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INTRODUCCIÓN 
 

1. Cirrosis hepática e infección bacteriana 
 
Las infecciones bacterianas (IB) son una complicación frecuente y 

grave de los pacientes con cirrosis (1, 2). Su presencia empeora el pronóstico 

en estos enfermos y, junto al mayor deterioro de la función hepática (3), 

constituyen factores pronósticos independientes de mortalidad (4).  Sólo un 

30% de enfermos cirróticos que sobreviven a un primer episodio de 

peritonitis bacteriana espontánea (PBE) siguen vivos el primer año.  

 

Multitud de estudios que evalúan la incidencia de IB en la cirrosis 

corresponde a enfermos hospitalizados, con una incidencia del 32% durante 

su ingreso o estancia hospitalaria, netamente superior a la tasa global del 5-

10% de infección nosocomial del enfermo no cirrótico (5, 6). 

 

Existen múltiples factores  involucrados en la génesis de IB en el 

contexto de la cirrosis, unos son consecuencia directa de la propia 

hepatopatía y otros de circunstancias exógenas a la propia cirrosis (ingresos 

hospitalarios, realización de maniobras diagnósticas invasivas). Los 

pacientes cirróticos, como consecuencia de múltiples descompensaciones de 

su enfermedad, requieren de numerosos ingresos hospitalarios, los cuales, 

por sí mismos, constituyen una situación de riesgo para sufrir IB, 

independientemente de la competencia inmunológica del individuo (7). 

Otros factores implicados serían la sustitución de la flora autóctona saprofita 

por gérmenes multirresistentes adquiridos en medio hospitalario, el contagio 

directo de otros enfermos, el uso prolongado de antibioterapia de amplio 

espectro y la utilización de maniobras instrumentales (8).   
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La susceptibilidad a estas infecciones depende en gran parte de 

alteraciones en la inmunidad celular y humoral que ocurren en los cirróticos. 

Entre los fenómenos asociados a la cirrosis, destacaremos el descenso en la 

capacidad bactericida de los macrófagos (9), la disminución en la capacidad 

humoral tanto en suero como en líquido ascítico (LA) (con la 

correspondiente predisposición para el desarrollo de episodios de PBE) (10, 

11) y la disminución de la capacidad funcional del sistema reticuloendotelial 

(12) para el aclaramiento tanto de bacterias viables como de sus productos 

(ADN bacteriano y endotoxinas). 

 

La importancia clínica del problema de la IB radica no sólo en la 

gravedad del propio proceso infeccioso (como causa de muerte hasta en el 

10% de pacientes cirróticos) sino en la posibilidad de complicar el curso de 

una hemorragia digestiva alta (HDA) (13,14) o desencadenar otra 

complicación (insuficiencia renal, encefalopatía hepática) (15). De hecho se 

estima que las IB son, directa o indirectamente, la causa de muerte en el 

25% de enfermos cirróticos, constituyendo un claro factor pronóstico de 

mortalidad intrahospitalaria. 

 

Mención especial merece la IB en el contexto de una HDA. El 20% de 

pacientes cirróticos con HDA presentan una infección en el momento de su 

admisión en el hospital; el 32% la desarrollarán durante la siguiente semana 

al episodio hemorrágico, incidencia que se incrementa al 50% cuando 

consideramos todo el período de estancia hospitalaria (14,16-22). La 

presencia de IB es un factor predictivo independiente de aparición de 

recidiva hemorrágica precoz (14) y mortalidad intrahospitalaria. 
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2. Etiología de la IB en los cirróticos 
 
Las infecciones más frecuentes en enfermos cirróticos son las 

urinarias, la PBE y las neumonías; el 80% de ellas están causadas por 

gérmenes gramnegativos (GN), especialmente Enterobacteriaceae, géneros 

Escherichia, Klebsiella, Serratia, Proteus y Enterobacter (23), lo que 

sugiere que la mayoría de infecciones en la cirrosis son de origen intestinal; 

el 15% de los casos son atribuibles a gérmenes grampositivos 

(Pneumococcus, Staphylococcus y Listeria) y el 5% restante a otros GN 

(Pseudomonas). 

 

En las últimas décadas se detectaron incrementos de infecciones por 

grampositivos (GP), lo que se achaca al uso de la descontaminación 

intestinal selectiva en la profilaxis de la PBE con quinolonas y a las 

maniobras invasivas diagnósticas o terapéuticas aplicadas en las 

descompensaciones de la cirrosis (24-28). Una consideración especial 

merece la aparición progresiva de infecciones por gérmenes resistentes a 

quinolonas (29,31,32) y a las cefalosporinas (33) como causa de las PBE, así 

como la importancia que adquiere la infección por estafilococos resistentes a 

meticilina (34,35). 

 
3. Principales infecciones bacterianas en la cirrosis 

 

Urinarias: Se sitúan entorno al 25% de los enfermos cirróticos 

ingresados. Habitualmente son asintomáticas (36) y el sedimento de orina es 

demostrativo en el 60% de los casos (37). Como factores predisponentes se 
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han implicado el sondaje urinario, el sexo femenino y la existencia de 

residuo postmiccional consecuencia de la ascitis a tensión. 

 

Respiratorias: se presentan en el 6-9% de los cirróticos ingresados, 

principalmente en casos de enolismo activo o HDA (1).  

 

Bacteriemia espontánea: Ocurre con relativa frecuencia en el contexto 

de la cirrosis. Mantiene algunas similitudes con la PBE: por una parte, desde 

el punto de vista patogénico, esta situación acontecería como preludio de 

una PBE en la mayoría de los casos; al igual que en la PBE, el 75% de los 

aislamientos en estas bacteriemias son bacilos GN de origen entérico; y se 

ha demostrado que guarda relación con la gravedad de la insuficiencia 

hepática y condiciona un peor pronóstico vital (38). Las formas de 

bacteriemia secundarias a focos pulmonar, cutáneo o urinario están causadas 

principalmente por cocos GP y conllevan una elevada mortalidad, entorno al 

30% (39). 

 

Peritonitis bacteriana espontánea (PBE): La infección más 

característica en estos enfermos es la PBE (40,41), con una prevalencia entre 

el 10 y 26% (42-50) así como elevada tendencia a la recidiva pues entre el 

40-70% de los supervivientes de una PBE desarrollarán un nuevo episodio 

durante el primer año (51-54) si no se aplica una adecuada profilaxis. La 

mortalidad asociada a estos episodios sigue siendo alta, alrededor del 20-

40% (25,42,55-60) y ello a pesar del uso habitual de antibioterapia no 

nefrotóxica de espectro ampliado, siendo la principal causa el desarrollo de 

insuficiencia renal en un importante porcentaje de casos (61). El uso 

concomitante de albúmina en pacientes considerados de riesgo disminuye 
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significativamente la mortalidad de estos episodios (182). Su diagnóstico 

está basado en un recuento de leucocitos polimorfonucleares superior a 250 

células/μl en el líquido ascítico; de forma característica es una infección 

monomicrobiana, originada en su mayoría por enterobacterias GN, 

principalmente E coli y Klebsiella spp. El 70% de los casos muestra 

positividad del cultivo en líquido ascítico con las adecuadas técnicas de 

cultivo (62). El primer paso en la patogenia de la PBE es la traslocación 

bacteriana, de la que tenemos abundantes evidencias experimentales (63-76) 

y algunos de ámbito clínico (77) que apoyan su papel fundamental en este 

proceso. La claudicación de otros sistemas defensivos a nivel sistémico, 

permitiendo la subsistencia de bacterias viables translocadas (9,12,78-87) así 

como de la inmunidad local peritoneal, permitiendo la colonización 

bacteriana del líquido ascítico (10,11,88-95) son las siguientes estaciones 

patogénicas que determinan el ulterior desarrollo de la PBE. 

 

3.1. Otras infecciones de causa bacteriana en el cirrótico:  

 

Tuberculosis pulmonar y peritoneal (96), las artritis séptica (97), las 

infecciones de partes blandas (1,42) y la endocarditis bacteriana (98) son 

relativamente infrecuentes en ellos. 

 

Un 46% de cirróticos son portadores nasales de S aureus, siendo hasta 

el 30% cepas meticilín resistentes (MRSA) (99); la colonización se produce 

frecuentemente durante la hospitalización, asociándose con una mayor 

probabilidad de desarrollar infecciones por este germen y a una mayor 

mortalidad (100). 
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También se ha descrito una mayor prevalencia de infecciones por 

Helicobacter pylori en pacientes cirróticos, que en los controles no cirróticos 

(101). Se asocia con la mayor edad y la realización de endoscopias previas. 

Existen controversias acerca del papel que puede desempeñar en la 

encefalopatía hepática y por tanto, de la importancia de su erradicación, con 

estudios favorables (102) y otros no confirmatorios (103, 104). 
 

4. Traslocación bacteriana (TB) 

4.1. Concepto e introducción al problema 

 

El fenómeno de TB se ha considerado como el elemento clave en la 

patogenia de la IB en los pacientes con cirrosis avanzada y ascitis (105). El 

criterio diagnóstico de TB actual requiere un aislamiento microbiológico 

(bacterias viables) a nivel de los ganglios linfáticos mesentéricos (GLM) 

(106,107); este hecho dificulta la generalización de estudios sobre TB en 

pacientes, aunque ha sido observada en el curso de laparotomía (108) y 

especialmente en pacientes cirróticos intervenidos para transplante hepático 

o resección de hepatocarcinomas (109). La TB se ha demostrado en modelos 

experimentales de cirrosis en ratas. De acuerdo con diferentes estudios, la 

incidencia de TB en ratas cirróticas varía entre el 45% y el 78% 

(64,66,68,110). La incidencia estimada de TB en pacientes cirróticos con 

mala función hepatocelular (112) es del 20-30%. En otros escenarios 

clínicos y experimentales como en lesiones térmicas (113), administración 

parenteral de endotoxina (114,232) y el shock hemorrágico (115,116,299) se 

ha demostrado un aumento en el aislamiento de bacterias viables a nivel de 

GLM.  
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Para traslocar, las bacterias intestinales primero han de adherirse a los 

receptores localizados en las células epiteliales. El E coli se adhiere 

mediante adhesinas fimbriales, promoviendo la colonización inicial (307). 

La presencia de cápsula bacteriana se ha relacionado con una mayor 

incidencia de complicaciones en los enfermos cirróticos afectados por una 

PBE causada por E coli en comparación con episodios de PBE por cepas no 

capsuladas del mismo germen (118). En algunos casos, las bacterias pueden 

escapar al control de los ganglios linfáticos y alcanzar el torrente 

circulatorio. La detección de anticuerpos frente a bacterias GN , la presencia 

de hipergammaglobulinemia  y el incremento de moléculas de adhesión 

solubles en suero y líquido ascítico  pueden reflejar esta situación (119-121). 

 

Los mecanismos que provocan la traslocación de la flora intestinal en 

la cirrosis no están totalmente esclarecidos; se han implicado diversos 

factores, tales como la endotoxemia  (122), malnutrición (75,206), aumento 

de los niveles plasmáticos de TNF α (124,161) y sobrecrecimiento 

bacteriano intestinal (SBI) (66). El SBI se relaciona y puede estar favorecido 

con alteraciones de la motilidad intestinal (125) entre otras causas. El SBI 

parece desempeñar un destacado papel, ya que la descontaminación 

intestinal selectiva con norfloxacino previene la TB en ratas cirróticas (124), 

constituyendo la forma habitual de profilaxis secundaria de PBE en humanos 

(24,161). 

 

La importancia clínica de la TB en los cirróticos radica en las 

alteraciones inmunológicas y hemodinámicas que origina, ya sea por el paso 

de bacterias viables o de sus productos (ADN bacteriano y endotoxina) al 

torrente circulatorio. Es importante destacar que el daño simultáneo a nivel 
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de los tres principales pilares de la barrera mucosa intestinal (equilibrio de la 

flora bacteriana intraluminal, integridad de la barrera epitelial intestinal y el 

sistema inmunitario local) se relaciona con mayor susceptibilidad a la TB 

que cuando se altera sólo uno de estos pilares (47,127). Ello explicaría la alta 

tasa de TB en la cirrosis (46,74). Que la TB a ganglios mesentéricos 

regionales es el paso inicial para el desarrollo de una eventual PBE (70) es 

un hecho comprobado experimentalmente con el modelo de rata cirrótica 

inducida por tetracloruro de carbono (CCl4) (66, 68), principalmente si la 

ascitis está infectada (64,66,68,70,130); no obstante, existe un pequeño pool 

de ratas con PBE en las que no se detecta TB, lo que puede ser atribuible a la 

metodología de detección de bacterias viables en GLM (baja sensibilidad), la 

capacidad inmunológica de aclaramiento eficaz o a un origen distinto de las 

bacterias (no entérico).  

 

 Debido a la dificultad de obtener muestras microbiológicas (ganglios 

linfáticos) de los pacientes cirróticos, el estudio de la TB se centra 

principalmente en estudios de modelos experimentales. De hecho la TB se 

encuentra presente hasta en el 50-60% de las ratas cirróticas con ascitis 

inducida por CCl4 frente a menos del 10% en ratas control (131). 

 

4.2. Patogenia de la TB:  

 

Las bacterias procedentes de la luz intestinal pueden atravesar la 

barrera mucosa epitelial para anidar en los GLM, ello sería reflejo del 

fracaso del equilibrio existente entre la integridad de la barrera intestinal 

mucosa, la flora bacteriana endoluminal y el sistema inmunitario local de 

defensa; si fallan los procesos de contención de la infección a nivel de los 
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GLM, las bacterias pueden, a través de la vía linfática, colonizar el torrente 

circulatorio y diseminarse (bacteriemia), este segundo escalón patogénico no 

está del todo bien dilucidado. A consecuencia del constante intercambio de 

fluidos entre la sangre y el líquido ascítico, las bacterias alcanzan la ascitis. 

Finalmente, el desarrollo de una PBE va a depender en gran medida del 

éxito o fracaso de la capacidad antimicrobiana en la ascitis; aquellos 

enfermos cuya capacidad defensiva en el líquido ascítico se encuentre 

disminuida podrán desarrollar una PBE (132). Esta diseminación sistémica y 

el crecimiento bacteriano en la ascitis se produce como consecuencia de la 

afectación general del sistema inmunitario existente en el contexto de la 

cirrosis por una parte, y por otra, a la sobreproducción de citocinas y otros 

mediadores proinflamatorios con propiedades vasoactivas en líquido ascítico 

que originan vasodilatación arterial y fracaso renal, complicando aún más el 

curso de la PBE (Esquema 1) (136). 
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Esquema 1: Patogenia de la PBE. 

 

A nivel clínico, se han constatado los siguientes datos: a) el carácter 

monomicrobiano de la infección en la mayoría de los casos (62); b) el agente 

etiológico se aísla en los hemocultivos hasta en un 50% de los casos con 

PBE y cultivos en líquido ascítico positivo (132); c) la descontaminación 

intestinal selectiva con norfloxacino disminuye en un 71% la tasa de 

recurrencia de la PBE (8,24,146), base para su utilización en la profilaxis 

secundaria; y d) la probabilidad de PBE en los cirróticos con ascitis se 

incrementa en aquellos con capacidad opsónica del líquido ascítico reducida,  

definida por el hallazgo de una concentración total de proteínas en la ascitis 

< 1 g/dl o por una importante alteración de la actividad fagocítica del 

sistema retículoendotelial que se identifica habitualmente en la insuficiencia 
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hepática avanzada (88). No se debe olvidar que en el 10-20% de los casos de 

PBE, las bacterias proceden de otro foco infeccioso (vías urinarias, vía 

respiratoria, piel, …). De crucial importancia es la respuesta inmunitaria 

proinflamatoria del huésped y su influencia en el deterioro hemodinámico 

del enfermo cirrótico, siendo un importante factor condicionante en el 

pronóstico de una PBE (61). 

 

En la práctica clínica, para el diagnóstico clínico de la TB se ha  

propuesto la utilización de marcadores indirectos de TB, tales como 

detección de ADN bacteriano en suero y LA (133) y el aumento en la 

concentración sérica de la proteína transportadora de Lipopolisacáridos 

(LPS), o proteína de unión a LPS (LBP) (13,14,134), ya que es difícil 

evaluar la existencia de TB mediante cultivo de GLM.  

  

 5. Flora bacteriana intestinal:  

 

Se estima que el origen de la flora entérica procede del medio externo. 

El tracto gastrointestinal del recién nacido es estéril y la contaminación se 

inicia en el canal del parto. Este proceso de colonización bacteriana se 

completa al mes del nacimiento y se produce en sentido oro-anal (135). 

