la corriente sanguinea portal
proveniente del intestino y la circulacién sistémica. Es el unico érgano de la cavidad
abdominal que tiene un doble sistema de aporte sanguineo, la vena porta y la arteria
hepatica. La vena porta es el tronco final formado por la unién de las venas esplénica y
mesentérica, y conduce al higado toda la sangre procedente del bazo, el pancreas, el
estomago, el duodeno, el intestino y el mesenterio. La arteria hepatica procede del
tronco celiaco. Estos grandes troncos sanguineos penetran en el higado por el hilio
hepatico, donde cada uno de ellos se divide sucesivamente en ramas cada vez mas
pequefas que terminan en una red vascular comun, el sinusoide hepatico, donde la

sangre procedente de ambos sistemas se mezcla. En el mismo hilio hepatico se halla
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también la confluencia de los conductos biliares hepaticos que forman el conducto
hepatico comun. Los vasos linfaticos intrahepaticos terminan en los ganglios de
drenaje hepatico (GLH) y abocan luego al conducto toracico. Esta peculiar
configuracién anatémica tiene importantes implicaciones fisiologicas (Bosch, 2009; Terés et
al., 2009b).

La unidad estructural y funcional del higado es el acino. Cada acino esta centrado por
un espacio porta, con una rama portal y una arterial, que aportan sangre a los
sinusoides de distintos lobulillos, con las venas centrolobulillares dispuestas en la
periferia (Rappaport et al., 1983). En el estudio histoldgico del higado el concepto de acino
facilita la comprensién de los mecanismos patogénicos responsables de las lesiones

hepaticas.

2.2. Funciones

El higado es un 6rgano que regula, distribuye, recicla y almacena nutrientes para que
otros tejidos puedan utilizarlos adecuadamente. Se halla implicado en la mayoria de
los procesos metabdlicos del organismo, como la regulacién de la glucemia, la sintesis
de urea y de proteinas plasmaticas y la detoxificacién, ya sea de compuestos
resultantes del propio metabolismo celular, como de aquellos ajenos al organismo con
los que entra en contacto a través de los alimentos o el medio ambiente (Castell et al.,
2002; Kasper et al., 2004; Terés et al., 2009b). El higado también tiene importantes funciones en
la respuesta inmune al participar en la eliminacién de patégenos y/o antigenos de la
sangre, asi como en la tolerancia de los antigenos derivados del tracto gastrointestinal
que entran en el higado via portal, y en la contencién de la respuesta inmune
sistémica de los antigenos de la circulacion sistémica que entran en el higado via
arterial (Knolle et al., 2000).

Las funciones metabdlicas y de sintesis de sustancias son efectuadas principalmente
por los hepatocitos, que son el componente celular mas numeroso del higado y se
disponen en forma de cordones unicelulares o trabéculas entre los sinusoides. Las
células estrelladas, o células de Ito, situadas entre los sinusoides y los hepatocitos,
tiene como funcion fisiolégica almacenar vitamina A, pero, tras determinados
estimulos, adquieren la capacidad de fabricar tejido fibroso, desorganizando la
arquitectura vascular normal del higado. Los colangiocitos forman la pared de los

conductos biliares, y constituyen un sistema de canales por donde circula la bilis hasta
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llegar al intestino. Por ultimo, las células de Kupffer, macréfagos especializados
situados en la pared de los sinusoides, tienen como funcién principal fagocitar
patdgenos extrafios al organismo, pero también tienen la capacidad de eliminar
antigenos solubles circulantes, inmunocomplejos y endotoxina; intervienen en el
metabolismo de los esteroides y de diversos farmacos; pueden sintetizar urea, aclarar
colesterol del plasma, secretar proteasas y factores estimulantes de la leucopoyesis,
asi como radicales de oxigeno activos y diversos mediadores, como TNF, IFN y

ecosanoides (Kasper et al., 2004; Terés et al., 2009b).

2.2.1. Funcién metabdlica

- Metabolismo de los hidratos de carbono: el higado es capaz de regular de manera
muy eficaz los valores de glucosa en sangre manteniendo sus valores constantes.
Esto lo consigue, por una parte, mediante su capacidad de almacenamiento de
glucosa en forma de glucégeno (glucogenogénesis) y, por la otra, gracias a su rapida
respuesta a estimulos hormonales para movilizar glucégeno (glucégenolisis). Asi
mismo, en ausencia de glucosa es capaz de transformar los aminoacidos y los lipidos

en glucogeno (glucogenoneogénesis), (Terés et al., 2009b).

- Metabolismo de los lipidos: el higado posee la capacidad de oxidar, sintetizar,
acumular y facilitar el transporte de los lipidos. Sintetiza acidos grasos que se destinan
a la oxidacién como fuente de energia para el metabolismo celular, la esterificacion del
colesterol hepatico, la sintesis de fosfolipidos y la resintesis de triglicéridos para su
depdsito y para su secrecion al plasma. El colesterol hepatico se destina a la
incorporacién en la estructura de las membranas celulares hepaticas, a la excrecion
por la bilis, a la esterificacién para su almacenamiento como colesterol esterificado y al
catabolismo de las sales biliares, indispensables para la absorcion intestinal de las
grasas e imprescindibles, a su vez, en la absorcion del colesterol procedente de la
dieta (Castell et al., 2002; Terés et al., 2009b).

- Metabolismo de los aminoé&cidos y proteinas: en condiciones normales el higado
cataboliza mas de la mitad de los aminoacidos exdgenos, procedentes de la hidrdlisis
de las proteinas y de los péptidos alimentarios, transformandolos en urea. Al mismo
tiempo, es uno de los reservorios mas importantes de aminoacidos libres, de este
modo se asegura la sintesis de las proteinas que emplea para su propia estructura y

funcién secretora, de las enzimas de membrana, cuya continua renovacion permite
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regular numerosas reacciones metabdlicas, y de todas las proteinas plasmaticas.
Ocupa un papel central en la sintesis de proteinas, tanto las de transporte como las
proteinas estructurales de los distintos tejidos, siendo el responsable de la sintesis de

la mayoria de los factores de coagulacion (Terés et al., 2009b).

- Metabolismo de las sales biliares: la produccién de bilis por los hepatocitos es una de
las funciones principales del higado. Los principales solutos organicos de la bilis son
las sales biliares, fosfolipidos y colesterol no esterificado. En menor proporcion
contiene también bilirrubina conjugada y proteinas. La formacion de bilis cumple
importantes funciones. Por un lado, es esencial para la excrecién de varios productos
catabdlicos, como los pigmentos biliares y los metabolitos de hormonas esteroides, y
es también el vehiculo para la eliminacién de muchos farmacos y toxinas. Por otro
lado, los acidos biliares participan en la digestion de la grasa, cuya solubilizacion
micelar facilita la absorcion intestinal. La bilis aporta también Ig A al intestino. Por
ultimo, tanto la formacion de la bilis en los hepatocitos como la circulacion
enterohepatica de acidos biliares desempefian un papel fundamental en la

homeostasia del colesterol del organismo. (Castell et al., 2002; Ros, 2009).

- Metabolismo de la bilirrubina: componente habitual de la bilis, proviene en su mayor
parte de la degradacién del grupo hemo de la hemoglobina de los hematies circulantes
maduros que son destruidos en el sistema reticuloendotelial (células mononucleares
fagociticas del bazo, higado y médula 6sea). Otra pequena parte proviene del
catabolismo de hemoproteinas tisulares como los citocromos, en particular el
citocromo P450 (Terés et al., 2009b).

- Metabolismo de los farmacos: el tiempo de actividad de muchos farmacos esta
limitado por su conversién en metabolitos inactivos. Sin la presencia de determinados
sistemas enzimaticos hepaticos, que convierten los farmaco liposolubles (no polares)
en sustancias hidrosolubles (polares), ciertos agentes farmacolégicos actuarian en el
organismo durante mucho tiempo, ya que la hidroinsolubilidad determina que no
puedan eliminarse por la orina. Por otra parte, la acumulacién excesiva de sustancias
no polares produce lesiones, de gravedad variable, en la mayoria de los érganos. Hay
muchos factores que influyen en el metabolismo hepatico de los farmacos, como la
edad, el sexo, la excrecion biliar, la circulaciéon enterohepatica, la flora intestinal, el

estado nutricional y ciertas hormonas. En ocasiones los compuestos conjugados
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pueden ser mas téxicos que el metabolito activo o que el propio producto organico
inicial (Terés et al., 2009b).

2.2.1. Funcién inmunitaria

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

inmunidad todavia no estan claros (Knolle et al., 2000; Bowen et al., 2004).

Un higado sano contiene un importante numero de células fagociticas, de APCs y de
linfocitos, ademas es un sitio donde se producen citoquinas, componentes del
complemento y proteinas de fase aguda (Doherty et al., 2000). Las proteinas de fase
aguda son proteinas producidas por el higado en respuesta a una estimulacion por
citoquinas. La circulaciéon sistémica de estas proteinas es la responsable de muchos
de los efectos sistémicos de la respuesta inflamatoria. Brevemente, un dafio local
extrahepatico promueve la liberacion por parte de los macréfagos locales de una
primera oleada de citoquinas como IL1, TNFa e IL6. El efecto de estas citoquinas
sobre las células adyacentes provoca la liberacion, por parte de estas células, de una
segunda oleada de IL6, que provoca la producciéon masiva de proteinas de fase aguda

por parte de los hepatocitos (Parker et al., 2005).

Las células de Kupffer, situadas sobre todo en sitios donde la sangre entra en el
higado, es decir, en la zona periportal, limpian la sangre de antigenos,
microorganismos patdgenos o endotoxina, por fagocitosis, y secretan como respuesta

varias citoquinas, incluyendo TNFa y grandes cantidades de IL6. Como resultado de
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este proceso eficiente, el higado raramente se infecta con bacterias y contribuye a la
eliminacion de infecciones bacterianas sistémicas. Los mecanismos de eliminacién de
patégenos son rapidos y se complementan entre si, requisito previo importante para

luchar contra los patégenos y evitar la infeccion (Knolle et al., 2000; Kita et al., 2001).

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

de células T y el desarrollo de una hepatitis (Knolle et al., 2000).

Investigaciones recientes en ratones parecen demostrar que el sitio donde se produce
la activacion de las células T es determinante para el balance entre inmunidad y
tolerancia intrahepatica. Asi, las células T CD8 novatas que se activen en los ganglios
linfaticos desarrollaran una respuesta citotdxica eficiente, mientras que aquellas
células que se activen dentro del higado presentaran una respuesta citotoxica incapaz
de mediar el dano celular, con lo que se eliminaran por apoptosis dentro del propio
higado (Bowen et al., 2004).

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

A pesar de la respuesta inmune frente a patégenos, el higado favorece la induccién de
la tolerancia mas que la inmunidad. La tolerancia se define como el estado normal
esencial o la ausencia de respuesta inmune a los componentes nocivos del propio
cuerpo (Kita et al., 2001). Los fendmenos de tolerizacion hepaticos se producen en varias
situaciones y estan mediados por distintos mecanismos, ya sea i) ignorar o prevenir el
contacto entre el linfocito y el antigeno, por ejemplo, mediante la eliminacion clonal por

apoptosis de células T efectoras especificas ii) la anergia y/o supresién mediante la
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deprivacién de las sefiales coestimuladoras necesarias para que se induzca la
respuesta inmune, y iii) la regulacién de la funcion efectora de los linfocitos gracias a la
capacidad que poseen los denominados linfocitos supresores de cortar o inhibir la

induccién de la respuesta efectora (Knolle et al., 2000; Kita et al., 2001).

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

mecanismos de respuesta al estimulo inflamatorio (Uhrig et al., 2005).

Por todo ello, las alteraciones en la estructura o la funcién hepatica pueden dar lugar a
alteraciones significativas, tanto en el sistema inmune innato como en el adaptativo
(Parker et al., 2005).

3. Cirrosis hepatica: definicién y complicaciones

3.1. Definicion y estadios de la cirrosis

La cirrosis es el proceso patolégico comun donde convergen muchos tipos de
enfermedades crénicas hepaticas. Las caracteristicas patolégicas reflejan el dano
irreversible crénico del parénquima hepatico e incluyen fibrosis extensa en asociacion
con la formacion de nodulos de regeneracion, que definen la enfermedad
histolégicamente (Figura 3). No obstante, la cirrosis es una entidad clinica definida por
un espectro de manifestaciones clinicas caracteristicas (Kasper et al., 2004; Ginés et al.,
2009).

La acumulacion de proteinas de la matriz extracelular distorsionan la arquitectura
hepatica, formando cicatrices fibrosas y el consiguiente desarrollo de ndédulos de

regeneracion que definen la cirrosis. El proceso pasa por diferentes etapas
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histolégicas que se han clasificado de diferentes maneras, pero la clasificacion mas
empleada en la actualidad es la METAVIR, que la clasifica la fibrosis en 4 etapas, que
van desde la FO, que representa la falta de fibrosis; F1, fibrosis portal; F2, fibrosis
periportal; F3 con puentes de fibrosis; hasta la F4, con ndédulos de regeneracion. En
este contexto, una vez que se alcanza la ultima etapa, la cirrosis queda establecida y
el proceso se considera finalizado desde el punto de vista patologico (Bataller et al., 2005;
Garcia-Tsao et al., 2010).

Figura 3. Imagen histolégica de un higado de rata sano (a) y otro cirrético (b). Tincion con Hematoxilina-

Eosina (100x). En la figura a se aprecia la estructura organizada en cordones de los sinusoides hepaticos
mientras que en la figura b las anchas fibras de colageno desorganizan la arquitectura dando paso a los

nddulos de regeneracion.

Desde el punto de vista morfolégico, la cirrosis se divide en tres tipos, segun el tamafo
de los ndédulos de regeneracion. Asi, en la cirrosis micronodular el tamafo de los
nodulos es regular y tiene menos de 3 mm de diametro. La cirrosis macronodular se
caracteriza por la presencia de septos y nodulos que difieren en el tamafio pero
muchos de ellos superan los 3 mm de diametro. Por ultimo, la cirrosis mixta presenta

la misma proporciéon de micro y macronddulos (Anthony et al., 1977).

Desde el punto de vista clinico, se distingue entre cirrosis compensada vy
descompensada, dos etapas con diferentes caracteristicas, prondstico y esperanza de
vida (D’Amico et al., 2006). El término de cirrosis hepatica compensada se aplica cuando la
enfermedad no ha desarrollado ninguna de las complicaciones clinicas propias de la
cirrosis, o mas concretamente cuando no ha desarrollado la formacién de ascitis

(Bruguera et al., 2001; D’Amico et al., 2006). Dentro de esta fase se han identificado a su vez
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dos subpoblaciones en funcién de la presencia o no de varices, cada una con diferente

pronostico (Figura 4), (Garcia-Tsao et al., 2010).

A medida que la lesidn progresa, se distorsiona cada vez mas la arquitectura hepatica,
se produce la disfunciéon hepatocitaria y el incremento en la resistencia al flujo
sanguineo, lo que provocan la insuficiencia metabdlica hepatica y la hipertension
portal, respectivamente (Popper et al., 1977; Rappaport et al., 1983; Bataller et al., 2005). Las
complicaciones clinicas derivadas de la hipertensién portal (ascitis, hemorragia por
varices, encefalopatia hepatica) o la insuficiencia hepatica (ictericia) son las que
definen la cirrosis descompensada y predicen habitualmente una importante
disminucion de la supervivencia, y un mal prondstico a corto plazo (Garcia-Tsao et al.,
2010).

La cirrosis es, por tanto, un proceso complejo, con multiples cambios morfolégicos,
funcionales, hemodinamicos y clinicos que provocan la transicion desde la cirrosis
compensada a la descompensada y que necesita una clasificacion fisiopatolégica mas

refinada (Figura 4).

Histological T F1-F3 BKX = TLLTrrTrTrrIILY Fatcirrhosis) s

Clinical Non-cirrhotic Compensated Compensated

None (no varices)  None (varices

Symptoms None o
present)
Sub-stage - Stage 1 Stage 2
Hemodynamic .
>6 >10

(HVPG, mmHg)
Biological Fibrogenesis Scar and Thick (acellular}

and X-linking scar and
Angiogenesis nodules

Figura 4. Clasificacion de la enfermedad hepatica crénica segun parametros histologicos, clinicos,

hemodinamicas y bioldgicos (Imagen extraida de Garcia-Tsao et al., 2010).
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3.2. Complicaciones de la cirrosis

3.2.1. Insuficiencia hepatica: La insuficiencia hepatica se produce como
consecuencia de la necrosis de las células hepaticas y se define como la incapacidad

del higado para llevar a cabo su funcién sintética y metabdlica (Terés et al., 2009a).

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

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

3.2.2. Hipertensién portal: La hipertension portal es la primera y mas importante
consecuencia de la cirrosis y esta detras de la mayoria de las complicaciones clinicas
de la enfermedad. Se define como el incremento de la presién hidrostatica en el
interior del sistema venoso portal. Este incremento determina que el gradiente de
presién entre la vena porta y la vena cava se eleve por encima del rango normal. El
aumento sostenido de la presion portal ocasiona el desarrollo de circulacion colateral,
que deriva una parte del flujo sanguineo portal a la circulacion sistémica, sin pasar por
el higado (cortocircuito o shunt portosistémico), y que incluye las varices esofagicas
(Bosch, 2009).

La trascendencia de este sindrome, muy frecuente en el curso de las enfermedades
crénicas del higado, esta determinada por sus graves consecuencias, pero las
manifestaciones clinicas dependen, en parte, del nivel del territorio portal en el que se
localice la lesion y van desde la aparicién de varices esofagicas, esplenomegalia y/o
hiperesplenismo y ascitis (con o sin peritonitis bacteriana espontanea), hasta la

pérdida de la funcién neuroldgica por encefalopatia hepatica (Bosch, 2009).

Cuando existe hipertension portal, una proporcion sustancial del flujo portal no llega al
higado, puesto que es derivado a la circulacion sistémica a través de una extensa red

de colaterales. EI aumento de la presién portal promueve la formaciéon de esta

- 46 -



Introduccién

circulacion colateral portosistémica, y aparece un importante incremento del flujo
sanguineo, que contribuye a agravar la hipertension portal impidiendo que la presion
portal disminuya a pesar de la formacion de colaterales. La elevacion del flujo
sanguineo portal se debe a una vasodilatacién esplacnica, ocasionada por la
activacion de factores endoégenos, como el oxido nitrico, prostaciclinas y glucagon,
entre otros. Asi mismo, la excesiva produccion de vasodilatadores determina una
reduccién de la sensibilidad vascular a vasoconstrictores enddgenos, lo que explica
que con frecuencia exista una marcada vasodilatacion a pesar de la activacion de los

sistemas vasoconstrictores (Bosch, 2009).

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

hipertension portal (Bosch, 2009).
4. Cirrosis hepatica y sistema inmune

4.1. Implicacion del sistema inmune en la patogenia de la fibrogénesis hepatica

La fibrosis hepatica es el resultado de un dafio crénico del higado junto con la
acumulacion de proteinas de la matriz extracelular, que es caracteristico de muchos
tipos de enfermedades hepaticas cronicas. Histéricamente se pensaba que la fibrosis
hepatica era un proceso pasivo e irreversible debido al colapso del parénquima
hepatico y su sustitucion con tejido rico en colageno, pero actualmente este proceso
se considera un modelo de cicatrizacion de heridas en respuesta a una lesién crénica
del higado. Esta fibrosis hepatica progresa rapidamente hacia la cirrosis en multiples
circunstancias clinicas, de ahi la importancia del estudio de su patogenia, diagndstico
y tratamiento (Bataller et al., 2005). Por tanto, la respuesta cicatricial en el higado
representa una respuesta nociva en lugar de una respuesta beneficiosa en la

regeneracion hepatica (Aoyama et al., 2010).
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Durante el proceso de fibrogénesis se produce una compleja interaccién entre los
diferentes tipos celulares hepaticos. Los hepatocitos son el objetivo para la mayoria de
agentes hepatotoxicos (virus, alcohol, acidos biliares...) y, una vez danados, liberan
citoquinas inflamatorias y otros factores solubles que inducen la activacion de las
células de Kupffer y estimulan el reclutamiento de células T activadas desde la sangre.
Este ambiente inflamatorio estimula a su vez a las células estrelladas hepaticas, que
se transforman en miofibroblastos. Las células estrelladas activadas secretan a su vez
otras citoquinas que perpetian su estado activado. Si el dafio hepatico persiste, la
acumulacion de las células estrelladas y miofibroblastos que secretan colageno y otras
proteinas de la matriz extracelular, conduciran a la cirrosis hepatica, al tiempo que
expresan moléculas de adhesion y liberan diferentes quimioquinas, modulando la

activacion de los linfocitos infiltrados (Figura 5).

Hepatocyte

Hepatic stellate cell

Sinusoidal
endothelial cell

Kupffer cell
Sinusoid lumen with

normal resistance to
blood flow

Normal liver

Chronic
liver injury

Infiltrating lymphocyte

Extracellular matrix
proteins

Apoptotic hepatocyte
Activated Kupffer cell
Sinusoid lumen with

increased resistance
to blood flow

Liver with
advanced fibrosis

Figura 5. Cambios en la arquitectura hepatica (A) asociados a la fibrosis hepatica avanzada (B). Imagen
extraida de Bataller et al., 2005
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Se crea por tanto un circulo de retroalimentacién en el que las células inflamatorias del
sistema inmune estimulan el componente fibrogénico, al tiempo que la fibrosis actiua
sobre la subpoblacién de linfocitos Th (Bataller et al., 2005). En este sentido se ha
demostrado que, incluso cuando ya se encuentra establecida, la cirrosis es un proceso
dinamico en el que el sistema inmune se encuentra sometido a una estimulacion
anormal que pudiera favorecer su participacion en la elevada predisposicion a
infecciones bacterianas, en las alteraciones hemodinamicas o en la respuesta
inflamatoria del higado y de otros érganos (Lépez-Talavera et al., 1997; Mufioz et al., 1999; Wiest
et al., 1999a; Albillos et al., 2003).

4.2. Activacion sistémica del sistema inmune en la cirrosis hepatica

Las citoquinas liberadas por las células del sistema inmune son clave en la regulacion
de esta respuesta inflamatoria frente a la lesion que modula la fibrogénesis hepatica, y
esta respuesta inflamatoria se extiende a nivel sistémico. Asi, la inflamacion precede y

promueve la progresién de la fibrosis hepatica. (Bataller et al., 2005).

Por ejemplo, MCP1 y RANTES estimulan la fibrogénesis mientras que la IL10 y el IFNy
ejercen el efecto contrario, (Tilg et al., 1993; Shi et al., 1997; Von Baehr et al., 2000; Schwabe et al.,
2003). EI TGFp, producido masivamente por las células de Kupffer, parece ser un
mediador de fibrogénesis, favoreciendo la transformacion de las células estrelladas a
miofibroblastos, asi como estimulando la sintesis y deposicion de proteinas de la
matriz extracelular, al tiempo que inhibe su degradacién (Castilla et al., 1991). Las
citoquinas con propiedades vasoactivas también regulan la fibrogénesis hepatica, asi,
las sustancias vasodilatadoras como el Oxido nitrico, poseen propiedades
antifibréticas, mientras que los vasoconstrictores, como la norepinefrina, poseen el
efecto contrario (Chu et al., 1997; Oben et al., 2004). Por su parte, el TNFa desempefa un
papel fundamental en el deterioro hemodinamico caracteristico de la cirrosis (Chu et al,,
1997; Lopez-Talavera et al., 1997; Muiioz et al., 1999; Wiest et al., 1999b; Albillos et al., 2003).

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

Asi pues, las fases descompensadas de la enfermedad se caracterizan por un
aumento en el nivel sérico de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IFNy, IL-1B e
IL-6 (Tilg et al., 1992; Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b), de mediadores antiinflamatorios
como IL-10, y de los receptores solubles de IL-18 y de TNFa (sTNFRI y sTNFRII), (Tilg
et al., 1993; Von Baehr et al.,, 2000). Es mas, nuestro grupo de investigacion ha demostrado
en un modelo murino de cirrosis descompensada por CCl, que la activacion sistémica
del sistema inmune se caracteriza por un patrén proinflamatorio consistente en una

polarizacién Th1 con elevada produccion de IFNy (Muiioz et al., 2005).

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

estimulo.

Estos hallazgos han conducido a proponer el TNFoa como la diana molecular sobre la
que desarrollar estrategias terapéuticas en cirrosis. Diversos estudios han tratado de
reducir los efectos de esta citoquina a nivel sistémico en modelos experimentales de
cirrosis e hipertension portal, inhibiendo su sintesis (Lépez-Talavera et al., 1996; Lopez-Talavera
et al, 1997), o mediante el bloqueo de esta citoquina utilizando anticuerpos
monoclonales anti-TNFa (limuro et al., 1997; Mufioz et al., 1999). No obstante, estudios mas
recientes desarrollados por nuestro grupo de investigacion, han demostrado en un
modelo experimental de cirrosis por ligadura del conducto biliar, que el tratamiento con
AMS3, un inmunomodulador bioldégico que inhibe especificamente el TNFa producido
por los monocitos activados por LPS (Brieva et al., 1999; Reyes et al., 2004; De la Hera et al., 2004),

no solo atenua el estado proinflamatorio sistémico y hepatico de las ratas con cirrosis
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descompensada, sino que disminuye la fibrosis hepatica y revierte parcialmente el
estado circulatorio hiperdinamico sin aumentar la susceptibilidad a infecciones
bacterianas (Albillos et al., 2010).

4.3. Implicacién de la traslocacién bacteriana intestinal

Existen numerosas evidencias que indican que la activacién del sistema inmune
existente en la cirrosis es promovida por los productos bacterianos entéricos. En este
sentido se ha demostrado la existencia de una relacién entre la activacion del sistema
inmune y la traslocacion de bacterias a los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM)
(Wiest et al., 1999b; Albillos et al., 2002; Genesca et al., 2003), la reduccion de este estado de
activacion tras la decontaminacion intestinal con antibioticos (Runyon et al., 1995; Albillos et
al., 2003; Muioz et al., 2005), y su asociacion con un elevado riesgo de infecciones
bacterianas espontaneas en los pacientes con elevados niveles plasmaticos de

proteina de union al lipopolisacarido bacteriano (LBP) (Albillos et al., 2004a).

La traslocacién bacteriana intestinal (TBI) se define como el proceso por el cual la flora
normal del intestino cruza la mucosa intestinal y alcanza los GLM y eventualmente la
circulacion sistémica (Berg et al., 1979). La frecuencia con la que las bacterias abandonan
la luz intestinal y alcanzan los GLM en individuos sanos es baja, pero, aun cuando
esto ocurre, el sistema inmune es capaz de eliminar los gérmenes antes de que estos
generen una infeccion. Sin embargo, cuando los individuos se encuentran sometidos a
determinadas situaciones de estrés, la frecuencia con la que se da este proceso se ve
significativamente aumentada (Garcia-Tsao et al., 1995; Pérez-Paramo et al., 2000; Cirera et al., 2001;

Genesca et al., 2003).

