Universitat Autdnoma de Barcelona
Departament de Medicina
Facultat de Medicina

Universitat Autonoma de Barcelona

Tesis Doctoral:

Modelos experimentales de peritonitis bacteriana inducida en

ratas con cirrosis y nuevas estrategias terapéuticas.

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR DE:

Elisabet Sanchez Ardid

Director de Tesis:

Dr. Carlos Guarner Aguilar

Universitat Autonoma de Barcelona (UAB)
Sevicio de Patologia Digestiva, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Centro de Investigacion Bidmedica en Red: Enfermedades hepaticas y
digestivas (CIBERehd)

Instituto de Salud Carlos 1l

Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

2015



S,

U"l "'537’5/21;

Universitat Autdnoma de Barcelona cz

e,

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
Departament de Medicina

Facultat de Medicina

Modelos experimentales de peritonitis bacteriana inducida en ratas

con cirrosis y nuevas estrategias terapéuticas.

Elisabet Sanchez Ardid

Director de Tesis:

Dr. Carlos Guarner Aguilar

Barcelona, julio 2015.



El Dr. Carlos Guarner Aguilar, Doctor en Medicina, director del Servicio de

Patologia Digestiva del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau:

Certifica que la Tesis titulada: “Modelos experimentales de peritonitis

bacteriana inducida en ratas con cirrosis y nuevas estrategias terapéuticas.
presentada por Elisabet Sanchez Ardid se ha realizado bajo su direccion y tutela,

considerando que cumple los requisitos para su lectura y defensa publica.

Y para que asi conste, y a los efectos oportunos firmo la siguiente certificacion.

Dr. Carlos Guarner Aguilar

Barcelona, Julio 2015



A mis padres y al tato:
porque habéis permitido siempre

que luchara por mis suefios.

A Ifiaki y Martina:

por hacerme la vida tan feliz.



AGRADECIMIENTOS

AGRADECIMIENTOS



AGRADECIMIENTOS 2

Queria empezar esta Tesis, recordando y agradececiendo a todas aquellas

personas que han hecho posible este largo camino hasta llegar aqui:

A mi director de Tesis: Carlos Guarner Aguilar, jefe del Servicio de Digestivo del
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Gracias por haberme dejado ser parte de este
gran equipo médico y humano y por haber apostado por la investigacion basica.
Gracias por compartir tus conocimientos y ensefiarme tantas cosas. Por tu sencillez,

proximidad y amabilidad. Por ser no solo el jefe, sino la persona cercana que eres.

A todos los miembros del grupo: A German, al Dr. Monés, a Candido, a Xavi, a
Adolfo, a Maria y a todos los residentes y médicos que llegaron y todavia estan en
Sant Pau y también a aquellos que tomaron nuevos caminos... porque me habéis
hecho sentir parte de aquello que oigo hablar alld donde vaya con gran honor, o
nostalgia y también con envidia: “Porque somos de digestivo de Sant Pau” y yo, una

mas.

A las enfermeras, que aunque yo era la chica de las ratas, me han ayudado en
todo momento. Y como no, a mis dos grandes enfermeras de investigacion: Eva y Cris

porque simplemente sois las mejores.
A Maite, por ensefiarme cuando llegué a Sant Pau todo lo que ella sabia.

A Ana, por ayudarme y estar conmigo mientras esperaba a Martina, fue todo un

placer compartir esos momentos contigo.

A todos los coautores de los articulos de esta Tesis, tanto a los compafieros de
Sant Pau como los del Hospital Universitario de Alicante, porque sois unas personas
simplemente geniales. A las instituciones y empresas que creyeron en nuestro

proyecto y lo hiceron posible.

A los miembros del estabulario presente y pasado: no solo a Antonia, Luis y
Margarita, que han sido mis compafieros del dia a dia, sino también a cada uno de los
experimentadores y cuidadores que han ido pasando. Con todos vosotros he pasado
tan buenos momentos juntos... Porque el estabulario o el S.E.A, como se llama ahora,
esas cuatro paredes sin ventanas que para tantos pueden parecer claustrofdbicas,
para mi han sido mi casa y me he sentido en familia. Gracias por hacerme sentir tan
bien acompafada en todo momento. Y un agradecimiento especial a mis ratitas,
porgue ellas siempre han sabido como estaba yo en todo momento. Ellas, ahi estaban

cada dia: Porque sin vosotras esta Tesis no habria sido posible. Gracias de verdad.