Durante las primeras horas se establecen en él los estreptococos y coliformes 

y en los siguientes días los enterococos y lactobacilos anaerobios. Los 

bacteroides aparecen a los 10 días del nacimiento y proliferan en las 

siguientes 2 semanas. Conforme aumenta la flora anaeróbica disminuye el 

número de coliformes hasta formarse una flora similar a la encontrada en 

adultos. Desde estómago a colon, el entorno es progresivamente más 

alcalino y anaeróbico. En la composición de la flora entérica desempeña un 
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papel importante el pH y el potencial óxido-reducción (red-ox). Esta 

circunstancia explica la progresiva preponderancia de la flora anaeróbica 

estricta (15,130). 

 

El estómago y el intestino proximal contienen normalmente 

cantidades pequeñas de bacterias (en la tercera parte de los sujetos no se 

identifica crecimiento alguno) (16,17,131). En la cavidad oral hay una 

abundante carga bacteriana, principalmente anaerobios 

(Peptoestreptococcus, Fusobacterium y Bacteroides), que pueden pasar a 

estómago y son aclarados por la secreción ácida gástrica. La microflora 

gástrica es escasa, con predominio de aerobios y GP (137). La microflora del 

intestino delgado proximal se asemeja a la del estómago, aunque es 

cuantitativamente mayor, en ella predominan los aerobios GP y pueden 

aislarse coliformes en escasa cuantía, estando ausentes los anaerobios 

estrictos. A nivel de íleon distal el pH es superior a 7 y el potencial red-ox 

comienza a negativizarse, es la zona de transición entre la flora aeróbica 

gástrica e intestino delgado proximal y la  población anaeróbica del colon. 

La concentración de gérmenes se sitúa en el intervalo 105 – 109 UFC/ml  y 

se aíslan enterobacterias GN y anaerobios estrictos en una alta proporción. A 

nivel colónico la concentración bacteriana se incrementa de forma 

exponencial con predominio de anaerobios estrictos (Bacteroides, 

Lactobacillus anaerobios, Clostridium, Peptococcus y Peptoestrptococcus y 

Bifidobacterium), aunque también  aparecen enterococos y algunas (135) 

especies de enterobacterias. 

 

El papel de la flora comensal en la fisiología intestinal es relevante; en 

su ausencia, se originan cambios significativos histológicos a nivel de la 



 21 

mucosa (las vellosidades son de mayor longitud y la profundidad de las 

criptas es menor), disminuye la infiltración leucocitaria en la lámina propia, 

el número y tamaño de las placas de Peyer y la tasa de regeneración epitelial. 

Tras producirse la colonización bacteriana, la mucosa intestinal de estos 

animales se normaliza. Este ecosistema bacteriano desempeña un papel 

relevante en la prevención de la TB; la mucosa  que cubre las vellosidades 

de la superficie apical epitelial están revestidas de bacterias anaerobias que 

previenen la adherencia al enterocito de otras posibles bacterias patógenas 

(el mismo papel desempeña la secreción de Ig A) y limitan el 

sobrecrecimiento de bacilos GN aerobios. Tanto el sobrecrecimiento 

entérico de bacterias GN como la disminución de la microflora anaeróbica 

aumentan la susceptibilidad a la TB. Existen algunos factores endógenos que 

mantienen el equilibrio a nivel de la flora intestinal (acidez gástrica, 

secreción pancreatobiliar, factores inmunológicos entéricos y, sobretodo, la 

motilidad intestinal). La conservación  estructural y funcional  del epitelio 

intestinal evita la migración transepitelial o paracelular de las bacterias. En 

condiciones normales, las bacterias contaminantes son fagocitadas y, junto a 

mecanismos inmunológicos, se produce el aclaramiento de bacterias. Esto 

justifica que la TB se produzca de forma fisiológica en los sujetos sanos, en 

bajo grado y que un marcado incremento de los fenómenos de TB o  una 

alteración en las defensas del huésped  conlleva la replicación bacteriana a 

nivel ganglionar regional y la posterior diseminación al torrente circulatorio 

o linfático (19,276). 
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Esquema 2: Relación entre TB e Inflamación. (Renal Failure in Cirrhosis 
Pere Ginès,Robert W. Schrier. NEJM 2009; 361:1279-90). 

 

5.1. Motilidad intestinal y carga bacteriana intestinal 

 

 La disminución de la carga entérica aeróbica de bacilos GN y del SBI 

reduce la probabilidad de desarrollar una PBE, esto llevaría asociado un 

disminución previa en los fenómenos de TB. Es conocida la disminución de 

la prevalencia de PBE en enfermos cirróticos de alto riesgo tras la 

administración oral de antibióticos con baja biodisponibilidad 

(fundamentalmente quinolonas) (20,146); no obstante, en modelos 
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experimentales de cirrosis (murinos), el uso de antibióticos (cotrimoxazol, 

norfloxacino) se asoció en algunos casos a disminución de TB para bacterias 

GN sin disminuir la tasa global de TB dado el incremento secundario de 

cocos GP (65, 137). 

 

La aparición de cepas bacterianas resistentes a quinolonas ha 

motivado la búsqueda de alternativas para el control de la PBE, entre las que 

se encuentran la disminución de la carga bacteriana entérica y maniobras que 

disminuyan el daño sobre la barrera mucosa entérica (74,138-144). El 

propranolol y el cisapride menguan la carga bacteriana intestinal al 

disminuir el tiempo de tránsito intestinal (74,146), de hecho, se sabe que el 

propranolol puede acelerar el tránsito al bloquear la hiperactividad 

adrenérgica que existe en los pacientes con cirrosis.  

        

    5.2. Sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI) 

Concepto: se define como un aumento de la concentración bacteriana 

intestinal superior a los valores considerados normales, referidos tanto a la 

población bacteriana global como a una especie en concreto. Consideramos 

que existe SBI para una especie bacteriana determinada en modelos 

experimentales de rata cirrótica, cuando el recuento cuantitativo es superior 

a dos desviaciones estándar respecto a la media para el mismo 

microorganismo en ratas normales (66). 

 

a) SBI y TB en cirróticos 

 

EL SBI se ha documentado en pacientes cirróticos y se piensa que 

juega un importante papel en la TB de estos enfermos (147-149). Algunos 
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enfermos presentan colonización bacteriana a nivel de intestino proximal de 

flora bacteriana que normalmente se localiza en el colon (150). 

  

Es constatable la elevada prevalencia de SBI en pacientes cirróticos 

(148,149,152-154,156-158), ya sea mediante cultivo de aspirado yeyunal 

(16,17,21,22,170,209) como a través de la prueba del aliento con H2 (37,8%) 

(18,160,175). Su aparición parece guardar relación con la progresión de la 

enfermedad, relacionándose con el grado de Child y la presencia de ascitis. 

  

Numerosas evidencias apoyan el papel del SBI como claro factor 

predisponente en la aparición de TB (161-167) y consiguiente desarrollo de 

PBE. A nivel experimental, se observó que las ratas cirróticas con ascitis 

presentaron SBI en heces del ciego de las especies bacterianas detectadas en 

41 de 42 ganglios linfáticos de ratas con TB (66). Por otra parte, se ha 

constatado  que la administración de ácidos biliares conjugados reduce tanto 

el SBI como la TB en ratas con cirrosis inducida por CCl4 (170). La 

disminución de la carga bacteriana en heces en modelos experimentales 

mediante la administración de norfloxacino también redujo la incidencia de 

TB y PBE en animales expuestos y no expuestos a shock hemorrágico (65, 

69), lo cual sugiere que la presencia de SBI es un prerrequisito para el 

desarrollo de TB y PBE en ratas cirróticas. Así pues, el SBI es más acusado 

en animales con TB (respecto a los que no la presentan) (74). 

 

 La aparición de SBI depende de la preservación de los mecanismos 

fisiológicos que regulan la composición de la flora intestinal (flora 

anaeróbica y secreción  gástrica y biliopancreática). Un mecanismo 

regulador importante es la motilidad intestinal. Este complejo motor 
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migratorio interdigestivo se ha visto alterado en modelos animales con 

cirrosis (172,173) y en pacientes cirróticos (158,174-180), ello predispone 

para la aparición de SBI (182-188,190,191), ya que existe un tránsito 

intestinal enlentecido, favorecido por un incremento en la actividad 

adrenérgica, en la síntesis de óxido nítrico y por el daño oxidativo a nivel de 

la pared (180,74,193). De hecho, la administración de fármacos procinéticos 

ha mostrado disminuir el SBI y la TB en ratas cirróticas y su administración 

a pacientes cirróticos con SBI por BGN disminuye el tiempo de tránsito 

intestinal y el recuento yeyunal de bacterias (193). Por un mecanismo 

similar, la administración de propanolol a ratas cirróticas también disminuye 

el tiempo de tránsito intestinal, la tasa de SBI y la TB (74). 

 

También la alteración de la respuesta inmune local puede favorecer el 

SBI. En pacientes cirróticos (196), la síntesis intestinal de IgA se encuentra 

reducida. En condiciones normales, la presencia de IgA disminuye los 

mecanismos de adherencia bacteriana a los receptores intestinales, su 

penetración mucosa y evitaría la recaptación de toxinas y la TB.  

 

b) Factores reguladores de la población intestinal                        

bacteriana 

 

b-1) Alteración anatómica y de la permeabilidad intestinal 

 

Los pacientes con cirrosis e hipertensión portal (HTP) presentan congestión 

vascular y edema a nivel intestinal (197,198), así como alteraciones 

ultraestructurales, consistentes en un incremento del espacio celular 

interepitelial con sellado intercelular de zónulas occludens y acortamiento de 
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microvellosidades a nivel de duodeno distal (199). Es posible que estas 

alteraciones se asocien a pérdida de mecanismos de la barrera intestinal y a 

un incremento en la permeabilidad intestinal. Se ha constatado el aumento 

de la permeabilidad intestinal a macromoléculas en pacientes cirróticos, 

principalmente si tienen un grado más avanzado de hepatopatía (200), y los 

que se infectaron durante el seguimiento presentaron basalmente mayor 

aumento de la permeabilidad que los cirróticos no infectados (201). 

Clínicamente se ha demostrado (a través de estudios funcionales) el 

incremento de la permeabilidad intestinal en el contexto de la cirrosis, 

sobretodo en los pacientes con hepatopatía más avanzada (20,112,201) y en 

pacientes con sepsis (200). Ambas alteraciones (incremento en la 

permeabilidad y alteración microestructural) parecen guardar relación. 

 

Se ha observado endotoxemia en pacientes cirróticos, principalmente con 

ascitis y enfermedad hepática avanzada (203). La endotoxina produce un 

incremento de la permeabilidad intestinal y altera los mecanismos inmunes 

de defensa del huésped (204, 205). Tanto las alteraciones de la estructura 

como de la función intestinal pueden incrementar la permeabilidad 

intestinal, facilitando fenómenos de TB en pacientes con cirrosis. En 

relación a la disfunción intestinal, varios factores parecen favorecerlos: 

cuando se induce un shock hemorrágico en ratas cirróticas aumenta la TB 

(206), indicando que la hipovolemia secundaria a hemorragia y la hipoxia 

tisular (fenómeno frecuente en pacientes cirróticos con HDA) podrían 

incrementar la alteración de la barrera intestinal y aumentar la posibilidad de 

desarrollar una IB de origen entérico. También se ha observado alteración 

del flujo sanguíneo en la mucosa intestinal de enfermos cirróticos cuando se 

utilizan fármacos con capacidad vasoconstrictora a nivel esplácnico 
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(207,150) así como la existencia de un trastorno sistémico que afecta a otras 

barreras corporales (mucosa traqueal por ejemplo) en la cirrosis avanzada 

(22,135,208). 

 

La secreción biliar intestinal ejerce un papel protector y/o de 

prevención de fenómenos de TB al inhibir el SBI, ya que parece tener un 

efecto trófico a nivel de la mucosa intestinal, neutralizando endotoxinas y, 

en consecuencia, un papel protector frente a la TB (209). 

 

b-2) Disfunción del Sistema Inmune general 

 

 Cuando una bacteria accede al torrente circulatorio puede ser 

fagocitada por neutrófilos o macrófagos; pero previamente debe ser 

opsonizada con IgG  y/o  CAM (complejo de ataque a la membrana, 

formado por la unión de los factores C5-C9 del sistema de complemento) 

(51). Así, la posibilidad de que una bacteria traslocada pueda finalmente 

inducir una infección depende también de la capacidad bactericida sérica del 

huésped. 

 

 Los macrófagos son agentes de primera línea en la respuesta defensiva 

del huésped frente agentes externos, gozan de capacidad para reconocer y 

eliminar las bacterias previamente opsonizadas; estas células están 

ampliamente distribuidas por el organismo y se las puede encontrar en 

hígado, bazo y peritoneo (211-213). Se ha constatado la hipofunción de los 

receptores Fc-gamma en los macrófagos de pacientes cirróticos (79) similar 

a la observada en la cirrosis biliar primaria (214). 
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En la cirrosis, tanto la quimiotaxis, la fagocitosis como la actividad 

bactericida de los pacientes están alteradas (82,215-217), siendo 

significativamente mayor el grado de disfunción en los enfermos con PBE 

(25,218,309). Una de las causas de la disfunción neutrofílica se atribuye a la 

reducida producción de metabolitos oxidativos, con mejorías funcionales in 

vitro tras adicionar factor estimulante de colonias para granulocitos y 

macrófagos (9). 

 

 Evidencias experimentales y clínicas indican que la interacción entre 

las células del sistema inmune y los productos bacterianos de origen entérico 

explicarían la activación del sistema inmune y la cascada inflamatoria con el 

subsiguiente incremento de citocinas proinflamatorias (219,220). En este 

contexto también se ha observado  la existencia de una notable alteración en 

la distribución y estado de activación del sistema inmunitario (220,222). Se 

sabe que en los GLM de ratas cirróticas se produce una expansión de 

monocitos y de células T (cooperadoras y supresoras) (220). La ulterior 

recirculación de estas células inmunes activadas al torrente circulatorio 

expande el fenómeno inflamatorio. Por tanto, en la cirrosis, la activación del 

sistema inmune e inflamatorio es consecuencia, en gran parte, de la 

traslocación de bacterias o sus productos, originando un estado 

proinflamatorio sistémico que es más acusado en pacientes con paso 

frecuente de productos bacterianos al torrente sanguíneo o por la presencia 

en sangre de ADN bacteriano (224,225). De hecho, la descontaminación 

intestinal selectiva disminuye las concentraciones de citocinas tanto a nivel 

clínico (134) como en modelos experimentales (220). 
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 Las actuales evidencias indican que la activación inmunitaria se inicia 

a nivel local en los GLM regionales cuando las células inmunitarias 

interactúan con las bacterias intestinales o sus productos; tras esta 

activación, las células inmunitarias extienden la inflamación a nivel 

sistémico después de alcanzar la circulación sistémica (228). 

 

b-3) Actividad fagocítica del sistema reticuloendotelial (SRE) 

 

El sistema mononuclear fagocítico, localizado principalmente en el 

hígado (células de Kupffer), se encarga, en condiciones normales, de aclarar 

las bacterias de la circulación sistémica (229) y constituye la principal arma 

de defensa para bacterias adquiridas a través de la vía hematógena. La 

presencia de shunts portosistémicos y la alteración fagocítica defectuosa de 

las células de Kupffer en el contexto de la cirrosis, origina una disminución 

de la actividad del SRE (12). La actividad funcional de este sistema está 

reducida en algunos cirróticos y se demuestra por la disminución del 

aclaramiento de sulfuro coloidal de 99Tc por el SRE en comparación con 

sujetos sanos (12), la menor eliminación de microesferas de 99mTc por el 

SRE y el mayor riesgo de PBE en los pacientes con hepatopatía más 

avanzada (78). Es de suponer que la merma en la capacidad de eliminación 

del SRE pueda favorecer la bacteriemia, su diseminación hematógena y la 

siembra en otros santuarios y en líquido ascítico, con el posterior desarrollo 

de PBE. 
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b-4) Alteración inmune en líquido ascítico (LA) 

La probabilidad de desarrollar una infección del LA es inversamente 

proporcional a la capacidad bactericida del mismo. La presencia de bacterias 

en LA activa los mecanismos humorales de defensa, en especial, la vía 

alterna del sistema del complemento. 

