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1. INTRODUCCION

1.1. BASES MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DE LA SECRECION BILIAR.

1.1.1. ANATOMíA FUNCIONAL DEL SISTEMA SECRETOR BILIAR.

La secreciónbiliar tiene básicamentedos ftínciones,la excreciónde metaboli-

tos procedentesde sustanciasendógenasy exógenas(bilirrubina, drogas,etc.)y

la de elementosnecesariospara la digestióny absorciónde lípidos. El 90%de la

bilis esaguay el 10%restanteestáconstiti.íido porelectrolitosy solutosorgánicos

comoácidosbiliares fosfolípidos, colesteroly bilirrubina conjugada.

Los hepatocitosestándispuestosenhilerasmonocelularesbañadapor la sangre

sinusoidal.Su membranaplasmáticapresentatres áreasdistintasdesdeel punto

devista morfológicoy funcional: una sinusoidal,cíue abarcael 37%, separadapor

el espaciode Disse de las célulasendotelialesfenestradasde los sinusoides;otra

lateral (50%),en contactocon los hepatocitosadyacentes;y la canalicular(13%),

que con la de uno o doshepatocitosvecinosforma el canalículobiliar

La carabasolateralo sinusoidalestaactivamenteimplicadaen el transportede

sustanciasque llegan al espaciode Disseatravesandoel endoteliosinusoidal.En

esteespacioseencuentranubicadaslas célulasde Kupfferque,comoseexpondrá

posteriormente,son macrófagospertenecientesal sistemamononuclear-fagocitico.

En la caralateral o intercelular,en contactocon la del hepatocitovecino> sees-

tablecela adhesióny conmnicaciónentreambascélulasy sedelimita la vía de

transponeparacelular.Su zona máspróxima a la caracanalicularpresentatres

áreasde contactoque constituyenel complejo de unión intercelular. Las uniones

estrechaso “zónula occluclens” son las máscercanasal canalículobiliar, al cual

aislandel espaciosinusoidal.A travésde ellasesposibleel pasode agua,electro-

litos y algunossolutosorgánicosde mayorpesomolecularLos desmosomasen

cinturóno “zónula adherens’seencuentranalgomáscercade la paredsinusoidal

y sirven de anclajea los microfilamentospericanaliculares,y porello mantienena

los hepatocitosunidos. Los desmosomasen botón o “máculaadherens”sonel lu-

gar de anclajecíe tonofilamentoscitoplasmáticos.
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El canalículobiliar poseeestructurasseudodiverticularesy microvellosidadesque

hacenque la superficiecanalicularalcanceunosdiezmetroscuadradosenel hom-

bre. En él comienzael sistenncolectorbiliar y secontinúacon el canal de Hering,

delimitadopor uno o dos hepatocitosen un lado y una o doscélulasductalesen el

otro. Estasestructurassondifíciles de identificar en exámeneshistológicosrutina-

rios a no serqueesténocupadospor taponescíe bilis corno ocurreen la ictericia

obstructiva.Los canalesde Hering desembocanen los dúctulosque estántapizados

porcélulascíe revestimientopobrementediferenciadasy desembocan,a suvez, en

los conductosbiliares interlobulillaresrecubiertosporepitelio cuboidalo columnar

bajo; estosen los conductosseptalesy, finalmente,en los lobulares(318).

1.1.2. FIsIOLOGíA DE LA SECRECION BILIAR.

1.1.2.1.Aspectosgenerales.

La secreciónbiliar se lleva a cabopor un mecanismodenominadode “ultrafil-

tración osmótica”, quese basaen establecerun gradienteosmótico entre la luz

del canalículoy la sangresinusoidal,Paraque estegradienteseproduzcaesne-

cesarioque sustanciasconpoderosmótico, fundamentalmentesalesbiliares,sean

transportadasdesdeel sinusoide,a travésde los hepatocitos,hastael canalículo.

Unavez que estasse encuentranen el canalículobiliar seproduceel pasosecun-

dario de agua,debidoal gradienteosmótico,a travésde la vía paracelulan

El flujo diario de bilis en el hombreesde 600 mi, de los cuales,450 ml corres-

pondena la secreciónde los hepatociroso bilis primaria,hepatocitariao fracción

canalicular,y 150 ml a la secreciónde las célulasductulareso fracción ductular.

Estasúltimas sólo segreganaguay electrolitospor lo que másqueproducir bilis

propiamentedicha, modificansu volumeny concentración(318).

1.1.2.2.Secrecióncíe salesbiliares y electrolitos.

Las salesbiliares sonresponsablesdel flujo biliar dependiente.Paraque estese

lleve a cabo esnecesarioque aquellasseancaptadaspor el hepatocito,transpor-

tadasa travéscíe su citoplasmay segregadasen el canalículobiliar. Estos procesos
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requierenun transponeactivo que consumeenergía,ya que la concentraciónsi-

nusoidalde salesbiliares esde 5 a 20 gM y la canalicularde 2 a 3 mM. Una vez

en el canalículo,las salesbiliares atraenaguagraciasa su capacidadcolerética,

que oscilaentre7 y 10 gl/gM, aunquelas salesbiliaresdivalentesconjugadascon

sulfatopuedenalcanzar25 ~.tl/gM(116).

1.1.2.3. Secreciónde lípidos biliares y otros solutosorgánicos.

La bilis contienecolesteroly fosfolípidos, sobretodo lecitina. A diferenciade

los fosfolípidos biliares,sólo el 30% del colesterolbiliar procedede la síntesishe-

pática;el restode la ingesta.El colesterolessolubilizadoen forma de micelaspor

los ácidosbiliares y fosfolípidos. Ademásde los anteriores,a travésde la bilis se

excretanbilirníbina conjugada,drogas,colorantesy hormonas.Cualquierade es-

tas sustanciasque tengapoderoncóticocontribuye a formar el flujo biliar inde-

pendientede salesbiliares (318).

1.1.3. ACCION DE LA BILIS EN LOS PROCESOS DE DIGESTION Y ABSORCION INTESTINAL.

CIRCULACION ENTEROHEPATICA.

Los ácidosbiliaresdesempeñanun papelesencialen la digestióny absorción

intestinal de lípidos de la dieta. Eímílsionanlas grasasaumentandoasí la super-

ficie de acción de la lipasapancreática.Despuésde la digestión seformanmi-

celasmixtas de colesterol,fosfolípidos,ácido grasos,ácidosbiliares y monogíl-

céridos.De estaforma, esposiblequemoléculaslipídicas poco solublespue-

danatravesarla capaacuosaadyacentede la membranaplasmáticadel entero-

cito y serabsorbidas.

Los ácidosbiliares prinurios, cólico y quenodesoxícólico,sonsintetizadosenel

hígadoa partir de colesteroly los secundarios,desoxicólicoy litocólico, derivande

los primariospor la acción cíe las bacterias,principalmentedel colon. Casi todos

los ácidosbiliares sonsegregadospor el hígadoconjugadosa glicina o taurina;es-

to hacedescendersu pK, POE lo que en la luz intestinal suelenestarionizadosy

sonhidrosolubles.Las bacteriasintestinaleshidrolizanla uniónamidade la glicina
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o taurinacon el ácidobiliar, desconjugándoloy haciéndololiposoluble, por lo que

puedenatravesarmentranasy establecersela circulaciónenterohepática.

La mayorparte(70-80%)de la reabsorcióndeácidosbiliares tienelugarmedian-

te transporteactivo dependientede Na+ en los 100 ó 150 cm distalesde íleon; el

resto, que correspondea ácidosno conjugados,sueleabsorbersede forma pasi-

va. La bilirrubina no esabsorbiday pasaprácticamenteintactadel intestino delga-

do al colon, esdesconjugadapor IA-glucuronidasasbacterianasy da lugar a los

urobilinógenosque, tras seroxidados,coloreanlas heces(318).
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1.2. SISTEMA INMUNE

1.2.1. CONCEPTO DE SISTEMA INMUNE.

Se puededefinir comoaquelsistemaencargadode diferenciarlo propio de lo

extraño.Está constituidoporun conjunto de célulasy moléculascuyacaracterística

principal esla capacidadparael reconocimientode fragmentosmolecularesdeele-

mentosextrañosquepuedenpenetraren el organismo.Existeuna respuestainmu-

4

ne no específica”o “natural”, desarrolladaa nivel dediversasbarrerasdefensivas,y
una “específica”o “adquirida” que secaracterizapor la interacciónentreel elemen-

to antigénicoreconocidocomoextrañoy el sistemainmune,generándoseuna me-

moria inmunológicaespecíficaparael antígeno.Entreambasexisteuna estrechain-

terrelación(14) (54) (221) (255).

El componentecelulardel sistemainmune lo constituyenlinfocitos T y B, célu-

las naturalkiller o célulascitotóxicasnaturalesy el sistemamononuclear-fagocíti-

Co. La basemolecularestaformadapor el sistemadel complemento,las inmuno-

globulinasy las citocinas(182).

1.2.2. MOLECULAS DEL SISTEMA INMUNE.

1.2.2.1. Sistemadel complemento.

Es un conjunto de proteínasséricassintetizadas,fundamentalmenteen el híga-

do, que seactivande forma secuencial,por lo que tambiénrecibenel nombrede

cascadadel complemento.Como severáposteriormente,los productosresultan-

tes de su activaciónejercendiversosefectosbiológicoscomo la lisis de membra-

nascelulares,el estímulocte la quimiotaxisy fagocitosis,y otros fenómenosde la

reaccióninflamatoria(255).

12.2.2. Inmunoglobulinas.

Sonmoléculassegregadaspor las célulasplasmáticasprocedentesde la dife-

renciacióny maduracióndel clon de linfocitos B activadoporun antígenodeter-

minadoy concapacidadcte unirse específicamentea dicho antígeno.Estáncons-

tituidas pordoscadenaspesadasy dos ligeras,unidasentresí por puentesde sul-
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furo, con regionesconstantesy regionesvariabjesquedeterminanla especifici-

daddeunión al antígeno.Existencincoclasesde inmunoglobulinas:Ig G, Ig A, lg

M, Ig D e lg E. (1) (14).

1.2.2.3. Linfocinas y monocinas.

Se trata de moléculascuyacaracterísticaftíndamentalesla de no serantígeno-

específicas.Recibenel nombregenéricodic citocinas,y se denominalinfocinas a

las segregadaspor los linfocitos y monocinasa las producidaspor monocitos.

Cuandolas citocinastransmitenmensajesde un leucocitoa otro, o sobrela mis-

ma célula que las produce,recibenel nombrede interleucinas.Como seexpon-

drá a continuación,intervienenen los procesosdeactivacióndel sistemainmune,

pero ni su síntesisni sus efectossonexclusivosde esteya que puedenregularla

función de otros órganosy tejidos (1) (53).

1.2.2.4.Sistemaprincipal de histocompatibilidad.

Sonmoléculasde carácterantigénicoquediferenciana los miembrosde unamis-

ma especie.El genque las determinaselocaliza enel cromosoma6. Tienenunaes-

tructura glicoproteicay seexpresanen la membranacitoplásmicade célulascon

núcleo.Participanen los procesosde reconocimientoantigénicoy activaciónde los

componentescelularesdel sistemainmune. 1-lay dos tipos de moléculasde [Ésto—

compatibilidad,clase1 y claseII, segúnla regióngénicaque las codifique (12).

1.2.3. CELULAS DEL SISTEMA INMUNE.

1.2.3.1.Sistemamononuclear-fagocítico(SMNF).

Tambiénconocidocomosistemaretículo-endotelial,agrupaa las célulasacce-

soriasdel sistemainimíne, diferentesmorfológicamente,pero que ensu membra-

na expresanmoléculasde clase1 y claseII del sistemaprincipal de histocompati-

bilidad y receptoresparalg G y componentesactivadosdel complemento.Su

función básicaescaptarel antígeno,procesarloy presentarloa los linfocitos para

su activación(Figura 1). Fn él se incluyen los monocitoscirculantesy una serie
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de macrófagosdistribuidospor distintosórganosy sistemascomo las célulasde

Kupffer del hígado, las célulasdendríticasdel tejido conectivoy ganglionar,las

célulasde Langerhansde la piel, etc. (1) (31) (316).

1.2.3.2. Las célulasde Kupffer comoprincipal componentedel SMNF.

Estascélulasdesarrollanel 80-90% de la capacidadfagocitariadel SMNF y repre-

sentanel 50 % de las célulasparenquimatosashepáticas.Se localizanen los espa-

cios de Disse,entreel endoteliodel sinusoidey los hepatocitos,constituyendoel

“complejo perisinusoidal”.Por su localización,sonunade las primerasbarrerascon

las que seencuentranlos antígenosabsorbidosen el tubo digestivo. Se pueden

considerarun filtro o “barrendero(seavenger)”de todo lo que llega al hígadopor

vía portal. En condicionesnormales,el aclaramientode los antígenosportalesse

completacon un solo paso.Este aclaramientodependede que el flujo sanguíneo

seael adecuado.

La vida mediade las célulasde Kupffer en el hígadoes de 12 días. Cuandoen

circunstanciasanómalassondestruidas,otras célulasdel “complejo perisinusoi-

dal”, corno las endotelialesy los hepatocitos,puedenincrementarsu capacidad

fagocitaria(30) (44) (46) (65) (71) (87) (124) (357) (366).

1.2.3.3.Linfocitos T.

Representanel 70-80%de los linfocitos circulantesy recibensu denominación

por la maduraciónintratírnica durantela vida fetal y postnatalprecoz.Expresan

ensu membranadiversasmoléculasque,por su estructuray función sirven, para

identificarlos y clasificarlos;se denominancon las siglas“CD” (clusterof differen-

tiation). Estasmoléculasactúanfundamentalmenteenel reconocimientoantigéni-

co así comoen la activacióny adherenciacelular. Partede ellas tienencarácter

polimórfico, con una regiónvariablequecorrespondeal clon de linfocitos que se

activaráconun determinadoantígeno;sonreceptoresantigénicosque estáncons-

tituidos por el heterodímeroalfa - beta(a-It) o gamma- delta(y-8). Estosrecepto-

res seunen por enlacesno covalentesal complejo molecularmonomórfico o
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FIGURA 1. Activac¡ón de los componentes

celulares del sistema inmune <11).
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constanteCD 3, el cual participaen la transducciónde la señalde activaciónce-

lular una vez queseha producidoel reconocimientoy unión específicaal antíge-

no (Figura 1).

Otrasmoléculas,igual que el CD 3, sonmonomórficasy por tanto idénticasen

los distintosclonesde linfocitos. Entre ellasestáel CD 2 ó receptorde los hematíes

de carneroque, al sercomplementariaconLFA-3 (Lymphocytefunction-associated

antigen)de la célulapresentadorade antígeno,actúacomo anclajeparaestabilizar

la unión entreestay el linfocito T. Las moléculasCD 4 y CD 8 seexpresande for-

ma excluyentey definendospoblacionesde linfocitos fenotípicamentediferentes.

En general,los linfocitos que expresanel CD 4 tienenuna función cooperadorao

“helper” y los queexpresanel CD 8, citotóxica o supresora.El CD 4 seune adeter-

minantesno polimórficos de la moléculaHLA II de la célulapresentadorade antí-

geno,y el CD 8 a los de la moléculaFILA 1 presenteen la céluladiana. la molécu-

la LFA-I escomplementariade ICAM-1 (intercellularadhesionmolecule)en la célu-

la presentadorade antígenoo en la céluladiana(Figura 1) (II) (12) (181) (182).

1.2.3.4. Linfocitos B.

Recibenestadenominaciónpor su maduraciónen la bolsade Fabriciode las

aveso en su equivalentecíe la médulaóseaen los mamíferos.Morfológicamente

son similaresa los linfocitos T, perosediferencianpor expresaren su membrana

inmunoglobulinasde superficieque actúancomoreceptorantigénico.Las inmuno-

globulinaspresentandoscadenaspesadasy doscadenasligerasidénticasentresí;

cadaunade ellastiene una porciónconstantey una porciónvariable. Estaúltima

esdiferenteparalos distintosclonesde linfocitos 13. Cuandoseproduceel proce-

so de activacióny nuduraciónde los linfocitos B, estossediferencianhacia célu-

las plasmáticascapacesde segregarinmunoglobulinas(Figura 1) (11) (12) (182).

1.2.35. Célulascitotóxicasespontáneas.

Constituyenuna subpoblaciónde linfocitos quemorfológicamentesecaracteriza

por su núcleoarriñonadoy los gránulosazurófilosde su citoplasma.En su rnem-
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branaexpresanmoléculasmonomórficascomoCD 16, receptordel fragmentoFc

de la Ig G, CD 56 y, de forma variable,CD 2 y CD 8. Puedenteneractividadlítica

sobrecélulas tumoralese infectadasporvirus sin que serequierauna fasede sen-

sibilización previay sin estarrestringidaspor las moléculasdel sistemaprincipal

de histocompatibilidad.Tambiénpuedenejercerfuncionesreguladorassobreotras

subpoblacionesde linfocitos y célulashematopoyéticas(Figura 1) (11).

1.2.4. DESARROLLO DE LA RESPUESTAINMUNE.

1.2.4.1.Aspectosgenerales.

la respuestainmuneesun procesoporel cual, trasla exposiciónal antígeno,

seactivanaquellosclonesde linfocitos, T ó 13, que tienenensu superficieel re-

ceptorclonotípico o la inmunoglobulinacapazde reconocerlo.Inicialmente,la

respuestainnuíne es específica,pero los procesosposterioresque regulanla

progresiónde la activaciónlinfocitaria son inespecíficosy compartidospor dis-

tintos antígenos.Despuésde serexpuestosal antígeno,el clon de linfocitos ac-

tivado pasade la fase de reposodel ciclo celular, o fase Go, a otra más activa.