Y no quiero olvidarme de todos aquellos trabajadores de mi hospital y del ciber

que me han ayudado en el dia a dia: los de recerca, los de la limpieza, de los gases,



AGRADECIMIENTOS 3

los del comedor, los de traslados, los de seguridad... porque han tenido una sonrisa y

unas palabras agradables siempre para mi en todo momento.

A los miembros de micro, de bioquimica, histologia que me han atendido y
ayudado desinteresadamente, siempre con una sonrisa y sobretodo a los de inmuno

porque me han hecho sentir como uno mas de su grupo.

A todos aquellas personas que he podido conocer por mi trabajo, porque alli
donde fuera he conocido a gente que trabajaba en lo mismo que nosotros y que no
han dudado ni un minuto en ayudarme cuando les he necesitado: a los de Alicante, a
los de Alcala, a los de Can Ruti, a los de Madrid, a los de Oviedo, a los de Valle, a los
de Pamplona, a los del Clinic... y no me gustaria olvidarme a nadie pero seguro que
alguien me dejo en el tintero. Ya sabeis que en Barcelona tenéis una compariera y

amiga mas, para lo que necesiteis.

A Ari, a Laura y a todas aquellas comparieras de la Uni que se han convertido
en mis amigas y confidentes en la actualidad porque es un placer compartir la vida con

gente como vosotras. Sois las mejores.

Gracias a todos aquellos que me habéis escuchado y ayudado a montar esta
Tesis: A Carlos, a German, a Bea, a Rita, a Juan, a Silvia, a Eva, a Isabel, a Alba, a

IfRaki ... porque ha sido dificil... pero gracias a vuestra ayuda, ya esta aqui.

Y ya por ultimo dar las gracias a mi familia, que han sabido valorar siempre mi
trabajo y animarme a conseguir mis metas y a continuar adelante siempre. A los que
ya no estan, que sé que me cuidais desde el cielo. Sobretodo a ti papa: Que ya
presento la Tesis!!!l A mis tias y tios, a mi cufiado y cuiiadas (Will, Marta y el peque
Alex y a Bea) y a mis suegros (Conchi e Isaac) por que desde el primer momento me
hicisteis sentir una de mas de vosotros. A mi hermano, a la Brigit y a los 2 peques: lan
y Roc, por ser como sois y quererme tanto sin condiciones. Y a mi mami Esmeralda,
especialmente, porque yo quiero ser como tu algun dia, con esa fuerza y alegria que

te caracteriza.

Y como no, a Ifiaki y a la peque, Martina que han sufrido mi dedicacion a la Tesis
estos Ultimos meses. Por toda su ayuda y apoyo para conseguir que esto haya salido
con cara y ojos. Y por hacer que cada dia a vuestro lado sea un auténtico regalo.

Gracias por los besos, las caricias y cada pequefa palabra, dibujo o gesto: Hasta el



AGRADECIMIENTOS 4

En definitiva: Gracias a todos aquellos que han formado parte de mi dia a diay

me han hecho tan feliz.

Gracias a todos.