  

En condiciones normales, el fluido peritoneal tiene actividad 

bactericida frente bacterias GN, algunas GP y Candida albicans, mediada 

principalmente por el sistema del complemento (230-234); esta actividad se 

asemeja a la observada en exudados peritoneales malignos (94) y es muy 

superior a la del LA de pacientes con cirrosis. 

 

La bacteria causante de PBE más prevalente es la E coli, siendo la 

presencia de LPS de pared uno de los principales mecanismos de activación 

de la vía alternativa del complemento. Algunas cepas bacterianas GN 

virulentas  pueden eludir este sistema de defensa (235). La existencia de 

factores de virulencia puede tener connotaciones clínicas, de hecho, los 

episodios de PBE por cepas capsuladas de E coli tienen unas tasas de 

complicaciones y mortandad más altos en los pacientes cirróticos que 

aquellos originados por cepas no capsuladas (118). 

 

Los cirróticos que desarrollan infección del LA, habitualmente tienen 

una forma más avanzada de la enfermedad y unos niveles más bajos de 

proteínas en LA (42, 236). Varios factores predisponen al desarrollo de PBE 

en pacientes cirróticos con ascitis; aquellos con niveles bajos de proteínas 

totales y C3 están más predispuestos, en ellos se demuestra una relación 

directa (10, 88), ya que tienen menor actividad opsonizante y bactericida en 
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LA (11). Asímismo, la posibilidad de desarrollar un primer episodio de PBE 

se incrementa en los cirróticos con un dintel de proteínas totales en LA por 

debajo de 1 mg/dl, en comparación con pacientes con niveles más altos de 

proteínas, a los 3 años de seguimiento (24% vs 4% respectivamente) (48). 

 

Existen al menos tres factores  responsables del descenso de los 

factores del complemento en la cirrosis: 1º) déficit en la síntesis, en relación 

al grado de insuficiencia hepática. El nivel sérico de bilirrubina es un factor 

independiente de aparición de un primer episodio de PBE (49); 2º) el 

fenómeno de dilución en LA. Se sabe que el tratamiento diurético efectivo 

aumenta la concentración de proteínas totales y la capacidad bactericida del 

LA (90) y podría ser un mecanismo preventivo de PBE, y 3º) el aumento en 

el consumo de factores del complemento. Los LPS de pared de las bacterias 

GN asentadas en LA activan la vía alterna del complemento, se lisan las 

bacterias y se consumen componentes del complemento, promoviendo la 

progresiva depresión de la capacidad funcional del sistema antimicrobiano 

del LA (237); estos mecanismos explican en parte la predisposición de los 

pacientes con niveles bajos de factores del complemento en LA a sufrir PBE, 

con la consiguiente pobre actividad bactericida en este compartimento, pues 

en ellos la presencia de bacterias no se sigue de la correspondiente lisis y su 

aclaramiento (89), de hecho, la descontaminación con norfloxacino 

incrementa los niveles de C3 en LA (92), probablemente por disminución 

del consumo de factores del complemento. 
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 6. Estrés oxidativo y Peroxidación lipídica (PL):  

 

Los seres humanos y la mayor parte de organismos eucariotas precisan 

del oxígeno (O2) para mantener una producción de energía suficiente para 

sobrevivir. Paradójicamente, el O2 es potencialmente peligroso debido a la 

génesis de especies reactivas intermedias durante su utilización. En la 

protección celular contra la oxidación actúan diferentes niveles de defensa 

antioxidantes. En un organismo generalmente existe un equilibrio entre las 

especies reactivas de O2 (ERO) y los sistemas de defensa antioxidante. La 

descompensación de dicho equilibrio a favor de los mecanismos de 

oxidación se denomina estrés oxidativo (238). El equilibrio óxido-reducción 

a nivel intracelular supone la presencia de compuestos antioxidantes 

enzimáticos y no enzimáticos capaces de neutralizar o destruir estos 

radicales libres. El disbalance entre ERO y antioxidantes tras la acción de 

una determinada noxa que estimule la producción de radicales libres o 

genere destrucción o consumo de los antioxidantes, conocido como estrés 

oxidativo (239), ha sido estudiado a nivel experimental. Estudios previos 

han demostrado un cambio del balance en la relación 

proxidación/antioxidación en ratas con obstrucción biliar, con el 

subsiguiente desarrollo de estrés oxidativo y reducción en los mecanismos 

antioxidantes (240-242). 

 Las células pueden tolerar estados oxidativos leves, pero cuando este 

proceso se exacerba puede afectar al metabolismo celular originando rotura 

de moléculas de ADN, daño de proteínas y/o peroxidación de lípidos. Por 

tanto, el metabolismo aeróbico implica la producción de ERO incluso en 

condiciones basales. Estas atacan todo tipo de moléculas biológicas 
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(sustratos lipídicos, proteínas, ADN, ...) induciendo su oxidación, originando 

nuevos radicales libres capaces de reaccionar con otras moléculas (243). 

 

Especies reactivas de oxígeno: 

 La producción de energía necesaria para su utilización en los 

múltiples procesos celulares requiere la participación del O2, el cual es 

reducido de forma incompleta como aceptor de electrones, originando 

compuestos intermedios inestables, conocidos como ERO, capaces de 

producir daño sobre estructuras celulares, particularmente sobre las 

membranas, proteínas, lípidos y ADN.  

Los mecanismos que explican el daño inducido por los radicales libres 

son principalmente la activación del sistema monocito-macrófago y de 

neutrófilos. El anión superóxido generado actúa como agente 

proinflamatorio, capaz de reclutar neutrófilos, inducir liberación de factores 

quimiotácticos, TNF-α (Factor de Necrosis Tumoral) e Interleucina 1 (IL-1), 

generando daño sobre el DNA e iniciando la PL. El radical hidroxilo es un 

potente radical libre (miles de veces más reactivo que el O2); produce daño 

pricipalmente sobre el ADN, proteínas y lípidos, induciendo PL y daño 

sobre membranas capaz de estimular la respuesta inflamatoria. El 

peroxinitrito se forma por la interacción entre O2  y óxido nítrico; perpetúa la 

acción del anión superóxido (244,308), actuando como agente 

proinflamatorio, inactiva la superóxido dismutasa, induce la PL y produce 

depleción de glutatión (Esquema 3) (245). 
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Esquema 3: Representación metabólica de las Especies Reactivas de 

Oxígeno. 

 

Peroxidación Lipídica (PL): 

Una de las biomoléculas más sensibles al ataque de las ERO son los 

ácidos grasos poliinsaturados (AGPI), fundamentales para la célula, ya que 

forman parte de los fosfolípidos, constituyentes principales de la bicapa 

lipídica de la membranas y son responsables, en buena medida, de la función 

de ésta, al mantener la integridad de la célula. Los AGPI son las moléculas 

biológicas más sensibles al estrés oxidativo y su degradación constituye la 

PL. Esta peroxidación es el efecto más importante de los radicales libres 

sobre la célula, pues la destrucción de la bicapa lipídica provoca un daño 
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estructural en la membrana con pérdida de permeabilidad y posteriormente 

destrucción celular; por tanto, la PL es el daño oxidativo, producido 

particularmente por el radical hidroxilo, sobre los AGPI de las membranas 

celulares (246), originando alteraciones en las propiedades de fluidez, el 

potencial y la permeabilidad de la membrana (247), conduciendo finalmente 

a la pérdida de la integridad de la misma. Inicialmente, un ácido graso se 

oxida hacia el radical hidroxilo que actúa como agente oxidante, 

produciéndose radical peroxilo, el cual, a su vez, perpetúa el proceso en 

cadena hasta finalizar en la muerte celular. Este daño sobre los lípidos puede 

determinarse a través de la medición de TBARS (thiobarbituric acid-reactive 

substances) en plasma, pudiendo participar también como marcadores de PL 

(248). Por lo tanto, la PL es un mecanismo bien conocido de daño celular 

que puede utilizarse como biomarcador de estrés oxidativo. Tras la 

descomposición de los AGPI de las membranas biológicas se generan, entre 

otros, malonildialdehído (MDA) y 4-hidroxialqueno, como productos finales 

de reacción. Gracias a su determinación se puede cuantificar la PL y, por 

tanto, el estrés oxidativo en los organismos.   

 

El aumento de radicales de oxígeno y productos tóxicos de 

degradación de la PL es un hallazgo que podemos encontrar a nivel 

plasmático en pacientes con enfermedad hepática colestática (249,250,291) 

y en modelos animales de enfermedad hepática (251), con acumulación de 

peróxidos lipídicos y MDA en hígado y otros tejidos extrahepáticos (252). 

El disbalance oxidativo/antioxidante y sus efectos deletéreos en  órganos 

como el hígado puede minimizarse con el uso de sustancias antioxidantes a 

nivel experimental como mostró William Peres en un modelo experimental 

de rata con obstrucción biliar (253), en el cual la quercitina (sustancia 
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antioxidante) prevenía la PL al atenuar el depósito de colágeno y la 

fibrogénesis hepática. En modelos de rata con ligadura del tracto biliar, se 

demuestra un estrecho vínculo entre la PL y la activación de células 

inflamatorias, así como una posible correlación lineal entre el depósito de 

colágeno en hígado y la producción de MDA (16). 

 

6.1. Hipertensión Portal y PL: 

La hipertensión portal, aislada o consecuencia de disfunción hepática, 

se caracteriza por el incremento patológico de la presión portal y la 

formación de una red de colaterales portosistémicas, derivando el flujo 

portal a la circulación venosa sistémica (255,256). La HTP también 

incrementa el flujo sanguíneo en la microvascularización intestinal, pero este 

fenómeno se asocia con una disminución  de la presión arterial del 41-51%, 

originando fenómenos intermitentes de hipoperfusión de la mucosa intestinal 

y alteraciones en la oxigenación tisular (257); en estas circunstancias de 

hipoxia intermitente y reoxigenación, la enzima Xantino Oxidasa (XO) 

inactiva se activa por mediación de la Xantino Deshidrogenasa (XDH) (258-

260), originando un estado aumentado de activación y/o conversión de la 

XO bajo condiciones de hipoxia tisular (261,262).  

 

La XO y XDH son enzimas citoplasmáticas existentes de forma 

individualizadas pero en formas interconvertibles, siendo el intestino y el 

hígado los lugares con más alta actividad de estas dos enzimas (263). En 

condiciones fisiológicas, ambas enzimas degradan la fosfatasa alcalina a 

urato tras conversión de la hipoxantina a ácido úrico (Figura 1) (263). 
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Figura 1: Síntesis de ácido úrico y generación de radicales libres 

como productos de la acción de la XO en el metabolismo de las purinas.  

 

Normalmente, la XDH representa el 80-96% de la forma enzimática, 

constituyendo en forma de XO sólo el 4-20% (265). En determinadas 

condiciones patológicas (isquemia, infección), se produce un aumento de la 

conversión de la XDH a la XO, originándose ERO tales como radicales de 

O2, aniones superóxidos y peróxidos de hidrógeno. Estas ERO  tienen 

efectos citotóxicos a través de la peroxidación de los componentes lipídicos 

de las células epiteliales y las membranas mitocondriales, las cuales 

contienen la más elevada concentración de AGPI (266,267). Además, estas 

ERO tienen acción quimiotáctica sobre polimorfonucleares neutrófilos, 

induciendo extravasación de neutrófilos desde el torrente circulatorio a los 

tejidos, provocando más daño tisular debido a su capacidad de liberar 

sustancias tóxicas y activación de mediadores inflamatorios como citocinas 

(268,269). Varios estudios han documentado que la inhibición o inactivación 

de la vía XDO/XO en condiciones patológicas disminuia la génesis de ERO 

y, por extensión, el daño tisular (266,270,271). De hecho, la inhibición 

competitiva de la XO mediante Alopurinol en casos de HTP y ligadura biliar 

experimentales disminuyó la incidencia de TB, PL a nivel de la mucosa 
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intestinal y la migración de neutrófilos (144). La inactivación de la vía 

XDH/XO mediante suplementación de tungsteno en la dieta  produjo una 

disminución significativa de la TB en ratas con HTP e ictericia obstructiva 

por ligadura doble del conducto biliar, apoyando la hipótesis fisiopatológica 

de que la presencia de niveles elevados de XO en mucosa intestinal puede 

contribuir al fallo en su función de barrera y facilitar la TB por producción 

de ERO, activación de citocinas y quimiotaxis de neutrófilos; la inactivación 

de la XO parece relacionarse con efectos beneficiosos sobre la función 

hepática en la colestasis crónica. El grupo de animales con doble ligadura 

que recibió dieta suplementada con tungsteno presentó niveles de enzimas 

hepáticas (Bilirrubina, GOT y GPT) significativamente más bajos que el 

grupo con ligadura sin suplementación (143). Estos hallazgos sugieren que 

la distribución heterogénea de la XDH y XO a nivel hepático (no solamente 

en intestino), puede contribuir al daño hepatocelular en la colestasis crónica 

(274,275).  

 

6.2. Peroxidación Lipídica y Traslocación Bacteriana: 

 

El estrés oxidativo tiene efectos citotóxicos (276) (a través de la PL de 

las células epiteliales y las membranas mitocondriales) y quimiotácticos para 

neutrófilos induciendo su extravasación a los tejidos (144,268,277). La 

acumulación tisular de MDA en el tracto digestivo es indicativo de la 

existencia de fenómenos amplios de PL (280) y se ha asociado con daño 

epitelial y fallo de la barrera intestinal (274,282), factores ambos 

relacionados con la TB. Es conocido el importante papel que juegan los 

radicales libres de O2 en el daño epitelial de la mucosa intestinal, alterando 

la función de barrera anatómica y facilitando la TB. Uno de los más 
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importantes mecanismos de acción de estos radicales libres a nivel intestinal 

es vehiculizado a través de la XO. En el  modelo experimental de rata 

cirrótica por administración intragástrica de CCl4 (282) se observó niveles 

de actividad de XO a nivel intestinal prácticamente indetectables, actividad 

XDH significativamente disminuida y actividad de la Adenosina desaminasa 

(sustancia dadora de sustratos para la XO) incrementada de forma 

significativa. Cuando se midió parámetros de estrés oxidativo en la mucosa, 

se  observó un incremento significativo de la PL (aumento en el MDA) en 

comparación con los animales control. Disponemos de mucha menos 

información  sobre los fenómenos de PL que acontecen a nivel plasmático, 

hepático y en el bazo.  

 

La barrera mucosa del intestino representa un importante componente 

funcional en estrecho contacto con el contenido intestinal intraluminal 

(incluyendo metabolitos procedentes del hígado). El estrés oxidativo se 

relaciona con procesos de fibrogénesis y muchos agentes que originan 

fibrosis estimulan procesos oxidativos de forma directa o a través de 

mediadores inflamatorios. En el contexto de la cirrosis establecida, el 

desarrollo de estrés oxidativo a nivel intestinal puede ser consecuencia 

directa de la producción en la mucosa de ERO o bien de forma indirecta por 

la génesis de inductores a nivel hepático y transportados a la luz intestinal a 

través de la bilis (273).  

Los ácidos biliares son prooxidantes, causan daño directo tisular 

oxidativo mediante la activación in situ de los macrófagos titulares, 

liberando radicales libres (273). En este contexto, la elevación de ácidos 

biliares a nivel plasmático e hígado podría ser el inicio del proceso de PL en 

modelos animales con enfermedad hepática colestática. 
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En modelos experimentales de cirrosis se ha demostrado la existencia 

de estrés oxidativo a nivel de la mucosa de intestino delgado con incremento 

de actividad de la XO y de los fenómeno de PL en la mucosa (282). Por otra 

parte, el fracaso inmunológico para eliminar las bacterias traslocadas que 

ocurre en la cirrosis, se acompaña de la liberación de citocinas 

proinflamatorias por endotoxinas (134,288). La producción en cascada del 

factor de TNF-α y NO estimulada por endotoxinas agravaría el daño 

oxidativo a nivel del epitelio intestinal (289). De todos los factores 

conocidos involucrados en la patogenia de la TB, parece ser que la alteración 

en la flora intestinal es de mayor relevancia que el daño mucoso y la 

alteración de la permeabilidad intestinal (74,291). 

 

6.3. Sales Biliares:  

 

Las sales biliares poseen efectos inhibitorios sobre la proliferación de 

microorganismos entéricos y podrían prevenir infecciones del tracto biliar  

ejerciendo un control de la flora bacteriana a nivel intestinal (111). Se ha 

detectado que a concentraciones fisiológicas y a nivel experimental inhiben 

el crecimiento de bacterias entéricas tales como E. coli, Klebsiella spp y 

Enteroccos spp. En términos generales, este efecto inhibitorio parece ser 

más significativo para bacterias GP que para GN (44,100). En la práctica 

clínica, este efecto inhibitorio ha sido utilizado en la elaboración de cultivos 

selectivos para el aislamiento de organismos específicos (Salmonella, 

Shigella y Bacteroides) (41). 