Los mecanismos principales que facilitan la TBI son el sobrecrecimiento bacteriano
intestinal (SBI), la alteracion de la permeabilidad de la mucosa del intestino y un
sistema inmune alterado en el territorio esplacnico. En la cirrosis se alteran los tres
factores simultaneamente, de ahi que haya mayor incidencia de TBI que en individuos
sanos, y que la susceptibilidad a la TBI sea aun mayor que en el caso de estar

alterado solamente uno de ellos (Albillos et al., 2001a; Albillos et al., 2002).

En la cirrosis descompensada existe una tasa elevada de TBl y un aumento de la
permeabilidad intestinal (Llovet et al., 1998; Pérez-Paramo et al., 2000; Cirera et al., 2001). El paso
de productos bacterianos al torrente circulatorio, como se observa por la presencia de

ADN bacteriano (ADNbact) en suero o el incremento de LBP, sélo ha sido demostrado
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en pacientes con cirrosis descompensada (Such et al., 2002; Albillos et al., 2003; Albillos et al.,
2004a; Gonzalez-Navajas et al., 2008). De forma similar, la TBl a GLM, sélo ha sido descrita en
pacientes y modelos experimentales de cirrosis con ascitis (Runyon et al., 1994; Garcia-Tsao
et al., 1995; Pérez-Paramo et al., 2000; Genesca et al., 2003; Albillos et al., 2005; Guarner et al., 2006). De
hecho, se ha comprobado que las ratas cirréticas necesitan desarrollar ascitis para
presentar una TBI eficiente (Wiest et al., 1999a). Un estudio reciente de nuestro grupo
utilizando un modelo experimental de cirrosis con ascitis, ha demostrado que la
activacion de las células del sistema inmune en las ratas cirréticas se inicia en el GLM
en respuesta al paso de estas bacterias, y posteriormente, impacta a nivel sistémico

por recirculacion de estas células (Mufioz et al., 2005).

El incremento de los niveles de LPS en la sangre portal debido al paso de las bacterias
entéricas activa a las células de Kupffer a través de su interaccion con el TLR4 lo que
estimula la produccion de TNFao (Bataller et al., 2005). Estudios recientes ponen de
manifiesto el papel de la sefalizacién via TLR en la fibrosis hepatica, en concreto, la
participacion de TLR4 y TLR9 (Aoyama et al., 2010). El TLR4, que reconoce el LPS de la
pared de bacterias Gram negativas, se expresa en altos niveles tanto en las células de
Kupffer como en las células estrelladas, y la activacion de ambos tipos celulares se
asocia con la progresion de la fibrosis. De hecho, el dano hepatico inducido mediante
la ligadura del colédoco o el tratamiento crénico con tetracloruro de carbono (CCl,) o
tioacetamida en ratones mutantes para TLR4 provoca menos inflamacién hepatica y

fibrosis que en los ratones salvajes (Seki et al., 2007).

El TLR9 por su parte, reconoce secuencias de ADNbact no metilados y se expresa en
las células estrelladas. Estudios previos han demostrado la existencia de niveles
elevados de ADNbact en el plasma y el liquido ascitico tanto de pacientes como de
modelos animales de cirrosis (Such et al., 2002; Francés et al., 2004; Guarner et al., 2006) y
recientemente se ha comprobado que el ADN desnaturalizado derivado de hepatocitos
apoptéticos induce la diferenciacion de las células estrelladas a través del TLR9,
provocando respuestas fibrogénicas al elevar los niveles de ARN mensajero de TGFf
y colageno tipo | (Watanabe et al., 2007). Ambos datos en conjunto sugieren que el ADN,
ya sea de origen bacteriano como el derivado de los hepatocitos apoptoticos,
participan en la progresion de la fibrosis hepatica como ligandos del TLR9 (Aoyama et al.,
2010).
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Justificacién e hipotesis

La cirrosis hepéatica es una enfermedad en cuya patogenia se han implicado
mecanismos mediados por el sistema inmune con activacion de sus componentes
celulares y produccion de citoquinas proinflamatorias. En concreto, nuestro grupo ha
demostrado en cirrosis descompensada experimental, que la translocacién de
bacterias o de sus productos desde la luz intestinal a los ganglios linfaticos
mesentéricos, estimula a los brazos innato y adquirido del sistema inmune a dicho
nivel, y que la expansion y recirculacién de estas células activadas extiende la

inflamacion a nivel sistémico.

A pesar del papel fundamental que desempena la activacion sistémica en la cirrosis,
se desconoce si estas anomalias ya existen en fases anteriores, pre-asciticas, de la
enfermedad, y qué relevancia patogénica desempefia el higado, 6rgano diana de la
inflamacion en cirrosis, en la fase compensada de la enfermedad, en la que no se ha

descrito la existencia de traslocacion bacteriana intestinal.

Por estas razones nos propusimos caracterizar y comparar las alteraciones en la
distribucion y el estado de activacién de diferentes poblaciones y subpoblaciones
celulares del sistema inmune en distintos compartimentos anatomicos (sangre
periférica, higado, ganglio linfatico hepatico y ganglio linfatico mesentérico) de ratas
con cirrosis compensada inducida con CCls, con objeto de investigar si existe
activacién sistémica del sistema inmune inflamatorio y, si asi fuera, establecer el
compartimento preferente en el que se produce esta activacion. Ademas, y con objeto
de estudiar la contribucién patogénica del estimulo bacteriano de origen entérico,
evaluamos la existencia de traslocacion bacteriana intestinal en esta fase de la
cirrosis, su posible participacién en la activacién del sistema inmune sistémico y el

efecto de la decontaminaciéon bacteriana intestinal sobre dichas alteraciones.

Nuestra hipétesis establece que la activacion sistémica del sistema inmune
inflamatorio ya se encuentra presente en la fase compensada, pre-ascitica, de la
cirrosis, y que a su induccion contribuyen, fundamentalmente, las células inmunitarias

activadas en los ganglios de drenaje hepatico y/o intestinal.
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Obijetivos

El objetivo general de este trabajo es determinar si existe activaciéon del sistema
inmune inflamatorio a nivel sistémico en ratas con cirrosis compensada (pre-ascitica)

inducida por CCl, y, si asi fuera, identificar el territorio en el que se inicia tal activacion.

Para alcanzar este objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos en este modelo experimental:

1. Caracterizar la distribucion y el estado de activacion de las poblaciones de células

inmunitarias en la sangre periférica.

2. Caracterizar y comparar la distribucién y el estado de activacion de las poblaciones
de células inmunitarias en el higado, el ganglio linfatico hepatico y el ganglio linfatico

mesentérico, y comparar los hallazgos con los observados en la sangre periférica.

3. Evaluar la existencia de traslocaciéon bacteriana intestinal en esta fase de la cirrosis.

4. Investigar la implicacidon de las bacterias o productos bacterianos de origen intestinal

en la patogenia de las alteraciones de las células del sistema inmune.
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Materiales y métodos

1. Modelo experimental

En el estudio se emplearon un total de 95 ratas Wistar macho suministradas por el
Centro de Experimentacion Animal de la Universidad de Alcald. Los animales se
estabularon en jaulas tipo Ill, con aire ultrafitrado mediante filtros HEPA y se
sometieron a un ambiente controlado con temperatura constante de 21 £ 2°C,
humedad relativa de 55 + 5% y 12 horas de ciclo luz/oscuridad. Ademas, se les

permitié libre acceso al agua y a dieta estandar.

La induccién de cirrosis se realizé mediante la administracion intragastrica semanal de
tetracloruro de carbono (CCl,, Carlo Erba, Farmitalia, Milan, Italia) de acuerdo con el
modelo previamente descrito (Proctor et al., 1982) y modificado por Runyon et al. (Runyon et
al., 1991). Desde una semana antes del inicio de la administracion de CCl,, y durante
todo el tratamiento, los animales recibieron fenobarbital (Quimica Farmacéutica Bayer,
Barcelona, Espafna) en el agua de bebida (35 mg/dl) para acelerar el desarrollo de la
cirrosis. La dosis de CCl, se administré con una sonda intragastrica, e inicialmente fue
de 20ul, y se incrementé semanalmente en funcion de la pérdida de peso causada por
la dosis previa, con el objetivo de obtener una respuesta mas homogénea al

hepatotoxico (Proctor et al., 1982).

La mortalidad del modelo en las fases iniciales de induccién de cirrosis fue de un 38%,
lo que coincide con lo descrito previamente (Casafont et al., 1997). La administracion de
CCl,; se mantuvo entre 10 y 14 semanas para asegurar la aparicion de cirrosis en
ausencia de ascitis (Claria et al., 2005; Constandinou et al., 2005). Los experimentos se
realizaron una semana después de la administracion de la ultima dosis de CCly y
fueron llevados a cabo de acuerdo con lo establecido en la Guia para el Cuidado y la

Utilizacion de Animales de Laboratorio de la Universidad de Alcala.
2. Diseno experimental

El estudio se estructurd en 2 protocolos:

2.1. Protocolo |

El objetivo de este protocolo fue determinar si el estado inflamatorio sistémico que
caracteriza a la cirrosis con ascitis esta presente antes de la aparicién de ésta y

establecer la fuente u origen de dicha inflamacién. Para ello realizamos un analisis
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comparativo del fenotipo y el estado de activacién de las células mononucleares de
sangre periférica, ganglio linfatico mesentérico mas cercano al ciego (GLM), ganglios

linfaticos de drenaje hepatico (GLH) e higado.

La cirrosis se indujo mediante el protocolo previamente descrito (Runyon et al., 1991; Pérez-
Paramo et al., 2000) a un grupo de 45 ratas con un peso inicial de 120-160g durante una
media de 12 semanas, para asegurar que la cirrosis hepatica se hubiera establecido
en ausencia de ascitis (Claria et al., 2005). Como grupo control se utilizaron 20 ratas
pareadas en edad y sexo que Unicamente recibieron fenobarbital en el agua de bebida

durante 10-14 semanas (Figura 6).

ccl,
. ; bital Ratas cirréticas
enobarbita sin ascitis
Fenobarbital (n=28)
(35mg/l agua de bebida)
45 ratas I
120-160 g > 1 |
+—1semana > € 10-14 semanas ————» <«—— ' ‘Semana
sin tratamiento
Fenobarbital
(35mg/l agua de bebida)
20 ratas l
120-160 g |
< 10-14 semanas >

Ratas control
(n=20)

Figura 6. Disefio experimental del protocolo |.

2.2. Protocolo I

El objetivo de este protocolo fue investigar el impacto de la decontaminaciéon de las
bacterias de la flora intestinal en el estado de activacion del sistema inmune en la
cirrosis compensada. Para desarrollar este objetivo se utilizaron 18 ratas con cirrosis
sin ascitis (Runyon et al., 1991; Perez-Paramo et al., 2000), y se dividieron en 2 grupos. El primer
grupo, de 7 ratas, recibié durante 2 semanas antibidticos orales no absorbibles de
amplio espectro frente a bacterias aerobias. Los antibioticos utilizados se disolvieron

en el agua de bebida, y fueron norfloxacino (10mg/kg/dia; Sigma-Aldrich., St. Louis,

-64 -



Materiales y métodos

MO), y vancomicina (16mg/dia; Sigma-Aldrich). Al segundo grupo, de 7 ratas, se les
administré agua durante 2 semanas y constituyé el grupo control (Figura 7). A lo largo
de todo el protocolo las ratas continuaron recibiendo semanalmente la dosis de CCl,

hasta una semana antes de la realizacion del experimento.

Placebo

(n=7)
C?I4 Vancomicina (16 mg/d)
+
Fenobarbital Norfloxacino (10 mg/kg/d)
(n=7)
Fenobarbital
(35mg/l agua de bebida)

18 ratas Y A4 = v
120-160 g |
<—1semana —» < 10-12 semanas > < 2semanas ———>

¢— 1semana —)
sin tratamiento

Figura 7. Disefio experimental del protocolo I.

Un efecto directo, por otra parte improbable, de los antibiéticos orales no absorbibles
en las variables inmunolégicas testadas en el presente modelo experimental ya fue

descartado previamente por nuestro grupo (Mufioz et al., 2005).

Por ultimo, con el fin de descartar un posible efecto directo del CCl4 sobre la activacion
de las células del sistema inmune, administramos tres Unicas dosis del hepatotoxico a
un grupo de 5 ratas y analizamos el fenotipo y estado de activacion de las células

mononucleares de sangre periférica, GLM y GLH.
3. Extraccién de muestras y obtencion de suspensiones celulares

Tras ayuno nocturno, los animales fueron anestesiados con isoflurane (Forane; Abbott
Laboratorios, Madrid, Espafia). Una vez preparado el campo operatorio, en
condiciones asépticas y con material quirdrgico estéril, se practicé una laparotomia
sagital a nivel de la linea alba. Se extrajo el paquete intestinal y se realiz6é una puncion
de la aorta para la obtencion de una muestra de 5 a 15 ml de sangre arterial. A
continuacion se disecaron y pesaron el GLM, que drena el lecho esplacnico del ileon
terminal, ciego y colon ascendente (Carter et al., 1974) y los GLH, situados bajo la arteria

hepatica y la vena porta (Tilney, 1971), (Figura 8).
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Posteriormente se perfundié el higado a través de la vena porta con una solucién
enzimatica especifica y se extrajo el érgano. Por ultimo se obtuvo una muestra de

heces del ileon terminal para el estudio microbiolégico del SBI.

Thoracic duct

Aorta
Portal v.

Superior mesenteric duct
+ N \
Superior mesenteric v.

Portal duct

Inferior mesenteric v.

GLM Superior mesenteric nodes

Figura 8. Detalle anatomico de la localizacion de los ganglios linfaticos objetos de este estudio. Imagen

modificada extraida de Tilney, 1971.

Las células mononucleares de sangre periférica fueron obtenidas mediante
centrifugacion en un gradiente de densidad con Histopaque®-1083 (Sigma-Aldrich)
(densidad = 1.083+0.001 g/ml). Las células aisladas se resuspendieron a una
concentraciéon de 10° células/ml en medio de cultivo Dulbeco (Dulbeco’s Modified
Eagle Médium, DMEM; BioWhittaker, Verviers, Belgica) suplementado con 50uM de B-
mercaptoetanol (Sigma), 2% de penicilina-estreptomicina (BioWhittaker), 25mM de
tampon HEPES (BioWhittaker) y 10% de suero bovino fetal (Fetal Calf Serum, FCS;
Gibco, Grand Island, NY) al que previamente se le habia inactivado la ruta del
complemento mediante calor (60°C). Al DMEM suplementado se le denominara medio

completo.

Para la obtenciéon de la suspensién celular de los ganglios linfaticos, estos se
disgregaron mediante presién en potter (Nessler, Madrid, Espafa) al que se afiadié un
volumen de 2ml de medio completo y se filtré6 el homogenizado en un tamiz de acero
inoxidable (Nessler) de 150um de tamafo de poro para retirar los restos de tejido,
recuperando las células en una placa de Petri (Corning Incorporated, Nueva Cork,

EEUU). Una muestra de este homogeneizado se empled para realizar un estudio
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microbioldgico. Posteriormente las suspensiones celulares se lavaron con una solucion
salina (Hank’s Balanced Salt Solution, HBSS; BioWhittaker), se centrifugaron a
1300rpm durante 10 minutos a 4°C, y posteriormente se retird el sobrenadante y se
resuspendieron las células a una concentracion de 10° células/ml en medio completo.
En las suspensiones celulares obtenidas de los ganglios de estudio se realizé un

estudio inmunofenotipico.

Para la obtencion de las células mononucleares residentes en el higado se siguio el
protocolo previamente descrito (Crispe, 1997) con algunas modificaciones. Tras la
extraccién de la muestra de sangre y para evitar el colapso de la vena porta, se
procedié rapidamente a cortar la vena cava inferior justo por encima del higado y se
perfundié éste a través de la vena porta (Figura 9) con 50ml de medio de perfusion
(HBSS atemperado a 37°C suplementado con 10% de FCS, 5mM de Magnesio (Mg*"),
0.2mg/ml de colagenasa tipo IV (Sigma Aldrich), 0.02mg/ml de DNasa | (Roche,
Mannheim, Germany) y 1mg/ml de colagenasa tipo | (Invitrogen, Grand lIsland, NY,
USA)) de este modo se elimind la sangre circulante al tiempo que se pretrato el tejido

para la digestion de los depdsitos de colageno caracteristicos de la cirrosis.

suture passed under
portal vein, then tied

tip (beyond suture)
/ intestines reflected

to the mouse’s left
liver (upper
surface)

portal vein

i tlexible cannula
(from perfusion
apparatus)

mesenteric
vessels

Figura 9. Detalle anatémico de la canulacion en la vena porta. Imagen extraida de Crispe, 1997.

Una vez perfundido el higado, se extrajo, pesé y conservd un pequefio fragmento en
formol al 10% en tampodn fosfato (PBS) para la posterior confirmacion de la cirrosis

hepatica por histologia. El resto del tejido se corté en pequefios fragmentos de 5-10
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mm y se sometidé a una nueva digestién enzimatica con 50ml de medio de digestion
(Roswell Park Memorial Institute Médium, (RPMI-1640; BioWhittaker) suplementado
con 5mM de Mg?, 0.2mg/ml de colagenasa tipo 1V, 0.02mg/ml de DNasa | y 1mg/ml
de colagenasa tipo |) durante 1 hora a 37°C y 400rpm. ElI homogenizado obtenido se
terminé de disgregar mecanicamente en un potter y se filtr6 en una columna de
tamices (Nessler) de tamafio de poro decreciente (de 250um a 150um) para eliminar
los hepatocitos y agregados celulares. Las células del parénquima hepatico se
eliminaron mediante centrifugacion a 1500rpm durante 10 min a temperatura
ambiente, en gradiente de densidad en Percoll (GE Healthcare, Barcelona, Espana) al
33% en HBSS con 100 IU/ml de heparina. Por ultimo se lisaron los eritrocitos mediante
choque hipoténico durante 4min a 4°C con la solucion salina especifica de Gey y se
eliminaron por centrifugacion sobre 1ml de FCS a 1200rpm durante 7 min a 4°C. Se
realizé un ultimo lavado con HBSS a 1300rpm durante 10 min a 4°C y las células
mononucleares intrahepaticas obtenidas se resuspendieron a una concentraciéon de

10° células/ml en medio completo.

Los valores absolutos de las células mononucleares obtenidas de GLM, GLH, higado y
la sangre periférica (células/ganglio x107, células/higado x102 ¢ células/pl de sangre)
se obtuvieron mediante recuento en microscopio. Para ello, en todas las suspensiones
celulares se determind la concentracion celular y la viabilidad mediante la dilucion con
Azul Tripan al 0.1% (Sigma) y el recuento con microscopio en camara de Neubauer
(Brand, Wertheim, Alemania). El porcentaje de células viables se establecié por la

capacidad de exclusién del colorante.

Las suspensiones celulares obtenidas de los cuatro compartimentos anatémicos de
estudio se ajustaron a una concentracion de 2x10° células/ml en medio completo y se
distribuyeron en alicuotas de 100ul/tubo (200000 células/tubo) en tubos de poliestireno
de 5ml de fondo redondo (Becton Dickinson) para el estudio inmunofenotipico por

citometria de flujo.
4. Parametros bioquimicos de funcion hepatica y renal

Una alicuota de la sangre obtenida por puncion de la aorta se empled para las
determinaciones bioquimicas. Para ello se centrifugd la sangre a 2000rpm durante 20
minutos a temperatura ambiente y se recogieron los sueros del sobrenadante, se

alicuotaron y se conservaron a -80°C hasta el momento del andlisis.
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Los niveles plasmaticos de urea, para valorar la funcién renal, la bilirrubina total, las
transaminasas (alanina aminotransferasa -ALT- y aspartato aminotransferasa -AST-),
la fosfatasa alcalina, la gamma glutamil transpeptidasa (GGT) y la albumina, todos
ellos parametros de gran interés en la valoracion clinica de la cirrosis, se midieron

mediante un sistema automatizado estandar (Hitachi 747).
5. Anatomia patolégica

Un fragmento de higado de todas las ratas que forman parte del estudio fue
conservado en formol para ser incluido en parafina y realizar una tinciéon segun el
meétodo tricrémico de Goldner (Masson-Goldner) para identificar las fibras de colageno

(zonas fuertemente aciddfilas).
6. Estudio inmunofenotipico

La distribucién de células T, células B, monocitos y DCs se determind en las
suspensiones celulares de GLM, GLH, el higado y la sangre periférica por citometria
de flujo cuantitativa de 4 colores en un citometro FACSCalibur utilizando el programa
Cell Quest Pro 3.7 (Becton-Dickinson, San José, CA). Para el analisis de datos se
utilizé el programa FlowJo 4.5 (Tree Star, San Carlos, CA) siguiendo un analisis

jerarquico de grupos (Figura 10).

Para el estudio de la expresion de los antigenos de superficie, las suspensiones
celulares se incubaron con combinaciones de anticuerpos monoclonales marcados
con fluoresceina isotiocianato (FITC), ficoeritrina (PE), conjugado de la proteina clorofil
peridina (PerCP), aloficocianina (APC) o AlexaFluor647. Se utilizaron anticuerpos
monoclonales de ratdn especificos frente a los diferentes antigenos de rata objeto de
estudio (Tabla 1).

Los anticuerpos monoclonales anti- CD3-APC (1F4), anti- CD4-FITC, PE y PerCP (OX
38), anti- CD8a-PerCP (OX 8), anti- CD134-FITC (OX 40), anti- CD45RC-FITC (OX
22), anti- CD62L-FITC y PE (HRL1), anti- CD45RA-FITC (OX 33), anti- RT1B-PerCP
(OX 6), anti- CD80-PE (3H5) y anti- NK-RP1A-PE (10/78) se obtuvieron de
Pharmingen (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Los anticuerpos monoclonales
anti- CD11b-AlexaFluor647 (OX 42), anti- CD43-FITC (W3/13) y anti- OX62-PE (MRC
0OX-62) se obtuvieron de Serotec (Kidlington, Oxford, UK).
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Tabla 1. Criterios de definicidn para las poblaciones del sistema inmune examinadas.

Subpoblacién de células del

sistema inmune

Funcion asociada con los receptores de superficie indicados

Células T

CD3

CD4

CD8

CD45RC

CD62L

CD134

NK-RP1A débil

Células B

CD45RA

RT1B

CD80

Médulo de transduccion de sefial del receptor de células T para antigenos
(complejo TCR/CD3). Expresado por todos los subgrupos de células T.
Co-receptor del complejo TCR/CD3 que reconoce antigenos presentados en
moléculas de MHC de clase Il. Identifica células Th. También lo expresan
determinadas subpoblaciones de monocitos, macréfagos y DCs.

Co-receptor del complejo TCR/CD3 que reconoce antigenos presentados en
moléculas de MHC de clase I. Identifica células Tc. También lo expresan la
mayoria de células NK.

Isoforma del antigeno leucocitario comudn que identifica células T que no han
tenido experiencia antigénica y que se internaliza tras la activacion con su
antigeno especifico (Spickett et al., 1983; Ramirez et al., 2000; Subra et al., 2001).
Miembro de la familia de las selectinas definido como receptor de recirculacion a
organos linfoides por los linfocitos T. Actlia regulando la union del linfocito a las
HEV en los ganglios linfaticos. Rapidamente eliminado tras la activacion celular,
sus niveles en la membrana celular permiten diferenciar los linfocitos virgenes
de los efectores/memoria (Sallusto et al., 1999; Von Andrian et al., 2000; Sallusto et
al., 2004).

Miembro de la familia del receptor de TNFo. Se expresa por células Th
recientemente activadas in vivo e in vitro. Participa en la coestimulacion entre los
linfocitos T y B (Paterson et al., 1987; Weinberg et al., 1994; Roos et al., 1998;
Broker et al., 1999).

Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase | no clésicas
expresado con intensidad intermedia por un subgrupo de linfocitos T

denominados NK-T.

Isoforma de alto peso molecular del CD45 presente en los linfocitos B de rata
(Woollett et al., 1985)

Identifica el MHC de clase Il (Chan et al., 1987). Responsable de la presentacion
de antigenos a las células Th. Se expresa constitutivamente en la superficie de
linfocitos B y se incrementa tras la activacion.

Ig de membrana que se expresa en las APCs. Molécula coestimuladora que
media en la adhesién y activacion de las células T asi como en la produccion de

citoquinas por parte de la propia APC.
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Subpoblacién de células del

sistema inmune

Funcién asociada con los receptores de superficie indicados

Células NK
NK-RP1A brillante

Monocitos

CD11b brillante

RT1B

NKR-P1A medio

CD43 débil

Células Dendriticas

0X-62
RT1B

Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase | no clasicas
expresado en alta intensidad por las células NK. Pertenece a la familia de las
lectinas dependientes de calcio y actia como una proteina transmembrana
receptora en las células NK, con especificidad para carbohidratos y con
propiedad de transmitir sefiales via la proteinkinasa p56ick (Yokoyama et al.,
1993; Scriba et al., 1998)

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

MHC de clase Il. Responsable de la presentacién de antigenos a las células Th.
Su expresion se induce en la superficie de los monocitos tras su activacion.
Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase | no clasicas
expresado con intensidad intermedia por los monocitos activados.

También conocido como leucosialina y sialoforina, es una glicoproteina
glicosilada que se expresa en la superficie de todos los leucocitos excepto las
células B. Los monocitos se dividen en inflamatorios y residentes en base a su
distinta capacidad migratoria y al nivel de expresién de este marcador. (Yrlid et
al., 2006).

Integrina aE2 que identifica DCs de origen mieloide (Brenan et al., 1997).
MHC de clase Il. Responsable de la presentacién de antigenos a las células Th.
Se expresa constitutivamente en la superficie de DCs y se incrementa tras la

activacion.

Una vez alicuotadas las suspensiones celulares de cada tejido objeto de estudio en los

correspondientes tubos de citometria se anadieron 10ul/pocillo de un anticuerpo

especifico para el CD32 (CD32-Puro), que es el receptor y de la region Fc de tipo Il de

baja afinidad expresado en la superficie de los monocitos, los granulocitos, las células

B y los eosinofilos (Simmons et al., 1988). El objetivo de la incubacion con este anticuerpo

monoclonal fue bloquear estos receptores, evitando asi la posible unién inespecifica

de los anticuerpos monoclonales objeto de estudio que se incubaron posteriormente.
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Figura 10. Andlisis jerérquico de las diferentes subpoblaciones de células mononucleares mediante
citometria de flujo. Los graficos de puntos representan los porcentajes de células que expresan cada
marcador. Los limites de los cuadrantes fueron establecidos utilizando los controles de isotipo de los

anticuerpos monoclonales empleados.
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Tras 10 minutos de incubacion a 4°C en oscuridad, se afadieron 10yl de cada
anticuerpo de acuerdo al panel inmunofenotipico indicado (Tabla 2), y se incubaron 20

minutos, a 4°C y en oscuridad.