La activaciónde los linfocitos T y 13 tiene aspectoscomunesy otros diferentes

(Figura 1) (11).

1.2.4.2. Activación de los linfocitos T.

La activaciónde las célulasT seproducede forma secuencial(Figura 1). En la

primera faseo de inducción,despuésde ser procesadoel antígenopor la célula

accesoria,esexpuestoen su membranaenpresenciade lasmoléculasdel sistema

principal de histocompatibilidad.De estafornn sepuedeproducir el contacto

con el receptorantigénicodel linfocito T cooperador.La célula accesoriasegrega

interleucina-1(IL-1), que actúasobresu receptoren la membranadel linfocito. Al

mismo tiempo, el acoplamientoentre las distintasmoléculasde la superficiede

ambascélulasponeen marchaunaseriede procesosintracelularesen el linfocito

T, que terminancon la activaciónde diferentesgenesy la síntesisproteicapropia

de la faseGI precozdel ciclo celular (11) (66).
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Despuésde la fasede inducción,el clon de linfocitos T activadopasaa la fase

de expansión,aumentandomasivamentela expresiónde receptorespara IL-2 (IL-

2r). Simultáneamente,la IL-2 segregadaal medio actúasobrela poblaciónde lin-

focitos queexpresanIL-2r; el complejo formado seinternalizaen la célulay se

pasaa la fase GI tardía dei ciclo celular. En esteprocesopuedenintervenir otras

linfocinas como el interferóny, la IL-4 y las hormonastímicas.De estaforma ter-

mina produciéndosela proliferacióndel clon de linfocitos correspondienteal an-

tígeno. Estaliroliferación de linfocitos T conlíevala síntesisde diversaslinfocinas

que van a regularla proliferacióny diferenciaciónde los linfocitos 13, las células

citotóxicasespontáneasy las célulasT citotóxicas(II).

1.2.4.3.Activación de los linfocitos 13.

La activaciónde los linfocitos B seproducedespuésde entraren contactocon

el antígenoy con la colaboraciónde los linfocitos T cooperadores.En determina-

dascondicionesbiológicaso en el casodealgunassubpoblaciones,el linfocito B

sepuedeactivarsin queserequierala presenciade los linfocitos T. De la misma

forma que el linfocito T, estaactivaciónes secuencia](Figura O.

La unión del linfocito 13 y el antígenose lleva a cabo por medio de las in-

munoglobulinasque aquelexpresaen su superficie. Cabela posibilidad de

quedespuésde la unión se produzcaun procesode endocitosisdel complejo

antígeno-inmunoglobulinay el linfocito 13 actúe como célula presentadorade

antígenos.

Paraque el clon de linfocitos 13 progreseen el ciclo celular y prolifere, se

necesitael estímulode citocinas, partede ellasprocedentesdel linfocito T Co-

operador,comoIL-l, IL-2, IL-4, interferóny y el factor de necrosistumoral.Al-

guna, como el factor transformantedel crecimientobeta,tiene un efecto inhi-

bidor. En ciertascondicionescíe activación, hay subpoblacionesde linfocitos

13 que puedenllegar a segregarlinfocinas para regularde forma autocrinasu

proliferación.

Los linfocitos 13 activadosmaduranhacia célulasplasmáticascon capacidadde
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segregarinmunoglobulinasa travésde un procesopoco conocido.Entrelas cito-

cinasque parecenregularestamaduraciónde los linfocitos B se encuentranla ¡L-

1, IL—2, IL-4, factor de necrosistumoraly la linfotoxina (12).

1.2.4.4.Activación de las célulascitotóxicasespontáneas.

la activacióndel linfocito T citotóxico seinicia por la interacciónde su recep-

tor clonotípico con el antígenoen presenciade moléculasde clase1 del sistema

principal de histocompatibilidad.Cualquiercélula que presenteestamoléculaen

su membranapuedepresentarel antígeno.El procesode activación,una vez ini-

ciado,essinÉlaral del linfocito T cooperador.En la activaciónde estascélulaspa-

recequeparticipancitocinascomola IL-2, IL-l y el factorde necrosistumoral.Las

hormonastímicaspodríanaumentarla actividadcitotóxica de las mismas.Los lin-

focitos T citotóxicos activadospuedenunirsea las célulasqueexpresanen su

membranael antígenoy provocarsu muerte(Figura 1) (11).

1.2.4.5.Activación del sistenndel complemento.

Se ha comentadoque el complementoenglobauna seriede proteínasséricas,

ligadasa membranascelulares,que seactivansecuencialmentepor procesospro-

teolíticos (Figura 2). Está constituido,a su vez, por dos sistemasque convergen

en su procesode activación: la vía clásica,activadapor complejosantígeno-anti-

cuerpo(lg G ó lg M), y la vía alternativa,activadadirectamentepor moléculas

presentesen la superficiebacteriana,La convergenciade las dosseproducea ni-

vel del factorC3, y terminanformandoel complejode ataquea la membranaque

producela lisis celulan Otrasfuncionesdel complementoson la opsonización,

producidapor fragmentosu opsoninasprocedentesde la lisis del factor C3, y el

estímulode otros fenómenosinflamatoriospor los fragmentosC3a y C5a, proce-

dentesde los factores(2 y CS o anafilotoxinas(12).
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VIA CLASICA

FIGURA 2. Proceso de activación del complemento (12>.
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1.3.LA BARBERA MUCOSA INTESTINAL COMO ELEMENTO

DEL SISTEMA INMUNE

1.3.1. ASPECTOSGENERALES.

La presenciade bacteriasen el tubo digestivo,imprescindibleparalos procesos

de digestióny absorcióndenutrientes,esposiblegraciasa un perfectoequilibrio

con el huésped.Esteequilibrio esmantenidopor la acción de la barreramucosa

intestinal, en torno a la cual se desarrollanuna serie de mecanismosde defensa

específicose inespecíficos,gran partede los cualesconstituyenlo que Alverdy et

al (16) handenominado“función inmune intestinal”.

13.2. ESTRUCTURA HISTOLOGICA.

En la pareddel intestino, especialmentedel delgado,existenelementosque

contribuyen,de fornu específicao inespecífica,a la “función inmune intestinal”,

manteniendoel equilibrio de la flora intraluminal y controlandosu translocación.

Las vellosidadesintestinalesestáncubiertaspor una capade moco queevita la

adherenciadirectade las bacteriasa los enterocitos.Los complejosde unión entre

estosúltimos impiden el pasode bacteriasy deotraspartículas,y entreellos apa-

recencélulassecretorasde moco, leucocitosy célulasdel sistemaAPUD. En las

criptasde Lieberkthnseencuentranlas célulasdePaneth,quecontienenlisozima

y puedenfagocitary digerir microorganismosde la flora intestinal. El epitelio in-

testinalse renuevaconstantemente;lascélulasseoriginanenel fondode las crip-

tas y emigranhacia el vérticede las vellosidadesdondesedesprendendejando

unazonade extrusión,a travésde la cual cabela posibilidadde míe penetrenlas

bacterias.

Las célulasepitelialesdescansansobreuna membranabasalquetambiéncon-

tribuye a impedir el pasode bacterias.Pordebajode estaseencuentranla lámina

propiaconstituidapor un tejido conjuntivo laxo ricamentevascularizadoen el

que existenfibrocitos, célulasplasmaticas,macrófagos,eosinófilos,célulasceba-

das, linfocitos y células indiferenciadas.Algunasde estascélulas,comose verá

posteriormente,contribuyenal desarrollode la inmunidadespecíficaintestinal. El

26



tejido linfoide intestinal sedenominaGALT (gut associatedlymphoid tissue)y re-

presentael 50% del tejido linfoide del organismo(128) (376) (377).

1.3.3. MECANISMOS DE DEFENSA ESPECIHCA.

Estánrepresentadosfundamentalmentepor la Ig-A secretora(Ig A-S) que esla

inmunoglobulinamásabundanteen secrecionesexternas.La estructurade la Ig

A-S puedeserconsideradaúnicaentrelas inmunoglobulinas,puessepresentaco-

mo unaglicoproteinaconstituidapor dos moléculasde Ig A, unidas por unaca-

denaenJ, y un componentesecretor(Figura 3). Esta estructurale confiereresis-

tencia a los enzimasdigestivosy a cambiosde temperaturay pH. Pareceque su

mecanismode acciónsebasaen inhibir la adherenciadebacteriasa las célulasde

la mucosaintestinal>queesel primer pasopara la translocación.

El procesode producciónde la Ig A-S comienzaa nivel de las placasde Pe-

yen situadasen la láminapropiadel íleon y constituidaspor agregadosde linfo-

citos B, linfocitos T y macrófagos(Figura 4). En la cúpulade las placasdePeyer

existencélulas epitelialesespecializadaso célulasM que procesanel antígeno

haciael nucrófago,iniciándoseasí la activacióny proliferaciónde los linfocitos

13 con la colaboraciónde linfocitos T. Una vez activados,sonconducidospor

vía linfática a la circulaciónsistémica,que los distribuyede nuevopor la lámina

propia del intestino y de otras mucosas.Aquí madurana célulasplasmáticas

que producenla lg A-S, que estransportadaa la luz intestinal por endocitosis

inversa(Figura 5) (17).

La produccióndiaria de lg A-S varíasegúnlos distintostejidosy especies.En el

hombre,la mayorpartede la lg A-S procedede la secreciónintestinal,y en roe-

dores,de la secreciónbiliar (225).

1.3.4. MECANISMOS DE DEFENSA INESI’ECIFICA.

El tubo digestivoproximal contienepocosmicroorganismosdebidoa la-acción

de las secrecionesgástricay biliar Estudiosexperimentales,“in vitro” e “in vivo”,

handemostradoun efecto inhibidor de las salesbiliares sobrebacteriasanaero-
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bias. Se ha observadoque las secrecionesbiliar y pancreáticatienenun efecto

trófico sobrela mucosaintestinal, lo cual puedecontribuir a mantenerla barrera.

Otros factoreslimitantesdel crecimientobacterianoen el intestinodelgadosonla

propiamotilidad intestinal y la válvula íleo-cecal.Finalmente,las bacteriasanae-

robiaspuedenformaruna pastaen la superficiemucosaquebloquealos recepto-

res epitelialesparaadhesinasde bacteriasgramnegativas(13) (43) (57) (126)

(215) (279) (280) (333) (376) (380).
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1.4. ENDOTOXINAS BACT’ERJANAS

1.4.1. ANTECEDENTES I-IISTORICOS.

El descubrimientode las endotoxinasseprodujo a finalesdel siglo XIX cuando

RichardPfeiffer (citado en 238 y 299),discípulo de RobertKoch, observóque Ii-

sadosde Vibrio cholcraeinactivadospor calorconteníanun principio tóxico que

era capazde causarla muerteen animalescíe experimentación.A estatoxina, ter-

moestable,se le dio el nombrede “endotoxina” para distinguirlade la “exotoxi-

na”, termolábil, segregadaactivamentepor bacteriasvivas. Más tarde,Centanni

(citado en 238 y 299) vio que la endotoxinasepodía aislara partir de bacterias

gramnegativaspero no de bacteriasgram positivas,y ademástenía propiedades

pirógenas.Buchner(citado en 238 y 299) fue el primero en asociarendotoxinas

con leucocitosisy otrasalteracionesde la inmunidaddel huésped.En 1935 fbi-

vin y Messrobeanu(citadosen 238 y 299) demostraronque la actividadendotóxi-

ca debacteriasgrarnnegativasresideenun complejomacromolecularde la mem-

branaexterna.Veinte añosdespués,Westphaly Lúderitz (citadosen 28) describie-

ron la estrncturabioquímicade las endotoxinas.

1.4.2. BASEs MOLECULARES DE LAS ENDOTOXINAS.

1.4.2,1. Aspectosgenerales.

La paredde las bacteriasgramnegativasestáconstituidaporuna membrana

citoplásmicainterna, el péptidoglicano,una membranaexternay, en muchos

casos,por estructurasadicionalescomo cápsulas,polisacáridosextracelulares,

fimbrias y flagelos. Las endotoxinasson lipopolisacáridos(LPS) de la membra-

na externaque formanuna barrerahidrófobae impiden la entradade salesbi-

liares, enzimasy ciertosantibióticos; de estaforma la bacteriatambiénpuede

eludir los mecanismosdefensivosdel huésped.Las endotoxinasson liberadas

porbacteriasgram negativasvivas, en fasede multiplicación, y muertas.La en-

dotoxina“libre” es una fracción cíe la total o “celular”, peroes la que tiene im-

portanciapatogénicapara el hombrey los animales.Está formadapor un com-

ponentelipídico o “lípido A” unido a un polisacáridoque, a su vez, se divide
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en doszonas,el polisacáridocentralo “core” y el polisacárido“antígenoO”

(Figura 6).(28) (239) (301)

1.4.2.2,Antígeno O.

Es la porciónmás externade la endotoxinay estáformadaporun númerova-

riable de unidadesmonoméricasde oligosacárido,compuestaspor 2 a 6 monosa-

dridos (Figura 7). Los monómerosson específicospara cadacepabacteriana,va-

riandoen cadauna de ellasla longitud resultantede la concatenaciónde los mis-

mos(28) (300) (301).

1.4.2.3. Antígenocore.

Estaporciónes muchomáscortaqueel antígenoO y une esteconel lípido A (Fi-

gura 7). Dentrodel coresepuedendistinguir dos regiones:la másdistal al lípido A,

que contieneazúcarescomoglucosa,galactosay n-aeetilglucosamina,y la máspro-

ximal, con heptosay ácido3-desoxi-D-mano-2-octulosónico(lcDO), que frecuente-

mentellevan radicalesfósforo y fosforiletanolamina.A pesarde tenerciertadiversi-

dadestructural,estaesmuchomenorque la del antígenoO, ya quesólo existen6 ó

7 variacionesdentro de las enterobacteriasmáscomunes(28) (300) (301).

1.4.2.4. Lípido A.

La estructurabásicadel lípido A difiere poco entrelos distintosgérmenesgram

negativos.Muchasde las accionesbiológicasde las endotoxinasdependende la

estructuraquímicaúnicadel lípido A, Estáconstituidopor un “armazón“ de disa-

cárido-glucosaminafosforiladoal que se unen ácidosgrasosde cadenalarga. El

lípido A seune al corea travésdel lcDO (Figura 7). La hidrólisis ácidarompela

unión al KDO sin detoxificarla endotoxina.La hidrólisis alcalinala detoxifica al

romperla unión cíe los ácidosgrasosal lípido A, sin que por ello pierdasu anti-

genicidad(237) (257) (300) (301).
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1.4.3. INTERACCION ENTRE ENDOTOXINA Y HUESPED.

1.4.3.1. Absorcióndeendotoxinas.

No seha identificado el mecanismoexactode absorciónintestinal de endotoxí-

rus. Haceañosque seobservóendotoxemiaportaíen individuossanosy enfermos

hepáticos,mientrasque la endotoxemiasistémicasólo seencontróenenfermoshe-

páticos(41) (101) (141) (143) (180) (186) (203) (247) (248) (272) (286) (349) (350)

(358)(359). Otrostrabajosno hanvisto nivelesde endotoxemiaportal significativos

enhumanosni enaninules(264) (271) (363). Estasdiferenciasen cuantoa la inci-

denciade endotoxemiaportal en sujetossanosson debidas,probabiemente,a la

distinta sensibilidadde los test. Es posibleque la absorciónintestinal de endotoxi-

russeproduzcaencondicionesnormalesy estasseanposteriormenteaclaradaspor

el hígado.

La cantidadde enclotoxinaspuedeaumentaren la luz intestinal sin que ello

produzcaalteracionesmorfológicaso funcionalessobrela mucosani ocasione

endotoxemiasignificativa (363). Perocuandoexistensituacionespatológicasco-

mo la isquemia,la obstrucción>la enfermedadinflamatoriaintestinal,o la acción

deaminasvasoactivasen el transcursodel shock,las bacteriasy endotoxinasson

absorbidasen grandescantidadesy pasana la circulaciónsistémicaporvía portal

o linfática. En estudiosexperimentalesse ha comprobadoque seutiliza con más

frecuenciaestaúltima, pero cuandoexistenalteracionesimportantesde la muco-

saintestinal, tambiénesimportantela vía portal (22) (28) (144) (215) (251) (264)

(266) (267) (275) (303) (362) (363).

1.4.3.2.Aclaraínientocíe endotoxinas

1.4.3.2.1.Aspectosgenerales.

Mathisonet al. (218) estudiaronel aclaramientosanguíneoy el acúmulotisular

de LPS marcadoscon í125 en conejos,observandoqueerabifásico. En unapri-

merafaserápida,cíe aproximadamente15 íuinutos, seaclarabala mayorpartedel

LPS y en otra más lenta,de varias horas,la fracción restante,probablemente,el

LPS se aclara en la fase rápidasin estarligado a ningunaproteínaplasmática,
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mientrasen la faselenta seune,engran parte> a lipoproteinasde alta densidad,a

lasde bajadensidad,a anticuerposespecíficosanti-LPSy a la proteínaligadorade

LPS. La velocidadde aclaramientotambiéndependedel tipo de LPS. Estudiosau-

torradiográficoso de inmunofluorescenciademuestranque la mayorpartede la

endotoxinaadministradaescaptadapor las célulasde Kupffer hepáticasy, enmu-

chamenorproporción,pormonocitoshemáticosy macrófagosesplénicos,renales>

pulmonaressuprarrenalesy musculares(132) (138) (167) (170) (218) (235) (258).