INDICE 5

INDICE



INDICE 6

AGRADECIMIENTOS ... e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeanees 1
LN T PSRN 5
AB REV I ATUR A S ..o e et et e et e e et e et e e et e et e e e e e et e e e e e eanaees 9
e = [ 11
INTRODUGCCION......oeotiiiiiticteite ettt ettt ettt ettt ettt et e e estesseseesaeseeseeseeneeresaeenes 13
L. CIRROSIS tuiiireeeunnsnssissnrennssssssssssseesssssssiessseessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssessnsssssssssseens 14
1.1.  EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA DE LA CIRROSIS ...veeuvreerureesuetesueessseeesusessseeesssessseessseesssessnseessseesssessssessasessnsessasassnseesaseesnseesanes 14
1.2.  CURSO CLINICO DE LA CIRROSIS Y COMPLICACIONES DE LA CIRROSIS «...veeuvreerureesureesureesseeesseessseeessseesseeesseessseessseesssessssessseesnes 14
3 0 2 O [ {=Yoloi o] o [T o - Yot <] 4 =Y = P UUR P 15
1.2.2. Tipos de infecciones bacterianas en Pacientes CON CIMTOSIS ......uueeeecuiereeiieeeeieeeesreeeecreeesreeeeseeeesensaeeesnreeeeas 16
0720 TR ' - T [o Yot Yol To T g o X- Yot =T o - - RSP 16
1.2.4.  Peritonitis bacteriana ESPONTANEA.......c..uuiiiiei ettt e e e e e e e e e e eeebaee e e e e e e seabaeeeeaeeesesbaaeeeeeeeensrraeeeeas 19
2.  ESTADO PROINFLAMATORIO EN LA CIRROSIS. ceeeuuussesssssreesssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssnnns 21
2.1.  FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TINFQ) c.eeitiieeeiiie e ettt eeete e eecite e e ettt e e eetteeeeetaeeeetaeeeeabeeeeessaeeeessaaeeensseeeasseeeennrens 22
2.1.1. Efectos mas relevantes del TNFO en 13 Cirrosis NEPATICa.....cuviiicieee e 22
2.2.  NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS MODULADORAS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA. c..ceeuvveeererreeenseesreesnseessessnseesaseesnseesane 23
2.3.  NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS MODULADORAS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN LA CIRROSIS ..vveeuvveevreeireeneeesieeenseennns 25
3.  IMODELOS EXPERIMENTALES DE CIRROSIS veeveereeessssssnenssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
3.1.  MODELO DE INDUCCION DE CIRROSIS POR CCLY veuvterurrreuierteeeueesteeeteesteessseesuteesuseessseesssesssseesssesnsesesseesnsessnseesasessnseesnnes 27
3.2, OTROS MODELOS DE FIBROSIS Y CIRROSIS ......etteteeesauuuretetesssaauueseeeeessaaausseeeeessaaaunseeaeeessasaunsseaeesssasansseesesssasannseneeesssanansee 29
JUSTIFICACION DEL PROYECTO ...oveeieee ettt veeene e 30
L O I Y 34
B ESTUDIO Lttt ettt ettt ettt et ettt e sb e et e bt e et et st e e et e st e e e ab e e sabeesabeesabeesabeesa b e e sabeesabeesaseesabeesabeennbeesabeenateesabeenses 35

DESARROLLO DE UN NUEVO MODELO EXPERIMENTAL DE CIRROSIS Y PERITONITIS BACTERIANA INDUCIDA (PBI) MEDIANTE LA INOCULACION
INTRAPERITONEAL DE E. COLI..uuueitiiiiiiintetttienecnannttt e aenee et e e e s saane et e s e s e s ssann e e e s s e e s s s ans s e e e e s e s s s ssnnseaaessssssssnneeeanasanssnnnnns 35
L S 1V T OO 35
ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO ASOCIADO O NO A UN INMUNOMODULADOR ANTI-TNFQ

SOBRE LA MORTALIDAD EN RATAS CIRROTICAS CON PBI .....cuuuuuuuuiiiuinnnnnnnnnnnnnnnnnennnnennneeenaesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 35

OBUIETIVOS .. e 36



INDICE 7

L O 1V 3 Tt OO 37
DESARROLLO DE UN NUEVO MODELO EXPERIMENTAL DE CIRROSIS Y PERITONITIS BACTERIANA INDUCIDA (PBI) MEDIANTE LA INOCULACION
INTRAPERITONEAL DE E. COLIccuuuttiiinnntiiinnttiniitttieiatttnssanessssanessesanessssaneesesanessssaneessssanesssssnsesssssnesssssnsassssssasssssnsassssanans 37
B ESTUDIO 2 .. bbb e e h e b e bbb e e b e e b e e ae e b e b b e ae e be e ae b s 37
ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO ASOCIADO O NO A UN INMUNOMODULADOR ANTI-TNFQ

SOBRE LA MORTALIDAD EN RATAS CIRROTICAS CON PBl .....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiniiiiniininnenneneeaseneesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37

MATERIAL Y METODOS ..ottt ettt ettt e e, 38

B ESTUDIO Li o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeaeaaaaaeas 39
DESARROLLO DE UN NUEVO MODELO EXPERIMENTAL DE CIRROSIS Y PERITONITIS BACTERIANA INDUCIDA (PBI) MEDIANTE LA INOCULACION
INTRAPERITONEAL DE E. COLIttuuuuiirenniiirenniiiinneiiimaeiiimeeiiimeneiimissssimmsnssismsnssssmsssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssassssssnnssss 39
B ESTUDIO 2i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaeas 47