Tabla 2. Panel inmunofenotipico de protocolos | y I

Tubo FL1 FL2 FL3 FL4
1 control - control - control - control -
2 IgG IgG IgG IgG
3 CD3 + CD45RA NK-RP1A RT1B CD11b
4 CD134 CD4 CD8 CD3
5 CD45RC CD62L CD8 CD3
6 CD45RC CD62L CD4 CD3
7 CD45RA CD80 RT1B CD11b
8 CD43 NK-RP1A RT1B CD11b
9 CD3 + CD45RA 0X62 RT1B CD11b

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

citdmetro.

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

utilizados en el resto del fenotipo, pero especificos de células de ratdén (Tabla 2).

Los valores de numeros absolutos de las diferentes subpoblaciones celulares
estudiadas se calcularon multiplicando el numero total de células obtenidas en cada
compartimento por el porcentaje de cada una de estas subpoblaciones determinado

por citometria de flujo.
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7. Determinacion de marcadores inflamatorios

Se determinaron los niveles de citoquinas en suero y GLM. Para ello se empled una
alicuota del suero obtenido para las determinaciones bioquimicas y un GLM que se
homogeneizé en PBS mediante sonicacion usando un Procesador Ultrasénico
UP100H (Hielscher, Teltow, Germany). Las muestras de suero y homogeneizado

ganglionar se conservaron a -80°C hasta el momento del andlisis.

Se utilizaron kits comerciales de ensayo inmunoabsorbente conjugado a enzimas
(ELISA) (Biosource Internacional, Camarillo, CA and R&D systems) para determinar
los niveles de TNFa e IL-6 de acuerdo con las instrucciones indicadas en los kits. Los
umbrales de sensibilidad de los kits fueron de 5 y 8 pg/ml, respectivamente. Las
densidades opticas se determinaron en un lector de microplacas (Titertek Multiskan®
PLUS) con un filtro de 450nm. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado

y se considero el valor de la media.
8. Estudio microbiolégico

Muestras de heces y homogenizados de ganglios (GLM y GLH) se inocularon en tubos
de tioglicolato (BioMerieux, Madrid, Espafia) y se incubaron a 37°C en condiciones
aerobias y en un ambiente con un 5% de CO2, durante 48 horas. Pasado este tiempo
se evalud la presencia de bacterias. En el caso de encontrar turbidez del tioglicolato,
se subcultivaron en placas de agar sangre y agar McConkey (Materlab, Madrid,
Espafia) para la posterior identificacion de los microorganismos especificos con un

sistema automatico (Microscan, Baxter, Irvine, CA).

La TBI se defini6 como la presencia de microorganismos viables en el cultivo en
tioglicolato del GLM (Runyon et al., 1991; Wiest et al., 1999a; Perez-Paramo et al., 2000). Para la
determinacion del SBI se calculd la cantidad total de bacterias intestinales aerobias
como la suma de todas las bacterias aerobias presentes en la muestra de heces, y se

expresé como unidades formadoras de colonias (logCFU) por gramo de heces.
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9. Aislamiento, amplificaciéon y secuenciacion de ADNbact

Para el aislamiento de ADNbact se utiliz6 una muestra de 200ul del homogeneizado
de GLM previamente recogido en tubo estéril y libre de pirégenos. Inicialmente, la
muestra se incubd con 20pl de lisozima (20mg/ml) durante 30 minutos a 37°C en
Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, Germany). A continuacion, el ADN se
extrajo mediante QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Todas las extracciones de ADN se llevaron a cabo en
cabina de flujo laminar vertical (BV-100, Telstar, Espafia) para evitar la contaminacion

de las muestras durante su manipulacion.

El rendimiento y la pureza del ADN obtenido se evaluaron mediante un
espectrofotometro SmartSpec3000 (BioRad, Hercules, CA). Para ello se midié la
absorbancia de la muestra a las longitudes de onda de 260 y 280 nm. Asi mismo se
calculd la relacion 260/280 para detectar la presencia de posibles contaminantes

proteicos.

Los extractos de ADN se amplificaron mediante la técnica de la Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa (PCR) con una pareja de oligonucleétidos de amplio rango y
altamente conservada del gen 16SrARN de los procariotas, generando un amplicon de
541pares de bases (pb), de acuerdo con la metodologia previamente descrita (Such et

al., 2002). La secuencia de dichos oligonucleétidos es la siguiente:

Forward Primer (1F): 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’

Reverse Primer (1R): 5'-ACCGCGACTGCTGCTGGCAC-3’

La mezcla de la reaccién pertenece a un kit comercial Tag PCR master Mix (QIAGEN,
Germany) e incluyo: 20mM Tris-HCI (pH 8.0), 50mM KCI, 1,5mM MgCl,, 200uM de
cada nucleotido (ANTPs: dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,3uM de primers, 0,5 unidades
de Taq Polimerasa y 2ul de ADN molde. Los parametros de amplificacion utilizados
fueron los siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguida de
35 ciclos a 95°C 1 minuto, 55°C 30 segundos, 72°C 45 segundos y extension final a
72°C durante 10 minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador

MyCycler Thermal Cycler (Biorad, Hercules, CA).

Se incluyeron controles negativos y un control positivo con ADN procedente de un pool

bacteriano compuesto por E. coli, E. faecalis y S. aureus. Todas las reacciones de
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PCR se realizaron en una cabina de flujo laminar (Mini-V/PCR, Telstar, Espana) y en
una habitacién fisicamente separada de la utilizada para la extraccion de ADN de las

muestras.

La deteccion de ADN se realiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa (Biorad) a
una concentracion de 2% (p/v) en TBE 0.5X (Biorad) con bromuro de etidio (10mg/ml)
(Sigma-Aldrich) sumergidos en una cubeta con el mismo tampén sin bromuro de etidio.
A las muestras se le anadié tampon de carga (azul de bromofenol 0.1% (p/v), glicerol
50% (v/v), EDTA (acido etilendiaminotetracético) 0.1M, pH 8.0) (Promega, USA) y en
uno de los extremos del gel se cargé un volumen de 1.5ul de marcador de pesos
GelPilot Low Range Ladder (Qiagen). EI campo eléctrico aplicado se ajusté en funcion
de las caracteristicas de los fragmentos analizados, variando entre 110V y 120V. Los
fragmentos de ADN se visualizaron en un sistema de fotodocumentacion de geles Gel
Doc XR (BioRad).

La secuenciacion de ADN se llevd a cabo utilizando un secuenciador automatico
modelo ABI Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA), como se ha descrito
previamente (Such et al., 2002). El producto de PCR se purific6 mediante QlAquick Spin
Columns (QlAquick PCR Purification Kit, Qiagen) para eliminar el resto de sales,
primers y dNTPs. El producto purificado se utiliz6 como molde para la reaccion de
secuenciacion con Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied
Biosystems), usando como primer de secuenciacion el siguiente oligonucledtido: 5'-
TTACGCGGCTGCTGGCACG-3’; y con los siguientes ciclos de PCR: 96°C 1 minuto,
25 ciclos de 96°C 10 segundos, 50°C 5 segundos y 60°C 4 minutos, seguido de un
mantenimiento a 4°C. Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias de
16SrARN disponibles en las bases de datos internacionales (Ribosomal Database
Project, GeneBank) usando el software de alineamiento y busqueda avanzada BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.gov).

10. Analisis estadistico

El analisis estadistico de las variables obtenidas se llevé a cabo con herramientas
informaticas, utilizando el programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
version 15.0 (Chicago, IL). Todas las variables inmunofenotipicas analizadas siguen
una distribucion normal, por lo que los resultados se expresan como media *

desviacion estandar (sd). Las variables cuantitativas se analizaron mediante una t de
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Student no pareada, y los coeficientes de correlacion lineal se estimaron por el

coeficiente de correlacion de Pearson.

El nivel de significacién estadistica se fijo en p<0.05. La representacién grafica de los
datos se realizd con el programa Sigma Plot 10.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) para

Windows.
11. Busqueda bibliografica

La principal fuente de informacién ha sido la base de datos Medline, en la pagina web
http://www.ncbi.nim.nih.gov/Pubmed. Se trata de la base mas completa, fiable y

rigurosa de que se dispone en biomedicina, de gran cobertura y bien estructurada.

La busqueda se realizé mediante la introduccion de palabras clave en inglés,
seleccionando los articulos de las revistas de mayor impacto dentro del area que nos
ocupa, y mediante la utilizacion de algunas de las herramientas disponibles en esta
base de datos, como la busqueda de articulos relacionados con un articulo
determinado o la limitacion en el tiempo de publicaciones dirigidas a un tema en
concreto. En algunos casos se realizé introduciendo el nombre de autores de articulos
de gran impacto relacionados con el tema en estudio, revisando sus publicaciones

hasta la actualidad.
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1. Induccion de cirrosis, mortalidad y parametros bioquimicos de

funcion hepatica y renal

Diecisiete de los cuarenta y cinco animales (38%) que iniciaron el tratamiento con CCl,
en el desarrollo del protocolo | murieron durante el proceso de induccién de cirrosis.
De los veintiocho animales que concluyeron el tratamiento, ninguno presentaba liquido
ascitico en la cavidad peritoneal el dia del experimento y todos desarrollaron cirrosis
hepatica confirmada por histologia. El informe de Anatomia Patolégic, llevado a cabo
por el Dr. Moreno, concluy6 que de las veintiocho muestras de higado analizadas, un
25% presentaba cirrosis mixta, otro 25% cirrosis micronodular y el 50% restante
presentaba necrosis hepatica confluente porto-venular con presencia de nodulos

hiperplasicos.

En las ratas cirréticas se encontraron algunas de las alteraciones clinicas y
bioquimicas propias de la enfermedad, como la insuficiencia hepatica y la ictericia, no
asi la insuficiencia renal. Asi pues, las concentraciones séricas de bilirrubina,
transaminasas y demas enzimas hepaticas analizadas fueron significativamente
mayores y las de albumina significativamente menores en las ratas con cirrosis
compensada que en los controles. Por el contrario, la concentracion sérica de urea

entre ambos grupos de ratas no presenté cambios significativos (Tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros bioquimicos de funcion hepatica y renal en ratas cirroticas compensadas y ratas

control.
Parametros bioquimicos
Cirrosis compensada Controles
(n=28) (n=20)

Albimina (g/dl) 3,11+0,69 % 3,69 +£0,35
Fosfatasa Alcalina (U/) 152,79 £63,95 ¢ 74,13 + 33,98
ALT (Ul) 52,00 £ 6,90 * 21,13 +2,44
AST (UN) 122,36 + 14,80 * 64,13 + 8,01
Bilirrubina total (mg/dl) 0,51+0,43* <0,10
Creatinina (mg/dl) 0,43+0,08 1 0,55+ 0,11
GGT (UN) 593+4,05* 1,00 + 0,00
Urea (mg/dl) 29,79+ 7,59 30,50 + 3,82

Los datos se presentan como media £ SD. * p<0,001 vs controles; T p<0,01 vs controles; T p<0,05 vs controles;
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2. Estudio inmunofenotipico de sangre periférica

A diferencia de lo previamente descrito por nuestro grupo tanto en pacientes (Albillos et
al., 2004b) como en el modelo experimental (Muioz et al., 2005) de cirrosis con ascitis, las
ratas con cirrosis compensada no mostraron una deplecion significativa en el numero
absoluto de células mononucleares circulantes. Estas células mostraron una
tendencia, aunque no estadisticamente significativa, a aumentar con respecto a las
ratas control (2840 + 1531 vs. 2039 + 906 células/ul; ns).

Aquellas poblaciones de células con capacidad presentadora de antigeno, como
linfocitos B, monocitos y DCs si se encontraron significativamente expandidas en las
ratas enfermas con respecto a los controles sanos. El mayor aumento correspondié a
la poblacion de monocitos, que aumenté 4 veces (p<0.001) y el de DCs que lo hizo
mas de 2 veces (p<0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Nimero absoluto de células mononucleares circulantes en la sangre periférica de ratas cirréticas

compensadas y ratas control.

Sangre periférica

(células/ul)
Cirrosis compensada Controles
(n=28) (n=20)
Subpoblaciones celulares del sistema inmune
Células T (CD3+) 1243 + 554 1087 + 522
Células Th (CD4+CD8-) 896 + 397 761 + 359
Células Th recientemente activadas (CD134+) 89+49* 17 £ 11
Células Th memoria efectora (ThME, CD62L-) 106 £ 60 t 66 * 41
Células Tc (CD4-CD8+) 307 £ 170 293 + 164
Células Tc memoria efectora (TcME, CD62L-) 38 £25 32+20
Células NK-T (CD3+NK-RP1Amedio+) 189+ 154 1 139 + 67
Células B (CD45RA*) 871+385t 580 + 345
Células B activadas (CD80+) 24+19% 107
Monocitos (CD3-CD45RA-NK-RP1Abrilante.C[) 1 { pbrilante+) 491 + 202 * 126 + 70
Monocitos inflamatorios (CD43-NK-RP1Amedio+) 88+55* 30+17
DCs (CD3-CD45RA-OX62+RT1Bbrilante+) 11+9% 5+6

Los datos se presentan como media £ SD. * p<0,001 vs controles; 1 p<0,01 vs controles; T p<0,05 vs controles;
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Del mismo modo, el nimero de células B, se expandié 1.5 veces (p<0.01) con
respecto a los controles (Tabla 4). El incremento de la poblacion de linfocitos B
contrasta con lo descrito en cirrosis con ascitis experimental, donde esta poblacion

sufre una marcada retraccion (Mufioz et al., 2005).

Una caracteristica de la cirrosis con ascitis que si se mantiene en la cirrosis
compensada es el incremento en el numero absoluto de células mononucleares
circulantes que expresan marcadores relacionados con el estado de activacién. En
concreto, las ratas cirréticas compensadas mostraron un aumento de mas de 5 veces
(p<0.001) de la subpoblacién de células Th que expresan en su superficie la molécula
CD134, receptor de superficie celular miembro de la familia del receptor de TNFa
. implicado en la coestimulacion y que denota activacion reciente de las células T (Roos
et al., 1998, Weinberg et al., 1994; Broker et al., 1999) (Figura 11) (Tabla 4).

Células Th activadas / memoria efectora
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Figura 11. Numero absoluto de células Th recientemente activadas, Thuer ¥ Thuent €n sangre periférica

de ratas cirroticas compensadas ( [l]) y controles sanos ([T]). Los datos se presentan como media + SD.

*p<0,001 vs controles; 1 p<0,01 vs controles.

El aumento de la poblacién de células Th recientemente activadas coincidié con el
incremento de los linfocitos Th que, al activarse, internalizaron la molécula CD62L,
pasando asi a ser células Th memoria efectoras (Thye), Th CD62L- (106 + 60 vs. 66 +
41 células/pl; p<0.05), sin encontrarse modificadas significativamente las poblaciones
Th naive (386 = 201 vs. 371 £ 223 células/ul; n.s) ni memoria central (Thyc) (189 +£ 92
vs. 247 = 95 células/ul; n.s). Ello es indicativo de una activacion local de estos
linfocitos, ya que la ausencia de expresion de esta molécula en la superficie celular va

a impedirles volver a entrar en un érgano linfoide secundario (Sallusto et al., 1999; Von
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Andrian et al., 2000). Por lo tanto, una vez que estas células se activan y salen del ganglio
linfatico al torrente sanguineo, se dirigen, guiadas por quimioquinas y moléculas de
adhesion recién expresadas, al tejido inflamado de donde procedia el antigeno que las
activd (Young et al., 1999; Jenkins et al., 2001). Dentro de la poblacion Thye se pueden
diferenciar a su vez dos subpoblaciones. Asi, podemos distinguir entre células
terminadas (Thyer; CD3+CD62L-CD45RC+; aquellas con mayor capacidad citotéxica)
y no terminadas (Thye,t; CD3+CD62L-CD45RC-; aquellas con mayor capacidad para
producir citoquinas), en funcion de la co-expresion o no del marcador CD45RC (Hamann
et al., 1997; Sallusto et al., 1999; Ramirez et al., 2000; Rufer et al., 2003; Seder et al., 2003; Sallusto et al.,
2004; Lanzavecchia et al., 2005). Como se observa en la figura 11, en las ratas con cirrosis
compensada, las células Thye circulantes, con mayor capacidad de produccién de
citoquinas (T CD4+CD62L-CD45RC-), se duplicaron respecto a las ratas control
(p<0.01).

Del mismo modo, observamos un incremento significativo en la poblacién de
monocitos inflamatorios circulantes en la sangre periférica de las ratas cirréticas,
caracterizados por la internalizacion del receptor CD43 y la expresion del NKR-P1A
(CD43-NK-RP1A™%4+)  |o que segun diversos autores les confiere mayor capacidad
fagocitica y la habilidad de migrar e infiltrar tejidos inflamados (Yrlid et al., 2006; Steiniger et
al., 2001)

3. Estudio de marcadores inflamatorios séricos

En concordancia con el incremento significativo de células Th y monocitos activados
en la sangre periférica de las ratas cirréticas compensadas, pudimos comprobar un
incremento en los niveles séricos de las citoquinas proinflamatorias analizadas, IL-6 y
TNFa (Tabla 5).

Tabla 5. Concentracién de citoquinas séricas en ratas cirréticas compensadas y controles sanos.

Citoquinas séricas

(pg/mli)
Cirrosis compensada Controles
(n=28) (n=20)
IL- 6 582+1,2* 50,6 £ 2,8
TNFa 94+06* 8,9+0,2

Los datos se presentan como media + SD. * p<0,05 vs controles;
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Esto demuestra que el estado proinflamatorio sistémico caracteristico de la cirrosis es
un evento temprano en el desarrollo de la enfermedad y que no esta ligado a la

aparicion de manifestaciones clinicas como la ascitis.
4. Signos de activacion de las células mononucleares de higado

De acuerdo con nuestra hipétesis, el higado, 6rgano diana de inflamacion en cirrosis,
seria la fuente de activacion de las células inmunitarias activadas presentes en la
sangre periférica de las ratas con cirrosis compensada. El estudio inmunofenotipico
del higado revel6 que, a diferencia de lo descrito en la sangre periférica de las ratas
con cirrosis compensada, las APCs (células B, monocitos y DCs) no presentaban
diferencias significativas en el nimero absoluto de células, ni en la poblaciéon total ni

en las subpoblaciones activadas, aunque si tendian a disminuir (Tabla 6).

Tabla 6. Numero absoluto de células mononucleares residentes en el higado de ratas cirrdticas

compensadas y ratas control.

Higado
(células/higado x 1079)
Cirrosis compensada Controles
(n=28) (n=20)

Subpoblaciones celulares del sistema inmune
Células T (CD3+) 6350 + 2691 5551 + 1997

Células Th (CD4+CD8-) 4677 + 2481 3281 + 1107

Células Th recientemente activadas (CD134+) 785+411~* 163 + 101

Células Th memoria efectora (ThME, CD62L-) 4910 £ 3340 1 1450 £ 401

Células Tc (CD4-CD8+) 1316 + 563 1831 + 909

Células Tc memoria efectora (TcME, CD62L-) 1010 £ 348 629 £ 258
Células NK-T (CD3+NK-RP1Amedio+) 817 + 586 1233 + 789
Células NK (CD3-NK-RP1Aprilante+) 2899 + 1905 t 5162 + 2658
Células B (CD45RA%) 3655 + 2037 5937 + 3582

Células B activadas (CD80+) 417 £ 292 373 + 281
Monocitos (CD3-CD45RA-NK-RP1Avrilante.G[)1 1 pbrillante+) 5305 + 4128 5062 + 2714

Monocitos inflamatorios (CD43-NK-RP1Amedio+) 1713 + 394 1874 + 726
DCs (CD3-CD45RA-OX62+RT1Bbrilante+) 256 + 143 405 + 224

Los datos se presentan como media £ SD. * p<0,001 vs controles; T p<0,01 vs controles; T p<0,05 vs controles;
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No obstante, si encontramos un claro incremento en el nimero absoluto de linfocitos T
que expresaban marcadores relacionados con el estado de activacién. Asi,
observamos un incremento de casi 5 veces en el niumero de células Th que expresan
el marcador CD134 (p<0.001) (Figura 12) y de 3.4 veces en el de aquellas que al
activarse internalizaron el CD62L (p<0.05) (Tabla 6). Por el contrario, las poblaciones
celulares Th naive y Thyc se encontraron disminuidas significativamente con respecto
a los controles sanos (196 + 93 vs. 791 + 357 células/higado x107%; p<0.01 y 105 + 90
vs. 708 + 326 células/higado x10%; p<0.01, respectivamente). Al analizar las diferentes
subpoblaciones de células Thye residentes en el higado, si encontramos un
incremento significativo de la subpoblacién de células Thyeg,r (T CD4+CD62L-
CD45RC-) en el higado de las ratas con cirrosis compensada al compararlo con los

controles sanos (Figura 12).
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Figura 12. NUmero absoluto de células Th recientemente activadas, Thuer ¥ Thueat €n el higado de ratas
cirroticas compensadas (.) y controles sanos (). Los datos se presentan como media + SD. * p<0,001 vs

controles; T p<0,01 vs controles.

Al igual que ha sido descrito en otros modelos experimentales de cirrosis hepatica
(Shirachi et al., 1998), el numero de células NK presentes en el higado de las ratas con
cirrosis compensada se encontraba significativamente reducido con respecto a los
higados de ratas sanas (2.899 + 1.905 vs. 5.162 + 2.658 células/higado x10%; p<0.01).
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Estos cambios en el numero absoluto de las poblaciones celulares anteriormente
mencionadas se tradujeron en una modificacion en la distribucién de poblaciones de
células inmunitarias residentes en el higado de las ratas cirréticas. Asi, mientras que
en las ratas sanas, las poblaciones mayoritarias analizadas se distribuian de manera
equitativa (17,81 = 3,88 % para linfocitos T; 16,81 + 4,62 % para linfocitos B; 17,14 +
5,73 % para linfocitos NK y 16,99 + 4,35 % para monocitos), con el desarrollo de la
enfermedad se produce una disminucion relativa del porcentaje de linfocitos NK (11,07
+ 3,60 % vs. 17,14 + 5,73 %; p<0.01), con un marcado aumento en el porcentaje de
los linfocitos T (23,79 * 5,14 % vs. 17,81 £ 3,88 %; p<0.001) mientras que los
porcentajes de linfocitos B (15,39 + 6,50 % vs. 16,81 + 4,62 %; n.s) y monocitos (18,51
+ 11,56 % vs. 16,99 + 4,35 %; n.s) no sufrieron modificaciones estadisticamente

significativas.

De acuerdo con el modelo ampliamente aceptado de respuesta inmune adquirida, las
APCs, al capturar los antigenos, van a modificar el patron de expresién de algunas de
sus moléculas de superficie para adquirir una mayor capacidad presentadora (p. €j.
MHC-II) y migrar a los ganglios linfaticos de drenaje del tejido, donde presentaran los
antigenos ya procesados a las células T, que recirculan continuamente a través de los

6rganos linfoides secundarios (MacKay et al., 1992).

En caso de que el linfocito T encuentre su antigeno especifico en la MHC-II de las
APCs, va a activarse y a sufrir una expansion clonal, modificando también el patrén de
expresion de algunas de sus moléculas de superficie (p. ej. selectinas), y va a
abandonar esta localizacion para dirigirse a los tejidos inflamados, donde se encargan
de aclarar a los agentes patdgenos que provocaron su activacion, causando lesiones

locales a este nivel (MacKay et al., 1992; Young, 1999).

Por ello, debemos considerar que la respuesta del sistema inmune a los antigenos
hepaticos tendra lugar en sus ganglios linfaticos de drenaje, los GLH, localizados bajo

la arteria hepatica y la vena porta (Tilney, 1971; Oo et al., 2010).

De este modo, las APCs del higado captan los antigenos hepaticos y migran a los
ganglios donde son presentados a los linfocitos T, lo que produce su activacion,
expansién clonal y direccionamiento a higado. Este modelo de respuesta inmune

explicaria la tendencia a la reduccion de las APCs en el higado (aunque no llega a ser
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significativa estadisticamente) asociada al incremento de las subpoblaciones activadas

de células Th.
5. Signos de activacién de las células mononucleares del GLH

Para comprobar si también se cumple el modelo de respuesta inmune adquirida en el
GLH, caracterizamos el perfil inmunofenotipico de las células T, B y monocitos en

estos organos linfoides secundarios.

Las poblaciones de células T y B de los GLH de las ratas cirréticas se encontraron
significativamente expandidas, alcanzando valores superiores a 1.7 y 2.1 veces

(p<0.01), respectivamente, a los detectados en controles pareados (Tabla 7).

Tabla 7. Numero absoluto de células mononucleares en los GLH de ratas cirréticas compensadas y

controles sanos.

GLH
(células/gangliox10-%)
Cirrosis compensada Controles
(n=28) (n=20)
Subpoblaciones celulares del sistema inmune
Células T (CD3+) 2583 + 1340 * 1495 + 799
Células Th (CD4+CD8-) 2098 + 1088 t 1077 + 666
Células Th recientemente activadas (CD134+) 319+ 114~ 68 £ 37
Células Th memoria efectora (ThME, CD62L-) 987 £ 473 * 228 £ 102
Células Tc (CD4-CD8+) 407 £ 249 390 + 127
Células Tc memoria efectora (TcME, CD62L-) 53135 34 £ 22
Células NK-T (CD3+NK-RP1Amedio+) 68 + 39 21+16
Células B (CD45RA+) 1449 + 672 t 699 + 308
Células B activadas (CD80+) 73+53 % 19+18
Monocitos (CD3-CD45RA-NK-RP1Avrilante. G 1 1 pbrilante+) 38+28 ¢ 64
Monocitos inflamatorios (CD43-NK-RP1Amedio+) 18114 1 312
Monocitos presentadores de antigeno (RT1B+) 35+£26 1 512
DCs (CD3-CD45RA-OX62+RT1Bbrilante+) 63+43 ¢ 12 + 11

Los datos se presentan como media £ SD. * p<0,001 vs controles; T p<0,01 vs controles; T p<0,05 vs controles.

Es de destacar que el aumento mas significativo se produjo en la poblacion de APCs,

que, siendo minoritarias en el GLH de las ratas control, llegaron a aumentar mas de 6
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veces en el caso de los monocitos (p<0.01) y de 5 veces (p<0.01) en el caso de las

DCs en las ratas cirréticas. (Tabla 7).

La expansion de estas poblaciones de células del sistema inmune se tradujo en una
adenopatia en las ratas cirréticas que determinamos por el aumento de peso de los
GLH, que paso6 de 13 £ 6 mg en las ratas control a 27 £ 12 mg en las ratas cirréticas
sin ascitis (p<0.05).

El estudio de la expresion de los antigenos de superficie nos permitié determinar que
la expansion del compartimento de células T observada en las ratas cirréticas, ocurrio
principalmente a expensas de las células T CD4+ (2098 + 1088 vs. 1077 + 666
células/ganglio x 10 p<0.01). A su vez, la subpoblacién de células Th que mas
aument6 fue aquella que habia tenido experiencia previa con el antigeno, como lo
demuestra el aumento, de casi 5 veces, de las células Th CD134+ y de mas de 4
veces de los linfocitos Th CD62L- (Tabla 7), (Figura 13).