1.4.3.2.2.Participaciónde las célulasde Kupffer en el aclaramientode endotoxina.

Los estudiossobreaclaramientode endotoxinasrealizadosdurantee] trans-

plantehepáticodemuestranla importanciaque tienenlas célulasde Kupffer en

estafunción. Se apreciaun gran incrementode la endotoxemiasistémicadurante

la faseanhepática,que disminuyeen un tiempo variabletras la reperfusióndel

hígadotransplantado.El estasisde la circulación portal puedecontribuir a la ab-

sorciónde endotoxinas.Los pacientescon fallo primario del injerto presentanni-

veles de endotoxemiasistémicamuy elevados(140) (150) (233) (306) (342) (385).

Paradisminuir los efectosnocivos de la endotoxemiaen el transplantehepático

seha llevado a cabola descontaminaciónselectivadel tubo digestivo antesdel

mismo,conresultadosvariables(23) (364) (381).

Comoseha comentado,los enfermoscon hepatopatíaspresentanendotoxemiasis-

témica,lo queno ocurreen su¡etossanos,muy probablementepor la disminucióndel

aclaramientohepático.La administraciónde endotoxinaspor vía sistémicavenosade-

muestraqueel filtro pulmonares ineficazparasu aclaramiento,permitiendoel “spill-

over” o diseminaciónde estasa la circulaciónsistémicahastaque seaclaranen el hí-

gado(51).

Estudios“in vitre” muestranque la captaciónde LPS porcélulasde Kupffer se

producepor pinocitosis,y es un procesono saturablea concentracionesde en-

dotoxinamuy superioresa las fisiológicas. El procesamientode las endotoxinas

en las células (le Kupffer es, sin embargo,poco conocido(429) (130) (131) (132)

(153) (218),
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1.4.3.3.Mediadoresde la respuestabiológica a las endotoxinas.

1.4.3.3.1.Aspectosgenerales.

Clásicamentese ha consideradola endotoxinacomoun mediadorentrebacte-

riasy huéspedparael desarrollode enfermedades.Perosusefectosbiológicosno

sesuelendebera una accióndirecta de la misma,sino a mediadoresproducidos

tras la activaciónde componentesdel sistemainmune, como el complementoy

los macrófagos,y la coagulación.La secreciónprolongadae inadecuadade estos

mediadoreslleva a la apariciónde los efectosnocivosde las reaccionesorgánicas

queellosdesencadenan(169) (229) (299).

1.4.3.3.2.Activación del complemento.

El lípido A activala vía clásicadel complementoy el polisacárido,la vía alterna-

Uva (Figura 2). Como consecuenciase producenlas anafilotoxinas(C3 y CS), cu-

yos principalesefectosson la vasodilatación,la contraccióndel músculoliso y la

quimiotaxisde mononuclearesy polimorfonucleares(56) (175) (238) (340) (367).

1.4.3.3.3.Activación de los macrófagos.

Las endotoxinas(LPS) seunen a la proteínaligadora del lipopolisacárido(PLL)

y estecomplejoLPS-PLL seandaen el receptorCD-14 del macrófagoy de otras

células,iniciándosela activacióncelular (45) (84) (164) (299) (322) (371).

El macrófagoactivo libera tres gruposde mediadores:proteicoscomo el factor

de necrosistumoral (TNF) e interleucinasQL-1, iL-6, 11-8); lipídicos comoprosta-

glandinas(PGE9,tromboxanos(TxA2) y factor de activaciónplaquetaria(PAAF);

y radicaleslibres de oxígeno(28) (236) (297) (343).

U activacióndel metabolismodel ácido araquidónicopor la vía de la ciclooxi-

genasada origena las prostaglandinasPGE2 y PGF2a,y por la de la lipooxigena-

saproduceleucotrienos(EEC4). Estosproductossonnecesariosparala síntesisde

interleucinasy para modularla propiaacciónefectorade los macrófagos.Además,

sonvasoactivosy estimulanla quimiotaxis(127) (178) (212) (261) (340) (367).

El factor activadorplaquetarioesproducidopor los macrófagostras activacióndi-
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rectao mediadapor leucotrienosy prostaglandinas.Es tambiénproducidoporneu-

trófilos, plaquetasy célulasendoteliales.Estimulala agregaciónplaquetaria,la degra-

nulaciónde los neutrófilosy el aumentode la permeabilidadvascular(169) (388).

La interleucina1 esproducidadirectamenteporlos macrófagos.Desempeñaun

papelimportanteen la activacióndel sistemainmune,actuandosobrelos linfoci-

tos. Además>aumentala adhesividadde las célulasendotelialesy estimulala coa-

gulaciónintravascular,la producciónde proteínasde fase agudae incluso de

prostaglandinas,leucotrienosy factor activadorde las plaquetas(169) (387).

El factor de necrosistumoral esun polipéptidosintetizadoen diversascélulas,

fagocíticaso no fagocíticas,activadaspor endotoxinas,CSa, antígenosparasitarios

o fúngicos,IL-1 y, de forma autocrina,por el mismoINE Las célulasde Kupffer

hepáticasconstituyenla ímiyor poblaciónde macrófagostisularesen el hombre,

por lo que el hígadotiene un enormepotencialde secreciónde TNE La vida me-

dia aproximadaesde 15 minutos. Estimulala producciónde proteínasde fase

aguday linfocinas, activacélulasfagocitariasy endoteliales,y escapazde destruir

célulastumorales.Puedemediarrespuestasbeneficiosaso deletéreasdependien-

do de la cantidadproducida,la duraciónde la liberacióny el ambientebioquími-

co circundantedeterminadopor la presenciade otros mediadores(25) (39) (40)

(81) (139) (160) (161) (169) (171) (202) (226) (227) (355).

El factor estimulantedecoloniasesproducidopormacrófagosy linfocitos 13 es-

timulados,a su vez, por la IL-1 procedentede los propios macrófagos.Regulala

proliferacióny diferenciaciónde célulasde la médulaósea,estimulala actividad

fagocitaria, la síntesiscíe prostaglandinasy la secreciónde proteasas,y contribuye

a inducir toleranciaa endotoxinas(169).

El interferónno esproducidodirectamentepor los macrófagos,sino por los lin-

focitos T activadospor la acción con¡untade IL-1 e IL-2. Estimula el metabolismo

oxiclativo cíe aquellosy, por tantc,su actividadfagocitaria(47).

Las enclorfinas,relacionadascon la etiopatogeniade la hipotensióny el shock

séptico,parecensersintetizadastras la estinRílacióndirectade los macrófagospor

la endotoxina(340) (367).
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1.4.3.3.4.Activación de la coagulación.

Las alteracionesproducidasenestesistemapor la endotoxinasebasanen la ac-

tuaciónsobrelas plaquetas,los factoresde la coagulacióny las célulasendoteliales,

desencadenándosecomoconsecuenciauna coagulaciónintravasculardiseminada.

La endotoxinaes capazde provocaruna agregaciónplaquetariay, secundaria-

mente,una degranulaciónde las mismascon liberaciónde sustanciasvasoactivas.

A estaagregaciónplaquetariapuedencontribuir el aumentode los nivelesde

tromboxanoA2, metabolitodel ácidoaraquidónico.Las plaquetas,despuésde

entraren contactocon la endotoxina,expresanen su membranael factorplaque-

tario 3 (Ff3).

El factor tisular esproducidotras la activacióndirectade los macrófagospor la

endotoxina.Estaglicoproteinasirve de receptoral factor VII, que> despuésde

unirse a ella, seconvierteen la forma enzimáticamenteactiva capazde iniciar la

vía extrínseca.La endotoxinatambiénactiva la vía intrínsecaa travésde la activa-

ción del factorXII (Figura 8) (110) (147) (238) (326) (360).

Los macrófagosestimuladospor la endotoxinasegreganTNF-a, el cual> a su

vez, es capazde inducir la expresiónde factor tisular en la membranade las cé-

lulasendoteliales.De estamanerael endotelioseconvierteenuna potentesuper-

ficie trombogénica.Tantién disntnuyela producciónde prostaciclina,que, al

contrariodel TxA2, es un vasodilatadore inhibidor de la agregaciónplaquetaria.

Al mismo tiempo,el desprendimientode las célulasendotelialeslesionadasde la

pareddel vasoponeal descubiertolas fibras colilgenas,promoviéndosela agre-

gaciónplaquetariay el depósitode fibrina (105) (110) (123) (147).

1.4.3.4.Alteracionesproducidaspor acción de las endotoxinasen los distintos

órganosy sistemas.

1.4.3.4.1.Alteracioneshemodinámicas.

Muchosole los mediadoresliberadospor la acciónde las endotoxinassoncapa-

cesde producir importantesalteracioneshemodinámicas.Tras la inyecciónde en-

dotoxinas,escaracterísticala aparicióndeun estadohiperdinámicosistémicoca-
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racterizadopor la disminuciónde las resistenciasvascularesy el aumentodel con-

sumo de oxígenoy de la temperaturacorporal.A nivel pulmonarse producen

cambiospropios de un distrés respiratorioagudocomohipertensiónpulmonar,

aumentode la pernwabilidadvasculare hipoxia. La administraciónrepetidade en-

dotoxinaen ovejasproduceun estadohiperdinámicoque inclusopersistedespués

de suspenderla inyecciónde la misma (52) (63) (74) (99) (112) (198) (277).

1 .4.3.4.2.Alteracionesdel parénquinnhepático.

Desdehaceañosseconocela capacidadde la endotoxinade origen intestinal

paraproducirdañohepático;sonvarioslos mecanismosdescritosparaprovocarlo.

Puedenalterarla integridadde las célulasendotelialesy activarla coagulación,co-

mo seha expuestoanteriormente,desencadenandola apariciónde lesioneshepá-

ticaspor isquemia.Cuandoseadministrala endotoxinaa ratashepatectomizadas,

seproduceuna necrosishepáticamasivaque se acompañadedestrucciónde cé-

lulas endotelialesy depósitosde fibrina en los sinusoides(165) (234) (248) (249)

(364) (388).

La liberaciónde mediadoresy encimascitolíticos secundariaa la interacciónen-

tre endotoxinay célulasde Kupffer alteralos hepatocitos.Existe la posibilidadde

que las endotoxinasactúendirectamentesobreellos. Se ha visto queaumentanla

fragilidad de los lisosomashepatocitarios,estimulanla degradacióndel citocromo

P-450,alteranmorfológicamentey funcionalmentelas mitocondriasy disminuyela

captacióny excreciónde sustancias(20) (42) (64) (110) (219) (252).

1.4.3.4.3.Otrasalteracionesproducidaspor las endotoxinas.

La fiebre fue el primer efectodescritode los producidospor la endotoxina;se

debea una accióndirecta,o a travésde mediadores,sobrelos centrostermorre-

guladorescerebrales.Otro de los efectosclásicosesla neutropeniainicial, porse-

cuestroperiférico,seguidade importanteneutrofilia.Paralelamenteseproduceun

estímulo cíe la eritropoyesis.

Tras la administraciónintravenosade enolotoxinao TNF> aumentanlos niveles
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FIGURA 8. Proceso de activación de la coagulación desencadenado
por la endotoxina (351).
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plasmáticosde cortisol y ACTH. No sehanpodido demostrarcambiossignificati-

vos en los nivelesde glucosa,insulina y glucagónsistémico.En cuantoal meta-

bolismo lipídico, sehan observadoelevacionesde los nivelesséricosde ácidos

grasoslibres, colesterol,fosfolípidosy triglicéridos.Tambiénestimulanla síntesis

hepáticade proteínasy la proteolisismuscular,aumentandola liberaciónde glu-

tamina(112) (228) (241) (294).
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1.5. FISIOPATOLOGIA DE LA OBSTRUCCION BILLAR

1.5.1. ASPECTOSGENERALES.

La interrupcióndel flujo biliar esdebidaen el 90% de los casosa litiasis, este-

nosisbenignasy tumoresque afectana la vía biliar. Las dosprimerassuelenpro-

ducir una obstrucciónincompletaque da lugar a ictericiaintermitentey crisis de

colangitis por colonizaciónde gérmenesen la bilis estancada.Los tumorescau-

san>generalmente,una obstruccióncompletacon ictericiaprogresivasin colangi-

tis. La obstrucciónbiliar lleva consigouna retenciónde componentesbiliares, tan-

to a nivel hepáticocomosistémico,y un déficit de los mismosen el tubo digesti-

vo. Como consecuencia,seproducenalteracionesen la luz intestinal, en el siste-

ma hepatocelulary en el sistemainmune, que, entreotros efectos,provocanla

apariciónde una endotoxemiaresponsablede muchasde las complicaciones

postoperatoriasde estospacientes(278).

1.5.2. ALTERACIONES DEL SISTEMA HEPATICO.

1.5.2.1.Cambiosmorfológicosen hígadoy sistemaexcretorbiliar.

La obstrucciónbiliar producealteracioneshistológicasen el sistemaexcretory en

las célulasparenquimatosas.En los canalículossedepositantrombosde pigmentobi-

liar y sedesestructuranlas microvellosidades;progresivamentesevuelvenmáslargos

y tortuosos.La extravasaciónde componentesbiliares en los espacioportaocasiona

un “colangiolitis aguda”con importanteinfrtrado de polimorfonucleares.Los hepato-

citos que másprecozmentesufren los efectostóxicosderivadosdel depósitode blil-

rrubina, salesbiliaresy otros componentesde la secreciónbiliar, son los que están

máspróximosa dichosespacios.Las salesbiliaresinhibenel citocromoP-450,sepro-

ducenalteracionesdel retículoendoplásmicoliso y rugoso,desestructuraciónde la

membranacelulary, finalmente,destrucciónde los hepatocitos;apareceentonceslo

que seha denominado“necrosisen sacabocados”o “peacemeal necrosis”.Si la obs-

trucción biliar se prolonga,los fenómenosinflanutoriosagudosdanpasoal depósito

de fibras de reticulina y posteriormentede colágeno;seestableceasí una fibrosis,

que,conel tiempo,sehaceirreversibley contribuyea la colestasisy a la apariciónde
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cirrosis e hipertensiónportal. Es difícil determinarcuándoseproducenenel hombre

estoscambiosduranteel transcursode la obstrucciónbiliar; en la rata,a partir de las

dossemanas,existeuna fibrosis irreversibleconsignosde hipertensiónportal (134)

(278) (284) (317).

1.5.2.2. Alteracionesde la hemodináínicahepática.

La obstrucciónbiliar> en su fase aguda,sueleacompañarsede un aumentore-

activo del flujo sanguíneohepático,quizáspara manteneruna adecuadafunción

hepáticaantela dificultad parasegregarla bilis. En la fasecrónica de la obstine-

ción biliar, el flujo sanguíneotiendea disminuir (2) (32) (134) (177) (217).

1.5.2.3.Alteracionesde la secreciónbiliar.

La producciónde bilis seve alteradaporel aumentode la presiónen la vía bi-

liar cuandoseinterrumpetotal o parcialmenteel flujo. En experienciasllevadasa

caboen ratasseha observadoquecuandoestapresiónesde 16 a 17 cm de H20,

la secreciónbiliar esun 65% de la normal y cesacompletamentecuandola pre-

sión esde20 cm deH20. Estadisminuciónen la producciónde bilis estámásde-

terminadapor la inhibición de la secreciónque por un aumentode la absorción

de componentesbiliares en los propioscanalículos(4) (278).

1.5.2.4.Alteracionesde la funciónhepatocelular.

1.5.2.4.1.Alteracionesde la síntesisproteica.

La síntesisproteica,fundamentalmentecíe albúmina,esnormal en las primeras

fasesde la ictericia, pero a la larga puedeaparecerhipoproteinemiasecundaria

al procesoneoplásicoque la causa,a la malnutricióny a la cirrosis biliar de las

formas crónicas.Existe unamenor captaciónperiféricade aminoácidos,aunque

los nivelesséricossonnormaleso ligeramenteaumentados(259) (341).

La síntesisde enzimascanalicularesestáaumentada;tanto la fosfatasaalcalinaco-

mo la gamunglutamiltranspeptídasaseelevanensangrehastaalcanzaruna meseta.

Esta mayorproducciónesla responsablede queambasaumentenenobstrucciones
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totalesy segmentarias.El estímuloparala producciónde fosfatasaalcalinase debe

a una mayorconcentraciónde salesbiliares intrahepatocitarias,pero se desconoce

el de la síntesisde gammaglutamiltranspeptidasa(55) (288) (344).

La capacidadparaproducir factoresdecoagulacióntambiénsemantieneen las

primerasfases,aunqueexisteun alargamientodel tiempo de protrombinapor la

menorabsorciónde vitamina K (32).

1.5.2.4.2.Alteracionesde la circulaciónenterohepáticade los ácidosbiliares.

La obstrucciónbiliar conlíevauna interrupciónde la circulaciónenterohepátí-

ca y desencadenaun aumentode salesbiliares en los hepatocitosy sangre.Co-

mo mecanismoscompensatoriosseproducen,unamayorconjugación,sobreto-

do con sulfatoque facilita la eliminaciónurinaria,unadisminución de la síntesis

de ciertosácidosbiliares> y un aumentode otros anormalesque sonmáshidro-

solublesy por tanto másfáciles de eliminarporel riñón. La accióndetergentede

los ácidosbiliares acumuladosen el hepatocitoaltera de forma importantesu

membrana(32).