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO ASOCIADO O NO A UN INMUNOMODULADOR ANTI-TNFQ

SOBRE LA MORTALIDAD EN RATAS CIRROTICAS CON PBl «.cuvuiiuieireiereteecaseecesssssessssessssasssssssssssssssesssssssssasssssssassssssssssssssssssssassnss 47
DISCUSION . ..ottt e et e e e et e e e e et e e e e e et e e e e e eeeeeeeeeteeeeeeneaeeeeaanes 53
L ) 10 15 ] 0t N 54

DESARROLLO DE UN NUEVO MODELO EXPERIMENTAL DE CIRROSIS Y PERITONITIS BACTERIANA INDUCIDA (PBI) MEDIANTE LA INOCULACION

INTRAPERITONEAL DE E. COLI.evtruuuuueiirrereennneseesiseeeeennssssssseeeessnsssssssssseesssssssssssssessnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssessennn 54
Protocolo 1: Modelo de PBl €N ratas COM @SCItiS....uuuuiiiiiiiiiiirriieeeiiieiitreeeeeeeeiirtreeeeeeeestareeeeeeesessssaeesesesesssseeesesessssssseeeens 54
Protocolo 2: Modelo de PBl €N ratas SiN @SCItiS ...c.uuuuiiiiiiiiiiieiieeeeeieiiireeeeeeeeetrtree e e eeeeetaereeeeeesenabsseeeeeeesesabaseeeseeesesssraeeeeas 55

Protocolo 3. Efecto de la administracidon de un tratamiento antibidtico sobre la mortalidad y la respuesta de PMN en
FAtAS CIITOTICAS CONM PBl..ciiiiiiiiiiiiieeiit ettt ettt e et e st e st e s bt e e bt e s e beesabeesabeesabeesabeesabeesabeesabeenabeesaseensnas 57
I S 1 U1 51 @ PP P PP PPSPPPRIN 58
ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO ASOCIADO O NO A UN INMUNOMODULADOR ANTI-TNFQ

SOBRE LA MORTALIDAD EN RATAS CIRROTICAS CON PBl .....uuuuuiiiiiiiiiiiniiininnnienennenneenessesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss D8

CONCLUSIONES ... e e e e e e nanees 61

S S U @ I TP P PP PPPR PPN 62
DESARROLLO DE UN NUEVO MODELO EXPERIMENTAL DE CIRROSIS Y PERITONITIS BACTERIANA INDUCIDA MEDIANTE LA INOCULACION
INTRAPERITONEAL DE E. COLI.cettruuuuiiiiiiniinnnnuiiiiiiiiiennneiiiiiniieesnesiiiisiieessssssiiessieessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 02
S S U 5@ PRSP PPPROPPRN 63
ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO ASOCIADO O NO A UN INMUNOMODULADOR ANTI-TNFQ

SOBRE LA MORTALIDAD EN RATAS CIRROTICAS CON PERITONITIS BACTERIANA INDUCIDA ....ccuvuesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 63



INDICE 8

COMUNICACIONES EN CONGRESOS ... 64
B CONGRESOS NACIONALES: tvvuuueeeeetrttruuaeeeeeressssnaeseesssesssnnasesssssssssseseessssssssnaesessssssssnaesessssssssnnsesessssssssnseesesssssssssneesessseres 65
B CONGRESOS INTERNACIONALES: +evvvrrererereeererererererererereretereteseseseeesesesesesasesessessessssssssesssssesesssseesessessessssseessseseesssessesssesseseeenns 66

BIBLIOGRAFIA . ..o e 67



ABREVIATURAS

ABREVIATURAS



ABREVIATURAS

10

- CCly”

- CClg

- GLM:

- IL-10:

- IL-1B:

- IL-6:
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El Servicio de Patologia Digestiva del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau a parte de su
labor asistencial, ha dedicado un gran esfuerzo para trabajar en el estudio de las enfermedades
digestivas y hepaticas tanto en el campo de la investigacion clinica como basica. Una de las

areas de investigacion del Servicio se centra en el estudio de las complicaciones de la cirrosis.