Células Th activadas / memoria efectora
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Figura 13. Numero absoluto de células Th recientemente activadas, Thyer y ThMear en el GLH de ratas

cirréticas compensadas () y controles sanos ([ ). Los datos se presentan como media + SD. * p<0,001 vs

controles.

Al analizar las subpoblaciones efectoras de los linfocitos Th encontramos un
incremento de casi 9 veces de la subpoblacién de células Thyeg,r (CD4+CDG6G2L-
CD45RC-), aquellas con mayor capacidad de produccion de citoquinas (Figura 13). Por

el contrario, las poblaciones celulares Th naive y Thyc no presentaron cambios
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significativos (89 + 121 vs. 103 + 66 células/ganglio x10™; n.s y 398 + 181 vs. 371

254 células/ganglio x103; p<0.01, respectivamente).

Al igual que observamos para la poblacién de células T, las subpoblaciones activadas
de las células B y monocitos fueron significativamente superiores en el GLH de las
ratas cirréticas en comparacioén con las ratas control (Tabla 7). Por tanto, el modelo de
respuesta inmune también explica el incremento de APCs en los GLH, donde
presentan los antigenos capturados en el higado a los linfocitos T, lo que produciria su
activacion y expansion clonal, causando el incremento de las subpoblaciones

activadas de células Th.
6. Signos de activacion de las células mononucleares del GLM

Al igual que los GLH, el GLM present6 una expansion significativa de las poblaciones
de células T, B, monocitos y DCs en las ratas cirréticas sin ascitis, que de nuevo se
tradujo en una adenopatia, como determinamos por el incremento estadisticamente
significativo del peso del ganglio (24.67 + 12.98 vs. 15.47 + 7.73 mg, p<0.05).

Asi, las células T aumentaron 1.4 veces (p<0.05) y las células B 1.7 veces (p<0.001),
mientras que los monocitos y las DCs lo hicieron 3 y 2.3 veces, respectivamente
(p<0.05), (Tabla 8).

La expansion del compartimento de células T observada en las ratas cirréticas, ocurrié
nuevamente a expensas de la subpoblacion de células T CD4+ activadas, como lo
demuestra el aumento de 1.7 veces (p<0.01) tanto de las células Th CD134+ como de
las células Th CD62L- (Tabla 8).

Como observamos al analizar las subpoblaciones de memoria efectora de los linfocitos
Th en los GLH, encontramos un incremento significativo de la subpoblacion de células
Thyent (CD3+CD4+CD62L-CD45RC-) en los GLM de las ratas cirréticas compensadas
(Figura 14), aunque en este caso el incremento no llega a duplicar el valor de los

controles como ocurre en el GLH.

Al igual que para el GLH, las poblaciones celulares Th naive y Thyc no presentaron
cambios significativos (2.460 + 1.601 vs. 1.935 + 998 células/ganglio x10%; n.s y 923 +
642 vs. 902 + 597 células/ganglio x10%; p<0.01, respectivamente).
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Del mismo modo, las subpoblaciones activadas de las células B y de los monocitos
fueron significativamente superiores (p<0.01) en el GLM de las ratas cirréticas sin

ascitis comparadas con los controles (Tabla 8).

Tabla 8. Nimero absoluto de células mononucleares presentes en los GLM de ratas cirréticas

compensadas y ratas control.

GLM
(células/gangliox10-%)
Cirrosis compensada Controles
(n=28) (n=20)
Subpoblaciones celulares del sistema inmune
Células T (CD3+) 7222 + 3199 5208 + 2890
Células Th (CD4+CD8-) 4724 + 2875 3768 + 1968
Células Th recientemente activadas (CD134+) 458+ 252 T 254 + 160
Células Th memoria efectora (ThME, CD62L-) 1387 £ 663 * 809 £ 253
Células Tc (CD4-CD8+) 1344 + 805 1328 + 801
Células Tc memoria efectora (TcME, CD62L-) 190+ 73 143 + 68
Células NK-T (CD3+NK-RP1Amedio+) 123 £ 129 77 £ 65
Células B (CD45RA%) 5589 + 2362 * 3214 + 1657
Células B activadas (CD80+) 132+70 ¢t 50 £ 60
Monocitos (CD3-CD45RA-NK-RP1Avrilante.G[)1 1 pbrillante+) 54 +42 % 17 £ 11
Monocitos inflamatorios (CD43-NK-RP1Amedio+) 3815t 8+ 5
Monocitos presentadores de antigeno (RT1B+) 40+ 23* 13+9
DCs (CD3-CD45RA-OX62+RT1Bbrilante+) 88+ 69 * 38 +27

Los datos se presentan como media £ SD. * p<0,001 vs controles; T p<0,01 vs controles; T p<0,05 vs controles.

7. Estudio microbiolégico del GLM

Trabajos previos han demostrado que en la cirrosis con ascitis, bacterias o productos
bacterianos de origen entérico abandonan la luz intestinal y son capturados por las
APCs, que los dirigen al GLM de drenaje (Carter et al., 1974; Wiest et al., 1999a). A este nivel,
las bacterias o sus productos bacterianos son presentados a los linfocitos T por las
APCs, lo que provoca su activacion y expansion clonal (MacKay et al., 1992). Esta
activacién inmunoldgica, aunque se inicia selectivamente en los GLM, posteriormente
tiene gran repercusion a nivel sistémico por la recirculacion de estas células (Mufioz et
al., 2005).
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No obstante, la TBI, definida como el crecimiento de bacterias en el cultivo de GLM, se
ha descrito en ratas cirréticas con ascitis (Garcia-Tsao et al., 1995; Pérez-Paramo et al., 2000)
pero esta ausente en aquellas sin ascitis (Garcia-Tsao et al., 1995). Por esta razon,
investigamos la contribucion de las bacterias entéricas a la activacion de las células
del sistema inmune de los GLM de nuestras ratas cirréticas sin ascitis. De acuerdo con
lo previamente descrito (Garcia-Tsao et al., 1995), no observamos crecimiento de bacterias
aerobias en el cultivo en tioglicolato de los GLM, ni en las ratas cirréticas sin ascitis, ni

en las ratas sanas.
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Figura 14. Nimero absoluto de células Th recientemente activadas, Thyer ¥ Thuear en el GLM de ratas
cirréticas compensadas ( E) y controles sanos ( ). Los datos se presentan como media + SD. 1 p<0,01 vs

controles; T p<0,05 vs controles.

Diversos trabajos llevados a cabo por el equipo del Dr. Such (Such et al., 2002; Francés et al.,
2004; Francés et al., 2005; Guarner et al., 2006; Francés et al., 2007; Zapater et al., 2008) han demostrado
que la activacion del sistema inmune caracteristica de la cirrosis no esta unicamente
relacionada con la presencia de bacterias vivas, sino que el ADNbact también puede
ser responsable de la activacién de las células immunitarias. Por ello, consideramos
de gran interés determinar la presencia de fragmentos de ADNbact en los GLM
mediante PCR.

En los GLM de las ratas controles no detectamos la presencia de ADNbact. Sin
embargo, en 15 de las 28 ratas cirréticas analizadas (53.57%) si detectamos ADNbact.

Los microorganismos identificados tras la secuenciacién de los nucleétidos obtenidos
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mediante PCR fueron E. coli (73.3%), Pseudomonas spp (20%) y Klebsiella (6.6%),
(Tabla 9).

Tabla 9. Deteccion e identificacion de ADNbact en los GLM de ratas cirrticas compensadas y ratas

control.
Ratas Especie identificada en el GLM
Cirrosis compensada

(n=28)
n=11 E. coli
n=3 Pseudomonas spp.
n=1 Klebsiella
n=13  negativo

Controles
(n=20)

n=20 negativo

Es de destacar que, al agrupar las ratas cirréticas en funcién de la presencia o no de
ADNbact en su GLM, observamos una clara relacién entre el nimero y estado de

activacion de las diferentes poblaciones celulares analizadas y dicho parametro.

De hecho, las ratas cirréticas compensadas sin fragmentos bacterianos en el GLM
presentaban un perfil inmunofenotipico similar al de las ratas control (Tabla 10),
mientras que aquellas con presencia de ADNbact en los GLM mostraron un claro
patron de activacion en las diferentes poblaciones del sistema inmune estudiadas
(Tabla 10).

En concordancia con las diferencias fenotipicas encontradas en las ratas con cirrosis
compensada en funcién de la presencia o no de fragmentos de ADNbact en su GLM,
también pudimos comprobar que los niveles de las citoquinas proinflamatorias
analizadas, IL-6 y TNFa, estaban significativamente elevados en los GLM con

presencia de ADNbact (Figura 15).
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Tabla 10. Numero absoluto de células mononucleares presentes en los GLM de ratas cirrdticas

compensadas con y sin presencia de ADNbact y controles sanos.

GLM
(células/gangliox10-3)
Cirrosis compensada Controles
ADN bact (+) ADN bact (-)  ADN bact (-)
(n=15) (n=13) (n=20)
Subpoblaciones celulares del sistema inmune
Células T (CD3+) 8537 £ 3649 1, A 6052 + 3080 5208 + 2890
Células T (CD4+CD8-) 6424 £ 2727 ¥, A 4820 +£ 3161 3768 + 1968
Células Th recientemente activadas (CD134+) 70314031, A 391 + 238 254 + 160
Células Th memoria efectora (ThME, CD62L-) 1079+ 205t 1004 + 688 809 £ 253
Células Tc (CD4-CD8+) 1804 + 1005 1088 £+ 636 1328 + 801
Células Tc memoria efectora (TcME, CD62L-) 106 + 23 97 £ 60 143 + 68
Células NK-T (CD3+NK-RP1Amedio+) 185 + 83 98 + 74 77 £ 65
Células B (CD45RA+) 7894 + 3068 1, A 5164 £ 3392 3214 + 1657
Células B activadas (CD80+) 194 +74 1, d 92 + 56 50 + 60
M(?:%%%%ZSRA-NK-RMAbfi”ame-CD1 fiprant-) M8£77T, A srx27 1711
Monocitos inflamatorios (CD43-NK-RP1Amedo+) 75+391, d 107 85
Monocitos presentadores de antigeno (RT1B+) 96+26 1, A 30+ 14 13+9
DCs (CD3-CD45RA-0X62+RT1Bbrilante+) 143 +69 1, A 60 + 52 38 + 27

Los datos se presentan como media = SD. T p<0,01 vs controles; 1 p<0,05 vs controles; ¢ p<0,01 vs cirrosis
ADNDbact (-); A p<0,05 vs cirrosis ADNbact (-);

8. Efecto de la decontaminacion intestinal con antibioticos

Siguiendo con nuestro objetivo de determinar la implicacién y/o aportacion de las
bacterias o sus productos bacterianos de origen entérico en la patogenia de la cirrosis
compensada, procedimos a suprimir de forma selectiva el estimulo entérico de
bacterias aerobias mediante la administracién de antibidticos orales no absorbibles de
amplio espectro a ratas cirréticas. Paralelamente, administramos agua como placebo a
otro grupo de ratas cirréticas sin ascitis. La decontaminacion intestinal redujo
significativamente la carga fecal de bacterias aerobias en las ratas cirroticas tratadas
con antibidtico (2.98 £ 1.32 logCFU/g heces), en comparaciéon con aquellas tratadas
con placebo (6.02 % 0.29 logCFU/g heces), lo que demuestra la eficacia

decontaminante de los antibiéticos utilizados (p<0.01).
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Figura 15. Valores de las citoquinas proinflamatorias, TNFa e IL-6, en los GLM de ratas control (1) y
ratas cirroticas compensadas con ([ ) y sin presencia () de ADNbact. Los datos se presentan como
media £ SD. 1 p<0,05 vs controles; A p<0,05 vs cirrosis ADNbact (-);

La decontaminacion intestinal con antibidticos también suprimié la presencia de
ADNbact en los GLM. La supresién del estimulo bacteriano de origen entérico
normalizd el nimero y el estado de activacion de las células T, B, monocitos y DCs
presentes en los GLM de las ratas cirréticas sin ascitis (Tabla 11) (Figura 16). Ello se
tradujo en una reduccion del tamano del GLM, que pasé de 26.30 £ 14.67 mg en las
ratas cirréticas tratadas con placebo a 18.73 £ 6.55 mg en las ratas cirréticas tratadas

con antibiéticos (p<0.05).

A diferencia de lo que ocurre al administrar antibiéticos a ratas cirréticas con ascitis
(Muioz et al., 2005), la supresion del estimulo bacteriano de origen entérico sobre las
células del sistema inmune del GLM de ratas con cirrosis compensada no tuvo ningun
efecto sobre las células del sistema inmune circulantes (Figura 16) (Tabla 11), ni del
GLH (Figura 16) (Tabla 11).

La retraccion de las poblaciones de linfocitos T y monocitos activados en los GLM
junto con la ausencia de cambios en las poblaciones de sangre periférica de las ratas
cirréticas sin ascitis tratadas con antibiéticos, sugieren que no existe relacion entre el
estimulo bacteriano de origen entérico y el estado de activacion que presentan las
células del sistema inmune en ambas localizaciones anatémicas en este modelo

experimental de cirrosis compensada.
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Figura 16. Células Th recientemente activadas (CD134+) y Thye (CD62L-) de una rata cirrdtica tratada
con placebo y una rata cirrética tratada con antibidticos de amplio espectro representativas de cada
grupo. Los graficos de puntos representan los porcentajes de células Th de la sangre periférica, los GLH
y los GLM que expresan el marcador CD134 o han perdido el CD62L

9. Correlacion del grado de activacion de las células del sistema
inmune en los diferentes compartimentos anatémicos de las ratas

cirroticas

En primer lugar, realizamos estudios de correlacion que establecieron la existencia de
una correlacién directa y significativa entre la distribucion celular en los GLH y la
sangre circulante para las poblaciones de células Th (r=0.58, p<0.01) y monocitos
(r=0.73, p<0.01), asi como sus respectivas subpoblaciones activadas, las células Th
que expresan el marcador de CD134 (r=0.59, p<0.01) y los monocitos inflamatorios
(r=0.64, p<0.01), (Figura 17).
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Figura 17. Correlacién entre la distribucion de las poblaciones generales de células Th (A) y monocitos
(C), y sus respectivas subpoblaciones activadas, Th CD134+ (B), y monocitos inflamatorios (D) presentes

en los GLH y en la sangre periférica de las ratas con cirrosis compensada.

En segundo lugar, analizamos el estado de activaciéon de las células inmunitarias
circulantes en sangre periférica en funcién de la presencia de ADNbact en sus
respectivos GLM. Al agrupar de este modo los datos fenotipicos de sangre periférica
de las ratas cirréticas compensadas, observamos un claro incremento en el nimero y
estado de activacion, tanto de las células T como de las APCs (células B, DCs y
monocitos) en ambos grupos de ratas con cirrosis, independientemente de la
presencia o no de fragmentos génicos de origen bacterianos en sus respectivos GLM,
(Tabla 12).
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Tabla 12. NUumero absoluto de células mononucleares presentes en la sangre periférica de ratas cirréticas

compensadas con y sin presencia de ADNbact y controles sanos.

Sangre periférica

(células/ul)
Cirrosis compensada Controles
ADN bact (+) ADN bact (-) ADN bact (-)
(n=15) (n=13) (n=20)
Subpoblaciones celulares del sistema inmune
Células T (CD3+) 1435+ 514 ¢ 1254 + 436 1087 + 522
Células Th (CD4+CD8-) 1021 £ 337 £ 985 + 261 761 £ 359
Células Th recientemente activadas (CD134+) 102+ 84~ 78+32* 17 + 11
Células Th memoria efectora (ThME, CD62L-) 146 £ 56 146 £ 24 1 66 + 41
Células Tc (CD4-CD8+) 371 £ 167 388 + 226 293 + 164
Células Tc memoria efectora (TcME, CD62L-) 74 £ 51 98 £ 119 32120
Células NK-T (CD3+NK-RP1Amedio+) 115+ 73 138 £ 108 139 + 67
Células B (CD45RA+) 962 +433 ¢ 805 + 420 580 + 345
Células B activadas (CD80+) 27+£16 1 182 107
Monocitos , ‘ 624 + 458 t 628 + 380 t 126 + 70
(CD3-CD45RA-NK-RP1Abrilante. G 1 pbrilante+ )
Monocitos inflamatorios (CD43-NK-RP1Amedio+) 8316171 79+25¢ 3017
Monocitos presentadores de antigeno (RT1B+) 95+44 59 +47 1 18+ 15
DCs (CD3-CD45RA-0X62+RT1Bbrilante+) 85 71 5+6

Los datos se presentan como media £ SD. * p<0,001 vs controles; T p<0,01 vs controles; T p<0,05 vs controles;

10. Efecto de la administracion de CCl, a corto plazo en las células

del sistema inmune

Con el fin de verificar si las modificaciones observadas en la cirrosis compensada a
nivel inmunolégico en los diferentes compartimentos estudiados (sangre periférica,
GLM y GLH) estan originadas por el curso evolutivo de la enfermedad y no por un
efecto directo de la administracion oral del CCl,s, administramos durante 3 semanas el
téxico a un pequefo grupo de ratas (n=5) y analizamos el patron de activacion que

presentaban las células mononucleares.

Las principales subpoblaciones de células Th activadas, aquellas recientemente
activadas, y las Thyg, en la sangre circulante de las ratas que recibieron esta dosis no

presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a las ratas control

-99 -



Resultados

ni en la distribucién (Figura 18) ni en los numeros absolutos (Th CD134+, 16 + 8 vs. 13
+ 7 cels/uL, n.s. y Th CD62L-, 53 *+ 3 vs. 47 £+ 11 cels/uL, n.s.), asi como tampoco los
monocitos inflamatorios circulantes (monocitos CD43-NK-RP1A™°+ 30 + 6 vs. 31 +
12 cels/yL, n.s.), (Tabla 13).

Del mismo modo que a nivel sistémico, el patron de activacion de las células
mononucleares de los GLM no presento diferencias con respecto a las ratas control ni
en la distribucién (Figura 18) ni en los niumeros absolutos (Th CD134+, 219 + 44 vs.
206 + 168 cels/ganglio x103, n.s.; Th CD62L-, 718 + 362 vs. 735 + 261 cels/ganglio
x10, n.s. y monocitos CD43-NK-RP1A™+ 9 + 3 vs. 9 + 6 cels/ganglio x10°, n.s.),
(Tabla 13).

A diferencia de lo que ocurre en los dos compartimentos anteriores, el GLH de las
ratas tratadas con CCl, durante 3 semanas mostré una discreta expansién del numero
de células inmunes activadas (Th CD134+, 101 + 47 vs. 50 + 16 cels/ganglio x107,
p<0.05.; Th CD62L-, 457 + 312 vs. 185 + 72 cels/ganglio x10, p<0.05. y monocitos
CD43-NK-RP1A™°+ 8 + 4 vs. 3 + 1 cels/ganglio x10®, p<0.05), (Tabla 13).
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Figura 18. Células Th activadas recientemente (CD134+) de una rata control, una rata tras 3 semanas

tratamiento con CCls y una rata con cirrosis compensada, representativas de cada grupo. Los gréficos de

puntos representan los porcentajes de células Th de la sangre periférica, los GLH y los GLM positivas

para el marcador CD134.
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Discusion

Los resultados de este estudio experimental demuestran la existencia de una
activacion del sistema inmune proinflamatorio a nivel sistémico en ratas con cirrosis
previa a la aparicion de la ascitis, tal y como lo demuestra la expansion y activacion de
las células T, B y monocitos en la sangre periférica de estos animales. Dicho estado
proinflamatorio es concurrente con la expansion y activacion de células T y monocitos
en los GLH, lo que sugiere que, en este estado evolutivo de la enfermedad, estos
ganglios linfoides secundarios constituyen la principal fuente de activacién de las

células inmunes circulantes.

Nuestros resultados revelan ademas el papel patogénico que juegan las bacterias
entéricas en esta fase temprana de la cirrosis, como se determina por la presencia de
ADNbact en los GLM, pero que en nuestras ratas cirréticas sin ascitis desencadenan
una respuesta inflamatoria restringida al entorno local, puesto que la decontaminacién
intestinal selectiva con antibiéticos redujo la expansiéon de los monocitos y de los
linfocitos Th activados en el GLM, sin modificar el estado proinflamatorio a nivel

hepatico ni sistémico.

1. Expansién y activaciéon de las células del sistema inmune de

sangre periférica en ratas con cirrosis compensada

Hemos testado la hipdtesis de que la activacion sistémica del sistema inmune
inflamatorio ocurre en la fase compensada, pre-ascitica, de la cirrosis experimental y
que esta activacion inmune podria comenzar en los ganglios linfaticos que drenan al

higado y/o el intestino.

Esta fase del modelo experimental de cirrosis por CCl, no esta caracterizada
inmunolégicamente, por lo que el estudio de la distribucion y estado de activacién de
las poblaciones de células inmunitarias circulantes y su produccion de citoquinas
representa un objetivo en si mismo. La primera parte de nuestra hipotesis queda
demostrada al comprobar las anomalias en la distribucidn y estado de activacién de
las células del sistema inmune a nivel sistémico en las tres poblaciones principales

analizadas, células T, B y monocitos.

El aumento en el numero de células circulantes ocurrié fundamentalmente a expensas
de subpoblaciones que expresan en su superficie moléculas relacionadas con su

estado de activacion. Asi, observamos una intensa expansion en sangre periférica de
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las células Thye (CD3+CD4+CD62L-) vy las recientemente activadas
(CD3+CD4+CD134+), asi como de los monocitos inflamatorios (CD3-CD45RA-NK-
RP1Abrillante_CD1 1 bbrillante+CD43_N K-RP1Amedio+).

Junto con el incremento de células Th y monocitos activados en la sangre periférica de
las ratas cirréticas compensadas, el incremento en suero de los niveles de citoquinas
proinflamatorias (IL-6 y TNFa) es consistente con la activacion del sistema inmune
inflamatorio. Ello demuestra que el estado proinflamatorio sistémico caracteristico de
la cirrosis es un evento temprano en el desarrollo de la enfermedad y que no esta

ligado a la aparicion de manifestaciones clinicas como la ascitis.

Estos datos estan en concordancia con el limitado numero de trabajos que muestran
una expansién de los monocitos activados y concentraciones aumentadas de
citoquinas proinflamatorias en la sangre periférica de pacientes con cirrosis
compensada (Albillos et al., 2004b; Kakumu et al., 1997; Tilg et al., 1992; Deviére et al., 1990), pero

hasta la fecha no se habian demostrado en cirrosis experimental.

2. Expansion y activacion de las células del sistema inmune de los

GLH y GLM en ratas con cirrosis compensada

Nuestras ratas cirréticas sin ascitis presentaron una clara adenopatia a nivel hepatico
y mesentérico, como consecuencia de la expansion de las células del sistema inmune
analizadas, células T, B, monocitos y dendriticas, junto con profundas anomalias en su

distribucion y estado de activacion.

El aumento en el nimero de células ocurri6 fundamentalmente a expensas de
subpoblaciones que expresan en su superficie moléculas relacionadas con el estado
de activacion. Asi, observamos un aumento en el numero de células Th que habian
sufrido una activacion reciente (CD3+CD4+CD134+) y de las Thyg, aquellas que, al
activarse, internalizaron el CD62L (CD3+CD4+CD62L-). Dentro de esta poblacion
Thye, las que presentan mayor capacidad para producir citoquinas, las células no
terminadas (Thyent; CD3+CD4+CD62L-CD45RC-) también se encontraron claramente
expandidas en ambos territorios. Los monocitos también mostraron signos de
activacion, como lo demuestra la expansion de la poblacion con capacidad
presentadora de antigeno (RT1B+) y los denominados inflamatorios (CD43-NK-
RP1A™e04),
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El aumento en el nimero de células T observado en ambos ganglios linfaticos de las
ratas cirréticas se acompand de una expansion de las células B. Esto sugiere que las
células B dejan de recircular por los ganglios linfaticos cuando encuentran su antigeno
especifico, quedando alli retenidas. La interaccién con las células Th activadas va a
favorecer la activacion de las células B, estableciéndose asi lo que se conoce como un
foco primario de expansion clonal, en el que ambos tipos de linfocitos proliferan
(Janeway et al., 2004).

Es importante destacar que, a pesar de que ambos ganglios linfaticos se encontraron
activados, el GLH de las ratas cirréticas sin ascitis mostr6 un mayor grado de
activacion, como lo demuestra el mayor incremento de las subpoblaciones celulares
activadas. Asi, la poblacion de células Th CD134+ estaba aumentada 5 veces en el
GLH de las ratas cirroticas, mientras que en los GLM no lleg6 a duplicarse; las Thye
(CD62L-) aumentaron 4 veces en los GLH y tan solo el doble en los GLM, y los
monocitos inflamatorios, que se incrementaron 6 veces en los GLH, no llegan a ser 5

veces superiores en los GLM de las ratas con cirrosis compensada.

La expansion y activacion de las poblaciones de células T y B encontrada en los GLH
y GLM en este modelo experimental de cirrosis compensada indica que la respuesta
inmune a este nivel no afecta sélo a APCs con capacidad fagocitica, encargadas de
ejercer la respuesta innata, sino también a otras poblaciones celulares que participan

en la respuesta inmune adquirida.

3. Relevancia patogénica de la TBI en la fase compensada de la

cirrosis

Nuestra demostracion del paso de fragmentos de ADNbact hacia los GLM de las ratas
con cirrosis compensada es uno de los hallazgos principales del presente estudio.
Hasta la fecha, la presencia de bacterias viables (cultivo microbiolégico postivo) o no
viables (fragmentos de ADNbact) en el GLM so6lo ha sido descrita en ratas cirréticas
con ascitis (Garcia-Tsao et al., 1995; Pérez-Paramo et al., 2000; Albillos et al., 2005; Guarner et al., 2006).
De forma similar, el paso de productos bacterianos al torrente circulatorio, como se
observa por el incremento en suero de LBP o la presencia de ADNbact en suero, solo
ha sido demostrado en modelos experimentales o pacientes con cirrosis
descompensada (Chu et al., 1997; Such et al., 2002; Albillos et al., 2003; Guarner et al., 2006; Gonzalez-

Navajas et al., 2008). En el grupo de cirrosis con ascitis, la TBl es el resultado del
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sobrecrecimiento de bacterias intestinales, la alteracion de la permeabilidad intestinal,
y probablemente, una inmunidad intestinal anémala, que sea incapaz de eliminar a los
microorganismos traslocados (Pérez-Paramo et al., 2000; Albillos et al., 2002; Guarner et al., 2006).
La deteccion de fragmentos del genoma bacteriano y no de bacterias vivas en los GLM
de nuestras ratas con cirrosis compensada indica que los mecanismos que permiten el
paso de las bacterias entéricas hacia los GLM son también operativos en la fase
compensada de la cirrosis experimental. Sin embargo, y en contraste con la situacion
que se produce en las ratas cirroticas con ascitis, el sistema inmune intestinal es

funcional y por ende, competente para evitar el crecimiento de las bacterias.