1.5.2.4.3.Alteracionesdel metabolismode la bilirrubina.

La produccióndiaria de bilirrubina en humanosesde 250 a 300 mg, de la que

cercadel 70 % procededel catabolismode la hemoglobinaen el SMNF, funda-

mentalmentedel bazoy médulaósea.El 30% restantecorrespondea hemopro-

teínasno hernoglobínicashepáticascomo el citocromoP-450. La bilirrubina “no

conjugada”va firmementeligada a la albúminaplasmática.Su entradaen el he-

patocitoes muy probableque seamediadapor “carrier” y, unavez en su inte-

rior, pareceunirsea proteínascitosólicas“ligandinas” que impiden la redifusión

al plasmay favorecensu entradaen el retículoendoplásmico,dondeesconjuga-

da con ácidoglucurónico,haciéndosehidrosoluble.Cuandolas proteínasligado-

rasole bilirrubina sesaturan,se produceun aumentode la bilirrubina no conju-

gada.En la obstrucciónbiliar completa,la bilirrubina, unavez conjugada,pasaa

sangre,y sus niveles> despuésde un ascensode díaso semanas,suelenllegar a
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una mesetaa partir de la cual la produccióndiaria eseliminadaporel riñón; va-

lores superioresa los de la mesetasugierenhemólisis o disfunción renal. Esta

mesetasealcanzaantesen perrosy ratas>ya queen ellos existeuna mayorfrac-

ción debilirrubina conjugadaqueesfiltrable y presentan,además,unamayorta-

sade filtración glomerularrespectoal peso.El acúmulointrahepatocitariodebi-

lirrubina provocauna menorcaptaciónde oxigeno por las mitocondriasdel he-

patocito>disminuye la actividaddel citocromoy altera la fosforilación oxidativa.

El pasode componentesbiliares a la sangrese debea un reflujo biliolinfático,

biliovenosoy transhepatocítico(10) (32) (114) (196) (278) (290) (319) (368).

1.5.2.4.4. Otrasalteracionesmetabólicas.

La síntesishepatocitariade colesterolestádisminuida,pero susnivelesséricos

aumentansignificativamentedebidoa una disminuciónde su conversiónen sales

biliaresy a la falta deexcreciónpor la bilis. Tambiénesmayorla síntesisde lipo-

proteínasanormalesque puedeninterferir con las lipoproteinasde alta densidad

(32) (184) (195) (325).

Se ha descritotina intoleranciaa la glucosaen animalesde experimentación

con obstrucciónbiliar que puedeserdebidaa una alteraciónde la fosforilación

mitocondrial del hepatocito(259) (375).

1.5.3. ALTERACIONES DEL SISTEMA INMUNE EN LA OBSTRUCCION BILIAR.

1.5.3.1.Translocaciónde bacteriasy endotoxinascomoconsecuenciade las alte-

racionesen la barreramucosaintestinal.

Como se ha comentadoanteriormente,en el tubo digestivoexistenuna serie

de mecanismosde defensaespecíficae inespecíficaque contribuyende forma

importantea la actividaddel sistemainmune> manteniendoel equilibrio de la flo-

ra intestinal y evitandosu translocación.Los factoresque la provocanson,funda-

mentalmente,las alteracionesde la flora intestinal, la desestrucruraciónde la mu-

cosay la depresiónde las defensasdel huésped(7) (33) (94) (98) (111) (162)

(189) (205) (376) (377) (380). Se ha observadotranslocaciónbacterianaendiver-
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sassituacionescomoel shockhemorrágico(291) (334) (384), la isquemiaintestinal

(275) (292)> las quenuduras(8) (96) (246), el tratamientoconfárnucoscitotóxicos

y antibióticos(15) (33) (34), la nutrición parenteraltotal (16) (128) (176) (287) y la

malnutriciónsevera(89) (92) (98) (336).

Deitch et al (97) han visto un predominiode bacteriasgramnegativasen el tu-

bo digestivode ratasdespuésde ligarel colédoco.Al mismotiempo,hayunama-

yor translocaciónde estosgérmenesen los ganglioslinfáticos mesentéricosy un

edemaimportantea nivel de la láminapropia. El fenómenode translocaciónse

ha visto asociadoal déficit funcional de linfocitos T, circunstanciaque apareceen

la obstrucciónbiliar (309).

1.5.3.2.Alteracionesdel sistenyiamononuclear-fagocítico.

Desdehaceañossesabeque la obstrucciónbiliar produceuna disminuciónde

la capacidadfagocitariadel sistemamononuclear-fagocítico.Este hechoesinde-

pendientede la situaciónnutricionaldel animal de experimentacióny se hace

evidentea partir de la 1a ~ 2~ semanade haberligado la vía biliar. El cultivo de

célulasde Kupffer en medioscon cantidadeselevadasde salesbiliares y endoto-

xina provocaalteracionesmorfológicasen el citoplasmade las mismas(18) (80)

(108) (172) (173) (348).

1.5.3.3.Alteracionesde linfocitos y neutrófilos.

Diversosanimales,despuéscíe ligar la vía biliar> presentanunadepresiónde la

respuestaa mitógenospor parte de los linfocitos T (122) (135) (281) (365).

Owenset al (268) observaronque los ratonesatímicospresentabanun déficit de

Lg A> placasde Peyersubdesarrolladasy una mayor incidenciade translocación

bacteriana.Posteriormente,Maddauset al. (206) vieron que la funcióninmuneT-

dependienteteníaescasaimportanciaen el hechode la translocación,pero> una

vez que estaseproducía,pochainfluir en la viabilidad del microorganismotrans-

locadodentrodel ganglio linfático.

La función de los neutrófilostambiénestádeprimidaen la obstrucciónbiliar
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como lo demuestrael hechode queratasa las queseles liga el colédocoy seles

induceunaperitonitis presentanun aclaramientobacterianoperitonealmucho

máslento que los controles.Se ha observado,“in vitro”, una menorfunción gui-

miotáctica,microbicida y lítica de los polimorfonuclearesprocedentesde indivi-

duoscon ictericia obstructiva(86) (307) (308).

1.5.4. REPERCUSIONDE LAS ALTERACIONES DEL SISTEMA INMUNE EN EL ACLARAMIENTO

DE ENDOTOXINAS.

Las alteracionesde la función del sistemainmunedescritasen apartadosante-

riores provocanun aumentoen la absorciónde endotoxinasy una disminución

desu aclaramiento.Ya seha comentadoque, si bienla endotoxemiaportal seha

observadoen individuos sanos,la endotoxemiasistémicaes unacircunstancia

que apareceen pacientescon algúngrado de insuficienciahepática,entreellos

los quepresentanictericia obstructiva.Se ha demostradoun aumentode comple-

¡os inmunesde lg A coincidiendocon la presenciade endotoxemiasistémicaen

pacientescon obstrucciónbiliar. El depósitode estos inmunocomplejosen diver-

sosórganospuedeproducirdañotisular (24) (132) (204) (247) (263) (271) (286).

La endotoxinacontribuyea la depresiónde diversoscomponentesdel sistema

inmune,perpetuandounasituaciónde círculovicioso. Niveleselevadosde endo-

toxina dificultan la incorporaciónde nutrientesa la nwícosaintestinal y provocan

alteracionesisquémicasde la mismaa travésde susmediadores(15) (157) (238)

(242) (245) (260) (276) (335) (345) (369).
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1.6. COMPLICACIONES PERJOPERATOlUAS DE LA CIRUGIA DE LA

OBSThUCCION BILLAR RELACIONADAS CON LA ENDOTOXINA

1.6.1. AsPECTOSGENERALES.

Los pacientescon obstrucciónbiliar estánexpuestosa una alta morbimortali-

dad perioperatoria.En ello influyen los efectostóxicosde los componentesbilia-

res,la malnutricióny la patologíaneoplasica.Una revisiónllevadaa caboporDi-

xon et al (106) de 373 pacientesictéricos mostróque la existenciaen un mismo

enfermode un hematocritoinferior al 30 %, unabiirrubina mayorde 11.7 mg/dl

y enfermedadneoplásica,elevabael riesgode mortalidadal 60%.

Algunasde las complicacionesmás importantesy frecuentesde la cirugía en

enfermosictéricosvan a estardeterminadaspor la depresióndel sistemainmune

y la endotoxemiaprocedentedel tubo digestivo, De ellasdestacanel fracasore-

nal, las hemorragiasgastrointestinales,las aiteracionesde la cicatrizacióny las

complicacionessépticas(19) (49) (101) (155) (209) (259) (282) (352).

1.6.2. ALTERACIONES DE LA FUNCION RENAL.

El fallo renal tras la cirugía porobstrucciónbiliar fue descritoa principiosdesiglo

porClairmonty Von Haherer(citado en369). Los pacientesictéricos presentanuna

disminuciónde la tasade filtración glomerulartras la intervenciónenmás del 60%

decasos,y el 96/o desarrollaun fracasorenalconuna mortalidadasociadasuperior

al 500/o (24) (62) (78) (100)(106) (125) (149) (274)(278) (282) (332) (368) (383).

1.6.3. HEMORRAGIA GASTROINTESTINAL.

Esta complicaciónseha descritoentreun 6%y un 14% de los pacientescon

obstrucciónbiliar sometidosa cirugía; esla causadel 20% de los fallecimientosen

el postoperatorioy, generalmente,se debena gastritis erosivas.Aunqueen ellas

puedeinfluir el reflujo duodenogástricoalcalino, esprobableque la endotoxina,

al igual queenel fracasorenal> seael factoretiológico másimportante.Las altera-

cionesde la coagulaciónexistentesantesde la intervenciónno pareceninfluir en

el desencadenamientode la hemorragia.La apariciónde erosionesen estómago
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de pacientescirróticos seasocia>con frecuencia,a endotoxemiasistémica.La en-

dotoxina estimula la secrecióngástrica,y en las gastritis erosivasproducidasen

animalesde experimentacióntras su inyección sehanobservadoniicrotrombos

de fibrina en los vasosde la mucosa(78) (106) (107) (213) (282) (304).

1.6.4. ALTERACIoNEs DE LA CICATRIZACION.

Los pacientesintervenidosporobstrucciónbiliar sufrendehiscenciasde la herida

operatoriaentreel 2% y el 4% de casos,y un 10% a 12.5%desarrollaneventraciones

(282). Lee (200) y otros autores(307) demostraronun retrasoen la emigraciónde

macrófagos,proliferaciónde fibroblastos,formaciónde colágenoy angiogénesisen

heridasde animalescon ictericia obstructiva.Tambiénseha observadouna dismi-

nuciónde los nivelesde prolina-hidroxilasa(49). En estasalteracionespuedejugar

un papel importantela malignidadde los procesoscausantesde la obstrucciónbi-

liar y la nulnutrición, pero el papelde la endotoxinaquedademostradoen trabajos

experimentalesen los que seobservóuna mejoría de la cicatrizaciónenratasictéri-

castratadasconsalesbiliares, capacesdecontrolarla absorcióndeendotoxina(21).

1.6.5. CoMPLICACIONEs INFECCIOSAS.

la depresióndel sistemainmuneexistenteen los pacientesconobstrucciónbiliar au-

mentalas posibilidadesde colonizaciónbacterianaen distintosórganosy sistemas.En-

tre ellashayque tenerencuentala que se puedepinduciren la propiavía biliar obs-

truida cuandoesta semanipulapreoperatoriamentecon fines diagnósticosy tempéuti-

cos—30-50%cíe casos—(48). Además,la endotoxemiaderivadade estascolonizaciones

tiene efectosmáscontraproducentesendichosenfermosqueenpersonassanas.

Wells et al (378) observaronuna incidenciade infecciónpostoperatoriaen ciru-

gíabiliar igual o mayorque en la cirugía coloproctológica,aunqueestaes,en teo-

ría> muchomás contaminante.Pitt et al (282) y Dixon et al (106) hanvisto que las

complicacionessépticasaparecenen másdel 20%de casos>siendolas más fre-

cuentesla infección de la herida cíe laparotomíay la presenciade bacteriemia.
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1,7. ACCION DE LA TERAPIA ADYUVANTE PARA lA RECLIPERACION

PREOPERATORJIA DEL SISTEMA INMUNE EN LA CIRUGIA DE LA

OBSTRUCCION BILIAR

1.7.1. DRENAJEBILIAR PREOPERATORIO.

Desdeel punto de vista teórico, la maniobramáseficazpararecuperarlas fun-

cionesdel sistemainmune seríala descompresióndel árbol biliar y la reposición

de la bilis en el tubo digestivo. Whipple (citado en 356), en 1935, describióla

duodenopancreatectomíaparaextirpar tumoresde cabezade páncreasquecau-

sabanictericia obstructiva;para ello realizabaun drenaje de la vía biliar en una

primeraintervencióny la resecciónen un segundotiempo. Hoy en día, el drena-

je biliar selleva a cabomediantela colocaciónde catéterestransparietohepáticos

o porprocedimientosendoscópicos(79).

En la revisiónde Clementset al (79) seobservaquelos casosen los queseuti-

lizó el drenajeexternopara descomprimirel árbol biliar sin reponerla bilis en el

intestino,presentaronresultadoscontradictoriosen cuantoal posibleefecto bene-

ficioso de caraa la intervención.Después,con el usode técnicasdedrenajebiliar

internoque derivanla bilis al tubodigestivo, seha conseguidoque aquellossean

másunifornyiementepositivos.

Varios estudiosexperimentalesy ensayosclínicos hanpermitidoexplicar los

mecanismospor los cualesactúael drenajebiliar. Algunos autores(102) (152) ob-

servaronque el drenajeinternodisminuíasignificativamentela incidenciade en-

dotoxemiaportal y sistémicaen ratas,mientrasque los nivelessemanteníanele-

vadoscuandose realizabaun drenajeexterno,lo quedemuestrala importancia

de restituir la bilis en el tubo digestivo.

La recuperaciónde la función renal,metabolismohepáticoy sistemainmune

despuésdel drenajebiliar seproducemáslentamenteque la normalizaciónde los

nivelesde bilirníbina. Koyamaet al (197) han observadoque tanto la cetogénesis

como la función respiratoriamitocondrialde los hepatocitostardanunasseisse-

manasen normalizarsetras la liberaciónde la obstrucciónbiliar. Pacientessome-

tidos a drenajebiliar preoperatoriorecuperanmuy lentamentela capacidadde
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síntesishepáticade ácidosbiliares (136). La respuestalinfocitaria a mitógenos,

quese encuentradeprimidaa los 21 días de ligar la vía biliar en ratas>no co-

mienzaa recuperarsehastala segundasemanade haberrealizadoun drenajebi-

liar interno(309) (312). La capacidadde aclaramientode] SMNF se restablecea

partir de la 12 ó 22 semana(103). Vane et al (365), en estudiosllevadosa caboen

cone¡os,hanobservadoque tanto la respuestalinfocitaria a mitógenoscomo la

actividaddel SMNF serecuperanmuchomáslentamente.

1.7.2. SALES BILIARES.

La administracióndesalesbiliaresa enfermosictéricos,fundamentalmentede de-

oxicolato, disminuyelos nivelesde endotoxemiaportaly sistémicay evita el dete-

rioro de la función renal duranteel postoperatorio(60) (61) (62) (117) (273) (352)

(353).

Existe cierta controversiaacercadel mecanismode acciónde las salesbiliares. En

un estudiorealizadopor Cahilí et al (60) no seobservóque las salesbiliares con-

trolaranla flora bacterianagramnegativadel tubo digestivo. Los ácidosbiliares, “in

viti-o” actúansobrelas bacteriasy tienenuna accióndetergentesobrela endotoxi-

na que escapazde inactivaría(37) (38) (126) (272) (279) (296) (314) (320) (327).

Kocsaret al (194)y> mástarde>Bailey et al (24)vieron que los ácidosbiliares impe-

dían la absorciónde endotoxina.En un estudioexperimental(152)> el drenajebiliar

internodisminuyó los nivelesde endotoxernia,pero estono ocurrió con el drenaje

externo.Parece,por tanto, que las salesbiliares puedenejerceruna accióndirecta

sobrela endotoxinao sobresu procesode absorción.

Greveet al (154) han propuestoque másque un efecto directo sobrela endo-

toxina, los ácidosbiliares inhiben la secreciónde TNF por los macrófagos.Sin

embargo,estosmismosautores(29) no hanobservadoque el control de los nive-

les de TNF medianteanticuerposmonoclonalesdisminuyala mortalidadde rato-

nes ictéricos.
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1.7.3.LACTULOSA.

La lactulosaesun disacáridosintéticoderivadode la lactosa,cuyaestructuraquí-

mica correspondea 4-0-IA-D-galactopiranosil-D-fructo-fiiranosa.Clásicamenteseha

utilizado para tratar la encefalopatíaporto-sistémica.Se ha observadoque la admi-

nistraciónpreoperatoriade lactulosaa enfermoscon ictericia obstructivareducelos

nivelesde endotoxemia,portal perioperatoriay sistémicapostoperatoria,y mejora

la función renal(269) (270).Tambiénevita la necrosishepáticainducidaen ratas

con galactosamina,que es mediadapor la endotoxinade origen intestinal (142).