 Las endotoxinas o LPS son un componente de la pared de las 

bacterias GN. La ictericia obstructiva se caracteriza por disminución de la 
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concentración de ácidos biliares a nivel intestinal y su aumento plasmático. 

Es decir, en los pacientes con enfermedad hepática colestática se produce 

acúmulo en plasma de ácidos biliares; estos pacientes son propensos a 

desarrollar endotoxemia e infecciones pues esta elevación de sales biliares 

puede ser causa de malfunción fagocítica del SRE (33,35), hecho este 

también demostrado a nivel experimental  (30). Así pues, las sales biliares 

muestran un doble mecanismo en el desarrollo de endotoxemia en la 

colestasis; por una parte, las bajas concentraciones o su ausencia a nivel 

intestinal permite o facilita la absorción de endotoxinas, por otro lado, sus 

niveles séricos elevados producen un descenso o empeoramiento en la 

capacidad de aclaramiento de LPS por las células de Kupffer (28). 

 

En modelos experimentales de rata con ligadura del conducto biliar, 

los niveles de ácidos biliares están incrementados entre 80-100 veces (292), 

se comportan como agentes prooxidantes y causan daño tisular directo 

mediante la génesis de ERO (293,294) o indirecta activando los macrófagos 

titulares para originar estrés oxidativo (277).  

 

Los ácidos biliares también pueden acumularse a nivel intracelular 

mediante la unión con lipoproteínas de baja densidad (296). Estas pueden 

desempeñar un papel importante en el transporte intracelular en distintos 

tejidos extrahepáticos de ácidos biliares potencialmente tóxicos procedentes 

del plasma. Así, cuando la integridad de la circulación enterohepática se 

encuentra alterada como consecuencia de la existencia de shunts 

portosistémicos y/o paso a la circulación sistémica de estos ácidos biliares, 

generan ERO y daño tisular. Por otra parte, en la HTP y la ictericia 

obstructiva hay una importante alteración de la ecología bacteriana intestinal 
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y alteración de la mucosa intestinal. La formación de shunts portosistémicos, 

SBI como consecuencia de la ausencia intestinal de flujo biliar, la 

disminución en el aclaramiento bacteriano a nivel del SRE y el daño 

inmunológico son secuelas de la HTP y/o colestasis (297,298). 

 

P. Ljubuncic (299) ha demostrado que en las ratas con doble ligadura 

y sección, en comparación con el grupo control, existía colestasis 

bioquímica y cirrosis histológica secundaria. Al estudiar fenómenos de PL 

en plasma y órganos extrahepáticos (riñón, cerebro, corazón), se observaron 

niveles más elevados de MDA en el grupo con ligadura respecto al control 

que era indicativo de un incremento de la PL. Los autores concluyeron que 

el estrés oxidativo producido en la enfermedad hepática colestásica no queda 

restringida al daño hepático sino que afecta a múltiples órganos y por 

consiguiente, la PL debe ser considerada como un fenómeno sistémico. 

 

7. Modelos experimentales en el estudio de la cirrosis 

 

Los modelos experimentales utilizados con más frecuencia para el 

estudio de las complicaciones de la cirrosis son el modelo de rata con 

cirrosis inducida  por CCl4 (300), la ligadura portal parcial calibrada (76) 

(modelo de HTP prehepática) y la ligadura del conducto biliar común (CBC) 

(297). Las ratas sometidas a oclusión experimental quirúrgica del CBC, 

utilizando la doble ligadura con/sin sección del conducto biliar, desarrollan 

endotoxemia y TB (302) tras la primera semana desde la ligadura, mientras 

que la fibrosis hepática puede no evidenciarse hasta las cuatro semanas 

desde la intervención (303). Comparado con el modelo del CCl4, el modelo 

de ligadura del CBC se asocia con menor morbilidad y mortalidad (la cual 
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puede ser hasta del 70% en el modelo del CCl4) y con aparición más precoz 

a nivel hepático de los cambios funcionales e histológicos. 

 

 La ligadura del CBC se asocia con el desarrollo de alteraciones en la 

mucosa intestinal, más evidente a nivel de íleon distal, con edema, infiltrado 

inflamatorio moderado, disrupción a nivel de los desmosomas y formación 

de espacios laterales entre enterocitos (304). Se ha sugerido que estos 

hallazgos están relacionados inicialmente con la ausencia de bilis en la 

mucosa intestinal, provocando daño de la mucosa y TB, y no la obstrucción 

intestinal per se, ya que la incidencia de TB y edema subepitelial a nivel ileal 

es similar en el grupo de ratas sometidas a ligadura del CBC  o derivación 

del CBC mediante bypass colédoco-vesical y más alto que en el grupo de 

ratas control o sham (305).   

 

 La utilización de modelos quirúrgicos más complejos y agresivos 

puede asociarse a un incremento de la mortalidad en los animales de 

experimentación. Las evidencias existentes sugieren que la TB ocurre de 

forma temprana a la noxa inferida y es causada por la ausencia de bilis a 

nivel de la luz intestinal más que por el daño hepático inducido por la propia 

ligadura. Así, para el estudio de las complicaciones de la cirrosis, parece 

razonable practicar procedimientos quirúrgicos experimentales más 

sencillos. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 

 La TB es la base patogénica de la PBE y para su investigación se usan  

modelos de Cirrosis inducida por CCl4 o por ligadura doble biliar (LDB) 

quirúrgica, procedimientos validados en estudios previos para la 

investigación de la patogenia de las IB en la cirrosis (63-70,74,75,300). La 

LDB es el modelo quirúrgico estándar para el estudio experimental de la 

patogenia de las IB en la cirrosis, causa importante daño estructural hepático 

y conlleva alta mortalidad asociada a la técnica. No obstante,  en la 

descripción de la LDB no queda bien establecida o descrita el nivel en el 

cual se realizan ambas ligaduras en el CBC, incluso si se procede a la 

sección posterior del mismo interligadura (144,192,194,198,202,223,306). 

 

 

Nuestra hipótesis de trabajo, basada en la realización de una técnica 

quirúrgica más sencilla, como la práctica de una ligadura biliar simple  

(LSB) (306) realizada a nivel proximal, también se asociaría a fenómenos de 

TB en la misma medida que la LDB; pero con las ventajas que al tratarse de 

una técnica quirúrgica más simple, produciría un menor daño hepático y 

menor mortalidad, convirtiendo a este modelo en adecuado para su estudio.  
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OBJETIVO 
 

Primario:  

Evaluar la idoneidad del modelo de Ligadura  Simple Biliar para el 

     estudio de la Traslocación Bacteriana a lo largo de 4 semanas, con 

     respecto a la Ligadura Doble Biliar. 
 

 

Secundarios:  

Análisis comparado en ambos modelos de Ligadura Biliar, de las 

siguientes variables: 

1. Peso y Mortalidad 

2. Caracterización microbiológica a nivel intestinal y extraganglionar 

3. Lesión hepática 

4. Estrés oxidativo en suero e hígado y parámetros de Inflamación 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

1. Características de los animales 

 

Se destinaron 82 ratas macho adultas Sprague-Dawley nacidas en la 

Unidad de Experimentación Animal de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Miguel Hernández de Elche, con un peso entre 231-446 g. 

Los animales fueron mantenidos individualmente en jaulas con fondo de 

rejilla para minimizar la coprofagia y el consumo del sustrato del lecho, a 

temperatura constante de 21 ºC y con un ciclo de luz-oscuridad de 17-7 

horas. Recibieron ad libitum agua y alimento diario en forma de pienso 

estándar para ratas. El presente estudio  fue aprobado por el Comité de 

Ética e Investigación de la Universidad Miguel Hernández conforme a la 

normativa para la investigación animal (Guide for the care and use of 

laboratory animals). Previo al inicio de la fase experimental, se 

destinaron 6 animales para adquirir las destrezas y habilidades necesarias, 

así como para familiarizarse con la anatomía y técnica quirúrgica en la 

recogida de las distintas muestras (Curva de aprendizaje).  

 
2. Fase Experimental 

 
Los animales fueron divididos en 4 grupos: 1º) Un total de 20 animales se 

destinaron al grupo Control y fueron sometidos a una única intervención 

quirúrgica, extrayéndose las distintas muestras para el estudio. Este grupo 

fue necesario para calcular el porcentaje de  ratas con TB fisiológica; 2º) Un 

grupo de intervención Ficticia (Sham) con 21 ratas que fueron sometidas a 

una primera laparotomía para la  identificación y liberación del conducto 

biliar con pinzas atraumáticas, sin ligadura ni sección del mismo, con cierre 
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posterior de la laparotomía; 3º) El grupo de ratas destinadas a la LSB (N=19) 

en las que en la primera laparotomía se identificó y se ligó en una única 

ligadura el conducto biliar común con seda 000, sin sección posterior del 

mismo, a nivel proximal para minimizar al máximo la ligadura accidental 

del conducto pancreático y la consiguiente pancreatitis secundaria; y 4º) El 

grupo de LDB (N=22) en las que durante la primera intervención se realizó 

una doble ligadura con seda 000 a nivel proximal y sección del conducto 

biliar común entre ambas ligaduras. Los animales de cada grupo se 

repartieron de forma aleatoria en base a una temporalización semanal 

comprendida de 1 a 4 semanas, realizándose la segunda laparotomía 

(excepto grupo Control) conjuntamente con sus correspondientes grupos de 

Control. En la Tabla 1 se resumen los datos de los grupos según la 

secuencia temporal. 

 

Nº SEMANAS: 1ª SEMANA 2ª SEMANA 3ª SEMANA 4ª SEMANA 

GRUPO: N 

CONTROL (N=20) 5 5 5 5 

SHAM (N=21) 5 5 6 5 

LSB (N=19) 6 4 5 4 

LDB (N=22) 6 7 5 4 

 

Tabla 1: Total de animales (82 ratas) distribuidos según el grupo y la 

semana de sacrificio. 

 

Todos los ejemplares, con independencia del grupo asignado, se sacrificaron 

cada semana en número de 5 ó 6 según correspondiese para los grupos 

control y de intervención ficticia, y en grupos de 4 a 7 para los grupos con 
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ligadura biliar. De los animales a estudio, en 41 se procedió a la ligadura 

biliar en sus dos modalidades.  

 
3. Procedimiento prequirúrgico: 

 
Los animales destinados a la cirugía, en jaulas individuales, fueron 

alimentados a primera hora de la mañana (no después de las 10:00) y 

posteriormente  sólo recibían agua ad libitum. 

 
Todas las intervenciones quirúrgicas se realizaron a partir de las 16:00 horas. 

Cada animal se pesó utilizando la misma báscula estándar, previa calibración 

en cada una de las sesiones. Se preparó la solución anestésica con Ketamina 

y Diazepam en dosis calculada según el peso para su administración 

intraperitoneal. Con el concurso de dos personas, se procedió a anestesiar a 

la rata; la primera persona sujetaba al animal por debajo de las patas 

delanteras asiéndola desde detrás y, con la otra mano, sujetaba las patas 

traseras para colocar finalmente el animal en posición horizontal y supino. 

La segunda persona se encargaba de la administración intraperitoneal de la 

dosis calculada mediante jeringa de 2 cm3 y aguja subcutánea. Se volvió a 

depositar el animal en la jaula correspondiente. Anestesiado el animal, se le 

rasuraba el abdomen con una cortapelos eléctrica y se fijaba a la mesa 

quirúrgica mediante esparadrapo en tres patas.   

Se trabajó con un mínimo de 4 personas, dos de ellas para realizar la cirugía 

y las otras dos para recoger las muestras, identificarlas, clasificarlas y aislar 

heces. 
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Material quirúrgico, de laboratorio y medicación necesaria: 

 

Material inventariable: 4 juegos de cajas quirúrgicas estériles (mediante 

autoclave) con 2 juegos de material cada una, consistente en: hojas de bisturí 

(número 11) y mangos acoplables [2], separadores automáticos indentados 

[2], pinzas cortas traumáticas [2] y atraumáticas [2], pinzas de relojero [2], 

tijeras curvas de disección cortas [4], pinzas cortas de hemostasia [4], tijeras 

rectas normales cortas [2] y largas [2]. Paños verdes estériles fenestrados [2] 

y paquetes de gasas estériles. 

 

La extracción de muestras y las determinaciones  realizadas en los animales 

de experimentación fueron las siguientes: 

 

Bioquímicas:  

   * Tubo EDTA 2 ml con sangre (0.5 ml) para determinación de MDA y 

capacidad total antioxidante sérica. 

   * Bote estéril conteniendo un fragmento de hígado para determinación de 

MDA y capacidad antioxidante. 

    *  Un tubo de sangre con Heparina Litio para cultivo y determinación de 

citocinas. 

 

Microbiología: 

    *   Bote estéril para recogida de nódulos linfáticos (228).  Cultivo de 

nódulos linfáticos, bazo, hígado, sangre portal y sangre de cava inferior 

(identificación de TB). 

    *  Bote previamente pesado (báscula alta precisión) con medio de 

transporte estéril conteniendo bazo. 
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    *   Bote estéril con la cuarta parte del hígado. 

    *   Bote estéril con heces aisladas de íleon terminal y ciego (detección de 

SBI). 

    *  Tubo EDTA con sangre portal (0.5-1 ml). 

    * Tubo EDTA con sangre Vena Cava Inferior (0.5-1 ml). 

     * Escobillado peritoneal realizado sobre peritoneo parietal y visceral  en 

medio de cultivo (control de esterilidad del método).            

     

Anatomía Patológica: 

Para tipificar las lesiones hepáticas en las dos modalidades de ligadura 

biliar realizadas, utilizamos el sistema de categorización empleado por 

Kountouras (306), que define 5 estadíos: 0, histología normal; I, mínima o 

sutil proliferación ductal (PD) y limitada a espacio porta; II, PD leve-

moderada en espacio porta y parénquima; III, PD severa que conforma 

nódulos incompletos y causa una desestructuración arquitectural hepática; y 

IV, PD que delimita claros nódulos fibróticos hepatocitarios.  

Las distintas muestras histológicas se han recogido en bote con formol 

para estudio morfológico del hígado, realizando un análisis 

cuantitativo/semicuantitativo de la fibrosis con la tinción eosina-

hematoxilina  a 50 y 100 aumentos. 

Otras determinaciones:  

* Determinación de TNF  en sobrenadante de cutivos de sangre total en 

situación basal, a las 24 horas sin estimulación y a las 24 horas tras 

estimulación con la asociación al medio de cultivo de LPS y PHA. 
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     *  Estudio de citocinas en cultivos de sangre total. 

     * Peso del animal (previo a cada intervención) y del bazo como 

indicadores indirectos de HTP (144). 

 

4. Protocolo Quirúrgico: 

Los animales fueron identificados con un código según el grupo al que 

pertenecían y la semana de sacrificio correspondiente. 

Antes de la intervención quirúrgica, las ratas se mantuvieron en el 

animalario del Servicio de Experimentación Animal de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Miguel Hernández, a una temperatura ambiente 

de 25ºC y con un ciclo luz-oscuridad de 17-7 horas.  

Se pretendió conseguir que el ambiente en que se encontraban los 

animales de experimentación fuera el más estable posible, procurando un 

clima silencioso, evitando en lo posible ruidos y maniobras bruscas que 

provocasen niveles de excitabilidad o nerviosismo excesivos. De esta 

manera se facilitó el acto anestésico y se disminuyó el estrés que dicho acto 

lleva implícito debido a la manipulación del animal. 

Para evitar interferencias derivadas de la digestión alimentaria, las 

ratas permanecieron en ayunas 6-8 horas previas al experimento (excepto 

ingesta a demanda de agua). Se pesó al animal para ajustar de forma precisa 

la dosis de anestesia que iba a ser necesaria.  

 

4.1. Metodología anestésica:   
 

Se ha utilizado Ketamina 50mg/ml, ampolla 10 ml ( Ketolar® de Parke 

Davis S.A., Barcelona. España ) y Diazepam 10mg, ampolla 2 ml ( Valium 



 52 

® de Roche S.A., Basilea . Suiza ) a las dosis de 116,66 mg/Kg y 3,33 

mg/Kg respectivamente, disueltas en suero fisiológico. 