El ADNbact tiene secuencias especificas de dinucleétidos no metilados, los motivos
CpG, capaces de provocar una respuesta inmune inflamatoria en los mamiferos (Krieg,
2002). A diferencia del LPS de la membrana bacteriana, que induce la respuesta
inmune a través de su interaccion con el TLR4 (Chow et al., 1999; Medzhitov et al., 2000), los
motivos CpG del ADNbact inducen una fuerte respuesta inflamatoria tipo Th1 mediada
por el TLR9, estimulando la sintesis de citoquinas proinflamatorias como el TNFa y/o
el IFNy por parte de células NK, macrofagos y células dendriticas (Cowdery et al., 1996;
Sweet et al., 1998; Hemmi et al., 2000; Wagner et al., 2002). La relevancia de estos patrones de
ADNbact ya ha sido previamente demostrada en la patologia de la cirrosis con ascitis
(Such et al., 2002; Francés et al., 2004; Francés et al., 2005; Guarner et al., 2006; Francés et al., 2007; Zapater
et al, 2008; El-Naggar et al., 2008) Es importante destacar que en nuestro trabajo, la
presencia de ADNbact en los GLM de las ratas cirréticas sin ascitis también
correlaciona con la expansion de las células mononucleares activadas en este ganglio,

asi como con la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNFa).

La estrategia experimental que seguimos para contrastar esta hipotesis fue estudiar
las células del sistema inmune de las ratas cirréticas sin ascitis tras la supresién del
estimulo bacteriano de origen entérico. Para ello, administramos antibiéticos orales no
absorbibles de amplio espectro activos frente a bacterias Gram negativas (los
microorganismos predominantes en la flora intestinal y que translocan con mayor
frecuencia en las ratas cirréticas (Runyon et al., 1991; Llovet et al., 1994; Runyon et al., 1994)),
como el norfloxacino, y frente a bacterias Gram positivas, como la vancomicina. La
eficacia microbicida de este tratamiento queddé demostrada al constatar una
disminucién de la carga fecal y la ausencia de ADNbact en los GLM en las ratas con

cirrosis compensada que lo recibieron.
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La eliminacion del estimulo bacteriano de origen entérico normalizé las alteraciones en
la distribucion celular y los signos de activacion del sistema inmune en el GLM, a nivel
local, pero sin repercusion en el GLH ni en la sangre periférica, es decir, a nivel
sistémico. Asi, las ratas cirréticas sin ascitis que recibieron tratamiento antibiético
Unicamente mostraron un descenso en el numero de células T, B y monocitos
activados residentes en los GLM (Th CD134+; Th CD62L-; B CD80+; monocitos CD43-
NK-RP1AM04).

Por tanto, de la ausencia de correlacién entre la expansion de las células inmunes
activadas a nivel sistémico y la presencia de ADNbact en los GLM, junto con el efecto
de la decontaminacién intestinal con antibiéticos, se deduce que el sistema inmune
mesentérico de las ratas con cirrosis compensada es capaz de mantener la respuesta

inflamatoria a un nivel local sin repercusion a nivel sistémico.

4. El estado proinflamatorio sistémico caracteristico de la cirrosis

compensada se inicia en el territorio hepatico

Esta hipotesis esta experimentalmente dirigida teniendo en cuenta el modelo
establecido de respuesta innata y adaptativa. De acuerdo con este modelo, la
respuesta inmune adaptativa comienza cuando las DCs y otras APCs presentan los
antigenos capturados a los linfocitos T virgenes que estan en los ganglios linfaticos.
Tras el encuentro con el antigeno en los ganglios linfaticos, los linfocitos T se
expanden clonalmente y se diferencian en células efectoras tras la expresion de
determinadas moléculas y la perdida de otras, como la L-selectina, lo que les permite
alcanzar la sangre y desde ahi dirigirse a los tejidos periféricos inflamados (Von Andrian
et al.,, 2000). Una fuente potencial de antigenos en la cirrosis es el propio higado, como
o6rgano diana de inflamacion, asi como el intestino, a través del cual pasan las

bacterias entéricas (Muoz et al., 2005; Pérez-Paramo et al., 2000).

Por su parte, el sistema inmune innato juega un papel importante en la respuesta
inmune ya que células de origen mieloide como los monocitos pueden fagocitar
material extrafio, presentarlo a las células T y producir citoquinas proinflamatorias. Los
monocitos circulantes en la sangre periférica son una poblacién heterogénea de
células residentes e inflamatorias capaces de extravasar a los tejidos dando lugar a
células especializadas, o migrar a tejidos inflamados, respectivamente (Steiniger et al.,
2001; Yrlid et al., 2006; Geissmann et al., 2003).
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Como ocurre en otros tejidos, la respuesta del sistema inmune a los antigenos
hepaticos tiene lugar predominantemente en los ganglios linfoides regionales, en este
caso, los GLH. Las células inmunes, una vez activadas, abandonan los GLH y
recirculan para poder acceder al higado inflamado (Oo et al.,, 2010). Prueba de ello en
nuestro trabajo es la correlacion directa observada entre las células Th activadas y los
monocitos inflamatorios circulantes con dichas poblaciones presentes en los GLH y la

ausencia de esta correlacion en el higado.

Trabajos previos realizados por nuestro grupo en ratas cirréticas con ascitis
identificaron el GLM como la fuente principal de activacion del sistema inmune al
interaccionar con las bacterias de origen entérico. Estas células inmunitarias activadas
en el GLM se expandian y alcanzaban posteriormente la sangre periférica por
recirculaciéon (Mufioz et al., 2005). Esto contrasta con la situacién encontrada en nuestro
actual trabajo en ratas con cirrosis sin ascitis, donde la recirculacién de las células
inmunes activadas en los GLH, y no en los GLM, parece ser la fuente principal de las
células activadas del sistema inmune presentes en la sangre. Este punto de vista se
sustenta, en primer lugar, en el hecho de que los antibiéticos no absorbibles
administrados a las ratas con cirrosis compensada devuelven la respuesta
proinflamatoria a niveles basales en el GLM, pero no en GLH ni en la sangre periférica,
y, en segundo lugar, en la existencia de una correlacién directa entre las células Th
recientemente activadas y los monocitos inflamatorios presentes en la sangre

periférica y los GLH.

De este modo, las células inmunitarias activadas que abandonan el GLH y recirculan
por la sangre periférica explican la activacién inmune observada en las ratas con

cirrosis compensada.

5. Cirrosis por CCl; en rata: un modelo para el estudio de las

alteraciones del sistema inmune en la cirrosis

En el modelo experimental empleado en este estudio, la induccion de cirrosis
compensada en rata se realiza mediante la administracion intragastrica semanal de
CCly, (Proctor et al., 1982; Runyon et al., 1991). A largo plazo, este modelo reproduce algunas
de las caracteristicas mas relevantes de la cirrosis humana, como la hipertension
portal, el sindrome de circulacion hiperdinamica, la formacién de ascitis y la TBI a los
GLM (Vorobioff et al., 1983; Vorobioff et al., 1984; Fernandez-Muiioz et al., 1985; Jiménez et al., 1985;
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Caramelo et al., 1986; Reichen et al., 1988; Jiménez et al., 1992; Llovet et al., 1994; Garcia-Tsao et al., 1995;
Casafont et al., 1997).

Este modelo de CCl, ha sido una herramienta de gran utilidad para determinar tanto
los mecanismos patogénicos de la cirrosis como para la caracterizacion de sus
alteraciones inmunoldgicas (Muioz et al., 2005), debido a su gran paralelismo con el
estado proinflamatorio sistémico descrito en pacientes (Albillos et al., 2004b), lo que

demuestra la validez del modelo.

Es importante destacar que a diferencia de otros hepatotéxicos, el CCl, no es téxico
per se, sino que sus efectos toxicos son atribuibles a la generacion del radical reactivo
triclorometil tras ser metabolizado por la citocromo P4502E1, lo que produce la
peroxidacion lipidica y el dafio hepatico celular (Manibusan et al., 2007; Wong et al., 1998). La
intoxicacion con CCl, dafia los hepatocitos de forma secuencial, provocando un dafo
hepatico agudo (2-3 semanas de intoxicacion) con necrosis e inflamacion y fibrosis (4-
6 semanas), que desemboca en la conexién de las estructuras vasculares que
alimentan y drenan los sinusoides hepaticos, desarrollando cirrosis a las 8-12
semanas del tratamiento (Tamayo., 1983; Tsukamoto et al., 1990; Constandinou et al., 2005). El
dafo hepatico es pues atribuible a la respuesta inflamatoria que se origina por los
radicales libres formados en el higado por el metabolismo del CCl, y la activacion

simultanea de las células no parenquimales (Williams et al., 1990).

Es mas, independientemente de la especie a la que se le administre (rata o ratén) o de
la via de administracion (intragastrica, oral, intraperitoneal...), esta ampliamente
documentado que, transcurridas entre 8 y 12 semanas, los animales desarrollan una
cirrosis bien establecida (Cabre et al., 2000; Claria et al., 2005; Constandinou et al., 2005; Chang et al.,
2005; Domenicali et al., 2009; Sobrevals et al., 2010)

El hecho de que el CCl, so6lo pueda ser metabolizado por la citocromo P4502E1,
presente unicamente en higado, sirve también para descartar que la administracion
intragastrica del CCl, pueda ser danina para la mucosa del tracto gastrointestinal,
incrementando su permeabilidad y/o favoreciendo el paso de enterobacterias a los
GLM por un mecanismo diferente al de la cirrosis, previo a la aparicion de ascitis. De
hecho ya esta demostrado que la administracion intragastrica de 3 dosis de CCl; no
causa cambios significativos en la histologia, la permeabilidad o la motilidad intestinal

en ratas Sprague-Dawley (LLovet et al., 1994, Albillos et al., 2001b).
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No obstante, dado que tratamos de demostrar la existencia de inflamacion en fases
tempranas en la evolucion de la cirrosis, caracterizamos el estado de activacién de las
células del sistema inmune en sangre, GLM y GLH, tras la administracion intragastrica

de 3 unicas dosis de CCl,, para descartar un posible efecto directo del toxico.

La inflamacion observada en nuestro modelo experimental a nivel sistémico se puede
atribuir a la cirrosis y no a una respuesta inflamatoria del higado a la administracion del

CCly4 por 3 razones fundamentales:

i) No hay anomalias sistémicas en el sistema inmunolégico después de un corto curso
de CCl, intragastrico. El fenotipo y estado de activacion de las distintas
subpoblaciones celulares de sangre periférica no mostraron cambios estadisticamente
significativos. Esta demostrado que una unica dosis de CCl, puede conducir a dafio
hepatico agudo, caracterizado por esteatosis, necrosis y apoptosis hepatocitaria
(Tamayo., 1983; Hartley et al., 1999, Iredale et al., 1998), sin embargo, se necesitan al menos 4
semanas de administracion del téxico para que se desarrolle la fibrosis hepatica (Iredale
et al., 1998; Teixeira et al, 2006). Tras la administracién durante 3 semanas del CCl,
observamos una respuesta inflamatoria leve en el GLH, pero no en el GLM o la sangre
periférica. Este hallazgo coincide con los resultados de otros laboratorios que indican
ausencia de dafos en la pared intestinal, sin TBI, en ratas que recibieron un corto
tratamiento de CCl, por via oral (LLovet et al., 1994). La ligera activacién de las células Th
de los GLH corrobora, una vez mas, el efecto hepatico localizado del CCl, tras ser
metabolizado por la citocromo P4502E1. Es mas, la incipiente activacion de las células
mononucleares residentes de los GLH en fases tan tempranas del tratamiento con
CCl, apoya el papel de estos ganglios como primer foco en el que se activan las

células inmunitarias en la cirrosis.

i) La inflamacién sistémica en otros modelos experimentales de cirrosis, como la
cirrosis biliar, proporciona apoyo adicional, ya que une la respuesta inflamatoria
detectada en la sangre periférica con el desarrollo de la cirrosis y no con la toxicidad
del CCl4. De hecho, la activacion de los monocitos circulantes y de las células Th se ha
demostrado en ratones y ratas con cirrosis inducida por la ligadura de los conductos
biliares (Kerfoot et al., 2006; Albillos et al., 2010)
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iii) La falta de transaminitis significativa en nuestras ratas con cirrosis, indicativo de
inflamacién severa y necrosis hepatocelular, habria debilitado nuestro modelo y el

vinculo propuesto entre la inflamacion sistémica y cirrosis.
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Conclusiones

Los resultados del presente estudio realizado en ratas con cirrosis compensada

inducida por CCl, permiten concluir que:

1.

La expansion en sangre periférica de células activadas del sistema inmune
(linfocitos T y monocitos) y el aumento en el nivel de citoquinas
proinflamatorias circulantes se observa desde la fase compensada de la
cirrosis experimental.

La activacion de las células T y monocitos en ratas con cirrosis compensada
coexiste en el compartimento sanguineo y en los ganglios de drenaje del
higado (GLH) y del intestino (GLM).

El paso de productos bacterianos de origen entérico desde la luz intestinal a los
ganglios linfaticos mesentéricos ocurre desde la fase compensada de la cirrosis
experimental, en los que genera una respuesta inflamatoria de ambito local.

La activacién de las celulas del sistema inmune en los ganglios de drenaje del
higado es la principal fuente de inflamacién sistémica en las ratas con cirrosis

compensada.
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INTRODUCCION

Clésicamente se ha considerado que la participacion del
sistema inmunitario en la cirrosis se restringia a 2 aspec-
tos: la etiopatogenia de la necrosis hepatocitaria y la hi-
pergammaglobulinemia y la elevada predisposicién a in-
fecciones bacterianas que presentan algunos de estos
pacientes. Por ello, los estudios realizados se centraron en
analizar las bases celulares de la alteracion del sistema in-
munitario en esta enfermedad. Se observé que las células
T presentaban diferentes patrones de secrecion de citoci-
nas que favorecian la diferenciacién de los linfocitos B a
células plasmadticas productoras de distintos isotipos de
inmunoglobulinas en funcién de la etiologia de la
cirrosis'. Otros grupos encontraron una reducida capaci-
dad fagocitica en los monocitos de los pacientes mds sus-
ceptibles a las infecciones, una sensibilidad aumentada de
estos monocitos al estimulo con componentes de la pared
bacteriana y alteraciones en la actividad citotéxica de las
células natural killer (NK) de estos pacientes. También se
realizaron diversos estudios encaminados a analizar des-
criptivamente pardmetros inmunolégicos tales como la
distribucion de subpoblaciones linfocitarias, la activacion
leucocitaria y la expresion de moléculas de adhesion de-
tectada en la sangre periférica o los valores séricos de
mediadores solubles.

En los dltimos afios, este concepto de cirrosis se ha modi-
ficado y ampliado, y se ha pasado a considerar que las al-
teraciones del sistema inmunitario observadas en los pa-
cientes con cirrosis no son sélo una consecuencia del
dafio hepatico, sino que también participan en la etiopato-
genia, la progresién y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad. En este sentido se ha demostrado que, inclu-

Correspondencia: Dr. A. Albillos Martinez.

Servicio de Gastroenterologia. Hospital Ramén y Cajal.
Ctra. de Colmenar, km 9,100. 28034 Madrid. Espaiia.
Correo electrénico: aalbillosm@meditex.es

so cuando ya se encuentra establecida, la cirrosis es un
proceso dindmico en el que el sistema inmunitario se en-
cuentra sometido a una estimulacién anormal que pudiera
favorecer su participacion en la elevada predisposicion a
infecciones bacterianas, en las alteraciones hemodindmi-
cas o en la respuesta inflamatoria del higado y de otros
drganos.

Desde un punto de vista tedrico, varios son los mecanis-
mos etiopatogénicos potencialmente implicados en la al-
teraciéon del sistema inmunitario en la cirrosis. Entre
ellos: a) la intolerancia a antigenos propios, esto es, una
respuesta autoinmunitaria; b) la modificacion de los pro-
pios antigenos hepdticos por virus hepatotropos o toxicos;
o ¢) por las alteraciones del medio interno debidas a ano-
malias metabdlicas y neuroendocrinas propias de la insu-
ficiencia hepdtica y, por ultimo, d) agentes o productos
bacterianos que hayan accedido al organismo del paciente
cirrético. En la cirrosis existe una tasa elevada de translo-
cacion bacteriana a los ganglios linfaticos mesentéricos y
un aumento de la permeabilidad intestinal>®, por lo que
nos centramos en el potencial impacto del acceso de los
gérmenes entéricos al organismo y de su interaccién con
el sistema inmunitario del paciente con cirrosis.

TRANSLOCACION BACTERIANA EN LA CIRROSIS

La cirrosis avanzada, experimental y humana, se caracte-
riza por una alta tasa de translocacién bacteriana a los
ganglios linfaticos mesentéricos secundaria a dafio en la
barrera intestinal>*. Se ha constatado en cirrosis experi-
mental y humana el sobrecrecimiento de los microorga-
nismos de la luz intestinal, una elevada permeabilidad de
la barrera intestinal y un sistema inmunitario alterado en
el territorio esplacnico.

Tanto los pacientes como los modelos experimentales de
cirrosis presentan alteraciones en la funcién motriz coor-
dinada del intestino delgado, probablemente por una ele-
vada actividad adrenérgica, lo que genera un retraso en el
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transito intestinal y favorece el sobrecrecimiento de las
enterobacterias en la luz del intestino®. Se ha propuesto
que el estrés oxidativo en la pared intestinal, la elevada
actividad del sistema nervioso simpdtico y la elevada pro-
duccion de 6xido nitrico son algunos de los factores que
podrian favorecer la dismotilidad intestinal en la cirrosis.
La cirrosis también se asocia con alteraciones estructura-
les y funcionales de la mucosa intestinal que podrian in-
crementar la permeabilidad del intestino. No existen evi-
dencias experimentales claras que confirmen si la
congestion de la mucosa, la inflamacién de la submucosa
o el edema que se producen en la pared intestinal en la ci-
rrosis son la causa o el resultado de la translocacién bac-
teriana. Estudios en modelos experimentales de cirrosis
han determinado que se produce un estrés oxidativo en la
mucosa del intestino delgado caracterizado por una eleva-
da actividad xantina oxidasa y un estado antioxidante al-
terado, una incrementada peroxidacién lipidica del borde
en cepillo y un transporte intestinal anormal®, que son
cambios similares a los observados en otros modelos ex-
perimentales con elevadas frecuencias de translocacion
bacteriana.

El concurso de estos 2 mecanismos, sobrecrecimiento
bacteriano y aumento de la permeabilidad intestinal, en
un individuo inmunocompetente no es suficiente para el
establecimiento de la translocacién bacteriana, dado que
el sistema inmunitario es capaz de captar las bacterias y
transportarlas al ganglio linfatico mesentérico de drenaje,
donde se activa una respuesta inmunitaria local que aclara
los microorganismos y evita su proliferacién y su poste-
rior entrada en la circulacién. Sin embargo, la reducida
capacidad bacteriostética y opsonica en el suero, asi como
el defecto en la capacidad fagocitica de los neutréfilos y
en la efectora de otras células inmunocompetentes que
presentan tanto los pacientes como los modelos experi-
mentales de cirrosis, podria favorecer la llegada de estas
bacterias al ganglio linfatico mesentérico y su paso a la
circulacion. Estudios en modelos experimentales han de-
mostrado reducidas cantidades de las proteinas del com-
plemento en el suero de ratas cirréticas con ascitis, lo que
deterioraria la capacidad fagocitica y opsonica del siste-
ma inmunitario. Esto también se ha detectado en pacien-
tes cirrdticos, en los que, ademds, se correlacionaba con
una reducida capacidad de sintesis de proteinas del higa-
do. Asimismo, la hiperemia espldcnica que acompana a la
hipertension portal en la cirrosis altera el rodamiento, la
adherencia y la migracién de las células fagociticas, lo
que dificulta ain mas el aclaramiento de las bacterias.

FUNDAMENTOS DE LA RESPUESTA INMUNITARIA
CONTRA LOS PATOGENOS

Hay numerosos indicios de que los productos bacterianos
entéricos podrian promover la activacion del sistema in-
munitario en la cirrosis. En este sentido se ha demostrado
la relacion entre la activacion del sistema inmunitario y la
translocacion de bacterias a los ganglios linfaticos mesen-
téricos, la reduccion de este estado de activacion tras la
descontaminacion intestinal con antibidticos y su asocia-

2  Gastroenterol Hepatol. 2006;29(Supl 1):1-4

cién con un elevado riesgo de infecciones bacterianas es-
pontdneas en los pacientes con elevada concentracién
plasmdtica de proteina de unién al lipopolisacarido (/ipo-
polysaccharide binding protein, LBP)®10,

Una vez que las bacterias atraviesan la pared intestinal,
son detectadas por las células de la estirpe monocito-den-
dritica localizadas en la ldmina propia de la mucosa del
intestino, que se activan y fagocitan los microorganis-
mos'!. Pero no sélo las bacterias son capaces de provocar
la activacién de las células fagociticas, también los pro-
ductos bacterianos son capaces de generar una respuesta
innata local'?. Esta activacién de la respuesta innata de-
pende del reconocimiento especifico de moléculas alta-
mente conservadas en la superficie de los patégenos, de-
nominadas «patrones moleculares asociados a patégenos»
(pathogen-associated molecular patterns, PAMP), entre
los que se encuentra, por ejemplo, el lipopolisacarido
(LPS, endotoxina) bacteriano, que la mayor parte de las
células mononucleares reconocen por medio de recepto-
res de reconocimiento de patrén policlonales'. De éstos,
existe una familia de 11 receptores identificados reciente-
mente que reciben el nombre de receptores de tipo Toll
(Toll like receptors, TLR), de los cuales los TLR 2,4y 9
son los mds relevantes. El LPS, componente de la pared
celular de bacterias gramnegativas transportado en plas-
ma por el LBP, se une al receptor CD14 que expresan los
monocitos, lo que, a su vez, facilita la posterior interac-
cién de ambas moléculas con el TLR 4 en la superficie de
estas células. La sefializacién por esta via induce en los
monocitos la activacién del factor de transcripciéon NF-
kB, lo que desemboca en la liberacién de citocinas proin-
flamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF) o,
la interleucina (IL) 1P y la IL-6, y de quimiocinas, la libe-
racién del dominio extracelular del receptor CD14 y la
expresion de moléculas coestimuladoras como el CD80 y
el CD86 y de moléculas de MHC I y II.

Tras la activacién y fagocitosis de las bacterias por las cé-
lulas de la estirpe monocito-dendritica, éstas migran al
ganglio linfatico mesentérico local, donde presentan los
péptidos proteinicos de las enterobacterias ya procesados
a las células T virgenes, que se encuentran continuamente
recirculando por los 6rganos linfoides secundarios. Si las
células T cooperadoras reconocen su antigeno especifico,
se activan. También las células B dejan de recircular por
los ganglios linfaticos cuando encuentran su antigeno es-
pecifico, y quedan alli retenidas. La interaccién con las
células T cooperadoras activadas favorece la activacion
de las células B, y se establece asi lo que se conoce como
un foco primario de expansion clonal, en el que ambos ti-
pos de linfocitos proliferan. Parte de las células T coope-
radoras activadas quedan retenidas en el ganglio linfatico
mesentérico, mientras que otras salen a la circulacién
para desde alli, guiadas por quimiocinas y moléculas de
adhesion recién expresadas, alcanzar el tejido periférico
inflamado de donde procedia el antigeno que las activé™.

Una de las citocinas liberadas como consecuencia de la
presentacion antigénica en el ganglio linfatico mesentéri-
co es el TNFo. El TNFo posee una funcién reguladora en
la superficie de las células accesorias, los linfocitos T, B
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y NK, y las células polimorfonucleares. Esta citocina,
ademads, es capaz de producir estrés y dafio en las células
parenquimatosas que causan la generacién de reactantes
inflamatorios. E1 TNFo. también ejerce una accién morfo-
génica en los ganglios linfaticos, que favorece la coopera-
cion entre células accesorias, macréfagos y linfocitos. Por
lo tanto, la liberacion local de esta citocina participa en la
defensa del tejido infectado. Sin embargo, si las bacterias
consiguen burlar los sistemas de defensa y alcanzan la
sangre, los mismos mecanismos por los que el TNFo
contiene la infeccion local de forma tan eficaz pueden ser
letales a nivel sistémico. La sepsis se acompaiia de la li-
beracién masiva de TNFo y de otras citocinas proinfla-
matorias en el bazo, el higado y otras localizaciones, lo
que ocasiona la vasodilatacién y la pérdida de volumen
plasmaético por aumento de la permeabilidad vascular que
conducen, en ultima instancia, al shock.

CONTRIBUCION DE LAS BACTERIAS ENTERICAS
A LAS ALTERACIONES DE LOS MEDIADORES
SOLUBLES DEL SISTEMA INMUNITARIO

EN LA CIRROSIS

En la cirrosis, principalmente en sus fases mas avanzadas,
se ha objetivado un aumento de citocinas proinflamato-
rias, en particular TNFoa8101517 Las ratas cirréticas con
traslocacion bacteriana muestran mayor concentracion sé-
rica de esta citocina que aquellas sin traslocacion®. Asi-
mismo, los pacientes cirréticos con mds TNFo en los
ganglios mesentéricos son los que también presentan ma-
yor concentracioén circulante de esta citocina®. Estas rela-
ciones indican que la producciéon mesentérica de TNFo
contribuye a incrementar su cantidad circulante en la ci-
rrosis y sefialan la relevancia patogénica que en este au-
mento desempefian las bacterias entéricas.

Los pacientes cirréticos en los que el paso a la circulacién
de LPS y de productos bacterianos es mds frecuente son
los que presentan concentraciones séricas mas elevadas de
TNFa, IL-6 y otras citocinas proinflamatorias y las ano-
malias hemodindmicas mds acentuadas. Estos pacientes se
identifican por un aumento de LBP circulante o por la pre-
sencia en sangre de ADN bacteriano”!7""°. De hecho, los
pacientes cirrdticos con ascitis en los que se encuentra au-
mentada la concentracién sérica de LBP presentan mds ci-
tocinas proinflamatorias circulantes’. La descontamina-
ci6én intestinal con norfloxacino en pacientes cirréticos
normaliza la concentracion sérica de LBP y reduce la cir-
culacidn de citocinas, lo que sustenta la importancia de las
bacterias entéricas en la patogenia de estas alteraciones’.
Otros mediadores solubles que se encuentran elevados en
la cirrosis, incluso en ausencia de infeccién bacteriana
clinicamente evidente, son la IL-1P, la IL-8, el interferén
(IFN) v, la IL-12 y la IL-18, receptores solubles como el
STNFRI y el sTNFRII, el receptor de la IL-1B y el de la
IL-6 y citocinas antiinflamatorias como la IL-107!>16, Di-
versas evidencias clinicas y experimentales sefialan que
las elevadas concentraciones de estos mediadores solu-
bles pueden contribuir al mantenimiento o incluso al pro-
greso de la enfermedad, y con ello al desarrollo de sus

manifestaciones mas caracteristicas, como el sindrome de
circulacién hiperdindmica y la ascitis.