En las ultimas décadas varios han sido los grupos de investigacion que se han interesado
en este tema y, gracias al trabajo realizado, se han conseguido grandes avances en el manejo y

tratamiento de las complicaciones de la cirrosis.

La presente Tesis Doctoral consta de dos estudios basicos publicados en dos revistas de
prestigio internacional de la especialidad. Estos estudios se han llevado a cabo gracias a la
estrecha relacion del Servicio de Patologia Digestiva con los Servicios de Microbiologia,
Immunologia y Anatomia Patolégica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y con la inestimable
colaboracién del Grupo de Enfermedades Hepaticas del Hospital General Universitario de
Alicante (CIBERehd), asi como con la ayuda de las instituciones: CIBERehd, Instituto de Salud
Carlos Il (Madrid) y de la empresa Research and Development Centocor (USA) que confidé en

Nosotros.

Esta Tesis basa su trabajo en el desarrollo de un modelo experimental de cirrosis y
peritonitis bacteriana inducida mediante la inoculacién intraperitoneal de Escherichia coli y en
estudiar el efecto de la administracion de un tratamiento antibidtico asociado o0 no a un
inmunomodulador anti-TNFa sobre la mortalidad en ratas cirréticas con peritonitis bacteriana

inducida.

Tras una breve revision de conceptos, expondremos el disefio y los resultados de nuestros
estudios, presentaremos una discusion de los resultados y a continuacion se estableceran las

conclusiones finales de los estudios.
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1. CIRROSIS

1.1. EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA DE LA CIRROSIS

La cirrosis es una enfermedad frecuente y grave, siendo una de las causas crecientes de
morbilidad y mortalidad en los paises desarrollados. Las causas que originan enfermedades
hepéticas son mayoritariamente prevenibles, como las hepatitis viricas, el consumo excesivo de
alcohol y las relacionadas con el trastorno del metabolismo (obesidad, diabetes, hiperlipemia,
etc.). Otras causas de cirrosis son aquellas desencadenadas por farmacos que pueden producir
una reaccion hepatotéxica y otras de origen genético (hemocromatosis, enfermedad de Wilson,

etc.).

En la mayoria de paises desarrollados se produce un descenso en la mortalidad por cirrosis
debido al conocimiento de las consecuencias del consumo excesivo de alcohol, a la vacunacion
de la hepatitis B y, también, a un mejor manejo de las complicaciones de la cirrosis y a la
utilizacion de nuevos farmacos para eliminar la infeccion por el virus C de la hepatitis y por un
mejor control de la infeccion por virus B. A pesar de esta tendencia favorable, los casos de
cirrosis podrian mantenerse en los préximos afios debido al incremento del sobrepeso @ vy al

consumo todavia elevado de alcohol ¢,

1.2.CURSO CLINICO DE LA CIRROSIS Y COMPLICACIONES DE LA CIRROSIS

La mayor morbilidad y mortalidad de los pacientes con enfermedades hepdéticas crénicas se
produce cuando desarrollan cirrosis “. El curso clinico de la cirrosis empieza con una fase
asintomatica llamada cirrosis compensada hasta llegar a la fase de cirrosis descompensada

cuando aparecen determinadas complicaciones clinicas como ascitis, sepsis, disfuncién renal,
hemorragia gastrointestinal por hipertensién portal, encefalopatia hepatica o peritonitis bacteriana

espontanea (PBE) ©.

Ademas, la cirrosis es el factor de riesgo mas importante para la aparicion de cancer de

higado o hepatocarcinoma © 7.
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Histological S ARE F1-F3 EEE o EEEEREEEREEEERR F4 (Cirrhosis) B8

Clinical Non-cirrhotic Compensated Compensated
Symptoms Norie None (no varices) None (vaﬂces
present)
Sub-stage - Stage 1 Stage 2
Hemodynamic >10 512
(HVPG, mmHg)
Biological Fibrogenesis Scar and Thick (acellular)
and X-linking scar and
Angiogenesis nodules
Figura 1: Evolucién de la enfermedad hepatica cronica. (Imagen extraida de Garcia-Tsao et al.,

Hepatology, 2010 )

La cirrosis estuvo considerada, desde una perspectiva clinica, como el punto de no retorno
de la enfermedad que conllevaba invariablemente a la muerte a no ser que se realizara un
trasplante hepatico. Ultimamente esta percepcién de no retorno de la cirrosis ha ido cambiando,

debido en parte a una disminucién de la mortalidad .