Son varios los mecanismospor los cualesla lactulosapodría ejercersu acción

terapéuticaen la obstrucciónbiliar. Graciasa su poderosmóticoy su capacidad

paraacidificar, estimulael movimiento del colony produceun efecto laxanteque

puededisminuir la absorciónde endotoxinas.Tambiénpuedealterarla flora bac-

terianadel colon y, por tanto, la producciónde aquellas(105). Greveet al (156)

hanvisto que la lactulosa,“in vitro”, apenastiene efecto antiendotoxina,pero in-

hibe la produccióndeTNF por los nucrófagosestimuladospor la esta;aunquees

cierto quepara ello necesitaser absorbida,circunstanciaque no se produceen

condicionesnormales,sí seríaposibleen situacionespatológicasen las que seal-

terarala barreraintestinal.

1.7.4. POLIMIXINA.

Es un antibiótico polipeptídicocon capacidadparainactivarla endotoxina“in

vitro”. Es efectivaen ratas ictéricaspero no ha sido capazde controlarla endoto-

xemia en hunyianos(75) (166) (179).

1.7.5. INMUNOMODULACION.

1.7.5.1. Aspectosgenerales

En las últimas décadasseha desarrolladouna terapiainmunológicaespecífica

para la endotoxinaen distintas patologías,basadaen la administraciónde anti-

cuerposo en el estímulo de su produccióncon derivadosno activosde la misma

(202).Menos frecuentementesehanempleadosustanciascapacesde llevar a ca-
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bo unaestinínílacióninespecíficade elementosdel sistemainmune. Eapatet al

(27) (86) observaronqueun derivadode la TinosporaCordifolia reviertela de-

presiónde la capacidadfagocitariay microbicidaproducidaen los macrófagosy

neutrófilospci- la obstrucciónbiliar

1.7.5.2. Las hormonastímicascomoagentesinmunomoduladores.

La función inmunedel timo quedóestablecidacuandoMiller (citado en 9), en

1962, observóque la timectomíaen ratonesrecién nacidosoriginaba la muerte

prematuradespuésde la involución del sistenyiatimo-dependiente.Las hormonas

tímicas sonun grupode péptidossintetizadospor las célulasepitelialesdel timo

que actúansobrelos procesosde proliferación,maduracióny activaciónde los

linfocitos T. Sus nivelesséricosdesciendenrápidamenteal extirpar el timo o len-

tamentepor la involución con la edad.

De los extractostímicos se obtienendiferentespéptidoscapacesde actuarso-

bre las distintasfuncionesdel linfocito T; entreellos seencuentranla timopoyeti-

na, la timosina a-1, la timulina y el factor tímico humoral.La timopentina(TP-5)

esun pentapéptidosintético correspondientea la secuenciade aminoácidos32 al

36 de la timopoyetina.Otrospéptidossintéticossonla espleninay la esplenopen-

tina (SP-5).

Las hormonastímicasse hanempleadoen infeccionesvíricas> lepra> tuberculo-

sis> enfermedadesautoinmunes,neoplasiase inmunodeficienciasprimariasy se-

cundarias(3) (163) (339) (347) (379).

1.7.5.3. Característicasole la timoestimulina,

1.7.5.3.1.Aspectosgenerales.

La timoestimulinafríe aisladay purificadaen 1977por Falchettiy Bergesi(118).

Es un complejo polipeptídicoqueseobtienede la glándulatímica bovinay tiene

un pesomolecularmenorde 10.000 Daltons. En la identificacióndel principio ac-

tivo> el perfil electroforéticopresentauna sola bandacaracterísticacorrespondien-

te a un pesomolecularde aproximadamente4.500 Daltons.
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1.7.5.32.Mecanismosde accióny valoración de su actividad.

La timoestimulinainduce la apariciónde marcadores de superficiede las célu-

las T y, comootrashormonastíniicas, estimulasusprocesosde proliferación,di-

ferenciación y activación,tanto en animalescomo en humanosinmunodeprimi-

dos.En sujetossanos,el efectode la timoestimulina no es tan manifiesto como el

que ejercesobreindividuosen los que la inmunocompetenciano estádesarrolla-

dao seha deprimido(67) (330). Los ensayosllevadosa caboparael estudiode la

acciónde la timoestimulinason dedos tipos: los primerossirven paradeterminar

la acciónsobrelos nurcadoresdesuperficiecíe célulasT y 13 (tabla 1); el segundo

tipo de ensayosevalúa la función linfocitaria, para lo cual se incubanlos linfoci-

tos con timoestimulinay diversosmitógenos(tabla II).

1.7.5.3.3.Farmacodinamiay toxicidad.

La timoestimulinaadministradaporvía intravenosao intramuscular,a dosisde

1 ó 2 mg/kg de peso/día,en animalesno modifica la presiónarterialsistémica,la

frecuencia cardíaca y respiratoria,los registroselectrocardiográficosni el tono o

motilidad de la musculaturalisa y estriada.Tampocoaltera las respuestaspreso-

ras, electrocardiográficasy neumográficasa epinefrina,norepinefrina,acetilcolina

e histamina. La administración prolongada de dosis elevadas, hasta 100

mg/kg/día,no tiene efecto letal ni modifica el pesocorporal ni el aspectoma-

croscópicoo microscópicode los órganosinmunológicosmásrelevantes>como el

bazoo el timo (118).

1.7.5.3.4.La timoestimulinaen experimentaciónanimal.

Son escasoslos estudiosrealizadosen animalesen los queseha empleadola

timoestimulina como tratamiento de infecciones bacterianas (85) (224). Ha sido

utilizada más frecuentementecomoagenteantiviral, disminuyendola mortalidad,

o antitumoral,consiguiéndosemayorsupervivencia,tanto en tumoresprimarios

comometastásicos(191) (192) (210).
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1.7.5.3.5. La timoestimulinaen ensayosclínicos.

La timoestimulinase ha mostradoeficazen el tratamientode inmunodeficien-

cias prixmrias comoel Síndromede Di George>la aplasiatímica, la ataxia telan-

giectasiay, engeneral,lasenfermedadesrelacionadascon la depresiónde linfoci-

tos T (6). Tambiénseha utilizado con éxito en diversasinmunodeficienciasse-

cundariasque sesuelenasociara pacientesinfantiles, seniles,neoplásicos,que-

madoso sometidosa radio-quimioterapia.En enfermosquirúrgicosreducela tasa

de complicacionesinfecciosaspostoperatorias(59) (145) (214) (354).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La cirugía de los enfermoscon ictericia obstructivaseha asociadoa unasaltas

tasasde morbilidady mortalidad.Muchasde las complicacionesdescritasenestos

enfermos son consecuenciade las alteracionesexistentesen los distintoscompo-

nentesdel sistemainmune, que motivanun aumentode la absorciónde endoto-

xinas a nivel del tubo digestivo y la apariciónde una endotoxemiasistémicapor

un déficit deaclaramiento.

Como seha expuestoanteriormente,tanto los fenómenosde translocaciónco-

mo la depresióndel SMNF estánrelacionadoscon un déficit funcional de linfoci-

tos T, queesla poblaciónlinfocitaria que fundamentalmentese alteraen la obs-

trucción biliar Las hormonas tímicas poseen una acción moduladorabasadaen

la estimulaciónde estoslinfocitos en individuos inrnunodeprimidos.

En basea estoshechos,seplanteóla hipótesisde que el tratamientocon timo-

estimulina de ratas con ictericia obstructiva podría recuperar la función linfocitaria

T y controlarla translocaciónde enclotoxinasdesdela luz intestinalhaciala circu-

lación portal, así como la apariciónde endotoxemiaen la circulaciónsistémica

motivadapor la disminuciónde su aclaramiento.Paraello se establecieronlos si-

guientes objetivos:

1) Desarrollarun modelode ictericia obstructivaenratas,simple y eficaz parain-

terrumpir el flujo biliar.

2) Estudiode las diferenciasponderalesenratascon ictericia obstructiva,sietedías

despuésde haberligado la vía biliar, tratadaso no con timoestimulina.

3) Estudiode las variacionesen los nivelesde creatininaen sangrede ratascon

ictericia obstructiva,sietechasdespuésde haberligado la vía biliar, tratadaso

no con timoestimulina.

4) Determinaciónde la respuestalinfocitaria a ConcanavalinaA en ratascon icte-

ricia obstrnctiva, sietedías despuésde haberligado la vía biliar, tratadaso no

con timoestimulina.

5) Determinaciónde los nivelesdeendotoxemiaportaíen ratascon ictericiaobstructi-

va, sietedíasdespuésde haberligadola vía biliar, tratadaso no con timoestimulina.
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6) Estudiode lasvariacionesde los nivelesde endotoxemiasisténticaenratascon

ictericia obstructiva,sietedías despuésde haberligado la vía biliar, tratadaso

no con timoestirnulina.

7) Estudiodel aclaramientodeendotoxinaexógenaenratascon ictericia obstructiva,

sietedías despuésde haberligado la vía biliar, tratadaso no con timoestimulina.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAl.

3.1.1. ANIMALES.

Seutilizaron 94 ratasWistar, machos(n= 69) y hembras(n— 25), de un pesode

347 ±10,3g (media±error estándar).Los animalesprocedíande la colonia del

Servicio de Cirugía Experimentaldel Hospital Ramóny Cajal de Madrid.

3.1.2. REAcTivos.

3.1.2.1. Determinacionesbioquímicasen sangre.

- BoehringerMannheim.Barcelona.España:

- Tiras reactivasparaReflotron:

- Glucosa (ref. nti 744948).

- Triglicéridos(ref. n~ 745049).

- Creatinina(ref. n~ 745154).

- Amilasa(ref n~ 1200658).

- Bilirrubina (ref. n~ 905321).

- GPT (ref. nti 745138).

- GOl’ (ref. n~ 745120).

- GGT GeL n2 744964).

- Suerocontrol “PrecinormU” (ref. nti 745154).

3.1.2.2.Estudiode la función linfocitaria.

- Gibco. Madrid, España:

- Medio RI’MI (ref. n~ 074-01800N).

- Suerode carnerofetal al 2% y 5% GeL n2 011- 06290).

- Sigma. Madrid. España:

- Fungizona(ref. n9 F9528).

- Azul de tripano.

- Llorente. Madrid. España:

- Gentamicina(ref. n2 763094).
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- Aldrich. Madrid. Espana:

- Concanavalina A (reí? n~ 86, 142-1).

- Merk. Madrid. España:

- 2-mercaptoetanol 5 x lo-5 M (reí? n~ 805740).

- Flow Laboratories.Madrid. España:

- Glutaniina 2mM (reí? n~ 16-801-49).

- Amersham.Madrid. España:

- Timidina [metil-H31.(ref. n2 TRK4I8).

3.1.2.3.Determinaciónde endotoxinas.

- Associatesof CapeCod, WoodsHole. Massachusetts.E.E.U.U.:

- ReactivoLAL Pyrotell, lote 42-102-544(ref. n2 AE-061).

- EndotoxinaCSE (100 ng/mI), lote 49 de E.coli, potencia—12,5 UE/ng (reí?

nti AE-075).

- Atlas BioscanLtd. West Sussex.GranBretaña:

- Agua apirógena(< 0,001 UE/ml), lote 21-01-92(reí? nti AE-081).

3.1.2.4.Anestésicos.

- Ibys SA. Madrid. España:

- Sulfatode atropinaa concentraciónde Img/ml.

- RocheSA. Madrid. España:

- Diazepama concentraciónde Smg/mi.

- ParkeDavis SA. Madrid. España:

- Clorhidratode Ketaminaa concentraciónde Smg/ml.

3.1.2.5.Otros

- LaboratoriosDifco. Michigan.E.E.U.U.:

- Lipopolisacárido E.coli 0127:B8.

- LaboratoriosRovi SA. Madrid. España:

- Heparinasódicaal 1%.
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Sarget.Madrid. España:

- PovidonaYodadaal 10%

LaboratoriosPérezGiménez.Córdoba.España.

- Alcohol sanitarioal 700 y 960.

3.1.3. INMUNOMODULADOR.

- Laboratoriosde Investigacióndel Instituto FarmacológicoSerono.Roma. Italia:

- Extractotímico: Timoestimulina(TP-l).

3.14. ApAIt4Tos Y MATERIAL FUNGIBLE.

3.1.41.Determinacionesbioquímicasen sangre.

- BoehringerMannheim.Mannheim.Alemania:

- Espectrofotómetrodereflexión modeloReflotrón.

- Kubota.Tokyo. Japón:

- CentrífugaKubota 5100.

- Eppendorí?1-lamburg.Alemania:

- Pipetasautomáticasde 1-1000k1

- Tubosde polipropilenode 1 cc3.

- H. ICO SA. Madrid. España:

— Jeringascíe insulina estérilesde polipropileno25 G.

3.14.2. Estudiode la función linfocitaria.

— Dwyer Instr. Inc. Indiana.EE.UU.:

- Cámarade flujo laminarMagnehelic.

- Beckman.Glenrothes.GranBretaña:

- Contador~gBeckmanLS 1701.

- Scatronlnstrnments.Lier. Noruega:

- Recuperadorde célulaso “Celí harvester”.

- Papelcíe filtro para el recuperadordecélulas.SkatronFilterntats.

- Nikon. Tokyo. Japón:
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- Microscopiobinocular invertido modeloNikon Diaphot.

- Lab-Line InstrumentsInc. Illinois. E.E.U.U.:

- Agitador rotatorio modeloMistral Mixer.

- NAPCO.Iliinois. E,EUU.:

- Estufade incubaciónmodelo NAPCO-5415IR CO2 System.

- P-Selecta.Heidelberg.Alentania:

- Termostatode inmersiónelectrónicode

- Cultek. Madrid. España:

- Mecheroautomáticomodelo Pireboy.

- Tecnomara.Zúirich. Suiza:

- PipetaautomáticamodeloPipetBoy.

- Bibby Sterilin Ltd. Staffs. GranBretaña:

- Placasde Petri estérilesmodeloSterilin.

- Sarstedt.Hamburg.Alemania:

- Tubosde polipropilenoestérilesde 15 nI

- Casasestériles.

- Tubosde polipropilenode 1 cc
3.

- NunclonT.M. Kopenhagen.Dinamarca:

- Placasmicrotiter estérilesde 96 pozillos.

- Brand. Heidelberg.Alentania:

- Pipetas“Pasteur”estérilesde 5 ml.

- Cámarade recuentocelular “Neubauer”.

precisiónmodeloPrecisterm.

3.1.4.3. Determinacióndeendotoxinas.

- Associatesof CapeCod. WoodsHole.Massachusetts.EE.UU.:

- NefelómetroLAL-5000-II.

- Heidolph Elektro. Kelheim. Alemania:

- Agitador modeloVortex REA-2000.

- Atlas BioscanLtd. WestSussex.Cran Bretaña:

- Tubosapirógenosde reacciónde 10 x 75 mm (ref. n~ AE-1 10).
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- Tubosapirógenosde dilución de 13 x 100 mm (reí?nti AE-112).

- Pipetasapirógenasde 1 y 2 ml (reí?n~AE-136 y AE-137).

Nichiryo. Tokyo. Japón:

- Micropipeta ajustable de 10 - 100 ¡II.

- AmericanNational Can. Greenwich.EE.UU.:

- Parafilm.

- Puntasde pipeta apirógenas.

- Siemens.Mtinchen.Alemania:

- Frigorífico con dispositivo de seguridad.

- Ordenadorpersonalmodelo PCD-2P.

- Impresoramatricial modeloHighprint 3100.

- Viggo-Spectramed.Helsingborg.Suecia:

- Catéteresintravenososde polipropilenode 18 G.

3.1.4.4.Instrumentalquirúrgico.

- Aesculap.Miinchen. Alemania:

- Cajade instrumentalmicroquirúrgico:2 pinzasanatómicas,2 pinzasqui-

rúrgicas,2 tijeras de disección,una tijera de hilos, 4 pinzasde mosquito,

un disectorfino> un portaagu¡asfino y un portaagujasgrueso.

- Lorca Marín. Murcia. España:

- Ligadurasde sedade 4/0 y 5/0.

3.1.4.5. Otros

- Carl Zeiss.Jena.Alemania:

— Lupa microquirúrgicabinocular.

Sauter.Hamburg. Alemania:

- Balanzade precisiónde Sg-lOOOgmodeloSauterSM 1000.

‘X”ahl Clipper Corporation.Illinois.EE.U.U.:

— EsquiladoreléctricomodeloWahl 89 Taper.

Asik. Kopenhagen.Dinamarca:

63



- Jeringasde polipropilenodesechablesde 2, 5 y 10 ml.

- BectonOickinson. Fraga.Espana:

- Agujasdesechablesde 20 G.

3.1.5. MATERIAL PARA ESTUDIO ESTADISTICO.

Se empleóun ordenadorJEPSSEN486/ 66 Mhz y el programaBMOP 386 DY-

NAMIC y. 7.0 y BMOP NEW SYSTEM versiónbeta(BMOP StatisticalSoftware).

Los módulosempleadosparala estadísticadescriptivay homogeneidadfueron:

DM, 10, 20, 3D, 40, 70, 4F, 2V, 5V, 3S, IR.

3.2. METODOS

3.2.1. MANEJO DEL ANIMAL DE EXPERIMENTACION.

3.2.1.1.Cuidadosgenerales.

Los animalessemantuvieronen jaulasestándarescon capacidadparatres ratas

cadauna y con libre accesoa comiday bebida,no inferior a 20-45ml de aguay

12-15 g de piensoporanimaly día. Fueronexpuestosal ritmo circadianoambien-

tal con una temperaturaque osciló entre18 y 22 0C y unahumedadrelativadel

70%. El serríndel fondo,que conteníalas excretas,secambióa diario.