Es importante resefar que los pacientes y los modelos ex-
perimentales de cirrosis con un estado proinflamatorio
sistémico mds acentuado son los que muestran un mayor
deterioro hemodindmico®’. El nexo entre ambas alteracio-
nes probablemente sea la capacidad del TNFo. y de otras
citocinas proinflamatorias de estimular la sintesis endote-
lial de 6xido nitrico, lo que contribuye a agravar la vaso-
dilatacién sistémica y el estado circulatorio hiperdinami-
co en la cirrosis. A su vez, demuestra la relacion de las
bacterias entéricas con estas alteraciones el hecho de que
la administracién de norfloxacino reduce la translocacién
de bacterias gramnegativas a ganglios linfaticos mesenté-
ricos, la concentracion sérica de TNFo y la actividad de
la 6xido nitrico sintetasa endotelial e inducible de la aorta
en ratas cirréticas®, y disminuye la concentracién sérica
de nitratos y nitritos y atenda el estado circulatorio hiper-
dindmico en pacientes con cirrosis’?!.

CONTRIBUCION DE LAS BACTERIAS ENTERICAS
A LAS ALTERACIONES DE LOS ELEMENTOS
CELULARES DEL SISTEMA INMUNITARIO

EN LA CIRROSIS

Una profunda alteracién en la distribucién y el estado de
activacion de las células inmunitarias subyace en el au-
mento de mediadores solubles del sistema inmunitario in-
flamatorio observado en pacientes y en modelos experi-
mentales de cirrosis'®!. Dicha alteracién se caracteriza
por la polarizacién Thl de las células T circulantes a la
produccién de IFNY, y la activacién de los monocitos a la
secrecién de TNFo. La poblacién de monocitos circulan-
tes se encuentra significativamente expandida y exhibe
una mayor expresiéon de moléculas de MHC de clase II,
asi como de moléculas de membrana implicadas en la ac-
tivacién de los linfocitos T y en la regulacion del trafico
sanguineo y de la distribucién celular. El compartimento
de células T circulantes se encuentra retraido. En el caso
de las células Th, esta disminucién ocurre principalmente
a expensas de las células virgenes y en el de las células T
citotdxicas, a expensas tanto de las células virgenes como
de las activadas/memoria'®!’.

Este estado de activacion del sistema inmunitario infla-
matorio a nivel sistémico se inicia en el territorio esplac-
nico como consecuencia de la interaccion de las células
inmunitarias del ganglio linfitico mesentérico con las
bacterias o productos bacterianos de origen entérico que
se translocan!®. Ello produce una respuesta de los brazos
innato y adquirido del sistema inmunitario entérico, tal y
como lo demuestra la intensa expansién y activacion de
las células T y B y los monocitos. Posteriormente, la re-
circulacién de estas células inmunitarias activadas extien-
de la inflamacidn a la circulacién sistémica. Esta afirma-
cion se sustenta en la ausencia de signos de activacién de
las células del sistema inmunitario en los ganglios linfati-
cos periféricos, como los axilares, carentes de relacion de
drenaje con el lecho esplacnico; en los perfiles inmunofe-
notipicos de las células T de los ganglios linfaticos me-

Gastroenterol Hepatol. 2006;29(Supl 1):1-4 3
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sentéricos y de sangre periférica, y en la mayor intensidad
de la activacion de las células inmunitarias en el ganglio
mesentérico que en la circulacién periférica. La desconta-
minacion intestinal con antibidticos atenda estas altera-
ciones en la distribucion y el estado de activacioén de las
células del sistema inmunitario mesentérico y sistémico,
lo que indica la relevancia del estimulo bacteriano de ori-
gen entérico en su patogenia'®!?,
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CORRESPONDENCE

Systemic Effects of TNF-« Secreted by Circulating Monocytes and Fatigue in Cirrhosis

To the Editor:

We read with interest the article by Kerfoot et al. describing a
1.8-fold expansion of circulating monocytes activated to tumor
necrosis factor a (TNF-a) production 10 days after bile-duct re-
section in mice, and the accompanying editorial.":2 Notably, acti-
vated monocytes are recruited into brain tissue by abnormally
activated endothelial cells with subsequent activation of resident
macrophages to TNF-a production. The authors hypothesize that
the TNF-a delivered to the brain might contribute to the sickness
behavior of cholestasis. We would like to point out that the key
finding of Kerfoot’s study, i.e., an expansion in peripheral blood of
TNF-a-secreting monocytes capable of infiltrating somatic tis-
sues, is a characteristic shared by human and experimental cirrho-
sis,®5 a disease in which fatigue is a prominent feature.® In rats with
CCly cirrhosis and patients with cirrhosis, numbers of TNF-a-
secreting monocytes in peripheral blood increase by 45- and 26-
fold, respectively. The marked increase in TNF-a-secreting
monocytes is accompanied by polarization of the T-helper cell
compartment toward a Th1 pattern of activation with increased
interferon-y production.> Expansion in the peripheral blood of
these abnormally activated immune cells leads to increased serum
levels of proinflammatory cytokines, including TNF-q, interfer-
on-v, interleukin (IL)-13, and IL-6.5-7:8 Experimental and clinical
data have shown that immune cell activation initiates in the mes-
enteric lymph nodes and is promoted by gut bacterial transloca-
tion.%>8 Thereafter, the activated monocytes and T lymphocytes
gain access to the peripheral blood by recirculation. Thus, the
notion proposed in Kerfoot’s article and the accompanying edito-
rial would need to be explored in cirrhosis to establish the infiltra-
tion of brain tissue by activated monocyte/macrophages and their
potential role in the pathogenesis of associated fatigue. In addition,
we would like to draw attention to the possibility that the marked
systemic inflammation demonstrated in cirrhosis may also be in-
volved in the pathogenesis of fatigue, a proposal based on a com-
bination of several known mechanisms including: (1) the combined
direct effects on the brain of circulating pro-inflammatory cyto-
kines elevated in cirrhosis, such as TNF-q, interferon-vy, IL-1f,
and IL-6; and (2) the direct skeletal muscle disturbance with in-
creased proteolysis of muscle fibers provoked by TNF-a alone, or in
combination with other cytokines such as interferon-y.? Immuno-
logical mechanisms underlie the pathogenesis of cholestasis and
liver cirrhosis, and their complications including fatigue.!-5:8:10
Their unsuspected role in liver diseases, that were not previously
considered immune-mediated, points to immune components as
novel targets in translational medicine efforts directed to broaden
therapeutic options.
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Reply:

We appreciate the interest and points raised by Albillos and col-
leagues concerning our recent publication. We are very familiar with
the body of literature identifying an increase in circulating TNF-a
levels and numbers of TNF-a-producing monocytes in the setting of
cirthosis (and fully recognize the important contributions made by
these authors in this area).!> Although we feel that our identification of
similar findings in mice without cirrhosis is important, we do not feel
that this is the “key finding” of our studies. We have identified that
circulating TNF-a-producing monocytes are capable of interacting via
specific adhesion molecules with activated endothelial cells, and sub-
sequently infiltrating a tissue other than the liver, in the setting of
experimental liver disease. Moreover, we have demonstrated in chole-
static mice that infiltration of the brain by TNF-a-secreting mono-
cytes is associated with resident tissue macrophage (i.e., microglia)
activation and TNF-a production within the brain, and suggest that
cytokines produced by these activated immune cells may be able to
alter the normal function of the tissue in which they are produced (z.e.,
change neurotransmission to induce fatigue). We do recognize, how-
ever, that cytokines released within the circulation are able to commu-
nicate with the brain (either directly or indirectly) to induce behavioral
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Hepatology

The biological response modifier AM3 attenuates the
inflammatory cell response and hepatic fibrosis in rats

with biliary cirrhosis

Agustin Albillos,"** Ménica Nieto,'* Marfa Ubeda,“}3 Leticia Mufioz,' Benito Fraile,”
Eduardo Reyes,'? Lourdes Lledd,” Ignacio Blanco,® Oscar Pastor,” Clara Salas,®

Margaret Lario,'* Jorge Monserrat,'* Ramén Bataller, Melchor Alvarez-Mon

ABSTRACT

Background An inflammatory immune system response
ensues in the liver and in the systemic circulation in
cirrhosis, where it contributes to hepatic fibrosis and
peripheral vasodilation. Modulation of the inflammatory
response without increasing susceptibility to infection is
a therapeutic target in cirrhosis. AM3 is a low-toxicity
biological response modifier with regulatory effects on
innate and adaptative immunity, and the ability to
normalise the production of tumour necrosis factor

o, (TNFau).

Aims This was an experimental study to investigate the
effects of oral AM3 on the systemic and hepatic
inflammatory response, liver fibrosis and on the
haemodynamic abnormalities of portal hypertension in
rats with biliary cirrhosis.

Design Bile-duct ligated rats received a 3-week oral
course of AM3 or placebo.

Results In cirrhotic rats, AM3 blunted the inflammatory
switch of circulating and intrahepatic monocytes and
T-cells to TNFet and interferon y (IFNy) production,
respectively. AM3 modified the intrahepatic polarisation
pattern of the regulatory cytokines, decreasing the
mRNA expression of transforming growth factor B1
(TGFB1), interleukin 4 (IL4), and IFNv, and increasing
that of IL10. Total and IFN'y-producing natural killer (NK)
cells were lowered by AM3 in the peripheral blood and
liver of cirrhotic rats. The immunomodulatory effects of
AM3 led to reduced hepatic fibrogenesis in cirrhotic rats,
as shown by decreased area of liver fibrosis,
hydroxyproline content and mRNA expression of
procollagen a.1(l). Besides, AM3 lowered portal pressure
and systemic hyperaemia.

Conclusions The biological response modifier AM3
reverses the concurrent inflammatory immune system
activation in peripheral blood and liver of experimental
established cirrhosis, which results in reductions of hepatic
fibrosis, portal pressure and peripheral vasodilation.

INTRODUCTION

Hepatic inflammation to repeated injury and repair
is at the root of hepatic fibrosis." The inflammatory
process that results from injury is characterised by
the production of soluble mediators, including
cytokines.? Prior clinical and experimental evidence
indicates that the inflammatory response in
cirrhosis is not restricted to the liver, but extends to
the systemic circulation. Thus, patients and animal
models of cirrhosis show a marked increase in pe-
ripheral blood of tumour necrosis factor oo (TNFa)-

Gut 2010;59:943—952. doi:10.1136/gut.2008.168831

1,3,10

Significance of this study

What is already known about this subject?

» An inflammatory response with production of
cytokines is present in the systemic circulation
of experimental models and patients with
cirrhosis.

» The combined effects on the tissues of
cytokines and infiltrating immune system cells
contributes to the progression of hepatic
inflammation and fibrogenesis and to the
haemodynamic derangement of cirrhosis.

» AM3 is a bhiological response modifier with
regulatory effects on innate and adaptative
immunity in experimental and clinical models
of inflammation and disease.

What are the new findings?

» Concurrent proinflammatory polarisation of the
monocyte and T lymphocyte compartments in
peripheral blood and liver of rats with biliary
cirrhosis.

» Reversibility of the inflammatory immune
system activation at the hepatic and systemic
level by oral treatment with the biological
response modifier, AM3.

» Immune system reprogramming by AM3 amelio-
rates hepatic inflammation and fibrosis, portal
hypertension and associated haemodynamic
abnormalities.

How might it impact on clinical practice in the

foreseeable future?

» Modulation of the immune system response
might improve outcomes in cirrhosis, and
constitute a novel therapeutic strategy.

secreting monocytes, polarisation of the T-helper
(Th) cell compartment towards a Th1l pattern of
activation with increased interferon 7y (IFNY)
production and elevated serum proinflammatory
cytokines.>® This state determines that the com-
bined effects on the tissues of cytokines and
infiltrating activated immune system cells could
contribute to the progression of hepatic inflamma-
tion and fibrogenesis and to the complications of
cirthosis.”~” Specifically, the intense lipopolysac-
charide (LPS)-driven cytokine release observed in
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advanced cirrhosis aggravates portal hypertension and peripheral
vasodilation, and worsens patient survival.

Given the pathogenic role of inflammation in tissue damage
and in the haemodynamic derangement of cirrhosis, modulation
of the inflammatory response is a therapeutic target. Attempts
at this have included intestinal bacterial decontamination,
which reduces the passage of bacterial products, such as LPS,
to the systemic circulation, decreases TNFo production by
activated immune system cells, and attenuates peripheral vaso-
dilation.*”® ™ Development of resistant bacterial strains and
opportunistic infections preclude the long-term use of antibiotics.
An alternative is the use of agents able to target pathogenically
relevant cytokines, such as TNFa. Anti-TNFo antibodies down-
regulate endothelial activation and improve peripheral vasodilation
in rats with portal hypertension or cirrhosis.” ** ** However, most
drugs targeted at TNFa: also block bioavailable TNFa. produced by
monocytes and T cells," ™ increasing susceptibility to bacterial
infection.'® AM3 is a biological response modifier with a low
toxicity profile,'” '® whose active ingredients are a glycoconjugate
composed of an ¢-glucomannan polysaccharide from Candida utilis
and the storage protein Ricc3 from Ricinus communis.'® AM3 shows
a wide range of regulatory effects on innate and adaptive immunity
in experimental and clinical models of inflammation and
disease.”""%* In these settings, AM3 normalises the production of
TNE a'24 25

The present study first investigates the effects of oral treatment
with AM3 on the systemic and hepatic inflammatory response in
rats with established biliary cirrhosis. Hepatic inflammation acti-
vates stellate cells and collagen production; if iterative, this process
leads to hepatic fibrosis and portal hypertension. Our second
aim was, therefore, to assess the impact of AM3 treatment on
liver fibrosis and the haemodynamic abnormalities of portal
hypertension.

MATERIALS AND METHODS

Animal model

Cirrhosis was induced in male Wistar rats (140—160 g initial
weight) by transecting the common bile duct between two
ligations under isoflurane anaesthesia (Forane; Abbott Labora-
tories, Madrid, Spain). Experiments were performed 6 weeks
after bile duct ligation (range, 40—46 days) to allow for the
development of cirrhosis with ascites.

Study design and experimental protocols

AM3 is the non-covalent association of a phosphorylated
glucomannan from the cell wall of Candida utilis and the storage
protein Ricc3 from Ricinus communis seeds in a 5:1 proportion
(w/w), and was prepared according Patents P9900408 (Spain)
and PCT/ES99/00338.*"% The study was conducted as three
protocols designed to investigate the long-term effects of AMS3:
(1) on the activation state and polarisation pattern of cytokine
production of T lymphocytes, natural killer (NK) cells and
monocyte populations in peripheral blood and liver, as well as on
the plasma levels and hepatic expression of cytokines; (2) on
hepatic fibrogenesis; and (3) on portal pressure and systemic
haemodynamics. Eighty-five bile-duct ligated rats were rando-
mised to receive a 3-week oral course of AM3 (3 mg/kg dissolved
in 0.5 ml distilled water) or placebo (vehicle), started 4 weeks
after ligation. Mortality was 15%, and the final number of rats
included was 33 and 40 in the placebo- and AM3-treated groups,
respectively. Additionally, a control group of 32 sham-operated,
age- and sex-matched rats was randomised (1:1) to receive
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a 3-week course of AM3 or placebo, started 4 weeks after sham
surgery.

Experiments were conducted in sterile conditions in fasted
animals under isofluorane anaesthesia. In protocol 1, the
abdomen was opened, and blood (5—15 ml) withdrawn from the
inferior vena cava. Subsequently, the portal vein was cannulated,
and the liver perfused with prewarmed digestion buffer, and the
mesenteric lymph nodes (MLNs) dissected and cultured. In
protocol 2, rats were instrumented with catheters in the femoral
and carotid arteries and portal vein; a section of the liver was
harvested and fixed in formalin or snap-frozen in liquid nitrogen.

Methods

Activation state and cytokine production of peripheral blood and
intrahepatic mononuclear cells

Peripheral blood mononuclear cells were separated by Histo-
paque-1083 (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) density
gradient centrifugation. Intrahepatic mononuclear cells were
obtained by a modification of the method of Crispe.® Briefly,
perfused livers were cut into small pieces, which were digested
with media containing collagenase (Type I; Invitrogen, Paisley,
UK and type IV; Sigma-Aldrich) and DNase I (Roche,
Mannheim, Germany). The resultant liver cell suspension was
passed through a stainless mesh and centrifuged to obtain a cell
pellet depleted of hepatocytes.

Monocyte, NK and T cell subpopulations were determined in
cell suspensions from peripheral blood and liver by four-colour
immunofluorescence and quantitative flow cytometry in
a FACScalibur cytometer using Cell Quest software (Becton-
Dickinson, San Jose, CA, USA). Surface and intracellular antigen
expression were quantified using a modification of the Dako
QifiKit method (Dako A/S, Glostrup, Denmark), as described
elsewhere.® Analyses were conducted by FlowJo software (Tree
Star, San Carlos, CA, USA). Cell suspensions were incubated
with combinations of fluorescein (FITC)-, phycoerythrin (PE)-,
peridinin chlorophyll protein (PerCP)-, allophycocyanin (APC)-
and AlexaFluor647-labelled monoclonal antibodies. The rat
monoclonal antibodies (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
and Serotec, Oxford, UK) used were: CD3 (1F4), CD4 (OX-38),
CD8a. (OX8), CD134 (OX-40), CD45RC (0OX-22), NKR-P1A
(10/78) and CD11b (OX-42). After surface staining, cells were
fixed and permeabilised, and intracytoplasmic cytokines stained
with PE-labelled anti-TNFo or anti-IENy (Pharmingen, San
Diego, CA, USA), as described.® Intracytoplasmic cytokine
production was determined for T and NK cells in the presence
of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 0.05 pg/ml; Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) and ionomycin (1 pg/ml;
Calbiochem-Novabiochem Corp., San Diego, CA, USA) and for
monocytes without stimulus.® Immune cells in peripheral blood
and liver were counted in a Neubauer chamber. Absolute cell
counts were calculated by multiplying the absolute number
by the proportion of each subpopulation established by flow
cytometry.

Plasma levels of cytokines, TNFa. bioactivity in serum, endotoxin,
and liver function tests

Samples of peripheral blood were centrifuged and serum aliquots
stored at —80°C. Elisa kits (Biosource International, Camarillo,
CA, USA) were used to determine TNFo and IFNy. TNFa
bioactivity in serum was also measured using the TNFa-sensi-
tive 1929 fibroblast cell line, as described.?” Serum levels of
endotoxin were assayed using the quantitative, chromogenic
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) test (QCL-1000; BioWhittaker
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Inc, Walkersville, Maryland, USA). Serum concentrations of
bilirubin, albumin, aspartate and alanine aminotransferases,
alkaline phosphatase, and urea were measured using an auto-
matic analyser (Beckman Coulter, Villepinte, France).

Bacteriological analysis

Samples of MLN cell suspensions were plated on McConkey and
blood agar plates (Materlab, Madrid, Spain). Gut bacterial
translocation was defined as the presence of viable organisms in
the MLN cultures.

Liver fibrosis and immunostaining

Histology

Formalin-fixed liver sections were stained with haematoxylin—
eosin, and with picrosirius red for routine and fibrosis evaluation,
respectively. Histological grading was assessed as: stage 0, normal
lobular architecture; stage I, expansion of portal tracts by marginal
biliary proliferations; stage II, portal tract expansion with focal
contact between ductular proliferations of neighbouring portal
tract; stage III, portal tract expansion with broad contacts bet-
ween ductular proliferations generating hepatocyte islands; and
stage IV, biliary cirrhosis with entrapment of residual hepatocytes
by extensive ductular proliferation.?®

Immunohistochemical studies

Snap-frozen liver sections were incubated with anti-smooth
muscle a-actin (SMA) (1:500; Sigma—Aldrich), and E-cadherin
(1:100; BD Transduction Lab, BD Bioscience, San José, CA, USA)
for 30 min at room temperature. As negative controls, all spec-
imens were incubated with an isotype-matched control anti-
body. Slides were developed in liquid permanent red
(DakoCytomation).?? Values of morphometric analysis were the
mean of 10 fields taken from five liver fragments per rat, and the
area of positive staining was measured using an image analyser
(Motic Images Advanced version 3.2, Motic China Group Co.,,
Xiamen, China).

Hydroxyproline liver concentration

Hepatic collagen was measured as hydroxyproline by the tech-
nique of Bergman and Loxley with slight modifications after
hydrolysis of a 200-mg portion of liver in 5 ml of 6 N HCI at
110°C for 16 h, as previously described.®® The results were
expressed as micrograms hydroxyproline per gram liver.

RNA extraction and real time-PCR

Gene expression studies were performed as described else-
where.® Gene expression was assessed by quantitative PCR
with pre-designed Assays-on-Demand TagMan probes and
primer pairs for procollagen a.1(I), transforming growth factor
B1 (TGEB1), tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1),
interleukin 4 (IL4) and IL10, IFNY and ribosome subunit 18S.
TagMan reactions were carried out in duplicate on an ABI
PRISM 7900 machine (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Expression levels of target genes were normalised to
expression of 18S ribosomal RNA (endogenous gene). Gene
expression values were calculated based on the AACt method.
The results were expressed as 2-*2“" referred as fold-expression
compared to control livers.

Portal pressure and systemic haemodynamics

Mean arterial and portal venous pressures were measured,
respectively, through the femoral artery and superior mesenteric
vein catheters, which were connected to pressure transducers
(Lectromed Holding, St Peters, Jersey, UK), as described.'? Cardiac
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output was determined by thermodilution (Columbus Instru-
ments, Columbus, Ohio, USA), placing a thermistor in the aortic
arch and injecting a thermal indicator into the right atrium.
Cardiac index (ml/min.100 g) was calculated as cardiac output per
100 g body weight. Systemic vascular resistance (ml/min.100 g)
was calculated as mean arterial pressure divided by cardiac index.

Statistical analysis

Results are shown as mean (SD). Data were compared by one-
way ANOVA, followed by a posthoc t test (Bonferroni). The
Student t test for unpaired data was used for comparisons
among groups. Qualitative variables were analysed using
Fisher’s exact test. A value of p<0.05 was taken to denote
significance. Statistical analysis was performed using the Stat-
View package (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA).

RESULTS

Similar proinflammatory immune system response in peripheral
blood and liver in rats with biliary cirrhosis

At 6 weeks, bile-duct ligation resulted in biliary cirrhosis (figures
1 and 2), which was characterised by severe distortion of liver
architecture, massive bile duct proliferation, and entrapment of
hepatocytes by fibrotic tissue. The frequency of liver fibrogenic
cells (SMA positive) was higher in placebo-treated cirrhotic rats
compared to sham animals (figure 1). Hepatic collagen, as
quantified by the expression of procollagen a1(I) and hydrox-
yproline content, was increased in cirrhotic rats (figure 3).
Placebo-treated cirrhotic rats had elevated values of serum
aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase (table 1).
On the experimental day, placebo-treated cirrhotic rats had
ascites, and had developed elevated portal pressure and features
of a hyperdynamic circulatory state; that is, elevated cardiac
index, low mean arterial pressure and systemic vascular resis-
tance (figure 4).

Placebo-treated cirrhotic rats showed considerable expansion
(by 74-fold, p<0.001) of monocytes spontaneously activated to
TNFa. production in peripheral blood. The latter was the result
of increased frequencies of CD11b°8™ monocytes producing
TNFa (51 (14) vs 12 (9)% in sham rats, p<0.01) and expansion
of the total number of circulating CD11b"8"* monocytes (by
18-fold, p<0.001) (table 2). The expanded population of circu-
lating CD11b8"* monocytes showed signs of activation, as
defined by surface phenotype (CD4-NKR-P1A'™). As illustrated
in table 2, the population of CD11b™&"" monocytes producing
TNFa was increased by 2.2-fold in the liver of cirrhotic rats as
a consequence of the augmented frequency of TNFa producing
cells (8.7 (8.2) vs 5.6 (2.3)%, p<0.01) and increased number of
total monocytes.

Parallel analysis of the T cell compartment revealed 4- and 9-
fold increases (p<0.001) in the populations of circulating Th cells
polarised to TNFa and IFNYy production, respectively, in placebo-
treated cirrhotic compared to sham rats (table 3). Besides, the
number of CD134% Th cells, a marker of recent activation,
increased by 25-fold (p<0.001) and its percentage by 5-fold (6.8
(2.5) vs 1.3 (0.8)%, p<0.01). In agreement with the findings in
peripheral blood, the population of IFNy-producing Th cells was
expanded by fourfold (p<0.01) in the liver of cirrhotic rats.
Similar results, albeit less striking, were observed in the circu-
lating and intrahepatic population of the Tc subset (table 3).

The number of NK cells in peripheral blood and their IFNYy-
polarised subset was increased (p<0.01) by 10- and 18-fold,
respectively, in placebo-treated cirrhotic compared to sham rats
(table 3). In contrast, the liver of cirrhotic rats showed a reduc-
tion in the number of NK cells (table 3). The number of
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Figure 1 AM3 reduces fibrosis associated with biliary cirrhosis. (A) Picrosirius red staining (magnification x40). (B) Expression of smooth muscle
a-actin (SMA) (magnification x<200). Graphs show quantification of fibrosis and immunopositive cell areas by morphometry. *p<0.05 for AM3- and
placebo-treated rats with cirrhosis.

intrahepatic IFNy-producing NK cells was similar in cirrhotic TNFa. in cirrhotic rats (51 (14) vs 26 (10)%, p<0.01) (table 2).

and sham rats. Besides, AM3 diminished (p<0.001) the number of activated

(CD4~NKR-P1A"**) CD11°"8" monocytes in peripheral blood.
AM3 diminishes the peripheral blood and liver inflammatory Table 3 illustrates that AM3 significantly blunted the expansion
immune response in rats with biliary cirrhosis of recently activated CD134% Th cells (6.8 (2.5) vs 3.1 (1.3)%,

AM3 reduced, but did not normalise, the number (by 10-fold) p<0.01) and of Th cells polarised to IFNY production (5.7 (2.7)
and frequencies of circulating CD11b"8"* monocytes producing ~ vs 1.5 (0.8)%, p<0.05). Interestingly, AM3 therapy did not

Figure 2 AM3 lowers the number of
bile ducts in rats with biliary cirrhosis.
Anti-E-cadherin immunostaining was
used as a marker of bile ducts, thus
staining is exclusively observed the
epithelial cells of the hile ducts
(magnification X200, insert X600).
(A) Placebo-treated cirrhotic rats.

(B) AM3-treated cirrhotic rats.

(C) Placebo-treated control rats.