 
Para ello se preparó una solución compuesta por 7 ml de Ketamina, 2 ml de 

diazepam y 1 ml de suero fisiológico, obteniéndose así una solución de 10 

ml de la que administra 3,33 ml/Kg, lo cual supone 1 ml para una rata de 

300 g, calculándose el volumen para otros pesos mediante el cálculo de la 

proporción adecuada. Como dosis de refuerzo se aplicó 1/3 o ½ de la dosis 

inicial, según lo requiriera el estado del animal para conseguir la anestesia. 

La dosis inicial se administró por vía intraperitoneal y la de refuerzo por vía 

subcutánea o intramuscular, ya que la dosis de refuerzo no debía 

administrarse vía intraperitoneal en caso de ser necesario (prolongación acto 

quirúrgico por ejemplo) pues al tener la cavidad abdominal expuesta podrían 

existir problemas de absorción debido a pérdidas. 

 

La aplicación del anestésico por vía intraperitoneal se realizó cogiendo 

delicadamente al animal de experimentación despierto con la mano izquierda 

protegida por un grueso guante de tela, de tal forma que el pulgar quedaba 

dispuesto debajo de la parte media del abdomen y los otros cuatro dedos 

abarcaban el dorso del animal en su porción más craneal. Una vez así y 

presionando suavemente la mano contra la rata, se giraba la mano izquierda 

de forma que el dedo pulgar subía y bajaban los otros dedos exponiendo así 

el abdomen del animal, al cual se le administró con la mano derecha  la 

solución anestésica, previamente cargada, por punción realizada en la 

porción caudal del abdomen, mediante jeringuilla de 1 ml con aguja 

intradérmica. Toda esta maniobra se realizó con mucha suavidad y tacto para 

paliar en la medida de lo posible la excitación del animal, lo cual conllevaba 
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una mayor dificultad de esta maniobra y un aumento del estrés. Otra técnica 

utilizada en el procedimiento anestésico, cuando se trataba de una única 

persona para manipular el animal, consistió en sujetar al animal por el lomo 

con la mano izquierda enguantada, estando éste en posición normal sobre la 

mesa, aplicar sujeción y leve presión  a la vez que se enlazaba con el pulgar 

izquierdo su cola, y se evertía ligeramente el abdomen; de esta forma, 

conteniendo en la mano derecha la jeringa previamente cargada con la dosis 

anestésica calculada, se le administró a nivel intraperitoneal.  

 
Anestesiada la rata, se procedía al rasurado de su región abdominal y 

se colocaba sobre la mesa de intervención, procediendo a fijar las 

extremidades y cola con esparadrapo. Nosotros decidimos fijar la cola, las 

extremidades inferiores y la extremidad superior derecha, dejando libre la 

extremidad superior izquierda con la finalidad de optimizar la funcionalidad 

pulmonar.  

 

Con todo lo anterior, ya se tenía al animal de experimentación preparado 

para esterilizar el campo quirúrgico con Povidona Yodada, colocar paños 

estériles con uno central fenestrado y proceder a la intervención con las 

medidas asépticas habituales. 

 
 
4.2. Intervención quirúrgica:  
 
a) Primera intervención: Grupos B, C y D (Sham, LSB y LDB) (Figura 2). 
 
Esterilización y aislamiento de la cavidad abdominal rasurada con Povidona 

Yodada y paños de campo verdes estériles respectivamente. 
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Laparotomía media cráneo-caudal subxifoidea con bisturí frío, de unos 3 cm 

de extensión en la primera intervención (sham o ligadura biliar en sus dos 

modalidades) y de unos 5-6 cm en las reintervenciones y los grupo de 

control. 

 

Identificación del CBC y referenciación del mismo con pinza de relojero 

(sham), sin ninguna otra maniobra; ligadura simple con seda 3/0  o ligadura 

doble con seda 3/0 y sección. La ligadura se acordó realizarla lo más 

proximal posible con la intención de no provocar pancreatitis en caso de 

ligadura distal.  

 

Cierre estéril de la laparotomía con cierre en bloque de la pared abdominal 

con seda de 2/0 y sutura de la piel con seda 3/0. Se deposita el animal 

intervenido en su jaula correspondiente y se transporta a la zona 

correspondiente en el animalario en condiciones de alimentación basales. 

 

b) Reintervención: Grupos B, C y D (Sham, LSB y LDB). 

En función del grupo y la semana asignada, se procede, previo a la cirugía, 

al mismo procedimiento de aislamiento del animal y restricción alimentaria 

descrito con anterioridad. Se pesan de nuevo cada animal y se anestesia con 

la técnica habitual. Tras la laparotomía, la primera maniobra en la recogida 

de muestras es el escobillado peritoneal para cultivo (medida de calidad de 

asepsia o contaminación). A continuación, se identifican y se disecan los 

ganglios linfáticos mesentéricos identificados (mínimo 6), depositándolos en 

bote estéril preparado para estudio microbiológico. Se identifican las venas 

Porta y Cava Inferior, procediendo, en el mismo orden, e extracción por 

venopunción directa, de 1 cc de sangre en jeringa estéril de 2 cc con aguja 
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subcutánea (cultivos de sangre). Se procede a hemostasia de los puntos de 

venopunción mediante compresión directa con gasa estéril durante 1 ó 2 

minutos, comprobándose la efectividad de la maniobra. Se obtienen, 

mediante excisión con bisturí frío, 3 bloques de hígado para cada uno de sus 

correspondientes botes y estudio. Se realiza esplenectomía y colocación en 

su bote de muestra correspondiente. Mediante 2 pinzas de hemostasia, se 

clampa a nive de íleon terminal, 2-3 cm proximal al ciego, y a nivel distal 1 

cm distal al ciego con otras 2 pinzas hemostáticas, procediendo a la sección 

entre ambas pinzas, en cada uno de los extremos, con una nueva hoja de 

bisturí frío. La pieza se saca en bloque para la recogida de heces del ciego y 

el correspondiente estudio. El campo quirúrgico que queda, al ser 

contaminado tras la resección intestinal, se aisla con gasas estériles y se 

retira todo el instrumental utilizado hasta ahora, sustiuyéndose por nuevo 

material estéril. Se realiza esternotomía media y corte del hemidiafragma 

izquierda para una óptima exposición cardíaca. Con jeringa de 5 cc y aguja 

intramuscular, se procede a punción cardíaca y extracción entre 4-5 cc de 

sangre, con éxitus del animal por exanguinación intracardíaca quirúrgica. 

 

c) Procedimiento quirúrgico único: Grupos A (Control). 

Con los mismos cuidados y preparación prequirúrgica, se procede a la 

recogida de muestras en un único acto quirúrgico. Los grupos control son 

simultaneados con sus homólogos de ligadura para cada una de las semanas 

correspondientes, con una diferencia de 24 horas entre los mismos grupos 

para la realización de la cirugía y consiguiente toma de muestras. 
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Figura 2. Panel Resumen del procedimiento de anestesia y cirugía en la 

primera intervención siguiendo la secuencia temporal: a, b y c (rata Sprague 

Dawley macho adulta, con administración intraperitoneal del anestésico y 

rasurado con maquinilla eléctrica convencional); d (esterilización campo 

quirúrgico tras fijación a mesa quirúrgica); e (identificación GLM y su 

exéresis posterior. Detalle);  f (identificación del CBC); g (tunelización del 

CBC en Grupo Sham); h (ligadura única en el Grupo de LSB); i (Ligadura 

doble previa a sección en el Grupo LDB); j y k (cierre con puntos sueltos del 

plano preperitoneal y de la cavidad abdominal); l (colocación apósito de 

protección). 
 

Recogida de muestras microbiológicas:  

 Durante la laparotomía, después de obtener las muestras para el 

estudio de la TB, se identificó el íleon y ciego, y bajo condiciones de estricta 

asepsia, se recogieron en tubo cerrado y estéril muestras de heces del ciego 

para remitir y procesar en bacteriología. Las muestras se incubaron durante 

48 horas en medio no selectivo tras inoculación de 0,1 ml de contenido cecal 

         g                            h                           i                              j                           k                            l 

           a                            b                        c                               d                            e                         f 
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y mediante técnicas estándar se identificó la flora aislada. El resultado se 

expresó en UFC/ml de contenido cecal. 

 

5. Determinación de los peróxidos lipídicos (193) en plasma 

utilizando Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC): 

Principio de la técnica (Esquema 4) 

    
Referencia de calibración – tetraethoxypropano (TEP): cuando se hidroliza 

origina cantidades estequiométricas de MDA. 

 

 

 

Lipoperóxidos plasmáticos diluidos en 
ácido fosfórico 

Hidrólisis 
(Proucto: 

malonildialdehído/MDA) 

Ácido tiobarbitúrico 
(TBA) 

MDA(TBA)2 

Precipitación de proteínas 
plasmáticas 

(metanol-centrifugación) 

Separación en columna 
HPLC 

(octadecylsilica gel) 

MEDIDA 

Calor
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Preparación de reactivos y materiales: 

1) Solución de ácido fosfórico 0,44 mol/L. 

- Diluir 10 mL de H3PO4 en 1 L de H2O destilada. 

2) Solución de TBA 42 mmol/L. 

- Disolver 0,6 g de TBA en 80 ml de H2O destilada calentando la 

solución a 50-55 ºC. 

- Enfriar la solución a 25 ºC. 

- Diluir la solución hasta 100 mL con H2O destilada. 

- Almacenar a temperatura ambiente (estabilidad durante 2 

semanas). 

3) Solución de Etanol 400 mL/L. 

          -   Diluir 420 mL de etanol 95% a 1 L con H2O destilada. 

     4)  Solución estándar TEP. 

-  En un matraz de 25 mL, diluir 50 mcL de TEP hasta enrasar a 25 

mL con etanol 400 mL/L. Almacenar a 4 ºC (estabilidad durante 1 

mes). 

-  Para preparar una solución estándar intermedia, tenemos que 

pipetear 0,5 mL de la solución estándar TEP en un matraz de 100 

mL y enrasar a 100 mL con etanol 400 mL/L. 

-  Para preparar las soluciones estándar de TEP de cada sesión de 

trabajo (almacenar a 4 ºC; estabilidad durante 1 semana). 

        Solución (mcmol/L)   Matraz (mL)   Vol de TEP    Enrasar los 25 mL 

                                                         (mL)         con H20 destilada 

        ________________   __________    __________   _______________ 
                                 0,61                                 25                            0,375                              “ 

                                1,22                                  25                            0,75                                “ 

                                2,43                                  25                            1,5                                  “ 

                                4,86                                  25                            3,0                                  “   
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      5) Solución Metanol-NaOH. 

- Preparar una solución NaOH 1 mol/L. 

- Pipetear 4,5 mL de la solución NaOH 1 mol/L en un matraz de 50 

mL y enrasar con metanol Procedimientos. Almacenada en una 

botella de polietileno a 4 ºC es estable por tiempo indefinido. 

      6) Buffer fosfato potásico, 50 mmol/L, pH 6,8 

 - Disolver 13,6 g de KH2PO4 en 1,6 L de H2O destilada 

aproximadamente y titular a un pH de 6,8 con una solución 1 

mol/L KOH. 

 - Completar hasta 2 L con H2O destilada y filtrar usando un filtro 

de policarbono (0,45 micras de diámetro de poro). 

     7) Fase móvil. 

 - Se preparan 2 mezclas Metanol/Agua (degasificadas y agua 

filtrada) de 400 mL/600 mL y 800 mL/200 mL. 
 

Preparación de muestras de sangre de rata. 

1) Se recogen 0,5 mL por venopunción en tubos con K2EDTA (0,75 mg 

de K2EDTA seco). 

2) Centrifugar la sangre (900 x g, 20 minutos). 

 

5.1. Procedimientos: 

 

A) Hidrólisis y reacción con TBA. 

Para cada análisis se deben preparar los siguientes tubos por duplicado 

(tubos de 13 mL)  Blancos, Estándares TEP y Muestras de plasma. 
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1) Pipetear 750 mcL de solución de ácido fosfórico 0,44 mol/L en cada 

tubo de 13 mL. 

2) Pipetear 50 mcL de solución estándar TEP en los tubos estándares 

TEP y 50 mcL de la muestra de plasma en los tubos Muestras de 

plasma. 

3) Agitar todos los tubos en el vórtex. 

4) Añadir a todos y cada uno de los tubos, 250 mcL de la solución de 

TBA 4,2 mmol/L. 

5) Añadir H2O destilada. 

- 500 mcL en los tubos blancos. 

- 450 mcL en los tubos Estándares TEP y Muestras de plasma. 

6) Cerrar los tubos y colocarlos en un baño de agua caliente a 100 ºC 

durante 60 minutos. 

7) Preparar tubo de polipropileno de 2 mL con 500 mcL cada uno de la 

solución Metanol-NaOH. 

8) Diez minutos como máximo antes de la medida, se pipetean 500 mcL 

de cada muestra caliente en un tubo de polipropileno de 2 mL con 

solución Metanol-NaOH. Se cierra el tubo, se agita en el vórtex y se 

centrifuga (9500 x g, 5 minutos) para sedimentar las proteínas 

plasmáticas precipitadas. 

9) Pasar los tubos a un baño de agua helada (0 ºC) hasta que se realiza el 

análisis en el equipo de HPLC (en menos de 10 minutos). 

 

B) Medida HPLC. Lavado y regeneración del sistema y columna. 

1) Antes de empezar el procedimiento, debe inyectarse Metanol/Agua 

(80/20 v/v) para lavar el loop (10 mL aproximadamente). 



 61 

2) Equilibrar con fase móvil a un flujo de 2 mL/min durante al menos 30 

minutos. 

3) Inyectar muestras de 50 mcL con las siguientes condiciones. 

            - Tiempo de registro: 10 minutos. 

            - Longitud de onda: 532 nm. 

            - Tiempo medio de retención de MDA-TBA: 4,2 minutos. 

            - Se mide la altura de pico (curva de calibración con blancos y 

estándares TEP): el resultado obtenido se mide en mcmol/L de MDA. 

4) Lavado y regeneración de la columna y el sistema. La columna y 

precolumna se lavan siguiendo los siguientes pasos. 

            - Eliminar la columna y precolumna. 

            - Lavar el sistema de inyección: 

         * 10 mL de H2O destilada. 

                        * 10 mL de metanol. 

                        * 10 mL de solución de ácido nítrico (5mol/L). 

                        * 10 mL de metanol/agua (40/60 v/v). 

           - Reconectar la columna de HPLC, sin la precolumna, y regenerarla 

bombeando secuencialmente metanol/agua en pases de 30 minutos a un flujo 

de 2 mL/min: 

 40/60 v/v 

 80/20 v/v 

 40/60 v/v 

 

C) Lavado de los tubos 

           - Tratar con una solución TBA-H3PO4 preparada de la siguiente 

manera: 
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 300 mL de ácido fosfórico diluido 

 100 mL de solución TBA 

 200 mL de agua destilada 

 

            - Los tubos se cierran llenos de la solución y se colocan en un  

baño de agua caliente durante 1 hora.   

 
 

Hemos estudiado el comportamiento del MDA a nivel del suero e 

hígado, comprobando que los resultados no siguen una distribución normal 

(Prueba de Kolmogorov-Smirnov, p<0,0001), por lo que para el análisis 

estadístico se ha utilizado un contraste no paramétrico (U de Mann-

Whitney).  
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RESULTADOS 
 
1. Animales incluidos en el estudio: Evolución del peso. 

En el estudio se han incluido  76 ratas macho adultas con una mediana de 

peso basal de 330 g (rango intercuartil de 231-430 g) distribuidos en los 

distintos grupos de estudio. Los animales del grupo Control sólo se han 

pesado al inicio del estudio (Mediana de peso 317 g. Rango intercuartil 272-

340 g). Se dispone de la evolución a lo largo del tiempo de los pesos en los 

grupos Ficticia, LSB y LDB. 

 

En la Figura 3 se representan los pesos de los animales a lo largo del estudio 

dependiendo del grupo al que pertenecen. Observamos que en los animales 

del grupo Ficticia, en la 1ª semana tras la cirugía hay un incremento mínimo 

del peso (Mediana del Δ de +34 g), comparado con la ganancia de peso 

significativa observado a partir de la 2ª semana (Mediana del Δ de +106,+87 

y +77,5 g respectivamente para las semanas 2ª a 4ª). Sin embargo, en los 

animales con LSB hay un decremento significativo respecto al peso basal en 

la 1ª semana (Mediana del Δ de -26g); durante la 2ª y 3ª semanas del estudio 

se incrementa el peso (Mediana del Δ de +47 y +61 g respectivamente) y no 

se continúa en la 4ª semana (Mediana del Δ de +1g). En los animales con 

LDB, hay un decremento significativo de peso en las primeras 2 semanas, 

principalmente la 1ª (Mediana de Δ de -22 y -1 g respectivamente para las 

semanas 1ª y 2ª), con incremento del peso a partir de las semanas 3ª y 4ª 

(Mediana del Δ de +49,5 y +52 g respectivamente). 
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Figura 3: Representación de los pesos (g) en los grupos Ficticia, LSB y 

LDB a lo largo de las 4 semanas. Los datos representan la Mediana de los 

valores del peso. (*) p<0,05 vs siguiente semana. Prueba de Kruskal-Wallis. 