3.2.1.2.Técnicaanestésica.

Se llevó a cabomedianteinyecciónintraperitonealde una mezclade sulfatode

atropina(0.2 ml a concentraciónde 1 mg/mi), diazepam(0.8 ml a concentraciónde

5 mg/nt y clorhidratode ketamina(1 ml a concentraciónde 5 mg/mI). Se ajustóla

dosisde la mezclaanestésicaal pesodel animal(1 ml porkilogramode peso)(115).

3.2.1.3.Técnicaquirúrgicaparainterrumpir el flujo biliar.

Los animalessólo recibieronaguadurantelas 24 horaspreviasa la interven-

ción. Todaslas operacionessehicieron en condicionesasépticas.Despuésde

anestesiarla ratay colocarlaen decúbito, fijando susextremidades,serasuróel

abdomeny selavó con una soluciónantisépticade povidonayodada.Se realizó
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una laparotomíamediade unos 3 cm de longitud iniciada pocosmilímetros por

debajodel apéndicexifoides. La localizacióndel antrogástricofacilitó la identi-

ficación del duodeno,del queesnecesariotraccionarpara tensarla vía biliar

principal (VBP) enel ligamento hepatoduodenal(73) (167). Una vez identifica-

da y disecadaesta,se utilizó la técnicade Koch-Weseret al, (193) parainte-

rrumpir el flujo biliar. Oicha técnicaconsisteen realizaruna doble ligaduracon

seda(5/0) de la VBP, una por debajode la confluenciade los conductoshepáti-

coslobaresy otra justo por encimade la unión con los conductospancreáticos,

extirpandoun segmentode la mismaentreambas.El cierre de la laparotomiase

llevó a cabocon suturacontinuade seda(4/0). Finalmente,semarcóa los ani-

malespatasu correctaidentificación.

3.2.1.4.Técnicapara la obtenciónde muestrasde sangre.

3.2.1.4.a.Sangresistémica.

Seobtuvo por puncióndirecta de la vena yugularinterna, tomandocomorefe-

renciael latido de la arteriacarótidacomún. Se utilizaron agujasy jeringasde in-

sulina lavadasconheparinasódica.

3.2.1.4.b.Sangreportal.

A travésde una laparotomíacomo la descritapreviamente,selocalizó el con-

fluente venosomesentérico-portaltraccionandodel paqueteintestinal. Oespués,

seobtuvo una muestrade sangreportal mediantepuncióndirecta con agujay je-

ringa de insulina lavadacon heparinasóclica.

3.2.1.5.Técnicade esplenectomíaParaestudiode la función linfocitaria.

En la misma intervencióndescritaen el párrafoanteriorsellevó a cabola es-

plenectomía.Paraello se exteriorizóel bazo traccionandodel estómagoy seex-

tirpó despuésde ligar con seda(4/0) y seccionarel pedículoesplénico.
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3.2.1.6. Técnicaparaestudiodel aclaramientode endotoxina.

Se canularonlas dosvenasyugularesinternasa travésde una incisiónsupracla-

vicular utilizando sendoscatéteresAbbocathde 18 G lavadoscon heparinasódica

(283). En uno de ellos seinyecté lipopolisacáridoE. coli 0127: B8 a dosis de 1

mg/1OOmg de peso.Porel otro seobtuvieronmuestrashemáticasseriadasparaes-

tudio del aclaramiento.

3.2.2. DUrERMINACION DE PARAMVrRos BIOQUIMICOS EN SANGRE

Las muestrashemáticasfueroncentrifugadasinmediatamentedespuésde su ex-

tracción, a 4000 rpm, durante10 minutos.Los suerosresultantessecongelarona

20 oc hastasu procesamientocon el espectrofotómetrode reflexión.

3.2.3. ESTUDIO DE LA RESPUESTAMITOGENICA A CONCANAVALINA A DE LINFOCITOs T DEL BAZO.

3.2.3.1.Aislamientode linfocitos del bazo.

Despuésde extraerlos bazosen condicionesde esterilidad,semantuvieronen

medio RPMI con 60 ~ig/ml de gentamicinay 0.25 pg/ml de fungizona.Posterior-

mente,fueron trituradossobregasasestériles,queactuaroncomo filtro, con el

émbolode una jeringa; las célulasfiltradas secentrifugarona 1800 rpm durante4

minutos, desechandoel sobrenadante.Se lavarontres vecescon medio RPMI su-

plementadocongentamicina,fungizonay suerofetal de ternera(FCS) al 2% inac-

tivado a 56 oc durante30 minutos; finalmente,las célulasfueron resuspendidas

en medio basalcompleto(RPMI, gentamicina,ftrngizona,Glutamina2 mM y (~-

mercaptoetanol5 x 10~M y FCS al 5%).

Parael contajedecélulasseutilizó una cámarade Neubauery la viabilidad de

las mismassedeterminéconun colorante(le exclusión,tripan blue preparadoal

10% en soluciónisotónica,que perimtic distinguir las célulasvivas de las células

no viablespor la coloraciónazul que adquierenestasúltimas al penetrarel colo-

rantea travéscíe su membranaalterada(146) (148).
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3.2.3.2. Medidade la proliferaciéncelular.

La proliferación celularse determinóen función de la síntesisde DNA des-

puésde estimularlos linfocitos con la ConcanavalinaA (Con A) (146). Parame-

dir la síntesisde DNA, los linfocitos resuspendidosen medio basal,a una densi-

dad de IO~ células/lOOpi, se incubarona 372C con 5% deCO
2 y 95%de hume-

dad en placasde 96 pocillos con distintasconcentracionesde Con A. A las 48

horasseañadió0.5 ~xCide timidina tritiada (metil-H
3) en cadapocillo y se man-

tuvieron las células 24 horasmás en las condicionesde incubaciónya señala-

das. Despuésde estetiempo, la timidina tritiada no incorporadaseseparécon

ayudade un “celí harvester”, de tal forma que los núcleosquedaranretenidos

en filtros de fibra de vidrio. La timidina tritiada incorporadaal DNA sedetermi-

nó cuantificando,en cuentaspor minuto (CPM), la radiactividadde los filtros en

un contadorde radiaciónJA.

Los resultadosseexpresaroncomo índicede estimulación(lE) y respuestarela-

tiva (RR) calculadossegúnlas fórmulas:

CPM (de cadamuestraestimulada)
LE = ______________________________

CPM (control)

cpm (animalproblema+ConA)-cpm (animalproblemabasal)
RR =

cpm (animalcontrol+ConA)-cpm (animalcontrol basal)

3.2,4. TESr DEL LXI. PARA LA DIrrERMINACION DE ENDOTOXINA.

3.2.4.1. Fundamentosdel testdel LAL.

El fundamentodel testdel IAL (Lymulus AmoebocyteLysate)se basaen la ca-

pacidadque tiene el lípido A de desencadenaruna reacciónde coagulacióncon

el extractode las célulassanguíneas(amebocitos)del Lymuluspohphemus(“hor-

seshoccrab”). La endotoxinaactivauna cascadade proteasas,enpresenciade io-

nesde calcio y demagnesio,que hidrolizanel sustratocoagulógeno,dandolugar

a la proteínacoagulinacon capacidadde formar polímerosque generanun esta-

do de gelificaciéncon aumentode la turbidez.
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Existen tres tipos principalesde ensayosque compartenestemismofrmndamen-

to: métodode gelificacién(180) (256) (286); métodoturbidimétrico(256); y méto-

do cromogénico(35) (168) (186) (203) (256).

3.2.4.2. Procesamientode muestrasde sangreparael ensayoLAL.

Se llevó a cabo con material apirógeno,recogiéndosemuestrasde sangre(0.5

mi) y anticoagulándolascon heparinasódica(15 - 30 UI/ml). Se centrifugarondu-

rante 5 minutos,a 3000 rpm, parasepararel suero,que fue congeladoa -20 0C

hastasu procesamiento.Parasu análisis, las muestrasde suerose diluyeronal

1/100 con aguaapirógena,manteniéndosea temperaturade 65 oc durante1 hora

para eliminar granparte del efecto inhibidor del plasmaen la reaccióndel LAL

Despuésde enfriarsea temperaturaambiente,se mezclaronen un tubo de reac-

ción 400g1 de la muestracon 100pi de reactivo LXI.. Las muestrasseprocesaron

por duplicado,realizándosedilucionesseriadasal 1/10 cuandoconteníanmásde

100 UE/ml.

3.2.4.3. Determinacióndeendotoxina.

Paramedir ~osnivelesde endotoxinase empleóel métodocinético turbidimé-

trico LAL-5000. Se trata cíe un métodoautomáticocuantitativo,con un rango line-

al de 0.001 a 100 unidadesde endotoxina(UE)/ml, que mide la turbidezdel en-

sayoIAL en función de la densidadóptica cada10 segundos.

El tiempo de reacción(TR) se deñnecomo el tiempo que tardala mezclade

la muestray el reactivo LAL en conseguirunadeterminadaturbidez(0.2 unida-

desde densidadóptica); esmenorcuantomayorseala concentraciónde endo-

toxina, existiendounacorrelaciónlineal entreel logaritmodel TR y el logaritmo

de la concentraciónde endotoxina.La concentraciónde endotoxinade una

muestraproblemase obtieneal interpolarel log TR en la rectade calibración

obtenidacon dilucionesde un patrón valoradode concentraciónestándarde

endotoxina(OSE.).

En todos los ensayosseempleócomocontrol negativoaguaapirógena,y corno
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controlespositivos,una dilución del patrónCSE de 0.01 ng/ini (— 0.125 UF/mi) y

una muestrade sueroal quesele añadíauna concentraciónconocidade CSE, re-

cuperandosiempreel valor dianaexpresado±25%(agua)é ±50% (suero).

3.2.5. EsTUDIO DEL ACLARAMIENTO DE ENDOTOXINA.

El aclaramientode endotoxinaseexpresócomoíndice fagocítico(IF), determi-

nadosegúnla fórmula:

log C1- log C2
IF= -

*C1 y C2 representanlas concentracionesde endotoxinaenlos tiemposT1 yT2.

3.2.6. ADMINISTRACION DEL INMUNOMODULADOR.

La timoestimulinaseadministrépor vía intramuscular,en el músculoquádri-

cepsposterior,a dosisde 6 mg/kg/día durante7 días.

3.2.7. DISEÑO EXPERIMENTAL.

Se establecieroncuatrogruposexperimentales:

1) Grupocontrol (n=22): fue sometidoa unalaparotomíacon el fin de obtener

sangreportal paradeterminarla concentraciónde endotoxinay realizaruna es-

plenectomíaparaestudiode la función linfocitaria. Al mismotiempo, seobtuvo

una muestrade sangresistémicaparadeterminarla concentraciónde los distintos

parámetrosbioquímicos,así como de endotoxina.La función linfocitaria se estu-

dió ennueveanimalesy el aclaramiento(le endotoxinaen cuatro.

2) Grupoblanco(n—16): se sometióa una primera laparotomía“blanca” en la que

sedisecóla VI3P sin ligarla ni resecaría.Además,setomóuna muestradesangresisté-

mica paradeterminacióndeendotoxinay parámetrosbioquímicos.Sietedíasdespués,

serealizóunasegundalaparotomíadumntela cualseobtuvo sangreportal paradeter-

minarla endotoxina.Tantiénseobtuvosangresistémicaparadeterminaciónde pará-

metrosbioquímicosy endotoxina.La función linfocitaria seestudiéensieteanimales.

69



3) Grupo ictérico (n—42): los animalesfueronsometidosa una primeralaparo-

tomía en la que seligó y resecóla vía biliar principal. A continuación,sellevaron

a cabolos mismospasosdescritosenel grupoblanco.Seestudióla función linfo-

citanaen 12 animalesy el aclaramientode endotoxinaenseis.

4) Grupo terapéutico(n=14): serealizaronlos mismosprocedimientosque en

el grupoanterior. Entre la primeray la segundalaparotomía,los animalesfueron

tratadoscon timoestinRílina (TP-1). Se estudióla funciónlinfocitaria en sieteani-

malesy el aclaraniientoen cuatro.

3.2.8. MifroDo ESTADíSTICO.

3.2.8.1. Recepciónde casos.

Se preparóun fichero con 53 variablespor cadaanimalde experimentación,

empleandoel programadBASE 111+ (Borland).El ficherocreadoseexportóconel

programaDBMSCOPY + (ConceptualSoftware)a formatoBMDP.

3.2.8.2.Depuración.

Se empleóel módulo4D del programaBMDP y 7.0 pararealizarla depuración

inicial de los datos. Posteriormente,se obtuvo descriptivaampliadamedianteel

módulo2D parala depuraciónestadística.

3.2.8.3.Estadísticadescriptiva.

De las variablescualitativasseobtuvieronfrecuenciasabsolutas,relativasy acu-

muladas.De las variablescuantitativasseobtuvieron,globalmentey por grupos,

la media, desviacióntípica, error estándarde la media, coeficientede variación,

máximo y mínimo, medianay cuartiles,intervalo intercuartílicomedio, coeficien-

tes deasimetríay curtosis,y estimacionesrobustasde la media.

3.2.8.4. Estudiode distribución.

Se estudiéla distribución a fin de obteneruna distribuciónteóricaajustablepa-

ra el análisis de los cIatos. El ajuste de las variablesa la distribucióngaussianase
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verificó por medio del testde Shapiro-Wilk’s. La distribuciónde la varianza(ho-

moscedasticidad)seestudiómedianteel testde Levene.En casode detectarsedi-

ferenciasestadísticamentesignificativascon la distribucióngaussiana,seutilizaron

métodosno paramétricos.

En los casosen que la variableno se ajustó a una distribucióngaussiana,

se emplearonlos gráficos diagnósticosde Box-Cox a fin de encontraruna

transformaciónque normalizaray estabilizaralas varianzas.Se encontróque

en las CPM, lE y RR, la transformaciónmediantelogaritmosen base10 pro-

ducíaun buenajuste.Una vez repetidala pruebade Shapiro-Wilk’s, sedeci-

dió emplearestatransformaciónen dichasvariables.Para aquelloscasosen

los que no se encontróajusteválido, se decidió el empleode pruebasno

paramétricas.

3.2.8.5.Estadísticaanalítica.

3.2.8.5.a.Análisis intragrupo.

Se utilizó el test de Kruskal-Wallis, con correcciónsegúntamañode mues-

tra, comoalternativano paramétricaparael estudiode las variablesque no se

ajustarona la curva de Gauss.En los casosen que fue positivo, se obtuvo la

comparaciónmúltiple de mediasmedianteel testde Wilcoxon con corrección

de Bonferroni paraevitar el aumentodel error alfa debido a comparación

múltiple de hipótesis.Paralas comparaciones2 a 2 pareadas,que fueronpla-

neadasa priori, seempleóla pruebadeWilcoxon-Mann-Whitney.En los casos

en queseverificó ajustea la curva de Gauss,seaplicó el análisisde la varian-

za. Al deshacerla transformaciónlogarítmica, seobtuvo media geométricay

no aritmética.

3.2.8.5,b.Análisis intergrupo.

Paralas variablesno gaussianas,se empleóel testde Knískal-Wallisy compara-

ción múltiple de mediaspor medio del testde Wilcoxon-Mann-Whitneycon co-

rrecciónde Bonferroní.Para las variablescon ajustea la distribucióngaussianase

71



empleóel modelomixto de análisisde la varianzaparadatosrepetidos,con una

covariantecuandoseestudiaronCPM, lE y RR (covariante= concentraciónde

Con A) y tamañosde xmíestradesigualesy el análisisde la varianzacon la correc-

ción de Welch y Brown-Forsythe.La comparaciónmúltiple de mediasserealizó

empleandoel testde Tukeyy Bonferroni.
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LV. RESULTADOS

4.1. ALTERACIONES PONDERALES.

En la tabla ¡figuran los datosreferentesa edad,sexoy pesode los animalesen

los distintosgruposcíe experimentación.La diferenciaponderalentreel pesoini-

cial, antesde la primeralaparotomía,y el pesofinal, unasemanadespués,no fue

estadísticamenresignificativa (es.)enel grupoblanconi enel grupoterapéutico,

perosí en el grupoictérico.

4.2.ALTERACIONES DE PARAMETROS I3IOQUIMICOS ITEPATICOS

4.2.1. GRtwo CONTROL.

Los resultadosaparecenen la tabla II. No se observarondiferenciases. entre

estegrupoy el resto de los gruposde experimentaciónantesde la primera lapa-

rotomíapara actuarsobrela vía biliar

4.2.2. Gnu~o BLANCO.

No existierondiferenciases.en los valoresde los parámetroshepáticosantesy

despuésde manipularla vía biliar.

4.2.3. GRupo ICTERICO.

En estegrupo,los parámetroshepáticosse elevaron,de forma e.s.,despuésde

ligar la vía biliar (v0.OI). Las diferencias,en esemomento,fueron tambiéne.s.

con respectoal grupocontrol (p<O.OI) y al grupoblanco(p<O.ol).

4.2.4. GRUFO TIZRAPEUTICO.

Como en el grupoictérico, el valor de los parámetroshepáticosse elevó,de

forma es.,con respectoal obtenidoantesde ligar la vía biliar (p<0.Ol). No hubo

diferenciases.entreambosgruposdespuésdeprovocarla obstrucciónbiliar
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4.3. ALTERACIONES DE LAS CIFRAS DE CREATININA EN SANGRE

4.3.1. GRUPO CONTROL.

Los resultadosaparecenen la tabla II. No existierondiferenciase.s.en las cifrasde

creatiinaensangre,entreestegrupoy el resto, antesdeactuarsobrela vía biliat

4.3.2. GRUPO BLANCO.

Se produjo una elevaciónes.de la cifra de creatininaen sangredespuésde la

intervenciónen la quesenunipuló,sin ligar, la vía biliar (p<O.Ol).