1.2.1. INFECCIONES BACTERIANAS

Las infecciones bacterianas en los pacientes con cirrosis, son mas comunes que en la
poblacién general *Y. A su vez, la incidencia es superior en aquellos con cirrosis descompensada
@219 | as causas de la mayor susceptibilidad de estos pacientes a padecer infecciones
bacterianas son diversas y estan relacionadas con el deterioro funcional hepético, la
instrumentalizacion de los pacientes que son ingresados por otras causas (colocacion de
catéteres, sondas, exploraciones agresivas, etc.), trastornos en la capacidad bactericida del
liguido ascitico, alteraciones inmunoldgicas que se acentdan conforme evoluciona la enfermedad,

asi como el consumo de alcohol, la malnutricién y factores nosocomiales ™.

La mayoria de infecciones son producidas por bacterias gramnegativas de origen intestinal,
en especial enterobacterias. Las bacterias grampositivas también son frecuentes, sobre todo en
los pacientes hospitalizados. Las bacterias gramnegativas mas frecuentes en cultivos son:
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia spp. y Enterobacter spp. y como
grampositivas neumococo, enterococo Y listeria. También se suelen encontrar algunas especies
de Pseudomonas. Los cocos grampositivos han ido aumentando en los dltimos afios,

seguramente debido a la utilizacion de antibidticos de amplio espectro para el tratamiento de la
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PBE, o a la descontaminacién intestinal selectiva profilactica ** > ' La aparicién de resistencias
a los tratamientos empiricos ha resultado un problema muy importante en la practica clinica
actual ™ 17, de ahi que sea relevante el estudio de nuevas estrategias que busquen alternativas

a la utilizacion de antibidticos.

1.2.2. TIPOS DE INFECCIONES BACTERIANAS EN PACIENTES CON CIRROSIS

Los pacientes con cirrosis hepética pueden desarrollar cualquier tipo de infeccidn. Sin
embargo, las més frecuentes suelen ser urinarias (25%), bacteriemias (5%), respiratorias (15%) y
las del liquido ascitico como la PBE (44%). Otras infecciones menos frecuentes son las celulitis,

las endocarditis, artritis u osteomielitis.

Las bacteriemias y las infecciones del liquido ascitico pueden ser espontaneas o primarias ,
es decir, cuando se producen por bacterias procedentes habitualmente del propio intestino sin
signos de infeccion focal, o bien infecciones secundarias , aquellas que se adquieren a partir de

un foco infeccioso local que puede situarse en diversos territorios.

Las infecciones bacterianas también se clasifican teniendo en cuenta dénde se adquieren
como extrahospitalarias cuando las infecciones se inician fuera del hospital, es decir, cuando el
paciente no esta ingresado, y las intrahospitalarias o nosocomiales gue se adquieren en el
hospital. Actualmente, los nuevos abordajes a los que estdn sometidos los pacientes con
enfermedades hepéticas, como son frecuentes visitas al hospital de dia o a salas de urgencias,
han llevado al desarrollo de nuevos tipos de infecciones donde la fuente de adquisicion de las
infecciones esté relacionada con el momento en el cual han asistido al sistema de asistencia
sanitaria, dando lugar a infecciones que presentan caracteristicas diferentes y peculiares y que se
encuentran entre las extrahospitalarias y las nosocomiales. De esta forma se diferencian las
infecciones nosocomiales como aquellas adquiridas en el ambito hospitalario y que se
diagnostican en las 48 horas posthospitalizacion; las adquiridas en la comunidad cuando el
paciente no ha tenido contacto con el sistema sanitario en los ultimos 30 dias; y las relacionadas
con el sistema de asistencia sanitaria  como aquellos casos que han tenido un contacto previo
con el sistema nacional de salud, una reciente hospitalizacién, dialisis, o residencia en un centro

sociosanitario ¢4 1819

1.2.3. TRASLOCACION BACTERIANA

La mayoria de infecciones en pacientes cirréticos son producidas por bacterias entéricas.
Estas bacterias han de encontrar la manera de cruzar el epitelio intestinal. A este concepto se le