 
 
2. Peso del Bazo: 

 
Se ha medido el peso del bazo como variable subrogada de  desarrollo de 

HTP en los animales a la 3ª y 4ª semanas de la ligadura y en el grupo 

Ficticia+Control como control.  

 

En el Gráfico 1 se observa que a la 3ª semana, la mediana del peso del 

bazo es significativamente mayor en los animales sometidos a LSB respecto 

a los Controles y en los sometidos a LDB respecto a Controles y LSB 

(Control + Ficticia=0.68 g, LSB=1,27 g  y LDB=1,68 g; p< 0,05. Prueba de 

Kruskal-Wallis). En la 4ª semana, sólo se aprecia un incremento 

significativo respecto a los valores de la 3ª semana en el grupo de LDB 

*

           1                                  2                                  3                                 4 

*
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(Control + Ficticia=0.66 g, LSB= 0.9 g y LDB=2.64 g; p< 0,05. Prueba U 

Mann-Whitney). 

 

*

*+

*

* + #

3ª Semana 4ª semana

 
 

Gráfico 1:  Mediana del peso del Bazo en la 3ª y 4ª semanas para animales 

sin ligadura, LSB y LDB. (*) = p<0,05 vs No ligadura; (+) = p<0,05 

respecto LSB; (#) = p< 0,05 vs 3ª semana. Prueba U Mann-Whitney. 
 

3. Mortalidad  

 
No se ha producido ninguna muerte en el grupo Control. En el grupo 

Ficticia se han producido dos muertes (una en la semana 2 y otra en la 

semana 4). En la LSB sólo hay una muerte en la segunda semana. 
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Finalmente, en el grupo de LDB se han contabilizado 3 muertes, uno en cada 

una de las semanas 1, 3 y 4 (Tabla 2). 

 

 Se realiza un análisis de la mortalidad de los animales no sometidos a 

ligadura (Control+ Ficticia. N=39) considerados como un grupo y se 

compara con cada grupo de animal ligado (LSB, LDB), así como con los 

animales sometidos en su conjunto a algún tipo de ligadura (LSB + LDB. 

N=37). No se observan diferencias en la mortalidad entre estos dos grupos 

en las distintas semanas del estudio (Test de Fisher, p=0.425 entre 

subgrupos). 

 

 
 N=76 Total 

(%) 
S1 S2 S3 S4 

CONTROL 20 0 (0/20) 
 (0%) 

0 (0/5) 
 (0%) 

0 (0/5) 
 (0%) 

0 (0/5) 
 (0%) 

0 (0/5) 
 (0%) 

FICTICIA 19 2 (2/21) 
(9,5%) 

0 (0/5) 
(0%) 

1 (1/5) 
(20%) 

0 (0/6) 
(0%) 

1 (1/5) 
(20%) 

LSB 18 1 (1/19) 
(5,3%) 

0 (0/6) 
(0%) 

1 (1/5) 
(20%) 

0 (0/3) 
(0%) 

0 (0/5) 
(0%) 

LDB 19 3 (3/22) 
(13,6%) 

1 (1/6) 
(16,7%) 

0 (0/7) 
(0%) 

1 (1/5) 
(20%) 

1 (1/4) 
(25%) 

No LIG 
(C+F) 

39 2/41 
(4.9%) 

0/10 
(0%) 

1/10 
(10%) 

0/11 
(0%) 

1/10 
(10%) 

LIG 
(LSB+LDB) 

37 4/41 
(9,75%) 

1/12 
(8.4%) 

1/12 
(8.4%) 

1/8 
(12.5%) 

1/9 
(11.2%) 

 

 

Tabla 2: Mortalidad total de animales por grupos y semanas.  
 

En la Figura 4 se observa que no existen diferencias significativas en 

la mortalidad de cada grupo cuando se analizan por semanas y de forma 

conjunta (p>0,05 para todas las comparaciones realizadas).  

 

   Grupo             Nº Total                                                       Nº éxitus postcirugía                                     
                                                                                                      por semanas                                           
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Figura 4: Representación de la mortalidad total de los diferentes grupos 

según el número de semanas y de forma global. C= Control, F = Ficticia, 

LSB = Ligadura Simple Biliar, LDB = Ligadura Doble Biliar. 
 
 

Las curvas de supervivencia construidas usando el método de Kaplan-

Meier se representan en la Figura 5. Se aprecia que no existen diferencias 

significativas en la probabilidad de muerte a lo largo del tiempo  del estudio 

entre los animales con y sin ligadura (log rank-test; p= 0,550). 
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 4. Traslocación bacteriana (TB) 
 
 

4.1. Descripción por grupos y semanas:  

Los datos de TB (cultivo positivo de bacterias viables en GLM) se 

recogen en la Tabla 3 y se representan en la Figura 6. En el grupo Control y 

Ficticia globalmente existe un número de animales en los que aparecen 

fenómenos de TB de forma espontánea no superior al 12%, y que pueden 

acontecer en distintos períodos de tiempo (por ejemplo en la 4ª semana). En 

animales con alguna forma de ligadura (simple o doble), la TB acontece de 

forma global en más del 20% (excepto en la 4ª semana), sobretodo durante 

las 3 primeras semanas y especialmente en el grupo sometido a LDB. Sólo 

en la 3ª semana las diferencias en la TB alcanzan significación estadística 

entre los animales sometidos a LSB (67%) y los Controles (Test exacto de 

Fisher; p=0.038).  
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 N=70 S1 S2 S3 S4 Total TB 

 
CONTROL 
 

 
20 

 
5 

 
5 

 
5 

 
5 

 
 

 
TB 

 

  
0 

(0%) 

 
0 

(0%) 

 
0 

(0%) 

 
1/5 

(20%) 

 
1/20 
(5%) 

 
FICTICIA 

 

 
17 

 
4 

 
4 

 
5 

 
4 

 

 
TB 

 

  
1/4 

(25%) 

 
0 

(0%) 

 
0 

(0%) 

 
1/4 

(25%) 

 
2/17 

(11,76%) 
 

LSB 
 

 
17 

 
5 

 
4 

 
3 

 
5 

 

 
TB 

 

  
2/5 

(40%) 

 
0 

(0%) 

 
2/3 (*) 

(66,7%) 

 
0 

(0%) 

 
4/17 

(23,52%) 
 

LDB 
 

 
16 

 
5 

 
4 

 
4 

 
3 

 

 
TB 

 

  
2/5 

(40%) 

 
1/4 

(25%) 

 
1/4 

(25%) 

 
0 

(0%) 

 
4/16 

(25%) 
 
 
 

      

No LIG 
(C+F) 

37 
 

9 
 

9 
 

10 
 

9 
 

 

TB  1/9 
(11,2%) 

 

0/9 
(0%) 

 

0/10 
(0%) 

 

2/9 
(22,3%) 

 

3/37 
 (8.1%) 

 
LIG 

(LBS+LDB) 
33 
 

10 
 

8 
 

7 
 

8 
 

 

TB  2/10 
(20%) 

 

1/8 
(12,5%) 

 

3/7 
(42,8%) 

 

0/8 
(0%) 

 

8/33  
(24.2%) 

 

 
     Grupo          Nº Total               Nº sacrificados  por semanas                         TB          
                                               

 
 

Tabla 3: TB para cada grupo durante las 4 semanas. En la Tabla inferior se 

han reagrupado los animales en 2 categorías: sin ligadura y con algún tipo de 

ligadura. (*) p<0,05. 
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Figura 6: TB en los grupos de estudio a lo largo de las 4 semanas y Total de 

cada grupo. (*): p<0,05 respecto a Control + Ficticia. 
 
 

No hay diferencias significativas en la TB cuando se comparan los dos 

tipos de ligadura (p>0,05). Reagrupando los animales en ligados y no 

ligados (Figura 7), se aprecia que los animales con ligadura tienen mayor 

porcentaje de TB en cada semana excepto en la 4ª semana, sin alcanzar 

significación estadística (p=0,064). No se observan diferencias significativas 

en la TB tras la reagrupación (Test exacto de Fisher; p=0.13 y 0.113 

respectivamente). 
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Figura 7: Representación de la TB (%) por semanas con los animales 

reagrupados en 2 subgrupos (ligados vs no ligados). 
 

 

No se han encontrado diferencias significativas (p=0,128) en cuanto a 

supervivencia entre los animales que presentan TB frente a los que no (tasas 

de supervivencia en animales con y sin TB del 94.9% y 89.2% 

respectivamente).  

 
4.2. Identificación/Análisis Bacteriológico de la TB: 
 
En 11 animales se han identificado 13 cultivos positivos en ganglios, 

en 10 el crecimiento es monomicrobiano y en 1 animal (LDB de la 1ª 

semana) polimicrobiano con crecimiento tanto de GN como GP. Las 

especies aisladas son 10 bacterias GN en 8 animales (E coli: 4, K 

pneumoniae: 2, P mirabilis: 1 y Pseudomona sp: 3) y una única bacteria GP 

en 3 animales (S faecalis). En la Tabla 4 se describe la secuencia temporal 

de los crecimientos en GLM. No se observa crecimiento de GP en los 
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animales sin ligadura. Tampoco se aíslan Anaerobios en ninguno de los 

grupos considerados. 
 
 
 

 CONTROL FICTICIA LSB LDB 

 
Semana 1 

 

    
 

Semana 2 
   

 
 

Semana 3 
  

   
 

Semana 4 
  

  

 
 

Tabla 4: Descripción de la TB en los distintos grupos a lo largo de las 4 

semanas. Leyendas:  

  = E. coli;  = Klebsiella pneumoniae;  = Pseudomona sp; 

 = Proteus mirabilis;  = Streptococcus faecalis 
 

  
 

4.3. TB y crecimiento extraganglionar. 
 

Definimos crecimiento extraganglionar a la presencia de cultivos de 

bacterias viables en compartimentos distintos a los GLM regionales, en las 

diferentes muestras recogidas para nuestro estudio y, concretamente, hígado, 

bazo y sangre de porta y cava. 
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 En los animales del estudio se han producido 11 aislamientos 

extraganglionares (Figura 8). El compartimento con más número de 

crecimientos es el hígado (N=7), seguido del bazo (N=3) y de sangre de cava 

(N=1). El aislamiento en sangre de cava se encuentra en un animal con LSB 

de 3 semanas y sin TB. No se han identificado bacterias viables en sangre 

portal. 
 

0

1

2

3

4

5

6

7

Higado Bazo Cava

Nº 
crecimientos

Compartimentos

Tejidos extraganglionares de crecimiento

Higado
Bazo
Cava

 
 

  Figura 8: Compartimentos extraganglionares en los que se aíslan 

crecimientos de bacterias viables. 

 

De los 11 animales con TB (Tabla 5), la mayoría (N=7; 64%) no 

presentan crecimientos en otros compartimentos y la mayor parte son 

animales ligados (N=5), siendo el aislamiento principal BGN. Es destacable 

el hecho que el crecimiento de GP aparezca sólo en los animales ligados. 

Excepto un animal con LDB en la 2ª semana con crecimiento 

bicompartimental extraganglionar, el resto son crecimientos 
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monocompartimentales. No hay aislamientos en el compartimento 

sanguíneo. 
 

 
 
 

N 
(aislamientos 
bacterianos) 

Crecimiento Ganglionar  (TB) 
          GP        GN 

Crecimiento 
Extraganglionar  

 
Nº  TB sin 

crecimiento 
extraganglionar 

 
Total 

 
7  

(5 con Ligadura) 

-           2   (C+F) 
1          1   (LSB) 
 2          1   (LDB) 

         
         3           4    (100%) 

- 
- 
- 
 
- 

Nº TB con 
crecimiento 

extraganglionar 
 

Total 

 
4  

(3 con Ligadura) 
 
 

-          1   (C+F) 
           2   (LSB) 

         -            1   (LDB) 
 

  -          4   (100%) 

1 GN (H) 
2 (1GP y 1 GN): (H) 

2 GN: (H y B) 
 

5 (80% H, 20% B) 
    

 

 

Tabla 5: Síntesis del crecimiento ganglionar (TB) y extraganglionar. 

TB = Traslocación Bacteriana. GP = Gram Positivos. GN = Gram 

Negativos. C = grupo Control. F = grupo Ficticia. LSB = Ligadura Simple 

Biliar. LDB = Ligadura Doble Biliar. H = Hígado. B = Bazo. C = Sangre de 

Vena Cava. 

 

Sólo 4 animales con TB presentan crecimiento extraganglionar (Tabla 

6), en su mayoría del grupo con ligadura (N=3) y todos son GN excepto en 

un animal con LSB de la 3ª semana (GP en hígado). 
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Ratas con TB y 

crecimiento 

extraganglionar 

(N=4)  
 

   

Control + Ficticia 1 GN 1 GN -  - 

LSB 2 GN 1 GP y 1 GN -  - 

LDB 1 GN  1 GN 1 GN  - 

 

Tabla 6: Representación gráfica del crecimiento extraganglionar en los 

animales que presentan TB. 

 

Leyendas:  

=Ganglios linfáticos mesentéricos (Flecha)   

 = Hígado.   = Bazo   = Sangre de Porta o Cava. 
 

 En la Figura 9 se ve que en animales con TB, los aislamientos 

extraganglionares son en su mayoría  gérmenes GN y se producen 

fundamentalmente en ratas sometidas a ligadura. En los animales con TB, el 

crecimiento extraganglionar coincide en la mayoría de los casos la especie 

con la bacteria translocada (excepto en el citado animal con LSB de la 3ª 

semana que presenta TB por BGN y un GP a nivel de hígado). 
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Figura 9: Número de animales con TB y crecimiento extraganglionar (TB 

+) o sin crecimiento extraganglionar (TB -) en función de animales con/sin 

ligadura y tipo de aislamiento encontrado. 
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5. Anatomía Patológica:  
 
En animales Control y Ficticia, no hemos encontrado lesión histológica 

(Grado 0) a lo largo del estudio (Fotos a y b).  

 
 
a) Histología hepática representativa de los animales del grupo Control. 
 

 
 
b) Histología hepática representativa de los animales del grupo Ficticia. 
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En el grupo de la LSB, durante la 1ª semana la lesión es de Grado 0. Los 

cambios histológicos se producen durante la 2ª semana (lesión Grado II en 4 

animales. Foto c con detalle); pero en la 3ª y 4ª semanas las lesiones 

observadas son inexistentes o mínimas (4 animales grado 0 y un animal 

grado I. Foto d) y equiparables a los encontrados en la semana 1 y al de los 

animales sin ningún tipo de ligadura (Control + Ficticia). 

 

 

c) Lesión Grado II representativa de los animales del grupo con LSB en la 2ª 
semana (Detalle maximizado). 

 
d) Lesión Grado I representativa de  animales del grupo con LSB. 
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En el grupo con LDB y a partir de la 1ª semana, encontramos los mayores y 

más severos cambios anatomopatológicos (Fotos e y f). Estos cambios 

morfológicos son significativos respecto a los animales sin ligadura y al 

grupo de LSB (Test exacto de Fisher), tal como se resume en la Figura 10. 
                                             

 
 
e) Lesión Grado III representativa del grupo de ratas con LDB. 
 

 
f) Lesión Grado IV representativa de uno de los animales del grupo de LDB. 
 
FOTOS : Lesión hepática representativa en los grupos Control (a), Ficticia 
(b), LSB (fotos c con detalle y d) y LDB (e y f). 
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Figura 10: Porcentaje de animales con daño hepático moderado-severo en 

los distintos grupos y a lo largo de las 4 semanas. (*) = p<0.05 respecto a 

Control más Ficticia; (+) = p<0.05 respecto a LSB.  
 