(D) AM3-treated control rats.
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Figure 3 AMS3 reduces the hepatic
collagen content in rats with biliary
cirrhosis. (A) Hepatic mRNA expression
of procollagen a1(l). (B) Hepatic mRNA
expression of tissue inhibitor of
metalloproteinase 1 (TIMP-1). (C)
Hepatic collagen measured as
hydroxyproline.
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modify the number of Th and Tc cells able to produce TNFa. on
PMA stimulation. In addition, AM3 decreased (p<0.001) the
number of circulating NK cells, including the IFNYy-producing
subset (table 3). In accordance with the effects on circulating
immune system cells, AM3 treatment reduced (p<0.001) the
increased serum levels of proinflammatory cytokines observed in
cirrhotic rats (table 4).

AMS3  treatment lowered the number of intrahepatic
CD11b"8"* monocytes activated to TNFa. production (by 2.8-
fold, p<0.001) and of those expressing NKR-P1A*™ (by 1.7-fold,
p<0.001) (table 2). Such an effect was not only due to a 1.9-fold
(p<0.001) reduction in the total number of intrahepatic
CD11b"8"* monocytes by AM3 in cirrhotic rats, but also to

Cirrhosis Sham

reductions in the frequencies of CD11b"" cells producing
TNFa (8.7 (3.6) vs 4.7 (2.8)%, p<0.01) and expressing NKR-
P1AY (31 (14) vs 20 (9)%, p<0.01). AM3 also had an impact
on the intrahepatic T cell compartment, by blunting the
expansion of recently activated Th cells (CD134%, by twofold,
p<0.05), and of Th and Tc cells polarised to IFNYy production
(by 3.5 and 5.1, p<0.001, respectively) (table 3). AM3 reduced
the number of total (by twofold, p<0.01) and IFNY-producing
(by sevenfold, p<0.001) NK cells in the liver of cirrhotic rats
(table 3).

We also investigated the effects of AM3 on the cytokine
polarisation pattern of the intrahepatic immune cell response.
The liver of AM3-treated cirrhotic rats displayed a twofold

Table 1 Weight, bacterial translocation and liver biochemical tests in placebo- and AM3-treated cirrhotic and sham rats
Cirrhotic rats Sham rats
Placebo-treated (n=26) AM3-treated (n=29) Placebo-treated (n=12) AM3-treated (n=12)
Weight (g) 306 (31) 300 (24) NS 295 (25) 284 (29) NS
Liver weight (g) 25.9 (2.4) 20.9 (1.8) P<0.001 8.8 (0.7) 8.7 (0.8) NS
Spleen weight (g) 1.92 (0.71) 1.28 (0.6) P<0.001 0.68 (0.07) 0.62 (0.06) NS
Bacterial translocation to mesenteric 6.2% 5.8% NS 0% 0% NS
lymph nodes
Endotoxin/EU/ml 0.42 (0.09) 0.39 (0.08) NS 0.10 (0.02) 0.12 (0.03) NS
Mortality 19% 17% NS 0% 0% NS
Serum bilirubin (mg/dl) 3.54 (1.31) 4.07 (1.11) NS 0.02 (0.01) 0.04 (0.01) NS
Serum albumin (g/dl) 1.42 (0.64) 1.43 (0.41) NS 2.85 (0.36) 2.98 (0.4) NS
Serum aspartate aminotransferase (IU/ml) 242 (129) 176 (77) P<0.02 41 (23) 38 (19) NS
Serum alanine aminotransferase (IU/ml) 28.7 (23) 28.3 (22) NS 24 (9) 26 (8) NS
Serum alkaline phosphatase (IU/ml) 375 (132) 228 (98) P<0.001 89 (18) 82 (16) NS
Serum urea (mg/dl) 50.1 (29) 42.7 (16) NS 27 (11) 24 (9) NS
Data from animals instrumented in protocols 1 and 2.
NS, not significant.
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decrease (p<0.01) in the mRNA expression of TGEP1, IL4 and
IENY, and a nearly twofold increase (p<0.01) in the expression
of IL10 when compared with placebo-treated cirrhotic animals
(figure 5).

Contrary to the immunomodulatory effect of AM3 in
cirrhotic rats, treatment failed to significantly modify the
circulating and intrahepatic number of activated monocytes,
and NK and T cells of control rats (tables 2 and 3).

0 y
Placebo AM3
Cirrhosis

Placcbo AM3
Sham

Placebo AM3
Sham

The immunomodulatory effect of AM3 treatment in cirrhotic rats
leads to reductions in hepatic fibrosis, portal pressure and the
haemodynamic features of a hyperdynamic circulatory state

In AM3-treated cirrhotic rats, distortion of liver architecture
was less pronounced than in their placebo-treated counterparts
(figure 1). AM3 decreased the stage of inflammation and
fibrosis from a score of 3.6 (1.4) to 2.4 (1.1) points (p<0.01).
Besides, the number of bile ducts was lower in AM3- than in

Table 2 Immunophenotypic profile of circulating and intrahepatic monocytes of placebo- and AM3-treated cirrhotic and sham rats

Cirrhotic rats Sham rats

Placebo-treated AM3-treated Placebo-treated AM3-treated

(n=14) (n=15) (n=12) (n=12)
Peripheral blood (cells/pl)
Monocytes (CD3~CD11h™9"t+) 1303 (775)* 253 (97) p<0.001 72 (66) 50 (64) NS
Activated monocytes as defined by 95 (43)* 35 (16)F p<0.001 11 (11) 9.7 (4.2) NS
surface phenotype (CD4~ NKR-P1A"Y)
Monocytes spontaneously activated to 668 (247)* 65 (39)F p<0.001 9.1 (3) 6.8 (4) NS
TNFa. production (TNFo.™)
Intrahepatic immune cell subsets (cells/liver X 1073)
Monocytes (CDS’CDbe”th) 7259 (2351)t 3634 (1020) p<0.001 4739 (1824) 4088 (1014) NS
Activated monocytes as defined by 1521 (642)* 1011 (485)§ p<0.02 742 (239) 684 (249) NS
surface phenotype (NKR-P1A"Y)
Monocytes spontaneously activated to 697 (341)1 248 (109) p<0.001 310 (180) 296 (128) NS

TNFa. production (TNFo.™)

*p<0.001 versus placebo-treated sham rats.
1p<0.01 versus placebo-treated sham rats.
$p<0.001 versus AM3-treated sham rats.
§p<0.05 versus AM3-treated sham rats.
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Table 3

Immunophenotypic profile of circulating and intrahepatic T and NK cells of placebo- and AM3-treated cirrhotic and sham rats

Cirrhotic rats Sham rats
Placebo-treated AM3-treated Placebo-treated AM3-treated
(n=14) (n=15) (n=12) (n=12)
Peripheral blood (cells/pl)
T cells (CD3™) 2110 (1155)* 1311 (773)% p<0.03 677 (354) 593 (314) NS
Total T helper (Th, CD4%) 1608 (795)* 958 (631)§ p<0.02 483 (304) 430 (372) NS
Recently activated Th (CD134%) 93 (57)* 40 (22)% p<0.01 3.6 (2.2) 5.6 (4.2) NS
Recall TNFa, production by 30.3 (14)* 24.6 (9.6)F NS 7.92 (3.4) 7.23 (3.9) NS
Th cells (TNFo. ™)
Recall IFNy production by 91 (32)* 14 (6) p<0.001 10.1 (7) 12.3 (8) NS
Th cells (IFNy™)
Total T cytotoxic (Tc, CD8™) 467 (240)* 306 (142)% p<0.03 196 (101) 147 (118) NS
Activated Tc (NKR-P1A™) 199 (87)* 101 (66)+ p<0.01 37 (21) 29 (32) NS
Recall TNFa, production by 22.7 (11)* 17.8 (9)% NS 6.86 (3.8) 6.02 (3.3) NS
Tc cells (TNFo.™)
Recall IFNy production by 87 (41)* 25 (11) p<0.001 22 (14) 26 (10) NS
Tc cells (IFNy™)
NK cells (CD3~ NKR-P1AM9"*) 1301 (789)* 537 (214)% p<0.001 120 (63) 91 (52) NS
Recall IFNvy production by 582 (243)* 142 (52)% p<0.01 31 (12) 24 (12) NS
NK cells (IFNy™)
Intrahepatic immune cell subsets (cells/liver x107%)
T cells (CD3™) 10209 (4432)* 4663 (2560) p<0.001 4618 (1918) 5504 (1601) NS
Total T helper (Th, CD4%) 6673 (2196)* 3285 (1348) p<0.001 2960 (1381) 3135 (1683) NS
Recently activated Th (CD134%) 987 (429)* 562 (236)+ p<0.01 145 (97) 133 (89) NS
Recall IFN7y production by 1736 (687)* 486 (209) p<0.001 412 (181) 391 (211) NS
Th cells (IFNy™)
Total T cytotoxic (Tc, CD8™) 2299 (1054)+ 944 (686) p<0.001 1506 (749) 1212 (925) NS
Activated Tc (CD45RC™) 1717 (846)* 708 (407) p<0.001 509 (366) 687 (427) NS
Recall IFNy production by 922 (472)* 481 (284) p<0.01 338 (179) 357 (176) NS
Tc cells (IFNy™)
NK cells (CD3~ NKR-P1AM9") 2174 (1014)* 1293 (725) p<0.01 4206 (2271) 5038 (3001) NS
Recall IFNy production by 1414 (120)* 183 (91)% p<0.001 1618 (794) 1729 (847) NS
NK cells (IFNy™)
*p<0.001 versus placebo-treated sham rats.
1tp<0.05 versus placebo-treated sham rats.
$p<0.001 versus AM3-treated sham rats.
§p<0.05 versus AM3-treated sham rats.
placebo-treated cirrhotic rats (44.126.4 vs 56.2%7.0%, DISCUSSION

p<0.001) (figure 2).

AMS3 therapy decreased (p<0.01) the fibrosis area by 1.7-fold
and the number of SMA-positive cells by 1.6-fold (figure 1). The
antifibrogenic effect of AM3 was supported by reductions
(p<0.01) by twofold in the hepatic hydroxyproline content and
by 1.6-fold in the mRNA expression of procollagen ol(I),
without changes in the TIMP-1 expression (figure 3).

AMS therapy lowered serum aspartate transaminase (AST) and
alkaline phosphatase, without modifying endotoxinaemia and
the mortality rate (table 1). Further, AM3 was associated with
areduction in portal pressure from 14.8 (1.4) to 12.3 (1.2) mm Hg
(—16.8 (5.3)%, p<0.03] (figure 4). Treatment increased mean
arterial pressure by +15.3 (7)% (p<0.01), decreased cardiac index
by —12.6 (6)% (p<0.01), and in consequence increased systemic
vascular resistance by +26.1 (12)% (p<0.01).

The findings of this experimental study in a rat model of fully
developed cirrhosis indicate: (1) concurrent proinflammatory
polarisation of the monocyte and T lymphocyte compartments
in peripheral blood and liver; (2) the reversibility of this
inflammatory immune system alteration by oral treatment with
a biological response modifier, AM3; and (3) that immune
system reprogramming by AM3 ameliorates hepatic inflamma-
tion and fibrosis, portal hypertension and associated haemo-
dynamic abnormalities.

In our experimental model, bile duct injury leads to progres-
sive portal fibrosis and finally cirrhosis, portal hypertension and
ascites. These abnormalities show a predictable and reproducible
time course after bile-duct ligation such that the model is suit-
able for testing novel therapies. It should be underscored that
our experimental design was targeted at determining the impact

Table 4 Serum level of cytokines in placebo- and AM3-treated cirrhotic and sham rats

Cirrhotic rats Sham rats

Placebo-treated (n=26) AM3-treated (n=29) Placebo-treated (n=12) AM3-treated (n=12)
TNFo (pg/ml) 66 (33)* 38 (18)F p<0.001 12 (9) 10 (8) NS
Biological activity of TNFo. (IU/ml) 378 (136)* 80 (38)F p<0.001 20 (11) 21 (12) NS
IFNYy (pg/ml) 87 (28) 25 (11) p<0.001 Below detection limit Below detection limit

Data from animals instrumented in protocols 1 and 2.
*p<0.001 versus placebo-treated sham rats.
1p<0.05 versus placebo-treated sham rats.
$p<0.001 versus AM3-treated sham rats.
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of therapy once cirrhosis is established, in an effort to approach
the clinical situation.

As far as we are aware, this is the first attempt to simulta-
neously address the activation patterns of circulating and liver-
infiltrating inflammatory cells in this model of cirrhosis. Our
results reveal a marked expansion in peripheral blood of TNFa-
secreting monocytes, T cells polarised to a Thl activation
pattern, and IFNYy-producing NK cells, which leads to increased
serum levels of proinflammatory cytokines, in agreement with
previously described findings in rats with CCly cirrhosis and
patients with cirrhosis.*~” The present work also demonstrates
that the abnormal immune system response is not restricted to
the peripheral blood compartment, since a concurrent, similar
pattern of inflammatory switch was observed in liver-infiltrating
mononuclear cells. Thus, immune system disturbance in
cirrhosis cannot be ascribed to a single compartment; rather it
constitutes a proinflammatory polarisation response of the
immune system. The inflammatory immune system plays
a pivotal role in the pathogenesis of liver fibrosis and the
haemodynamic derangement of cirrhosis.' % 3 Since plasticity
is a distinctive feature of the immune system,** we hypothesised
that the severe alterations to circulating and liver-infiltrating
mononuclear cells found in cirrhosis could be reversed by ther-
apeutic immune modulation.

AMS3  restores immune system homeostasis in chronic
inflammatory conditions such as chronic pulmonary obstruc-
tive disease, with clinical improvement in the quality of life of
the patients.'® 2! AM3 also improves the immune response to
hepatitis B vaccination in patients with immune deficiency
secondary to chronic renal failure.!” Moreover, AM3 suppresses
the overproduction of TNFa by LPS and modulates the
TLR4-induced maduration of dendritic cells in experimental
models.?® ?* % In our study, AM3 abrogated the intense
inflammatory bias of the immune system response observed in
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the peripheral blood and in the liver of cirrhotic rats. At the
hepatic level, the diminished inflammatory cell response by
AMS3 led to decreased mRNA expression of the immunoregu-
latory cytokines, TGFB1, IL4 and IENY and increased expres-
sion of IL10.

Of note, AMS3 failed to produce any immune system effects in
control rats, indicating that the biological response modifier
selectively acts on already activated inflammatory immune
system cells. Moreover, AM3 failed to interfere with the
production of TNFa by activated T cells, which plays a key
autocrine role in T cell activation and effector function.®® Since
TNFa depletion is associated with an augmented risk of infec-
tion, the absence of increased gut bacterial translocation in
AM3-treated cirrhotic rats might be related to this preserved
TNFa production by T cells. These findings reinforce the
working notion that AM3 is not an immunosuppressive drug,
but a safe biological response modifier in clinical settings of
immunocompromise, such as advanced cirrhosis.

The immunomodulatory effect of AM3 with reduction on
liver inflammation was associated with improved hepatic
fibrosis, which highlights the tight relationship between
inflammation and fibrosis. Indeed, monocyte lineage cells have
been shown to promote hepatic fibrosis, are a potent source of
the hepatic stellate cell activator TGFB1, and can regulate the
hepatic stellate cell response to platelet derived growth
factor.’”~* The improvement in hepatic fibrosis, related here to
a reduced number of activated mononuclear cells infiltrating the
liver, underscores the role of immune system cells in liver fibrosis
and their potential use as a therapeutic target.

Several studies have suggested a role of the proliferating
cholangiocytes in the induction of liver fibrosis during acute and
chronic cholestasis.** ** Interestingly, AM3 reduced the number
of bile ducts in the cirrhotic liver, and the serum activity of
alkaline phosphatase. Such a result might suggest that the
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antifibrotic effect of AM3 could be partly due to halting the
expansion of bile-duct cells and of fibrogenic myofibroblasts, and
points to a potential preferential action of AM3 on cholestatic
liver damage.

Lowered portal pressure by AM3 was the consequence of
reduction in hepatic fibrosis and in systemic hyperaemia. The
improvement in the peripheral haemodynamic derangement
observed in AM3-treated cirrhotic rats is in agreement with
current experimental and clinical evidence that LPS-driven
cytokine release in cirrhosis upregulates nitric oxide synthase,
and that associated nitric oxide overproduction mediates
peripheral arterial vasodilation.” ** It is also in agreement with
the demonstrated ability of AM3 to inhibit LPS-induced iNOS
expression in mice.>

The present findings provide proof of concept that the
biological response modifier AM3 is capable of reversing inflam-
matory immune system activation at the hepatic and systemic
level and of reducing hepatic fibrosis in experimentally estab-
lished biliary cirrhosis. Future studies should clarify the mech-
anism of action of AM3 at the cell level and address its potential
use in the design of novel immunomodulatory strategies for the
treatment of cirrhosis.
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ANSWER
From the question on page 933

The CT scan shows a target-shaped lesion representing a small
bowel intussusception (seen characteristically as a target or
sausage-shaped lesion depending on the angle of the CT beam)
below the level of the lower pole of the left kidney with asso-
ciated mesenteric lymphadenopathy. The ‘target’ represents
intussuscepted bowel within bowel, with associated mesenteric
fat seen as a low attenuation rim. At laparotomy the intussus-
ception had resolved but there were several small bowel
mesenteric lymph nodes adjacent to an area of inflammation in
the mid-jejunum. Enterotomy revealed a punched-out ulcer
which was resected (see figure 1). Histological examination of
the specimen showed villous atrophy and increased intra-
epithelial lymphocytes in keeping with coeliac disease (CD). In
addition highly atypical T cells were seen within the ulcer base,
and subsequent immunophenotyping confirmed the diagnosis of
enteropathy-associated T cell lymphoma (EATL). He subse-
quently underwent CHOP chemotherapy.

Intussusception of the small intestine, whilst common and
usually benign in children, is rare in adults and usually associ-
ated with significant pathology including malignant lesions. It is
also increasingly recognised as a transient, silent phenomenon
in association with CD in both adults and children,' with
imaging studies of treated patients showing an incidence of up
to 20%.”

Whilst intussusception can be a benign self-limiting entity in
CD, when associated with significant symptoms surgical
exploration should be considered to exclude malignancy. Indeed
a recent study suggests a higher incidence of intussusception and
other CT abnormalities in those with EATL and refractory CD.?
Although rare, EATL should be considered as a cause for intus-
susception in patients with CD.

EATL is strongly associated with CD, with a peak incidence in
the sixth decade of life. Symptoms include abdominal pain,
anorexia, diarrhoea and weight loss. EATL can occur at the time
of presentation of CD, as a cause of relapse or in refractory CD.
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Resected jejunal specimen containing a 1 cm longitudinal

Figure 1
ulcer.

Prognosis is poor despite chemotherapy, with reported survival
of only 28% at 2 years.*
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Critical Role of the Liver in the Induction of Systemic
Inflammation in Rats with Compensated Cirrhosis
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Systemic activation of the inflammatory immune system contributes to the progression of cir-
rhosis with ascites. Immune cells become activated after interacting at the mesenteric lymph
nodes (MLNs) with bacteria translocated from the gut, and thereafter reach the bloodstream
through recirculation. It is unknown whether systemic activation of the immune system is
present in compensated (pre-ascitic) cirrhosis, in which gut bacterial translocation has not
been described. The purpose of this study was to determine whether systemic activation of
the immune system initiates in rats with compensated carbon tetrachloride (CCly)-induced
cirrhosis, and if so to establish the activation site of immune cells. We studied the activation
status of immune cells in peripheral blood, MLNs, and hepatic lymph nodes (HLNs). Sys-
temic inflammation was present in rats with cirrhosis, as shown by expansion (P < 0.01) of
circulating total and inflammatory monocytes and recently activated CD134" T helper (Tj)
cells. The same populations of cells were increased (P < 0.01) in MLNs and HLNs. Bacterial
translocation was absent in rats with cirrhosis or control rats, but bacterial DNA fragments
were present in the MLNs of 54% of rats with cirrhosis. The liver was the source of activated
immune cells present in the blood, as shown by the direct correlation between activated
Ty, cells in the blood and HLNs, but not in MLNs, and the normalization by gut
decontamination with antibiotics of activated cells in MLNs, but not in the blood or HLNS.
Conclusion: In experimental cirrhosis, systemic activation of the immune system occurs
before ascites development and is driven by recirculation of cells activated in HLNs. In addi-
tion, in compensated cirrhosis, bacterial DNA fragments reach the MLNs, where they elicit a
local inflammatory response. (HeratoLoGY 2010;00:000-000)

he immune system is a complex network of with the induction of an orchestrated cascade of events
cells and molecules that plays a relevant role in  that involve activation of immune system cells and
the defense against infections through its ability production of cytokines at the systemic and/or local
to recognize and develop a response against non—self- level. Although the inflammatory response is essential
antigens.1 The effector defensive response is associated for maintaining tissue homeostasis, protecting against

Abbreviations: APC, allophycocyanin; CCly, carbon tetrachloride; FITC, fluorescein isothiocyanate; HLN, hepatic lymph node; IL-6, interlenkin-6; MLN,
mesenteric lymph node; PE, phycoerythrin; PerCR peridinin chlorophyll protein; T), T helper; TNFo, tumor necrosis factor o.
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infection, and mediating immune responses, it can
also contribute to tissue injury.

The immune system is abnormally activated at the
systemic level in patients and experimental models
with cirrhosis and ascites.”” The alteration is charac-
terized by expansion of activated lymphocytes and
monocytes in peripheral blood and an increased pro-
duction of proinflammatory cytokines.>” It has been
claimed that in cirrhosis with ascites, this systemic
inflammatory response is mainly induced and main-
tained by the interaction of cells of the immune sys-
tem with bacteria that have translocated from the in-
testinal lumen at the mesenteric lymph nodes (MLNG).
Thereafter, recirculation of activated immune cells
extends the inflammation response to the peripheral
blood.”” Activated immune cells can migrate to the
tissues and modify the function of somatic cells, such
as vascular endothelial and brain cells, and contribute
to the nonhepatic clinical expression of cirrhosis.”*!°

Despite the pivotal role of systemic activation of the
immune system in cirrhosis, it is unknown whether
this abnormality already exists in the compensated pre-
ascitic stage of the disease. It is possible to hypothesize
that the liver, the main organ of inflammation in cir-
rhosis, has a crucial role as a source of abnormally acti-
vated monocytes and lymphocytes. Such a particular
role of the liver appears to be particularly relevant in
rats with cirrhosis but without ascites, in which gut
bacterial translocation is not increased.'" The aim of
this study was to investigate whether there is in fact
systemic activation of the inflammatory immune sys-
tem in rats with compensated carbon tetrachloride
(CCly)-induced cirrhosis, and if so to establish the piv-

otal site where immune system cells become activated.

Materials and Methods

Animals

Male Wistar rats (Harlan, Horst, The Netherlands)
were used for all experiments. Animals were fed a
standard laboratory diet with water and food provided
ad libitum. All experiments were approved by the
Spanish animal welfare authorities and performed in
accordance with the animal care guidelines of our
institution. All studies were conducted according to
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(NIH publication 86-23, revised 1985) and in compli-
ance with local regulations.

Induction of Cirrhosis
Cirrhosis was induced by CCly feeding by gavage
on a weekly basis, along with phenobarbital added to
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the drinking water. The initial 20-uL dose of CCly
was subsequently increased, depending on the animal’s
weekly change in body weight. Animals were sacrificed
at 12 weeks, when cirrhosis without ascites is almost
constantly present.'” Experiments were performed 7
days after the last CCly dose. Cirrhosis was confirmed
by way of trichrome staining of livers.

Instrumentation

Experiments were performed in 8-hour fasted ani-
mals under sterile conditions. Anesthesia was induced
with isofluorane (Forane; Abbott Laboratories, Madrid,
Spain). The abdomen was opened, and 5-10 mL of
peripheral blood was obtained by way of aortic punc-
ture. After blood collection, the lymph nodes of the
ileocecal area (MLNs) and hepatic hilum (hepatic
lymph nodes [HLNs]) were aseptically removed.
Thereafter, the liver was perfused through the portal
vein with a prewarmed digestion buffer, cut into small
picces, and enzymatically digested as described.'®'

Study Design

The phenotype and activation status of lymphocyte
and monocyte subpopulations in the different immune
system compartments (MLNs, HLNs, liver, and pe-
ripheral blood) were examined in rats with cirrhosis
without ascites (n = 28) and in healthy, phenobarbi-
tal-treated age- and sex-matched rats (n = 20). A sub-
group of rats with cirrhosis but without ascites (n =
14) received a 2-week course of broad-spectrum oral
nonabsorbable antibiotics (norfloxacin 10 mg/kg/day
and vancomycin 16 mg/day; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) or placebo to investigate the impact of enteric
bacterial products on immune cells. Finally, we exam-
ined the phenotype and activation status of immune
cell subpopulations in rats receiving the first three
doses of CCly (n = 5) or only phenobarbital in drink-
ing water (n = 5).

Methods

Peripheral blood mononuclear cells were separated
by way of Histopaque-1083 (Sigma-Aldrich) density
gradient centrifugation. Single mononuclear cell sus-
pensions from MLNs and HLNs were obtained by
pressing the nodes through a 150-um pore mesh (Sefar
Maissa SA, Madrid, Spain) and from the liver by a
modification of the method of Crispe.'>'* Briefly, per-
fused livers were digested with media containing colla-
genases (type I, Invitrogen, Grand Island, NY; type 1V,
Sigma-Aldrich) and DNase I (Roche, Mannheim, Ger-
many). The resultant cell suspension was passed
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Table 1. Definition Criteria for the Immune Cell Populations Examined

Immune Cell Subsets

Function Associated with the Indicated Surface Receptors

Signal transduction module in the T cell receptor for antigen (TCR/CD3 complex); expressed in all T cell subsets

TCR/CD3 coreceptor that recognizes class | MHC molecules, which present antigens to Tc cells; identifies Tc cell marker
Member of the selectin adhesion molecule family that is required for lymphocyte homing to peripheral lymph nodes and is rapidly shed

Also termed OX-40 receptor; a costimulatory molecule that identifies a subpopulation of recently activated T;, cells

NKR-P1A has been detected at low levels on peripheral blood monocytes, and its expression is up-regulated specifically in a subpopu-

T cells
CD3
CD4 TCR/CD3 coreceptor that recognizes MHC class Il molecules, which present antigens to Th cells; Ty, cell marker
cb8
CD62L
from lymphocytes upon activation; the level of CD62L expression distinguishes naive from effector T cells
CD134
B cells
CD45RA Isoform of the leukocyte common antigen that identifies B cells
CD80 One of the accessory molecules that play an important role in T cell-B cell costimulatory interactions
Monocytes
CD11p°rent Integrin expressed on the surface of monocyte lineages
NK-RP1A™
lation of large monocytes with phagocytic capacity
CD43

regulated in inflammatory monocytes

Dendritic cells
0X-62
RT1B

Rat monocytes can also be divided into CD43"" and CD43"" subsets with distinct migratory properties in vivo; expression is down-

Rat o, integrin expressed by myeloid dendritic cells and a subset of T cells
Class Il MHC: responsible for antigen presentation to CD4" T, cells; expressed on the surface of dendritic cells

Abbreviation: MHC, major histocompatibility complex.

through a stainless mesh and centrifuged to obtain a
cell pellet depleted of hepatocyrtes.