conoce como traslocacion bacteriana (TB)
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La definicion de TB ha ido evolucionando en el tiempo. Inicialmente, se establecié como el
paso de bacterias a través del epitelio de la mucosa del tracto gastrointestinal a la ldmina propia y
de alli a los ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) y a otros érganos % 2", Posteriormente, Bellot
y colaboradores definieron TB viable al paso de bacterias viables y TB no viable al paso de
productos bacterianos como endotoxinas, lipopolisacarido (LPS), &acido lipoteicoico, ADN
bacteriano, peptidoglicanos, etc. ?%?2?% Mas recientemente se ha diferenciado TB patolégica de
TB fisiologica ™ ?®. TB se considera fisiologica en condiciones normales, en ausencia de una

patologia, y TB patoldgica, por ejemplo la que encontramos en la cirrosis hepéatica avanzada “*
26)

Los cambios acontecidos en la homeostasis entre la flora bacteriana normal o
microbiota , la permeabilidad de la barrera intestinal  y en el sistema inmune ©”?® asi como
la sensibilidad individual de cada paciente cirrético, favorecen la TB . Por lo tanto, cambios en
la flora bacteriana intestinal, como pueden ser el sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI)
(aumento del numero de bacterias) o la disbiosis (alteracion en la composicion bacteriana) son
una de las principales causas de TB y de PBE en pacientes con cirrosis “* %, El SBI ocurre
predominantemente en el intestino delgado ® %% Existen varias causas que pueden explicar el
SBI, como pueden ser: alteraciones en el tracto gastrointestinal, cambios en el pH géstrico, en la
secrecion de acidos biliares, en la motilidad intestinal, la presencia de péptidos antimicrobianos, la
hipertension portal @ 2" 323" En ausencia de SBI también ocurre TB (0-15%), y por tanto por si
solo el SBI no es suficiente para que ocurra siempre TB. Los cambios en la barrera intestinal,
como las alteraciones en la adherencia bacteriana o de la permeabilidad intestinal y las

alteraciones inmunolégicas locales pueden también favorecer la TB 322,
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1.2.4. PERITONITIS BACTERIANA ESPONTANEA

La PBE se define como la infeccion del liquido ascitico, que cursa con un recuento de
polimorfonucleares (PMN) en liquido ascitico mayor o igual a 250/mm?® con cultivo positivo o
negativo y en ausencia de causa intraabdominal aparente (perforativa o no perforativa) causante

de la contaminacién del liquido ascitico ©®.

La PBE es una complicacién frecuente y severa en los pacientes cirréticos que han
desarrollado ascitis. La mayoria de episodios de PBE son producidos por bacterias entéricas
gramnegativas y normalmente son monomicrobianos © “9 siendo E. coli la especie responsable
con mayor frecuencia, seguida de Klebsiella spp., aunque en un 25% de los casos se detectan
cocos grampositivos, especialmente Streptococcus spp. 9. Las bacterias anaerobias, hongos y
los cultivos polimicrobianos representan menos de un 5% del total, debiendo descartarse siempre
en estos casos una peritonitis bacteriana secundaria (PBS).

En la patogénesis de la PBE juegan un papel relevante la microbiota intestinal “Y, la

@247 la TB y las alteraciones en el sistema inmune “®. Estas

permeabilidad intestinal
alteraciones favorecen el paso de determinadas bacterias invasivas y/o endotoxinas u otros
productos bacterianos a la sangre y a otros fluidos, como el liquido ascitico “®, donde se
desarrollara la infeccion si los mecanismos defensivos del propio liquido no son capaces de

aclarar las bacterias que lo colonizan ®°%3.

En los pacientes con cirrosis hepatica el riesgo de desarrollar un episodio de PBE depende
de multiples factores como la severidad de la insuficiencia hepatica, la presencia de hemorragia
digestiva, la concentracion de proteinas en liquido ascitico, el alcoholismo, la malnutricion, la
instrumentalizacion (sondaje vesical, catéteres endovenosos, endoscopias terapéuticas, etc.) a la

que son sometidos los pacientes con cirrosis que ingresan en el hospital por causas diversas *
54, 55)

Aunque los pacientes sobreviven al primer episodio de PBE, tienen una alta probabilidad de
recidiva de la infeccién, ya que entre el 35 y 69% desarrollaran otro episodio de PBE en el plazo

de un afio, si no se toman medidas preventivas ©®.