 
6. Sobrecrecimiento bacteriano  
 

 
 El crecimiento a nivel cecal expresado como Nº de bacterias en 

logaritmos por gramo de heces (log/bact/g heces) se representa en la Figura 

11, en ella se aprecia que los animales con LSB no modifican 

cuantitativamente su flora cuando se la compara con los animales no ligados, 

y sin embargo, en los animales con LDB, con respecto a los animales sin 

ligadura y con LSB, se observa un incremento notable y significativo en la 

cantidad de GP (U de Mann-Whitney). 
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Figura 11: Sobrecrecimiento Bacteriano Intestinal. Datos globales por 

grupos. No Ligadas (Control + Ficticia). LSB=Ligadura Simple Biliar. 

LDB=Ligadura Doble Biliar. GN= Gram Negativos. GP=Gram Positivos. 

(*) = p<0.05 vs LSB. (+) = p<0.05 vs No Ligadas.  

 
 

En la Tabla 7 se muestran los datos de sobrecrecimiento a lo largo de 

las 4 semanas y de forma global. El crecimiento de bacterias GN se 

mantiene de forma uniforme en los distintos grupos durante las 4 semanas 

del estudio. Se puede comprobar que el incremento en el número de colonias 

de bacterias GP se ve con claridad en los animales con ligadura, y 

principalmente con la LDB, en la que se observa cómo este crecimiento se 

produce ya desde la 1ª semana y se mantiene a lo largo del período de 

estudio.  
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  1 

  
2 

  
3 

  
4 

   
Global 

 

 
 
 

GRUPO 

 
 
 

N 

 
 
 

GN 

 
 
 

GP 

 
 
 

GN 

 
 
 

GP 

 
 
 

GN 

 
 
 

GP 

 
 
 

GN 

 
 
 

GP 

 
 
 

GN 

 
 
 

GP 

 
 
 

Total 
 

NO 
LIGADAS 

 
 

37 

 
 

11.37 

 
 

4.06 

 
 

10.56 

 
 

11.14 

 
 

10.64 

 
 

5.17 

 
 

10.57 

 
 

3.42 

 
 

10.78 

 
 

6.34 

 
 

8.57 

 
LSB 

 
17 

 
11.72 

 
11.04 

 
11.46 

 
NI 

 
9.91 

 
10.95 

 
9.51 

 
8 

 
10.65 

 
7.5 

 
9.1 

 
LDB 

 
16 

 
12.17 

 
11.96 

 
12.19 

 
12.31 

 
9.92 

 
12.01 

 
11.49 

 
11.82 

 
11.44 

 
12 

 
11.73 

 

Tabla 7: Sobrecrecimiento Bacteriano Intestinal (SBI) en Nº bacterias en 

unidades logarítmicas por gramos de heces (log bact/g heces), por grupos y 

semanas (1-4). No Ligadura = Control + Ficticia. LSB = Ligadura Simple 

Biliar. LDB = Ligadura Doble Biliar. GN = Gram Negativos, GP = Gram 

Positivos. NI = No Identificadas colonias.  

 

7. Peroxidación Lipídica: MDA Compartimental 

 
7.1. MDA en suero:  

 

En la Figura 12 se representa de forma global el MDA sérico de los 

diferentes grupos. Los niveles de PL se incrementan de forma significativa 

en los animales con LSB respecto a los animales sin ligadura y aquellos con 

LDB (Prueba U de Mann-Whitney). 
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Figura 12: Valores globales de MDA en suero para animales con y sin 

ligadura. Sin Ligadura = Control + Ficticia. LSB = Ligadura Simple Biliar. 

LDB = Ligadura Doble Biliar. (*) p<0,05 vs No Ligadura, (#) p<0,05 vs 

LSB.  

 

Cuando analizamos el comportamiento de la PL en suero a lo largo del 

período de estudio, se aprecia cómo en los animales sin ligadura los valores 

permanecen estables, mientras que en la LSB se produce un incremento de la 

PL sérica y, como se puede observar en la Figura 13, este efecto es claro 

durante las primeras 2 semanas (comparado con los animales sin ligadura), 

próximas al daño quirúrgico, de manera significativa en la 1ª semana tras la 

ligadura (p=0,001 vs grupo sin ligadura), descendiendo progresivamente a 

partir de la 2ª semana hasta alcanzar niveles séricos de MDA similares a los 

observados en el grupo sin ligadura a partir de la 3ª y 4ª semanas. Por el 

contrario, en el grupo de animales sometido a LDB, se produce un descenso 
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marcado, significativo y mantenido (p=0,007 vs grupo sin ligadura y 

p=0,001 vs LSB) de las cifras de MDA sérico desde la 1ª semana y a lo 

largo del estudio (Prueba U de Mann-Whitney). 

 

 
Figura 13: MDA en suero. Temporalización de los hallazgos según las 

semanas y el grupo. Sin Ligadura = Control + Ficticia. LSB = Ligadura 

Simple Biliar. LDB = Ligadura Doble Biliar. (*) p<0,05 vs Sin Ligadura, (#) 

p<0,05 vs LSB.    

*

*# 

*# *# *# 
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7.2. MDA en hígado: 

 

Los datos globales de PL en hígado para los diferentes grupos de 

estudio se muestran en la Figura 14. Estos niveles de PL se incrementan de 

forma significativa en los animales con LDB respecto a los animales sin 

ligadura y con LSB. Respecto a los animales sin ligadura, con la LSB se 

obtienen valores similares e inferiores a 2,5 nmol/g de tejido, sin observarse 

diferencias significativas (Prueba U de Mann-Whitney). 
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Figura 14: Valores globales de MDA en hígado en animales con y sin 

ligadura. No Ligadura = Control + Ficticia. LSB = Ligadura Simple Biliar. 

LDB = Ligadura Doble Biliar. (*) p<0,05 vs No Ligadura y LSB.  

 

Cuando vemos en el tiempo el comportamiento de la PL en hígado 

(Figura 15), se aprecia que los animales con LDB sí mantienen una 

respuesta de peroxidación aumentada y mantenida durante las primeras 3 

semanas, siendo estadísticamente significativo respecto a la LSB y animales 
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sin ligadura. A la 4ª semana, se alcanzan niveles similares a los anteriores 

grupos (Prueba U de Mann-Whitney). 
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Figura 15: MDA en hígado en función del tiempo y el modelo utilizado. 

No Ligadura = Control + Ficticia. LSB = Ligadura Simple Biliar. LDB = 

Ligadura Doble Biliar. (*) p<0,05 vs No Ligadura y LSB. 
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7.3. Relación de la PL y la TB: 
 

En la Figura 16 se representa de forma global la relación existente en 

nuestro estudio entre la ausencia (Panel A) o presencia (Panel B) de TB en 

los distintos grupos de animales y el comportamiento del MDA en suero e 

hígado.  En la LDB, es el daño producido a nivel del hígado el que origina 

de manera significativa los fenómenos de PL, con independencia de la 

existencia o no de TB. No obstante, el mayor incremento del MDA en 

hígado se produce en los animales con LDB que traslocan. Con la LSB, los 

niveles de MDA sólo se incrementan de forma significativa en suero en los 

animales que presentan TB (Test exacto de Fisher). 
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Figura 16: Representación global del comportamiento del MDA en los 

distintos compartimentos en los grupos de estudio y su relación con la 

ausencia (Panel A) o presencia (Panel B) de Traslocación. TB = 

Traslocación Bacteriana. LSB = Ligadura Simple Biliar. LDB = Ligadura 

Doble Biliar.  (*) p<0,05 vs Sin Ligadura. (#) p<0,05 vs LSB. 
 

8. Inflamación: Citocinas  
 

Hemos estudiado las variables inmunológicas Factor de Necrosis 

Tumoral (TNF) e Interferón gamma (IFN) en suero. También se ha 

estudiado bajo condiciones de estimulación celular, en las cuales, las células 

de los animales extraídas del suero para cultivo han sido sometidas a 

estimulación in vitro con LPS para comprobar su respuesta frente a bacterias 

GN. 

Los valores de las dos variables analizadas (TNF e IFN) no se ajustan 

a una distribución normal (p=0,563. Prueba de Kolmogorov-Smirnov), por 

 

* 
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tanto, para el análisis comparativo de los resultados se ha utilizado una 

prueba paramétrica. 

8.1: Citocinas séricas y tras estimulación con Lipopolisacáridos (LPS): 
A. TNF: 
 
En la Figura 17 se observa que las concentraciones séricas de TNF 

son similares en los tres grupos estudiados. Cuando las células de estos 

grupos de animales son estimuladas con LPS, vemos un incremento en la 

producción de TNF en una magnitud similar en los tres grupos. No se 

observan diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes 

grupos de animales respecto a los valores séricos y estimulados de TNF 

(p=0,764 y 0,591 respectivamente). 

 

Figura 17: Valores globales de TNF séricos y tras estimulación con 

Lipopolisacáridos en los distintos grupos. No Ligadura = Control + Ficticia. 

LSB = Ligadura Simple Biliar. LDB = Ligadura Doble Biliar. TNF = Factor 

de Necrosis Tumoral. 
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 Cuando vemos el comportamiento del TNF a lo largo del tiempo 

(Figura 18), observamos que en el grupo sin ligadura, los valores séricos se 

mantienen estables y alrededor de 100 pg/ml durante las 4 semanas. En la 

LSB, se observa una reducción no significativa de las concentraciones 

séricas en la 3ª semana. Sin embargo, la respuesta de las células al estímulo 

con LPS es significativamente superior (p=0,006) respecto a la respuesta 

observada en los animales sin ligadura en la 1ª semana. En el grupo de LDB, 

a diferencia de lo que ocurre con la LSB, se produce un descenso 

significativo en la 1ª semana, tanto de los valores séricos como tras 

estimulación, con recuperación y estabilización de los valores a partir de la 

2ª semana (T-Student). 
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Figura 18: Valores de TNF séricos y tras estimulación con LPS en los 

distintos grupos y en función del tiempo. No Ligadura = Control + Ficticia. 

LSB = Ligadura Simple Biliar. LDB = Ligadura Doble Biliar. TNF = Factor 

de Necrosis Tumoral. (*) p < 0,05 vs No Ligadura. (#) p < 0,05 vs LSB.  
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B. IFN : 
 
La Figura 19 representa los niveles séricos de IFN. Se aprecia cómo 

estos niveles se mantienen constantes y sin diferencias significativas entre 

los 3 grupos del estudio (p>0,05). Tras la estimulación, las células de los 

animales sin ligadura y con LSB duplican los valores séricos, mientras que 

en la LDB, estos valores se triplican, siendo significativo con respecto a los 

otros grupos (p=0.019. Test ANOVA).  

 

Figura 19: Valores globales de IFN séricos y tras estimulación con LPS en 

los distintos grupos. No Ligadura = Control + Ficticia. LSB = Ligadura 

Simple Biliar. LDB = Ligadura Doble Biliar. IFN = Interferón. (*): p<0,05 

respecto No ligadura. (#): p<0,05 respecto LSB.  

 

El comportamiento en el tiempo de los niveles séricos de IFN se 

representa en la Figura 20. En el grupo sin ligadura, los valores se 

mantienen alrededor de 200 pg/ml durante las 4 semanas y sin grandes 
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oscilaciones. En la LSB hay un incremento no significativo respecto a los 

animales sin ligadura a partir de la 2ª semana que se mantiene hasta la 4ª 

semana. En el grupo de LDB, se produce un descenso respecto a los otros 

grupos en la 1ª y  3ª semanas;  en las semanas 2 y 4 se produce un aumento 

respecto a los animales sin ligadura.  

Cuando las células de estos grupos de animales son estimuladas con LPS, 

observamos un incremento significativo (p< 0,05) en la producción de IFN 

en las semanas 1ª y 4ª en los animales sometidos a LDB respecto al grupo 

sin ligadura y/o LSB (T-Student). 
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Figura 20: IFN sérico y estimulado en los grupos de estudio considerados a 

lo largo de las 4 semanas. No Ligadura = Control + Ficticia. LSB = Ligadura 

Simple Biliar. LDB = Ligadura Doble Biliar. IFN = Interferón. (*): p<0,05 

respecto No ligadura. (#): p<0,05 respecto LSB.  
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DISCUSIÓN 

 

En este estudio hemos investigado el efecto de dos tipos distintos de 

ligadura biliar en un modelo animal sobre los fenómenos de TB, la PL y  la 

respuesta inflamatoria estudiada mediante la determinación de citocinas 

proinflamatorias.  

 

De forma similar a estudios previos en ratas (144,295,301), observamos 

fenómenos de TB en el 5-12 % de animales control o sometidos a una 

intervención ficticia. En nuestros animales todos los casos de TB fueron por 

BGN. G. Schimpl et al, también observó una tasa de TB del 8-10% en ratas 

Ficticia, aunque las bacterias traslocadas fueron en un 80% GP (especies de 

Lactobacilli) y sólo el 20% GN (E. Coli) (144). Se han sugerido diversos 

mecanismos que podrían estar implicados en la causalidad de los fenómenos 

de TB en animales, por otro lado sanos, como  la existencia de mecanismos 

fisiológicos mediados por células dendríticas intestinales para muestrear el 

contenido bacteriano intestinal y presentar los antígenos a linfocitos (290), 

sin olvidar el hecho de que las ratas son animales coprófagos y en los que 

por razones obvias es más fácil que haya contaminación bacteriana de 

tramos intestinales altos. 

 

Los fenómenos de TB aumentan al 24-25% en los dos modelos de ligadura 

biliar, simple (LSB) y doble (LDB), analizados en el presente trabajo, 

aunque el desarrollo de la TB difiere en cada uno de los modelos en su 

evolución temporal. En conjunto los porcentajes de TB en nuestro estudio 

son inferiores a los observados a las 4 semanas por G. Schimpl para la LDB, 
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con una tasa de TB del 52% (144). Estas diferencias pueden explicarse por 

distintos tamaños muestrales, variaciones en el modelo experimental 

utilizado  (Schimpl no especifica si se realiza sección del colédoco) y el 

hecho de que las ratas usadas por Schimpl estaban en período de crecimiento 

(rango de peso de 150-170 g vs 231-340 g en nuestro grupo de ratas adultas), 

circunstancia en la que existe inmadurez de la mucosa intestinal y en su 

función de barrera (290). En contraste con el estudio previo, no observamos 

TB en la 4ª semana en ninguno de los grupos de animales ligados, sin 

embargo, estos datos podrían ser muy distintos si en los GLM de los 

animales hubiéramos podido investigar la presencia de bacterias no viables 

mediante la detección e identificación del ADN de las bacterias, técnica que 

en la época en la que se desarrolló este estudio no estaba disponible en 

nuestro laboratorio. 

 

El modelo de LSB muestra un patrón temporal de aparición de TB diferente 

al observado en la LDB. La mayor incidencia de TB se produce durante la 3ª 

semana del estudio. Este dato debemos interpretarlo con precaución por el 

reducido tamaño muestral, pero acontece en animales que, después de 

presentar alteraciones histológicas hepáticas leves-moderadas (primeras 2 

semanas), han normalizado su histología. Este hallazgo puede deberse a 

fenómenos de recanalización biliar a partir  de la 2ª semana.  

 

Los fenómenos de recanalización del colédoco en la LSB se han observado 

en estudios previos. En uno de ellos se observó a los 14 días de la ligadura 

del colédoco un 98% de recanalizaciones (285). Otros trabajos  describen 

frecuencias de recanalización similares pero a partir de 28 días (286,287). 

Aunque diversas publicaciones formulan hipótesis sobre el mecanismo por 
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el que se produce la recanalización, ninguna explica las circunstancias por la 

que este fenómeno ocurre (281,283-286). Nuestro trabajo carece de estudios 

colangiográficos e histológicos del conducto biliar. Mediante la observación 

directa en la segunda intervención se apreció que la dilatación forzada del 

colédoco proximal a la ligadura era menos evidente y notoria que con la 

LDB. Esta menor dilatación podría explicarse por la desaparición de la 

estasis y el restablecimiento del flujo biliar tras la recanalización, con lo que 

el daño hepático producido es leve en forma de proliferación ductal, 

observación que coincide con las realizadas en el mismo modelo por otros 

autores (285).   

 

En el modelo de LSB, al contrario que en la LDB, no se observa SBI en 

ninguno de los períodos estudiados, por lo que en este modelo, y en nuestro 

estudio, la carga bacteriana intestinal no es un factor determinante para que 

ocurra la TB. El ecosistema bacteriano en los animales sometidos a LSB no 

difiere del observado en el grupo de animales sin ligadura, por lo que su 

mantenimiento y conservación serían un factor de prevención de la TB. Por 

el contrario, en la LDB sí se observan fenómenos de SBI durante todo el 

período estudiado, sobre todo de GP. Aunque  el porcentaje encontrado es 

menor al descrito por otros autores (279), nuestros hallazgos sugieren que 

los animales adultos que muestran un incremento en el peso del bazo 

presentan SBI y aumento de la TB desde la 1ª semana. 