4.3.3. Gnu~o ICTERJCO.

Despuésde ligar la vía biliar aumentó,de forma es.,la cifra de creatininaen san-

gre (p<C.0l).

4.3.4. GRUPO TERAPEUTICO.

En estegruposeelevóla cifra de creatinina,de forma es.,despuésde ligar la

vía biliar (p<O.OI). La cifra obtenidatrasla internípcióndel flujo biliar fue inferior,

aunqueno de forma es.,con respectoa la del grupoictérico.

4.4. RESPUESTADE LINFOCITOS T A CONCANAVALINA A

4.4.1. GRUPO CONTROL.

En estegrupo, el lE aumentóprogresivamentecon la dosis de Concanavalina

A, obteniéndoseun valor máximo a la concentraciónde 1 ~ig/m1y disminuyendo

con concentracionessuperiores(Figura 1) (Tabla III).

4.4.2. GRUPO BLANCO.

La evolucióndel lE en el grupoblancopara las distintasdosisdel mitógenofue

similar a la del grupocontrol, no existiendoen ningún momentodiferenciase.s.

(Figura 1) (tabla III).

Los valoresde la liR en estegrupo aparecenen la tabla IV y estánrepresenta-

dos en la figura 2.
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4.4.3. Gpupo ICrERICO.

Los valoresde ¡E fueron siempreinferiores,de forma es.,a los del grupocon-

trol (Figura 1) (Tabla III).

La RR fue siempreinferior a la del grupoblancoparatodaslas concentraciones

de mitógeno, siendo las diferenciase.s. para concentracionesde lggr/ml y

2¡igr/mi, respectivamente(Figura 2) (Tabla IV).

4.4.4. GRLIPO TERAPEUTICO.

Como ocurrió en el grupo blanco,no existierondiferenciase.s. con respectoal

grupocontrol en los valoresdel ¡E. Estos,a su vez, fueron siempresuperiores,de

forma e.s.(p<O.05 para0.5 vgr/ml de ConA y p<0.0l parael resto),a los del gru-

po ictérico (Figura 1) (Tabla III).

La RR fue siempresuperiora la del grupo blanco,siendolas diferenciases.

hastaconcentracionesdel núógenode 1~gr/ml. Con respectoal grupoictérico,la

RR fue superior,de forma es.,en todossusvalores(p<O.05 para 1.5 vgr/ml de

Con A y p<0.Ol parael resto) (Figura 2) (Tabla IV).

4.5. NIVELES DE ENDOTOXEMIA PORTAL

4.5.1. GRUPO CONTROL.

Los resultados aparecen en la tabla V. La cifra de endotoxemiaportal en este

grupo fue de 0.13±0.02 UF/ml.

4.5.2. GRUPO BLANCO.

La endotoxemiaportal, unasemanadespuésdemanipularla vía biliar, fue inferior

a los límites de deteccióndel ensayo.No existieron diferencias es. con el grupo

control.

4.5.3. GRUPO ICTERICO.

La endotoxemiaportal, una semanadespuésde ligar la vía biliar, fue superior,

de forma es., a la de los gníposblancoy Control (p< 0.05).
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4.5.4. GRUPO TERAPEUTICO.

No existierondiferenciases. en la endotoxemiaportal, con respectoa los gru-

posblancoy control, despuésde ligar la vía biliar. Fue, además,inferior a la del

grupo ictérico, acercándoseestadiferenciaa la significaciónestadística.

4.6. NIVELES DE ENDOTOXEMIA SISTEMICA

4.6.1. GRUPO CONTROL.

Los resultadosaparecenen la tabla VI. Los nivelesde endotoxemiasistémicaen

estegrupo fueron cercanosal límite de deteccióndel ensayoempleado.No exis-

tieron diferenciases.con el restode los gruposantesde queen ellossemanipu-

lara o tigara la vía biliar.

4.6.2. GRUPO BLANCO.

No se observarondiferenciase.s. entre los nivelesde endotoxemiasistémica

existentesantesy despuésde manipular la vía biliar Tampocoexistierondiferen-

cias es. entre la endotoxemiaportal y sistémicadespuésde la manipulación.

4.6.3. GRUPO ICrERJCo.

Se produjo un aumentoes. (p<O.OS) de los niveles de endotoxemiasistémica

despuésde ligar la vía biliar; los obtenidosdespuésde provocar la obstrucción

biliar fueron inferiores,de forma e.s.(p<0.0l), a los deendotoxemiaportal.

4.6.4. GRUPo TERAPEUTICO.

No existierondiferenciases.entre los nivelesde endotoxemiasistémicaantesy

despuésde ligar la vía biliar. Los niveles obtenidosdespuésde ligar la vía biliar

fueron inferiores,aunqueno de forma es., a los de los gruposblanco e ictérico.

No hubo diferenciases. entrelos niveles de endotoxemiaportal y sistémicades-

puésde la obstrucciónbiliar.
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4.7. ACLAiRAMIENTO DE ENDOTOXINA

4.7.1. GRuPo CONTROL.

El índice fagocíticomedio (IP) en estegrupofue de 0.056. Los aclaramientode

los cuatroanimalesestudiadosaparecenrepresentadosen la figura 3.

4.7.2.GRUPO ICIERKo,

Estegrupo presentóun IP de 0.032, valor inferior al grupo control. Los aclara-

mientosaparecenrepresentadosen la figura 4..

4.7.3. GRUPO TERAPEUTICO.

El IP, de 0.092, fue superioral grupoictérico y al grupocontrol. Los aclara-

mientosestánrepresentadosen la figura 5.
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[ConA]pg/m¡ 0,2 0,5 1 1,5 2

GRUPO CONTROL
(n 91

1.12±0.25* 1.53±0.18 1.68±0.15 1.50±0.24 1.47 ±0.25

GRUPO BLANCO
(n=7)

1.63±0.16 1.87 ±0.10 2.04±0.06 1.36±0.08 1.68 ±0.14

GRUPO KTERICO
(n= 12)

0.58±0.14 0.53±0.17 0.56±0.16 0.32±0.15 0.13±0.10

GRUPO TERAPEIJTICO
(nr 7)

0.75±0.24 1.23±0,14 1.58±0.11 1.58±0.07 1.16±0.12

* Media ±error estándar.
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* p<0.05 con respecto a¡ grupo contro¡.

LOG (10) lE



** p<0.Ol con respecto al grupo blanco

[ConAl j.ig/mI 0 0,2 0,5 1 1,5 2

GRUPO BLANCO
(nr 7)

~0.30(0.101* .0.93(0.32) -0.68 (0.17) -0.52(0.15> -0.65(0.12> .0.31 (0.22)

GRUPO ICTERICO
(n 12)

.e.m~ <0.13) 4,02 (0.31) 4.24 (0.21) •1.32 (0.27) -1.45 (0.36) -1.54 (0.30)

GRUPO TERAPEUTICO
(n r 7)

-0.18 (0.10) 0.46<0.10) -0.11(0.11> -0.10(0.11) .0.14(0.12) -0.54(0.21>

* Media ±error estándar.
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Endotoxemia portal
(UE/ml)

Significación
estadística***

GRUPO CONTROL
(a = 22)

0.13 ±0.02*

GRUPO BLANCO
(n = 16)

o.os** ti S.

GRUPO ICTERICO
(n = 42)

2.32 ±0.56 pcO.01

GRUPO TERAPEUTICO
(n = 14)

0.24 ±0.07 N. S.

* Media ±error estándar.
~ Niveles interiores al limite de detección del ensayo.
*4* Significación estadística de las diferencias con respecto al grupo control.

Endotoxemia
sistémica (1)

Endotoxemia
sistémica (II)

Significación
estadística444

GRUPO CONTROL
(a = 22)

0.15 ±0.03*

GRUPO BLANCO
(n = 16)

0.087 ±0.037 0.05** N. S.

GRUPO ICTERICO
(n = 42)

0.097 ±0.016 0.63 ±0.24 p<0.05

GRUPO TERAPEUTICO
(a = 14)

0.11 ±0.02 0.24±0.05 N. 3.

(1) Niveles de endotoxemia sistémica antes
(II) Niveles de endotoxemia sistémica siete
* Media ±error estándar.
~ Niveles inferiores al límite de detección del ensayo.
*~* Significación estadística de las variaciones de los niveles de

en los distintos grupos antes y después de ligar o manipular

de ligar o manipular la vía biliar.
días después de ligar o manipular la vía biliar.

endotoxemia sistémica
la vía biliar.

82



FIGURA 3. Aclaram lentos de endotoxína en el grupo control.

1000Endotoxlna logia (UE/n~ x 1000)

FIGURA 4. Aclaramientos de endotoxina en el grupo ictérico.

FIGURA 5. Aclaramientos de endotoxina en el grupa terapéutico.
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y. DISCUSION

El objetivo del estudiorealizadosecentróen determinarel efectoterapéutico

que la estimulaciónde los linfocitos T pudieraejercersobrela depresióndel sis-

temainmunesecundaríaa la obstrucciónbiliar y susconsecuencias.Esto requería

un modelo experimentalfácilmentereproducible.Por ello se escogiócorno ani-

mal de experimentaciónla rata, queesestandarizableen cuantoa sexo,genética

y alimentación(88). La técnicaempleadaparainterrumpirel flujo biliar, mediante

ligadura y exéresisde una partede la vía biliar (193), fue efectivaen todos los

animalesen los que serealizó,como lo demostróla ictericia conjuntivaly los ni-

velesde bilirrubina alcanzadosa la semanade la intervención,similaresa Jos de

otrostrabajos(80). Estemodeloha sido utilizado ampliamenteen la investigación

de las alteracionesfisiopatológicasde la ictericia obstructiva(79).

El intervalo de tiempo escogidopara llevar a cabolas distintasdeterminaciones,

despuésde haberligado la vía biliar, fue deuna semana.Se hacomprobadoque es

suficienteparaque la bilirrubina alcance,en ratas,su mesetay sealterenel restode

los parámetrosestudiados(10) (80) (201) (243),sin que a la vez seproduzcancam-

bios histológicosirreversiblesy en la circulaciónportal (134).

La determinaciónde los nivelesde endotoxina,al tratarsedeun estudiocom-

parativo,exigía la utilizaciónde un método cuantitativo;por ello sedescartóla

posibilidadde emplearel ensayode gelificación, que es cualitativo. Tanto el en-

sayoturbidimétricocomoel cromogénicosoncuantitativos,puestoque las lectu-

rasserealizanmedianteun lector óptico. Se empleóel ensayoturbidimétricopor

tenervariasventajassobreel cromogenico:presentaun mayor rango de lineali—

daden la cuantificaciónde enclotoxina;tiene mayorsensibilidadparamanejardi-

lucionesaltasde las muestras,con lo quese atenúael efecto interferentede di-

versoscomponentesdel plasma;emplealos reactivosnaturalessin la adición de

otros sustratossintéticos;el margende pH en el que sedesencadenala reacción

esmás amplio (pH 6-8); es máseconómico;la reaccióntiene lugar en ambosde

vidrio, mientrasque el cromogénicoutiliza microplacasde plástico, no pudiendo

asegurarla apirogenicidadcíe los 96 pocillos; por último, el turbidimétricopermi-
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te cuantificarindividualmentecadatubo, mientrasque enel cromogénicoJa reac-

ción se activapara todos los pocillos simultáneamente,existiendoun error de

tiempo desdeque se añadeel reactivo al írimer pocillo y al último (256).

La función linfocitaria sedeterminómedianteel estímulo de poblacionesde lin-

focitos T con el mitógenoConcanavalinaA. Estemétodo ha sido utilizado ante-

riormente,detectándoseunadepresiónde la reactividadlinfocitaria en los prime-

ros días tras la obstrucciónbiliar (122) (135). La estimulaciónsellevó a cabocon

distintas dosisdel mitógeno,ya que la respuestade los linfocitos puedeserdife-

renteen función de estavariable.

El estudiodel aclaramientode endotoxina,no previstoen el protocoloinicial,

serealizó en un númerorelativamenteescasode animales.Por estemotivo no se

pudo haceranálisis estadístico,pero los índicesfagocíticosobtenidosmuestran

diferenciasentrelos mismosque nospareceinteresanteexponerLa capacidadfa-

gocitariadel sistemamononuclear-fagocíticoha sido estudiada,tanto en ensayos

clínicos como en experimentaciónanimal, con sustanciascomo albúmina(108),

carbóncoloidal (172) (173), bacterias(26) (31) (68) (103) (185) (222) (323), partí-

culasde látex (80)y otros (348). La mayoría de estaspartículassoncaptadaspor

célulasdel SMNF, así comopor célulasendotelialesy parenquimatosas,mientras

la endotoxinalo es, casiexclusivamente,por las primeras.La dosisadministrada

debeserlo suficientementealta comoparano estimarel flujo sanguíneohepático

másque la función del SMNF (218) (258) (285).

La timoestimulina, inmunomoduladorutilizado en el grupo terapéutico,tiene

unaacciónestimulantesobrelas poblacionesde linfocitos T en enfermosinmu-

nodeprimidos(119) (120) (121). En un modeloexperimentalde peritonitis,utili-

zado por nuestrogrupo, se observóun aumentode la quiniiotaxis de los ma-

crófagos,y probablementede su capacidadfagocitada,en ratastratadascones-

te fármaco(224). La dosis administradasedeterminóen basea la empleadaen

esteultimo estudioy a la farmacocinéticadel principio activo (36) (118), ya que

no se habíausadopreviamenteeste inmunomoduladoren un modelode obs—

trucción biliar.
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En todos los gruposlaparotomizadoshubo un aumentosignificativo en los ni-

velesde creatinina.Esteaumentofue mayoren el grupo ictérico que en los gru-

posblancoy terapéuticoSonvarios los factoresque puedencontribuir a las alte-

racionesde la función renal en el cursode la ictericia obstructiva.Se ha descrito

una respuestahipotensivaanormalmentealta a la depleciónde volumenen hu-

manosy animalescon obstrucciónbiliar. Existe mayor reactividadvascularen el

riñón a la acciónde las catecolaminas,lo que contribuyea un menor flujo renal

total y a una redistribuciónen detrimentodel flujo cortical. El sistemarenina-an-

giotensinano pareceestarimplicado enestoscambios.El aumentode la produc-

ción de prostaglandinaspodríacompensarinicialmenteestasalteraciones.La bili-

rrubina inhibe la fosforilaciónoxidativa mitocondrial.La bilis parecetambiénalte-

rar la función tubulardel riñón. Estos cambiospuedenpotenciarlos efectosde la

isquenMaen el riñón (72) (259) (332).

Peroapartede lo expuestoen el párrafoanterior, quizásseala endotoxinala

que másinfluencia tengaen el desencadenamientode un fracasorenal duranteel

postoperatoriode enfermosintervenidospor obstrucciónbiliar. Wardle y Wright

(374) observaronque la administraciónde una dosisalta deendotoxinaprovocaba

la muertede ratasictéricas,con importantesdepósitosde fibrina en los vasosre-

nales. Trabajosmás recientesde los mismosautores(372) (373) y otros investiga-

dores(383) demuestranla relacióncíe la endotoxemiacon la aparicióndel fallo re-

nal, fundamentalmentea travésde alteracionesde la coagulaciónsimilares a las

que se producenen el fenómenode Sanarelli-Shwartzman(77).

El mecanismoporel cual la enclotoxinadeseneadenauna coagulaciónintravas—

cular en individuos ictéricos,sobretodo a nivel renal, sebasaenun desequilibrio

entre la producciónde tromboxanoA2, que es vasoconstrictory agregadorpía-

quetario,y la de prostaciclina,con acciónvasodilatadorae inhibidora de la agre-

gaciónplaquetaria.Al mismo tiempo,seactiva la vía intrínsecacíe la coagulación

y seinhibe la fibrinolisis debidoal dañocausadoen las célulasendorelialespor la

bilirrubina, salesbiliares y la propia enclotoxina(125). A estas~~q1teracionestam-

biénpuedecontribuir la acciónvasoconstrictorade catecolaminasproducidaspor
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estímulode la endotoxina(74) (368), y la elevaciónde a-1-antitripsinaobservada

en individuos ictéricos(125).Aunquelas diferenciasen los nivelesde creatinina

no eransignificativasentrelos distintosgrupos,esposiblequesi lo fueranparael

grupoictéricoanteuna situaciónde stress.

Los resultadosobtenidosmuestranque,a la semanade haberinterrumpidoel

flujo biliar, enel grupo ictéricosin tratamientocon tirnoestimulinaexisteunadepre-

sión de la respuesta(le linfocitos T a mitógenoscon diferenciasestadísticamente

significativasrespectoa los gruposblancoy control. Feducciaet al (122) observa-

ron, enun modelosimilar al empleadoenestetrabajo,quela respuestaa Concana-

valina A y otros mitógenosaparecía,ya, deprimidaa los tresdíasde haberligado la

vía biliar. Otrosautoreshanobtenido resultadossimilaresen ratas(309) y encone-

jos (365).No seha visto que la obstrucciónbiliar produzcaalteracionesen la fun-

ción de los linfocitos 13(305)(306) (309) (310). Fraseret al (135), en un estudiolle-

vado a caboen perros,no pudierondemostraralteracionesen la funcióndeambas

poblacioneslinfocitarias doso tres semanasdespuésde haberligado la vía biliar.