Surface Immunofluorescence and Quantitative
Flow Cytometry. Proportions of monocyte, B cell, and
T cell subpopulations were determined in cell suspen-
sions obtained from peripheral blood, MLNs, HLNs,
and liver by way of four-color immunofluorescence and
flow cytometry in a FACScalibur cytometer using Cell
Quest software (Becton-Dickinson, San Jose, CA). Anal-
yses were performed using FlowJo software (Tree Star,
San Carlos, CA). Cell suspensions were incubated with
combinations of fluorescein isothiocyanate (FITC)-, phy-
coerythrin (PE)-, peridinin chlorophyll protein (PerCP)-,
allophycocyanin  (APC)-, and AlexaFluor647-labeled
monoclonal antibodies (Table 1). The rat monoclonal
antibodies (BD Pharmingen, San Diego, CA, and Sero-
tec, Kidlington, Oxford, UK) used were: APC-CD3
(1F4), PE-Cy5.5-CD4 (OX-38), PerCP-CD8a (OX8),
FITC-CD134 (OX 40), PE-CD62L (HRL1), Alexa-
Fluor647-CD11b  (OX-42), PE-NKR-P1A (10/78),
FITC-CD43 (W3/13), FITC-CD45RA (OX 33),
PerCP-RT1B (OX 6), PE-OX62 (MRC OX-62), and
PE-CD80 (3H5). Immune cell numbers in lymph
nodes, liver, and blood were counted in a Neubauer
chamber. Absolute cell counts of mononuclear cell sub-
populations (cells/node x 1072, cells/liver * 107> and
cells/uLL of blood) were calculated by multiplying the
absolute number by the proportion of each subpopula-
tion established by flow cytometry.

Bacteriological Study. Samples of MLN were inocu-
lated in thioglycollate (Scharlab, Barcelona, Spain) and
incubated at 37°C for 48 hours. Specific microorgan-

ID: mohanasekars | Black Lining: [ON] | Time: 18:34 | Path:

isms were identified by a manual biochemical test or
automated system (Microscan; Baxter, Irvine, CA). Bac-
terial translocation from the intestinal lumen was
defined as the presence of viable organisms (i.e., a posi-
tive bacteriological culture result from the MLNg).®15:16

DNA Isolation, Amplification, and Sequen-
cing. MLNs were homogenized in PBS by way of son-
ication (UP100H Ultrasonic Processor, Hielscher, Tel-
tow, Germany). Genomic DNA from homogenized
MLNs was isolated using the QIAmp Tissue Kit (Qia-
gen, Hilden, Germany). Bacterial DNA was identified
by running a broad-range polymerase chain reaction
followed by nucleotide sequencing of a conserved
region of the 16SrRNA gene."”

Inflammatory Markers in MLN and Serum, and
Aminotransferases in Serum. Serum samples and ho-
mogenized MLNs were stored at —80°C until analysis.
Enzyme-linked immunosorbent assay kits (Biosource
International, CA, and R&D Systems, Minneapolis,
MN) were used to determine tumor necrosis factor o
(TNFo) and interleukin-6 (IL-6) according to the
manufacturers’ instructions. The sensitivity detection
limits were 5 pg/mL and 8 pg/mL, respectively. All
experiments were performed in duplicate. Serum con-
centrations of aspartate aminotransferase and alanine
aminotransferase were determined using an automatic
analyzer (Beckman Coulter, Villepinte, France).

Statistical Analysis

Results are presented as the mean = SD. Quantita-
tive variables were analyzed using a Fisher’s exact test
and an unpaired Student # test. Correlations between
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Table 2. Immunophenotypic Profile of T and B Lymphocytes and Monocytes in Peripheral Blood, MLNs, and HLNs in Rats
with Cirrhosis but not Ascites

Peripheral Blood (cells/ uL)

MLNs (cells/node x 1073) HLNs (cells/node x 10~3)

Rats with Cirrhosis Control Rats Rats with Cirrhosis Control Rats Rats with Cirrhosis Control
Immune Cell Subsets but not Ascites (n = 28) (n = 20) but not Ascites (n = 28) (n = 20) but not Ascites (n = 28) Rats (n = 20)
T cells (CD3™) 1,243 = 554 1,087 = 522 7,222 + 3,199% 5,208 £ 2,890 2,583 *= 1,340* 1,495 = 799
Total T, (CD4" CD8") 896 * 397 761 *= 359 4,724 = 2,875 3,768 = 1,968 2,098 *= 1,088t 1,077 = 666
Recently activated T, (CD134™) 89 *+ 49* 17 £ 11 458 + 252* 254 = 160 319 = 114* 68 = 37
Effectory Ty, (CD62L ") 106 = 60t 66 = 41 1387 + 663* 809 £ 253 987 * 473* 228 = 102
Total T, (CD4~ CD8™) 307 = 170 293 *+ 164 1344 + 805 1328 *= 801 407 = 249 390 * 127
Effectory T, (CD62L") 38 £ 25 32 £20 190 = 73 143 *= 68 53 = 35 34 £ 22
B cells (CD45RA™) 871 * 385t 580 * 345 5,689 * 2,362* 3,214 *= 1,657 1,449 = 6721 699 + 308
Activated B cells (CD80+) 24 + 19% 10 £7 132 = 70t 50 = 60 73 = 53t 19 = 18
Monocytes (CD3~ CD45RA™ 491 + 202* 126 = 70 54 *+ 42% 17 £ 11 38 = 28% 64
NK-RP1AME"~CD11pP1EMT)
Inflammatory monocytes 88 *+ Hb* 30 £ 17 38 + 15¢% 8*+5 18 = 14} 3*+2
(CD437NK-RP1A™%™)
Dendritic cells (CD3CD45RA™ 11 = 9% 5=*3 88 = 69% 38 = 27 63 = 43t 12 £ 11

0X62 "RT1BP"€M+)

Abbreviation: T, T cytotoxic.

*P < 0.001 versus control rats.
TP < 0.01 versus control rats.
1P < 0.05 versus control rats.

selected variables were assessed by way of linear regres-
sion analysis. The level of statistical significance was
set at P < 0.05.

Results

Seventeen out of 45 animals (38%) died during cir-
rhosis induction. On the day of the experiment, cir-
rthosis was present in all the animals on CCly, as
shown by histological assessment of the livers (data not
shown), and the peritoneal cavity was free of ascites.
The rats with cirrhosis showed higher serum amino-
transferase levels (2 < 0.01) than controls (aspartate
aminotransferase, 162 = 71 versus 64 = 21 IU/L; ala-
nine aminotransferase, 51 * 14 versus 21 * 2 IU/L).

Expansion of Activated T Helper Cells and Mono-
cytes and Rise in Proinflammatory Cytokine Concen-
trations in the Peripheral Blood of Rats with
Cirrhosis but not Ascites. We first examined the pres-
ence of systemic immune system disturbance in rats
with compensated cirrhosis. Compared with controls,
there was marked expansion of activated T helper (T},)
cells, B cells, and monocytes in the peripheral blood of
rats with cirrhosis (Table 2). Expansion of activated T},
cells was indicated by a 5.2-fold increase (P < 0.001)
in the subset of T}, cells expressing the costimulatory
receptor CD134, a marker of recent activation, and by
a 1.6-fold increase (P < 0.01) in the subset of effector
Ty, cells, identified as those that have lost the selectin
adhesion molecule CD62L."® The CD11b"8" mono-
cyte population was also markedly expanded and

showed signs of activation, including a 2.9-fold
increase (P < 0.001) in the number of inflammatory
monocytes,'” which are those with phagocytic activity
and the ability to migrate to inflamed tissues.”’>*'
Other antigen-presenting cells (such as dendritic cells)
were also expanded (2.2-fold) in the peripheral blood
of rats with cirrhosis. In agreement with the increased
number of activated T}, cells and monocytes, levels of
proinflammatory cytokines were significantly higher in
the circulation of rats with cirrhosis (TNFo, 9.4 *= 0.6
versus 8.9 % 0.2 pg/mL [P < 0.05]; IL-6, 58.2 £ 1.2
versus 50.6 £ 2.8 pg/mL, P < 0.05).

Th Cells and Monocytes Become Activated in
HLNs of Rats with Cirrhosis. The number of intrahe-
patic Ty, cells increased by 1.4-fold (4,667 £ 2,481 ver-
sus 3,281 * 1,107 cells/liver x 107> [P < 0.05]) and
that of T}, cells expressing the CD134 receptor by 4.8-
fold in rats with cirrhosis compared with controls (785
+ 411 versus 163 * 101 cells/liver x 1072 [P <
0.01]). The latter finding was concurrent with expansion
of the total number of activated effector (CD62L7) T},
cells (4,910 * 3,340 versus 1,450 = 401 cells/liver X
1072 [P < 0.05)). As expected,22 the livers of rats with
cirrhosis showed a significantly lower number of natural
killer cells compared with controls (3,097 % 2,002 ver-
sus 5,433 * 2,679 cells/liver x 1077 [P < 0.01]), buc
there were no signs of activation of other immune cell
populations, such as B cells expressing the CD80™ re-
ceptor, or monocyte/macrophages.

It has been established that there is an intense
immune system cell trafficking between the liver and its

*
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Table 3. Results of Bacterial DNA Detection and Species
Identification Through Nucleotide Sequencing
in MLNs of Rats

Study Goup MLNs

Rats with cirrhosis

n=11 Escherichia coli
n=3 Pseudomonas spp.
n=1 Klebsiella
n=13 Negative

Control rats
n=20 Negative

draining lymph nodes (the HLNs), which are located
along the hepatic artery as far as the portal vein.”**
The HLNs of rats with cirrhosis showed marked
enlargement (27 * 12 versus 13 = 6 mg [P < 0.05]),
likely because of the significant expansion of T cells
(1.7-fold), B cells (2.1-fold), and monocytes (6.3-fold).
Activation of HLN T}, cells was shown by significantly
increased (P < 0.001) numbers of recently activated
CD134" T, cells, as well as of those that had lost the
selectin adhesion molecule CDG62L. The number of
inflammatory monocytes was higher by six-fold in the
HLNs of rats with cirrhosis (Table 2).

A. Mesenteric lymph node

Stage: Page: 5
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Bacterial DNA Fragments in MLNs of Rats with
Cirrhosis but not Ascites Start a Local Immune
Response in the Absence of Microbiological Evidences
of Bacterial Translocation. We have noted that an
orchestrated immune response cascade initiated by en-
teric bacteria in MLNs contributes to the systemic
inflammation of experimental cirrhosis with ascites.’
However, gut bacterial translocation, although appa-
rent in rats with cirrhosis and ascites,'"' is distinc-
tively absent in rats without ascites.'! As in the HLNG,
the MLNs of rats with cirrhosis showed significant (2
< 0.05) simultaneous expansion of T cells (1.4-fold),
B cells (1.7-fold), and monocytes (3.2-fold), account-
ing for an increased lymph node weight (24 * 12 ver-
sus 15 £ 7 mg [P < 0.05]). Indeed, the subpopula-
tions of recently activated CD134" and CDG62L™ Ty,
cells were expanded (P < 0.001), as were the numbers
of B cells expressing the CD80™ receptor and mono-
cytes expressing the activation marker NKR-P1A (Ta-
ble 2). Of note, we also observed the marked expan-
sion of dendritic cells (by 2.3-fold [P < 0.05]) in the
MLNSs of rats with cirrhosis.

Thereafter, we explored the contribution of enteric
bacteria to the activation of MLNs and circulating
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Control rats

bactDNA(-) bactDNA(+)
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Fig. 1. Immunophenotypic profile of T, cells and monocytes in the (A) MLNs and (B) peripheral blood of control rats and rats with cirrhosis
with (+) or without (—) bacterial DNA fragments (bactDNA) in the MLNs. *P < 0.05 versus control rats. **P < 0.01 versus control rats. P <
0.05 versus bactDNA (—) rats with cirrhosis. TP < 0.01 versus bactDNA (—) rats with cirrhosis.
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120 - Interleukin 6
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Fig. 2. Levels of TNFx and IL-6 in the MLNs of control rats and rats with cirrhosis with (4) or without (—) bacterial DNA fragments (bactDNA)
in the MLNs. *P < 0.05 versus control rats. **P < 0.01 versus control rats. TP < 0.05 versus bactDNA (—) rats with cirrhosis. TP < 0.01

versus bactDNA (—) rats with cirrhosis.

immune system cells. Although no episodes of bacte-
rial translocation were detected in rats with cirrhosis or
control rats (culture-negative MLNs), bacterial DNA
was demonstrated in the MLNs of 15 of the 28 rats

T3 with cirrhosis (53.6%) (Table 3) and in no control
F1 animals (P < 0.01). As illustrated in Fig. 1, there is a

close association between the immune system altera-
tion observed in the MLNs of rats with cirrhosis and
the presence of bacterial DNA fragments. Indeed, the
numbers of activated T}, cells, B cells, and monocytes
in the MLNs of rats with cirrhosis without bacterial
CpG motifs were similar to those observed in control
rats. Accordingly, levels of the proinflammatory cyto-
kines TNFo and IL-6 were only elevated in the MLNs

F2 of rats with cirrhosis and bacterial DNA (Fig. 2).

HLNs Are the Main Source of Activated Immune
Cells Contributing to Systemic Inflammation in Rats
with Cirrbosis. We went on to examine the relative
contributions of liver/HLN and/or enteric bacterial
driven-mesenteric inflammation to the activated immune
system cells observed in the circulation of rats with cir-
thosis. To this end, we analyzed the activation status of
immune cells in peripheral blood according to the pres-
ence of bacterial DNA in MLNs and in response to
bowel decontamination with nonabsorbable antibiotics,
as well as correlations among activated immune cells in
the compartments studied. As shown in Fig. 1, the
numbers of total and activated Tj, cells and monocytes
in the peripheral blood of rats with cirrhosis without
bacterial DNA in MLNs were significantly greater than
in control animals, but similar to those observed in rats
with cirrhosis with bacterial DNA.

Bowel decontamination normalized the number and
activation state of immune cells in the MLN, but did

not affect immune cell subpopulations in peripheral
blood or HLN (Table 4). We did not detect fragments
of bacterial DNA in the MLNs of any of the antibi-
otic-treated rats with cirrhosis. Indeed, the broad-spec-
trum nonabsorbable antibiotics abrogated the expan-
sion of recently activated CD134" and CD62L™ T},
cells, inflammatory monocytes, and dendritic cells in
the MLNs of rats with cirrhosis, whose values were no
longer significantly different from those found in con-
trol animals. In contrast, antibiotics lacked any signifi-
cant effects on the distribution and activation status of
immune cells in the HLNs and peripheral blood of
rats with cirrhosis (Table 4).

Notably, we observed direct correlation between the
percentage of recently activated T, cells (» = 0.59,
P < 0.01) and inflammatory monocytes (r = 0.64, P
< 0.01) found in the blood and HLNs of individual
rats with cirrhosis (Fig. 3), further supporting the role
of HLNs as a source of activated immune cells that
recirculate toward peripheral blood.

Absence of Inflammation in Peripheral Blood or
in MLNs of Rats on a Short Course of CCl4. We
also investigated the effect of a short-course of CCly
on the immune cells of the MLNs, HLNs, and periph-
eral blood of rats before chronic liver damage becomes
established (Supporting Information Table 1). Our
results indicate similar numbers of CD134" and
CDG62L"-T}, cells and of inflammatory monocytes in
peripheral blood and MLNs in rats on a short course
of CCly and in controls. However, animals receiving
three doses of CCly showed a discrete expansion (P <
0.05) of CDI134" and CDG62L™ T} cells and of
inflammatory monocytes (2.0-, 2.4-, and 2.6-fold
increases, respectively) in HLNGs.
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Table 4. Immunophenotypic Profile of T and B Lymphocytes and Monocytes in Peripheral Nlood, MLNs, and HLNs of Placebo-
or Antibiotic-Treated Rats with Cirrhosis

Peripheral Blood (cells/ uL)

MLNs (cells/node x 1073)

HLNs (cells/node x 10~3)

Placebo-Treated

Rats with Cirrhosis

Antibiotic-Treated Rats Placebo-Treated Rats

with Cirrhosis

with Cirrhosis

Antibiotic-Treated

Placebo-Treated
Rats with Cirrhosis

Antibiotic-Treated

Rats with Cirrhosis

Immune Cell Subsets (n=17) (n=17) (n=17) Rats with Cirrhosis (n = 7) (n=17) (n=17)
T cells (CD3™) 1,411 = 424 1,235 *= 447 6,417 £ 3,712 3,111 = 1,477t 2,631 = 1,483 2,783 + 1,411
Total T, (CD4" CD8™) 982 * 262 902 *= 300 4,765 *= 2,880 2,390 *= 1,125¢ 2,109 = 1,261 2,274 = 1,798
Recently activated T, (CD134") 99 + 57 94 + 60 501 *= 357 155 = 90* 349 *+ 164 376 = 193
Effectory T,, (CD62L") 137 = 40 207 = 132 1791 = 796 598 * 230% 905 *= 513 847 * 412
Total T, (CD4~ CD8™) 326 = 171 306 + 152 1426 + 594 669 * 344% 451 = 204 426 * 498
Effectory T, (CD62L") 32 + 18 36 = 45 255 + 151 72 = 31 57 = 46 24 += 14
B cells (CD45RA™) 925 * 380 903 * 438 5,820 £ 2,495 2,979 = 1,216t 1,638 = 650 1,321 = 854
Activated B cells (CD80™) 30 £ 19 26 £ 14 175 = 110 55 = 30* 67 = 31 55 = 48
Monocytes (CD3 CD45RA™ 570 = 319 320 = 182 70 = 45 15 + 8% 44 + 21 38 = 20
NK-RP1A"E"~CD1 1p e )
Inflammatory monocytes 72 + 41 66 * 35 41 = 27 6 = 31 16 =9 16 = 10
(CD43~ NK-RP1A™H)
Dendritic cells (CD3~CD45RA™ 15+ 7 14 £ 6 119 = 72 29 = 17t 64 = 38 90 = 46

0X62 "RT1BP"eEM )

Abbreviation: T, T cytotoxic.

*P < 0.001 versus placebo-treated rats with cirrhosis.
TP < 0.01 versus placebo-treated rats with cirrhosis.
1P < 0.05 versus placebo-treated rats with cirrhosis.

Discussion

In this study, we tested the hypotheses that (1) sys-
temic activation of the inflammatory immune system
occurs in the compensated, pre-ascitic stage of experi-
mental cirrhosis and (2) this immune activation is
mainly induced in the draining lymph nodes of the
liver and/or intestine. Our findings indicate that in
rats with cirrhosis, the proinflammatory immune sys-
tem is activated at the systemic level before ascites
appearance. Such a proinflammatory state is concur-
rent with expansion of activated T cells and monocytes

Th Cells

A. Recently Activated

+ + +
{CD3 CD4 CD134 )

30

25

in the HLNs, which at this stage of cirrhosis consti-
tutes the main source of the expanded activated
immune cells present in the peripheral blood. In addi-
tion, this study reveals that translocation of enteric
bacterial products, as assessed by the presence of bacte-
rial DNA in the MLNs of animals with cirrhosis,
occurs in rats without ascites and starts off an inflam-
matory response restricted to the local environment.
The finding of an intense expansion in the periph-
eral blood of recently activated CD134"- and effector
CDG62L" -Th cells and inflammatory monocytes, along
with increased levels

serum of proinflammatory

B. Inflammatory Monocytes

high - high+
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Fig. 3. Direct correlation between the percentage of (A) recently activated (CD134") T, (CD3"CD11b"""~CD4*CD8") cells and (B) inflam-
matory (CD43~NK-RP1A™") monocytes (CD3~CD45RA~NK-RP1A"E"~CD11b""€"") present in the blood and HLNs of rats with cirrhosis.
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cytokines, is consistent with activation of the inflam-
matory immune system at the systemic level in pre-as-
citic experimental cirrhosis. These data are consistent
with a limited number of reports that show expansion
of activated monocytes and/or augmented concentra-
tions of proinflammatory cytokines in the peripheral
blood of patients with compensated cirrhosis™?>2°;
however, to the best of our knowledge, this had not
yet been shown in experimental compensated cirrhosis.
As in other tissues, immune system responses to he-
patic antigens and cellular lesion products can take
place in regional draining lymph nodes (HLNs).
Activated immune cells recirculate after leaving the
HLNs and thereafter can home in different organs,
including the inflamed liver. Indeed, direct correlation
was observed between circulating activated T, cells
and inflammatory monocytes and these cells present in
the HLNS, but not those in the liver.

Our previous study conducted in rats with cirrhosis
and ascites identified the MLNs as the source of a sys-
temic immune response triggered by enteric bacteria
that thereafter reach the peripheral blood by recircula-
tion of activated immune system cells.” This is in con-
trast with the situation in rats with compensated cir-
rhosis, in which
preferentially triggered in hepatic but not mesenteric
draining lymph nodes seems to be the main source of
the activated immune system cells present in the
blood. This contention is supported by (1) abrogation
by nonabsorbable antibiotics of the ongoing proin-
flammatory immune response in MLNs, but not in
HLNs or peripheral blood, and (2) direct correlation
between HLNs and blood proportions of recently acti-
vated Tj, cells and inflammatory monocytes. Thus,
activated immune cells that leave the HLNs and recir-
culate in peripheral blood preferentially account for
the systemic immune activation observed in pre-ascitic

recirculation of immune cells

rats with cirrhosis.

Our detection of passage of bacterial DNA frag-
ments to the MLNSs in pre-ascitic rats with cirrhosis is
of particular interest. To date, viable (i.e., positive cul-
ture) or nonviable (i.e., DNA fragments) bacteria in
the MLNs had only been reported in rats with cirrho-
sis and ascites.*'"'®* Similarly, passage of enteric
bacterial products to the bloodstream, as shown by
increased serum lipopolysaccharide-binding protein or
bacterial DNA in serum, has only been demonstrated
in patients with cirrhosis and ascites.> 11728 In 2 set-
ting of cirrhosis with ascites, bacterial translocation
results from enteric bacterial overload, deranged intes-
tinal permeability, and probably also impaired intesti-
nal immunity, which is unable to eliminate the translo-
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cated microorganisrns.G’16’29 The detection of bacterial
genome fragments but not of viable bacteria in the
MLNs of our rats with cirrhosis indicates that the
mechanisms leading to passage of enteric bacteria to
the MLNs are also operative at the pre-ascitic stage of
experimental cirrhosis. However, and in contrast to
rats with ascites, a functional intestinal immune system
is able to eradicate the accessing bacteria. Interestingly,
in our study, bacterial CpG motifs, which are immu-
nologically active components of bacterial DNA,>*°
were able to elicit an inflammatory response in the
MLNs with expansion of activated mononuclear cells
and  production of proinflammatory  cytokines.
Remarkably, the immune system at the MLNs was
able to maintain the inflammatory response to bacte-
rial DNA fragments at the local level. This was
revealed by a lack of correlation between the expansion
of activated immune cells at the systemic level and the
presence of bacterial DNA at the MLNs or bowel
decontamination with antibiotics.

We sought to detect systemic inflammation in rats
with CCly cirrhosis, given that it is the most widely
used and clearly characterized toxin-based experimental
model of cirrhosis. This model has been shown to
effectively mimic many of the features of human cir-
rhosis associated with toxic damage.al_33 Thus, intoxi-
cation with CCly elicits a liver response that sequen-
tially involves acute liver damage (at 2-3 weeks of
intoxication), fibrosis (at 4-6 weeks), and cirrhosis (at
12 weeks).>’? The inflammation observed in our ex-
perimental model at the systemic level was attributed
to cirrhosis and not to the liver inflammatory response
to CCly for the following reasons: (1) No systemic
immune system abnormalities were produced after a
short course of CCly. We determined the effects of
CCly4 by examining the phenotype and activation sta-
tus of cell subpopulations in different compartments
of the immune system before cirrhosis developed. It
has been reported that a single dose or a few doses of
CCly lead to acute liver damage characterized by stea-
tosis, necrosis, and apoptosis of hepatocytes.”!?*3°
However, at least 4 weeks of CCl; administration are
needed for liver fibrosis to develop.34’36 After the short
course of CCly, we observed a slight inflammation
response at the HLNs, but not the MLNs or periph-
eral blood. This finding is in agreement with the
results from other laboratories, which indicate neither
gut wall damage nor bacterial translocation to MLNs
in rats receiving a short course of orally administered
CCl,.*” Thus, the immunological disturbance observed
in our rats with cirrhosis cannot be ascribed to a direct
effect of CCly on immune system cells, nor to a
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secondary response to the non—cirrhosis-related liver
damage induced by CCly. (2) Similarly, systemic inflam-
mation in other experimental models of cirrhosis, such
as biliary cirrhosis, provides additional support linking
the inflammatory response in peripheral blood detected
here to cirrhosis rather than to CCly toxicity. Indeed,
activation of circulating monocytes and of Ty, cells has
been shown in mice and rats with cirrhosis induced by
bile duct ligation.9’14 (3) The presence of significant
transaminitis in our rats with cirrhosis, indicating severe
inflammation and hepatocellular necrosis, would have
weakened our model and the proposed link between sys-
temic inflammation and cirrhosis.

The notion of a systemic inflammatory immune
response associated with cirrhosis is also supported by
the observed increases in serum TNFo and IL-6 levels.
However, in view of the notorious variability among
the available assays, these slight yet significant increases
in the concentrations of both cytokines should be
interpreted with caution. Nevertheless, it should also
be noted that, in sharp contrast to the acute systemic
inflammatory reaction of the immune system produced
in response to intense stimulation (e.g., intravenous li-
popolysaccharide injection, Jarisch-Herxheimer reac-
tion), increases in serum levels of proinflammatory
cytokines in chronic local or systemic inflammation
are characteristically moderate. In addition, the volume
of distribution of TNFo is high, such that a mild
increase in serum TNFo could mean a dramatic
increase in the number of extracellular TNFa mole-
cules.®® Finally, TNFo is an active molecule, and slight
increases in its serum levels could induce substantial
biological effects on immune and nonimmune cells.?®

In conclusion, the results of this study suggest a criti-
cal role of the liver and its draining lymph nodes in
inducing the systemic immune disturbance of compen-
sated cirrhosis. They also extend the view of cirrhosis as
a disease in which immunomediated mechanisms, which
change from the compensated (pre-ascitic) to the
decompensated (ascitic) stage, play a key pathogenetic
role. Expansion of activated immune cells in the periph-
eral circulation and a rise in proinflammarory cytokines
occurs in experimental compensated cirrhosis. However,
unlike in cirrhosis with ascites, the predominant activa-
tion site of recirculating immune cells seems to be the
draining lymph nodes of the liver and not the MLNs.
The molecular and cellular mechanisms underlying this
newly discovered immunological effect of the liver with
cirrhosis remain to be elucidated.
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