 

Hemos observado crecimiento bacteriológico extraintestinal tanto en 

animales no ligados como en los sometidos a ligadura, tal como se describe 

en la literatura  (144). Nuestro grupo ha descrito en trabajos previos en 

modelos experimentales de HTP, que los fenómenos de TB a órganos 
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pueden manifestarse de este modo (278). En estos trabajos se demostraba la 

presencia de fragmentos genómicos bacterianos correspondientes a las 

mismas bacterias en los GLM y en otros órganos de ratas control y 

cirróticas, tanto en presencia de cultivos positivos como en algunos casos 

negativos, demostrando así la existencia de traslocación viable o no viable. 

Frente a otros trabajos (144), nuestro estudio presenta algunas diferencias: 

en la mayoría de nuestras ratas con LDB  no hay crecimiento 

extraganglionar, es más, no se objetiva a la 4ª semana, como tampoco hemos 

encontrado TB. Tampoco hemos observado crecimiento bacteriano en 

compartimentos diferentes al hígado y bazo. Probablemente, estas 

diferencias se deban al modelo utilizado. Este crecimiento extraganglionar 

aparece, de forma similar a lo observado en la LDB, en los animales sin 

ligadura y en los sometidos a LSB. Estos datos nos indican que el 

crecimiento extraintestinal también es un fenómeno normal y espontáneo, 

que ocurre en animales no sometidos a ligadura. La escasa coexistencia con 

la TB podría explicarse por la presencia de bacterias no viables en GLM, 

aunque lamentablemente en esta investigación no fue posible analizar la 

presencia de traslocación no viable. Es muy probable que nuestros resultados 

infraestimen la presencia bacteriana real en distintos tejidos por la 

metodología utilizada.  

 

La ausencia de flujo biliar intestinal tras la LDB  es un factor asociado con el 

desarrollo de TB (305). La ausencia de bilis favorece la endotoxemia e 

induce daño en la barrera mucosa, promoviendo no sólo la TB, sino la 

diseminación sistémica (273), coincidiendo con observaciones clínicas que 

demuestran que la endotoxemia portal y sistémica es un fenómeno 
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relativamente frecuente en los pacientes con ictericia obstructiva (272). Por 

el contrario, en los animales sometidos a LSB se observa ausencia de TB 

viable en la 2ª semana, lo que podría explicarse como consecuencia de 

fenómenos de recanalización y restablecimiento del flujo biliar intestinal con 

limitación de la endotoxemia. Sin embargo, y a pesar de no existir 

alteraciones hepáticas, se observan nuevamente fenómenos de TB en la 

semana 3 incluso en mayor proporción que en la LDB. Este dato no ha sido 

descrito en ningún trabajo previo y nos sugiere la posibilidad de que la TB 

en la LSB no guarde relación con la obstrucción biliar, si bien no 

disponemos de datos objetivos que permitan explicar esta aparente 

discrepancia. 

 

En una revisión de 30 estudios publicados entre 2004 y 2011 sobre modelos 

experimentales de cirrosis que comparó los modelos de ligadura biliar y 

CCl4, se concluía que el método de  ligadura del conducto biliar, además de 

ofrecer mayor seguridad, podía inducir cirrosis en ratas en un tiempo medio 

de 2 semanas (181). Después de la LDB , se observan ya en la 1ª semana tras 

la ligadura  importantes daños histológicos consistentes en fenómenos de 

proliferación ductulillar y tendencia a la formación de nódulos de 

regeneración que se mantienen a lo largo de todo el estudio.  El tiempo que 

transcurre entre la realización de la LDB y el desarrollo de la cirrosis  varía 

ampliamente en la literatura (226,227,246,264,285,306). La mayoría de 

trabajos no describen la localización exacta de la LDB y sección 

(202,221,223,306), no realizan la sección entre ligaduras (144,192,194,198) 

o no se especifica la realización de doble ligadura (189). Las diferencias en 

el método quirúrgico empleado y el nivel de la ligadura del conducto biliar 

pueden influir de forma relevante, no sólo en la intensidad y duración de las 
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alteraciones producidas, sino también en los cambios histológicos que a 

nivel hepático puedan apreciarse, explicando la amplia variabilidad 

observada en la literatura. 

 

Se ha documentado previamente que una ligadura doble con sección se 

asocia a la multiplicación canalicular y la formación de fibrosis y 

comunicaciones portosistémicas (287,307). En el diseño de nuestro trabajo, 

decidimos realizar la LDB y sección lo más proximalmente posible, a fin de 

minimizar el riesgo de pancreatitis aguda por ligadura accidental del 

conducto pancreático. Esta sería una posible razón que explicaría el daño 

hepático precoz que desencadena los cambios histológicos definitorios de 

cirrosis de forma temprana, ya en la 1ª semana tras la LDB, y que marca una 

diferencia importante respecto a otros trabajos (24-

26,81,82,143,171,240,252,305).  

 

 En la LSB, realizada de forma proximal, los cambios histológicos son 

distintos. No se observan puentes de fibrina que conformen nódulos de 

regeneración en ningún período. El mayor daño histológico aparece a los 15 

días de la ligadura, para normalizarse en las siguientes 2 semanas. Las 

razones de estos hallazgos podrían explicarse por la aparición de fenómenos 

de recanalización, tal como hemos sugerido previamente. De hecho, ninguna 

otra explicación parece plausible.  
 

El comportamiento de la PL varía en los grupos de animales estudiados. 

Nuestro trabajo pone de manifiesto que tras la LDB, el mayor daño 

histológico ocurre de forma paralela a una gran cantidad de fenómenos de 

peroxidación a nivel del hígado ya desde la 1ª semana, manteniéndose en 
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casi todo el período estudiado. Estos resultados coinciden con la literatura en 

las primeras 2 semanas (83-85), amplían el período estudiado y demuestran 

el aumento de la  PL hepática existente y observada en modelos 

experimentales en ratas con ligadura del conducto biliar más allá de las 2 

semanas (252) . Estos datos sugieren un papel de los fenómenos de 

peroxidación en el daño hepático por LDB. Nuestros hallazgos coinciden 

con los datos publicados de incrementos de la PL en hígado tanto en biopsias 

hepáticas de humanos en distintos escenarios clínicos (Hemocromatosis, 

enfermedad de Wilson, enfermedad hepática alcohólica) (86) como en otros 

modelos de experimentación animal en los que se constataba daño hepático 

crónico (87-89).  

 

El descenso inicial significativo y persistente en todo el período abarcado del 

MDA sérico en nuestro grupo de LDB contrasta con lo descrito previamente 

en la literatura. P. Ljubuncic (252)   encuentra niveles séricos elevados de 

MDA en el grupo de 11 animales (0,52 (0,14) nmol/ml) a los 24 días de la 

LDB. Es más,  observan un incremento de la PL en otros tejidos 

extrahepáticos (riñón, corazón y cerebro) respecto a los controles, con lo que 

concluyen que el estrés oxidativo en la enfermedad hepática colestásica 

experimental es un proceso sistémico que probablemente involucre a otros 

tejidos extrahepáticos. Nuestros resultados no apoyan, al menos en parte, 

esta hipótesis, pues aunque sí hemos demostrado un incremento de la PL a 

nivel hepático, no hemos visto reflejado dicho fenómeno a nivel plasmático 

en ninguna de las semanas estudiadas. Incluso los niveles encontrados han 

sido siempre significativamente inferiores a los encontrados en los animales 

sin ligadura. Tampoco reflejarían  las observaciones clínicas que constatan el 

aumento de la PL en plasma  en pacientes con enfermedad hepática (169). 
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En contra de lo descrito en la literatura (159,171), no hay aumento en sangre 

de IFN y TNF con la LDB. Una posible explicación podría ser la migración 

precoz (antes de la 1ª semana) de las células del sistema inmune del torrente 

circulatorio al hígado, lugar en el que de forma precoz está ocurriendo un 

importante daño, tanto oxidativo como histológico. Esta migración 

justificaría en parte la ausencia de respuesta sistémica inflamatoria, a pesar 

que estén ocurriendo fenómenos de TB y SBI.  

 

Otra posible explicación sería la participación del hígado en la defensa del 

huésped tras el daño hepático e infección, y el papel de los hepatocitos como 

células involucradas en la síntesis de citocinas (155) . En concreto, las 

células de Kupffer son responsables de producir potentes citocinas 

proinflamatorias, como el TNF, después de su estímulo con lipopolisacárido 

o IB (138,145,151). La lesión hepatocitaria desarrollada precozmente tras la 

LDB produciría una respuesta dominante inflamatoria con acción paracrina 

y autocrina, desarrollo de fibrosis y cirrosis, siendo el TNF local el estímulo 

para la amplificación y síntesis colágena que produce daño histológico e 

HTP, pudiendo incluso anteceder a la TB. Por otra parte, el hígado también 

desempeña una importante función en el aclaramiento precoz de citocinas 

circulantes en sangre (entre ellas, el TNF y el IFN) (128,129)  a los pocos 

minutos de su producción. Este hecho resultaría ser un rasgo diferencial 

respecto a la LSB, pues en la LDB la respuesta sistémica está atenuada y el 

daño inflamatorio se concentra en el hígado.   

 

En el modelo de LSB (con daño hepático histológico sutil, sin respuesta 

oxidativa hepática, pero con tasas similares de TB) se produce una respuesta 
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inflamatoria sistémica (aumento del TNF sérico) precoz, principalmente en 

la 1ª semana, que puede reflejar el efecto endocrino mediado por citocinas 

producidas en el hígado, una menor depuración hepática de las mismas, o 

bien, ser la respuesta a estos fenómenos de TB que también están 

ocurriendo. Se precisarán de nuevos estudios que analicen y cuantifiquen en 

ambos modelos de ligadura, el perfil de citocinas en hígado para ayudar a 

esclarecer estas hipótesis. 

  

Los animales con LSB se comportan de forma distinta a la LDB desde la 1ª 

semana. No vemos esa reacción intensa inflamatoria y oxidativa a nivel 

hepático ni se producen cambios histológicos importantes; en este sentido, se 

comportan como los animales sin ligadura. Sí se produce, contrariamente a 

lo descrito con la LDB  y animales no ligados, un incremento inicial en la 

respuesta inflamatoria a nivel sérico que se manifiesta en las primeras 2 

semanas tras la ligadura. Esto nos hace sugerir varias hipótesis: a) la TB 

acontece en relación a cambios inflamatorios y de peroxidación previos al 

desarrollo de lesiones estructurales hepáticas, b) existe un incremento inicial 

de la PL hepática no objetivado que acontece antes de los 7 días, con 

posterior “spillover” a nivel sérico a la semana de la ligadura. En ambas 

situaciones, y favorecido por la ausencia inicial intestinal de bilis, podría 

favorecerse la TB a pesar de no tener SBI.  

 

A nivel clínico, C Fabris et al (126) describieron un mayor incremento de la 

PL sérica en una serie pequeña de 8 pacientes con hepatitis aguda, en 

contraste con otros pacientes con enfermedad hepática crónica (6 con 

esteatofibrosis, 5 con hepatitis crónica activa, 22 con hepatocarcinoma y 28 

con cirrosis hepática), los autores concluyen que este incremento 
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significativo en la PL sérica se observa en las enfermedades hepáticas 

agudas con importante componente inflamatorio. Aunque se trata de dos 

situaciones distintas, una en la que predomina la colestasis y otra en la que 

predomina la inflamación, nuestro modelo de LSB sería congruente con 

estos hallazgos y apoyarían esta hipótesis etiopatogénica, pues observamos 

un importante incremento de los niveles séricos de MDA en suero (reflejo de 

daño oxidativo) y de los niveles de TNF en la primera semana, como reflejo 

de una importante inflamación sistémica.  

 

Son escasos los datos de mortalidad y porcentajes de letalidad asociados al 

procedimiento descritos en la literatura (301). En nuestro trabajo no 

observamos diferencias significativas de mortalidad a lo largo de las 4 

semanas entre los grupos de ligadura, ni frente a los controles. Con la LSB, 

la mortalidad se mantiene baja en todo el período de estudio, siendo mayor 

en la LDB aunque sin alcanzar significación estadística, probablemente por 

el tamaño muestral y la duración del estudio. Posiblemente, prolongando el 

período de estudio, hubiesen aparecido diferencias significativas, pues el 

aumento de mortalidad con la LDB es más llamativa a la 4ª semana, con el 

desarrollo de HTP (123,144).  

 

En resumen, en el estudio realizado se constata la existencia de destacadas 

diferencias que nos permite afirmar que son dos modelos distintos, y ha 

permitido ver el comportamiento de cada modelo de ligadura biliar a lo largo 

del tiempo y no de forma puntual. La estratificación temporal de nuestro 

trabajo según una secuencia semanal durante 28 días nos ha permitido ver la 

evolución a lo largo de estos períodos de los distintos procesos implicados 
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para la mejor comprensión de la fisiopatogenia y las complicaciones de la 

cirrosis experimental; los cambios no son iguales y dependen del momento 

en que se decida realizar su análisis. El modelo de LDB origina un daño 

histológico importante hepático y cambios morfológicos comparables a los 

que se observan en la cirrosis humana, coincidiendo con mayor daño 

inflamatorio local (hepático) que se perpetúa e incrementa a lo largo de las 4 

semanas, traduciéndose en signos de HTP (301,306). A nivel sérico, 

observamos una importante pérdida del potencial oxidativo a lo largo de 

todo el estudio. La respuesta inflamatoria sérica medida mediante el TNF 

está reducida en la 1ª semana. Todos estos cambios, conjuntamente con otros 

a nivel intestinal (por ejemplo SBI) pueden favorecer no sólo fenómenos de 

TB,  (mayoritariamente por GN), si no de crecimiento extraganglionar, lo 

cual ocurre de forma prioritaria a nivel de hígado y por bacterias GN. Frente 

a estas alteraciones, en el modelo de LSB no aparecen tales cambios. Tiene 

un comportamiento distinto en el hígado. El daño histológico hepático no es 

comparable (o no aparece o es sutil en las primeras 2 semanas); tampoco 

vemos daño en términos de PL en hígado. El patrón oxidativo en suero 

también es distinto, con claro aumento de la PL en las primeras 2 semanas 

para normalizarse en las 2 siguientes. Los valores de TNF sérico son más 

altos que en la LDB, principalmente en la 1ª semana. Por tanto, claramente 

el patrón temporal y el tipo de daño es diferente. La LSB es un modelo 

donde hay inflamación sistémica, con un patrón global de menor daño 

histológico e inflamación hepática, a pesar de lo cual también se observan 

fenómenos de  TB (sin que se exprese a nivel intestinal SBI) y, al igual que 

en el modelo de LDB, acontecen en las primeras semanas, por lo que la LSB 

puede ser un modelo quirúrgico experimental válido y técnicamente más 

sencillo a considerar para el estudio de la TB en estadíos precirróticos.  
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CONCLUSIONES 
 

Las principales características de ambos modelos se resumen en el 
siguiente cuadro: 
 
 
 

  
T 

 
Dificultad 
técnica 

 
Mortalidad 

 
SBI 

 
TB 

 
Daño 

histológico 

  Daño   0xidativo 
Suero         Hígado 

 
↑ TNFα 

 
LDB 

S1-4 
 

++ ~ ++ + +++ - ++ -/+ 

 
LSB 

S1-2 
 

+ ~ + + +/Ø ++ - ++ 

S3-4 + ~ + ++ +/Ø + -/+ -/+ 

 
 

Conclusión principal de nuestro trabajo: 

Podemos afirmar que el modelo experimental de LSB en ratas es un modelo 

sencillo para el estudio de la TB en condiciones de mínimo daño estructural 

hepático sin HTP.  

 

Otras Conclusiones: 

a. La LSB es un modelo con baja mortalidad. 

b. La LSB presenta menores tasas de SBI que el modelo de LDB. 

c. La LSB produce un daño estructural hepático mínimo (grado de 

fibrosis ≤ II) y no es un buen modelo para el estudio de la HTP y 

fenómenos asociados a la misma porque se asocia a recanalización en 

una elevada proporción de casos. 

d. En el modelo de LSB predominan los procesos séricos de 

peroxidación lipídica y respuesta inflamatoria sistémica (TNFα) en 

las 2 primeras semanas frente al modelo de LDB, donde estos 

procesos se localizan a nivel hepático. 
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