Aunquela depresiónde los linfocitos T es,como seha expuesto,un hecho

constatadopor la mayorpartede los autores,no se conoceclaramentecuál o

cuálespuedenserlos factoresetiopatogénicosque la determinan.Los resultados

de algunocíe los estudioscitados(309) y dic otros trabajos(4) (83) (151) (157)

(172) no demuestranque el deteriorodel estadIo nutricional,observadoen indivi-

duos ictéricos, contribuyaa la misma. En nuestroestudio, la diferenciaponderal

entreel pesoinicial, antes(le ligar o manipuJarla vía biliar, y pesofinal, una se-

manadespués,eraes.enel gRipo ictérico pero no en Los gruposblanconi tera-

péutico. Estos hallazgosí~odlri~ti~ indicar que la depresióninmunológica,másque

una consecuenciade la desnutricionsea,junto a otrosfactores,la causade la pér-

didía significativa dle pesoen los animalesictéricos.Algunas de los mediadoresli-

beradospor los macrófagostras el estimulo de la endotoxina,corno el TNF, están

implicadlosen procesoscatabólicosque í)odlria justificarla (355).

Newberryet al (244) observaronque el suerode enfermoscon ictericia obs-

tructiva inhibía la respuestaa mitógenosde los linfocitos humanos.Sin embargo,
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estainhibición no se producíasi aquelprocedíade enfermosa los quesehabía

practicadoun drenajebiliar sietedíasantes.Parece,por tanto, probablela exis-

tenciade un factor o factoresplasmáticosque pudieranserlos responsablesde

la depresióninmunológica.Aquellos con los que seespecula,puedensintetizar-

seen dos quedeterminanplanteamientosfisiopatológicosdistintos.Por un lado,

estaríael posibleefecto tóxico de los componentesbiliares. Los linfocitos huma-

nospreincubadoscon bilirrubina no conjugadatienenunamenorrepuestaa mi-

tógenos(302) (313) (338). Giani et al (148) vieron las mismasalteracionescuan-

do los linfocitos se incubabancon ácidosbiliares, aunquelas concentraciones

queserequeríaneranmucho mayoresque las queexisten“in vivo

Más recientemente,Greveet al (157) han observadoque la supresiónde la in-

munidadcelularno se producecuandose liga la vía biliar en rataslibres de gér-

menes.Sin embargo,la administracióncrónicade endotoxinaa estosanimalesy a

ratasnormalesda lugar a la misma depresióninmunológicaqueen las ictéricas.

Estosautoresproponenque la causapodríaserla secreciónde TNF pormacrófa-

gosactivadospor la endotoxina(154) (156) (158). Este efecto depresorde la in-

munidad,mediadopor los macrófagosha sido descritoen otras circunstancias

por Eliner et al (113) y Marshall et al (216). Es posibleque ningunade las dosvías

etiopatogénicaspropuestasactúede forma excluyente,aunqueunade las dossea

la que produzcalas alteracionesmásprecozmente.

En el grupo de ratascon obstrucciónbiliar a las quesetrató con timoestimuli-

na, la respuestade los linfocitos T a la ConcanavalinaA no presentabadiferencias

es, con respectoa los controles.Con cualquierade los procesosetiopatogénicos

anteriormentediescritospuedlejIlstificar el efectoterapéuticode la timoestimulina,

ya que es,por un lacIo, capazcíe evitar la translocaciónde endotoxinasy, en el

casode que la depresióndel sistemainmune comenzarapor la acciónde los

componentesbiliares, la timoestimulinaesespecialmenteactivaen inmunoclefi—

cienciasprimariasy secundarias(119) (120),por lo quepodría recuperarla fun-

ción de linfocitos deprimidospor salesbiliares o bilirrubina.

En el estuchorealizado,los nivelescíe enclotoxemiapoitil en el grupo control
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fueron muy bajos,aproximándosea los límites de deteccióndel ensayo.No se de-

terminó la endotoxemiaportal enel restode los gruposantesdemanipularo ligar

la vía biliar, ya que la manipulaciónde la vena porta, dadosu pequeñocalibre,

podía produciralteracionesque interfirieran las determinacionesen la segundala-

parotomía.La manipulaciónde la vía biliar, realizadaen el grupoblanco,no pro-

dujo diferenciases.de los nivelesde endotoxemiaportal con respectoal grupo

control. El grupo ictérico,una semanadespuésde ligar la vía biliar, presentabanr-

velesdeendotoxemiaportal superiores,de forma e.s.,a los del grupo control.Es-

tos resultadoscoincidencon los obtenidospor Clementset al (80).

De la revisión de la literatura, puedededucirsela importanciaque los compo-

nentesbiliarestienen enel control de la proliferacióny translocaciónde bacterias

y endotoxinas.Deitch et al (97) han visto, en estudiosllevadosa cabo en ratas,

que unasemanadespuésde ligar la vía biliar seproduceun aumentosignificativo

de la flora gram negativaen la luz del ciego. Además, la concentraciónde bacte-

rias en los ganglioslinfáticos mesentéricosessuperiora la de los controles.Rud-

bachet al (314) observaronque el desoxicolatosódicodesintegraba,“in vitro”,la

endotoxinay abolíaalgunosde susefectosbiológicosy, Kocsaretal (194),quees-

ta sal biliar eracapazde inhibir la absorcióncíe endotoxinasen ratas.Deotros es-

tudios, tambiénse puedededucirel papelde las salesbiliaresenel equilibrio de la

flora intestinal (126) (279). La Ig A-S essegregadaen roedores,fundamentalmente,

a travésde la bilis, por lo que la obstrucciónbiliar puededisminuir, de formaim-

portante,su presenciaen la luz del tubo digestivo (225). En ratasnormales,la ad-

ministracióncíe grandescantidadesde endotoxinaoral no produceefectospatoló-

gicos (363).

Estudiosmorfológicosdel procesode translocaciónen la mucosaintestinal,de-

muestranque la mayorpartede bacteriasy endotoxinaspasana travésdel citoplas-

ma de los enterocitos(7). Una vezen la lámina propia, puedendiftindirse libremen-

te entre Las célulascte la paredintestinalhastaalcanzarla serosao ser captadaspor

los macrófagosdistribuidlos entrelos enterocitd)s,la láminapropia y las placasde Pc-

yer; despuéssontransportadasa los ganglioslinfáticos o pasana los vasossanguine-
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os portales(28) (70) (267) (363) (377). Los fenómenosinflamatoriosque Deitch et al

(97)observaronen la láminapropiade la mucosaintestinalde ratasictéricaspueden

serdebidosa la activaciónde los macrófagospor la presenciade endotoxinas.

Aunque,como se ha expuesto,el factorde mayor trascendenciaparael inicio

de la transiocación,en el cursode la obstrucciónbiliar, puedeserel aumentode

bacteriasy endotoxinasmotivadopor la ausenciadecomponentesbiliares, la de-

sapariciónde los efectostróficos que la secreciónbiliar tiene sobrela mucosain-

testinal tambiénpodríafavorecerla translocación(13) (380).

Owensy l3erg (268) vieron la relaciónqueexistía entrelos linfocitos 1’ y la

translocación,al observarque estaaumentabaen ratonesatímicos; estaalteración

eracorregidacon injertos de timo. Otrosautores(17) observaronqueestosanima-

les teníanmenorcantidadde célulasproductorasde Ig A-S en el tubo digestivo.El

tratamientode ratonescon agentesquimioterápicos,comoel 5-Fluoruracilo,o in-

munosupresores,como la ciclofosfamida,provocala translocación(33). Sin em-

bargo, no siempreseha podido demostrarque la supresiónde la -actividadde las

célulasT la aumentede forma significativa (206). En estemismoestudio,la inyec-

ción intraperitonealdic IL-2 la redujo significativamenteenratasa las que seadmi-

nistrabangrandescantidadesdic E. coil C25. Esto llevó a concluir que, aunquelos

linfocitos T tuvieranun escasopapelparaevitarel movimientobacterianodesdela

luz intestinalhastalos ganglioslinfáticos mesentéricos,si podíancontribuir al con-

trol de lasbacteriasunavez transiocadas.

El grupo (le ratasictéricastratadascon timoestimulinano presentódiferencias

significativasen los nivelesde endotoxemiapon-al con respectoa los grupos

blancoy control, pero fueroninferioresa las del grupoictérico,estandoestadife-

renciaen el límite cíe la significaciónestadística.Estosresultadoscoincidencon

los de otrosestudios(206) en los queseobservóque la inmunoestirnulaciónmes-

pecíficasobrelos linfocitos T puedecontrolarla translocación.

Sonvarios los mecanismos(te accióndescritosparala timoestimulina,quepue-

den justificar el control que la misma ejercesobrela translocaciónde endotoxinas

enratasictéricas.Se sabeque aumentala actividadde las célulascitotóxicaso NK
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(36) (223) (329) e incrementa,“in vitro”, la producciónde IL-2 e interferongam-

ma en linfocitos (223). El aumentode la secreciónde IL-2 podría activar la pro-

ducciónde lg A-S (206). Se ha visto que la IL-2 produceuna importanteprolifera-

ción de célulasNK en los ganglioslinfáticos mesentéricos,aunqueno es seguro

queestascélulaspuedandesarrollaractividadfagocitaria frentea bacteriasy en-

dotoxinas.El incrementode la producciónde interferongammapuedeaumentar

la capacidadmicrobicidade los macrófagosmediantela induccióncíe receptores

a IL-2 en la membrana(47).

Parallevar a cabo un análisis de los resultadosobtenidosen las determinacio-

nesde endotoxemiasistémicay las pruebasde aclaramientode endotoxina,es

importanteestablecer,de acuerdocon los datosde la literatura,cuálespuedenser

las alteracionesdel SMNF en el cursode una obstrucciónbiliar. Como seexpuso

en la introducción,estesistemaestáconstituidopormacrófagos,que formanel

grupo de célulasaccesoriaso presentadorasde antígenosdentrodel sistemain-

mune(181). Las célulasde Kupffer representanel 85% de las mismasy desempe-

ñan un papel importanteen el aclaramientode partículasy gérmenesproceden-

tes del tubo digestivo a travésde la circulaciónportal (44).

Drivas et al (108) observaron,en 1976, que la capacidadfagocitariadel SMNF,

medidaporel aclaramientodIc microagregadosde albúmina,seencontrabadismi-

nuidaen pacientescon ictericia obstructiva.Posteriormente,Ilolman et al (172) y

Ding et al (103) han visto, en ratas,que estaalteraciónseproducea partir de las

dossemanascíe haberprovocadola obstrucciónbiliar. Las bacteriasque pasanel

filtro hepáticollegan al pulmónque, a pesarde tenercapacidadpara captarlas,

tiene menor actividadbactericida(185). La incubaciónde célulasde Kupffer en

medlios con ácidosbiliares,bilirrubina y enclotoxinalas altera morfológicay fun—

cionalmente(5) (82) (331).

De trabajosmásrecientes,sedesprendleque la actividadde lascélulasdeKupffer,

duranteel cursode una obstrucciónbiliar, pasapordlistintas fasesquepodríanin-

fluir de forma importanteen las alteracionesfisiopatológicasde los enfermosicté-

ricos. En condlicionesnormales,estosmacrófagosse hallan en un microambiente
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caracterizadopor bajos nivelesde arginina, debidoa que la enzimaarginasa,res-

ponsablede la hidrólisis de arginina en ornitina y urea,presentaen hígadocon-

centraciones25 vecessuperioresal restocíe órganos.Esto permitela producción,

por las propiascélujasde Kupffer, de PGE2que inhibe la secrecióndeTNF y, por

tanto, susefectossistémicoscontraproducentes(64). De estaforma, determinadas

cantidadesde endotoxinay otras partículaspresentesen el flujo portal seríaneli-

minadas,sin que ello produjeraalteracionessistémicas.Cuandoa aquellasselas

sometea un estímulo mantenido,puedenproducirinmunosupresiónmediadapor

TNF (211) (216),aumentarsu capacidadprocoagulante(326)y liberar intermedia-

rios reactivosde oxígenocapacesdeproducirdañohepático(20).

En la obstrucciónbiliar concurren,inicialmente, doscircunstanciasque podrí-

an desencadenarlo descritoen el párrafoanterior. Por un lado, un mayornivel

de endotoxemiaportal, comodemuestranlos resultadosde estetrabajo. Por

otro, la posible disminuciónde actividadde la arginasacomo consecuenciade

las alteracionesmetabólicashepáticas.Así aumentaríasignificativamentela secre-

ción de TNF capazde producir la depresióndel sistemainmunepropuestapor

Greve et al. (157).

Se ha comentadoque la capacidadde aclaramientodel SMNF aparecedismi-

nuida a partir de la segundasemanade ligar la vía biliar en ratas(103) (172). Cíe-

mentset al (80), utilizando un modelocon el que seestudióde forma selectivala

de las célulasde Kupffer, a distintostiemposdespuésde interrumpirel flujo biliar,

observaronque, aunquela hiperbilirrubinemiaalcanzabasu mesetaya en la pri-

merasemana,el aclaramientono sólo no disminuíasino que era ligeramentesu-

perior al de los controles.A pesarde ello, la endotoxemiasistémicaaparecióau-

mentadade forma significativa a los sietedías, y se elevó mása partir de la se-

gundasemana,momentoen el que la depresiónde las céluLasde Kupffer sehizo

evidente,debida,quizás,a la acciónnegativade sus propiosmediadoresy al

efectotóxico cte los componentesbiliares.

En el grupoictérico,no tratadlocontimoestimulina,la enclotoxemiasistémicaau-

mentó significativamentedespuésde ligar la vía biliar y la endotoxemiaportalfue,
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enesemomento,superior,de forma es.,a la sistémica.La tendenciaque seaprecia

en el aclaramientopareceindicarqueen estegrupoestádisminuidocon respecto

al grupo blanco.Estos últimos resultadosno coincidencon los del trabajoanterior-

mentecitado (80), si bien en nuestrocaso,el aclaramientosemide en función del

tiempo de desapariciónde una determinadadosisde endotoxinay no de la canti-

dad de partículascaptadaspor el SMNF hepáticodespuésde serinyectadasporvía

portal. Independientementedel estadode la capacidadde aclaramientoa la semana

de ligar la vía biliar, estapodríano serla adecuadaparaeliminar todala sobrecarga

de endotoxinasque afluyenal hígadoporvía portal; ello explicaríaque, a pesarde

existir una ciertaeliminaciónde enclotoxinasen el hígado,no se puedaevitarque

la endotoxemiasistémicaaumentede forma significativa.

En los gruposblancoy el terapéuticono aumentósignificativamente,la endo-

toxemiasistémica.Tampocoexistierondiferenciassignificativasentrelos niveles

de endotoxemiaportal y sistémicaen ambosgrupos,siendotodos ellos muy ba-

jos y próximosa los de deteccióndel ensayo.Con nivelestan bajosnivelesde en-

dotoxinaen sangreportal, parecepoco lógico quesedetecteencirculaciónsisté-

mica; sin embargo,estehallazgo,ya observado(80), puedeestarjustificadopor la

existenciade pequeñascantidadesde la misma quepasana la circulación sisté-

mica a travésde los linfáticos, evitandoasí el hígado(71). Hayuna tendenciasi-

milar en los aclaramientosdel grupoblancoy grupo terapéutico,por lo quees

posibleque la timoestimulinaestimule, directao indirectamente,los macrófagos

de las ratasictéricas,hechoquese ha observadoen la peritonitis experimental

(224).

En las últimas décadas,ha sido Posibleoperarprocesoshepáticos,biliares y

pancreáticos,causantesde obstrucciónbiliar, con técnicascadavez másagresivas,

queexigenuna mejor preparaciónde los enfermos.Creemosque los resultados

presentadlosabrencl caminoa nuevasposibilidadíesterapéuticaspararecuperarel

sistemainmuneantescíe la cirugía en los pacientescon ictericiaobstructiva.
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VI. CONCLUSIONES

1) El modeloutilizado paraproducir la ictericia obstructiva,medianteligaduray

secciónde la vía biliar, fue un modelo eficaz,en el que seelevaronsignificati-

vamentelos parámetrosde colestasisa la semanade intermmpir el flujo biliar.

2) La obstrucciónbiliar produjo un descensoponderalsignificativo enel grupoic-

térico no tratado,pero no en el grupo tratadocon timoestimulina.

3) Los nivelesde creatininaen sangreseelevaronsignificativamentedespuésde

la primera laparotomíaparamanipularo ligar la vía biliar, siendoel aumento

mayorparael grupoictérico no tratadocon timoestimulina.

4) La obstrucciónbiliar disminuyó significativamentela respuestalinfocitaria a

ConcanavalinaA en el grupocíe ratasictéricasno tratadas,pero no en los ani-

malestratadoscontimoestimulina.

5) La obstrucciónbiliar produjo un aumentosignificativo de los nivelesde endo-

toxemiaportal en el grupode ratasictéricasno tratadas,pero no en los anima-

les tratadoscon timoestimulina.

6) La obstrucciónbiliar elevósignificativamentelos nivelesde endotoxemiasisté-

mica en el grupode ratasictéricasno tratadas,pero no en los animalestrata-

doscon timoestimulina.

7) La obstrucciónbiliar parecedisminuir el aclaramientode endotoxinasen el

grupocíe ratas ictéricasno tratadías,pero no en los animalestratadoscon timo-

estimulina.
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