En funcion de las caracteristicas del liquido ascitico se han descrito diversas variantes de la

infeccidn del liquido ascitico:

= PBE con cultivo positivo : se define como la infeccion del liquido ascitico en la cual el

recuento de PMN en liquido ascitico es >250/mm?® y el cultivo es positivo.

= PBE con cultivo negativo o ascitis neutrocitica cultivo negativo : se considera cuando
el recuento de PMN en liquido ascitico es >250/mm?® pero el cultivo es negativo, en

ausencia de tratamiento antibidtico previo o de otra causa que aumente los PMN en
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liquido ascitico como hepatocarcinoma, carcinomatosis peritoneal, tuberculosis o

pancreatitis.

= Bacteriascitis monomicrobiana : se define cuando hay colonizacion del liquido ascitico

por una bacteria sin reaccion inflamatoria secundaria (recuento de PMN <250/mm?).

= Bacteriascitis polimicrobiana : se produce como consecuencia de una puncion
inadvertida de un asa intestinal durante una paracentesis, siendo el recuento de PMN

normal y el cultivo positivo para dos 0 mas gérmenes.

= Peritonitis bacteriana secundaria (PBS ): ocurre por el paso directo de gérmenes al
liguido ascitico debido a perforacion de una viscera hueca o de un absceso

intraabdominal. El cultivo suele ser polimicrobiano y el recuento de PMN es >250/mm?.

En los pacientes cirréticos con alto riesgo de presentar infecciones es importante intentar
prevenir las infecciones bacterianas mediante la profilaxis , dado el mal pronostico de los
pacientes cirréticos que desarrollan una infeccion bacteriana o una PBE. Medidas (tiles podrian
ser: la abstinencia alcohdlica, reducir o evitar el ingreso hospitalario y la instrumentalizacion
innecesaria (sondajes, etc.), mejorar el estado nutricional de los pacientes y prevenir otras
complicaciones de la cirrosis. Sin embargo, la administracion de antibiéticos orales o intravenosos

han demostrado ser la medida profilactica mas efectiva @9

como pueden ser: la
descontaminacion intestinal selectiva  que se realiza mediante la administracién de antibidticos
orales poco absorbibles como el norfloxacino que actla sobre los bacilos aerobios
gramnegativos de la flora intestinal, preservando el resto de bacterias comensales y la
administracion de B-blogueantes como prevencion primaria 0 secundaria de la hipertension
portal ®” %8 Gracias a la profilaxis de la PBE la incidencia de infecciones en pacientes con ascitis
se ha conseguido reducir 2.

El tratamiento de la PBE , en la actualidad, es un tratamiento hospitalario ©°.

Inmediatamente después del diagndstico de la PBE, se realiza tratamiento antibiético empirico
temprano, debiéndose mantener hasta 24-48 horas después de confirmar la resolucién de la
infeccion mediante paracentesis y normalizacién del recuento de PMN (<250/mm?). Actualmente
las cefalosporinas de 32 generacion  estan consideradas como el tratamiento de eleccion ya que
ofrecen una mayor tasa de resolucién de la infeccién, menores complicaciones (nefrotoxicidad de
los aminoglicosidos) y mayor supervivencia que el tratamiento clasico con ampicilina asociada a

1) Los tratamientos mas recomendados son cefotaxima o ceftriaxona

un aminoglicésidos
intravenosos. Otras cefalosporinas (cefonicid, ceftazidima, ceftizoxima ) tienen eficacia similar
pero no son tan utilizados en la practica clinica habitual. La resolucibn de PBE con estos
antibioticos es cercana al 90% de los casos. También la utilizacion de quinolonas puede ser util

para el tratamiento la PBE, cuando la situacion clinica del paciente lo permite, es decir, cuando el
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paciente no presente signos de shock, ileo paralitico, encefalopatia hepética, hemorragia

digestiva o insuficiencia renal ©2.

En los ultimos afios se estan detectando un aumento de infecciones causadas por bacterias
resistentes a cefalosporinas de 32 generaciéon “® como consecuencia de su amplio uso en estos
pacientes, tanto como tratamiento de las infecciones, como profilaxis de la infeccién. Este
fendmeno se produce especialmente en las infecciones nosocomiales y en las infecciones en
pacientes que han tenido contacto reciente con el hospital, por lo que en los pacientes en los que
se sospecha una infeccion por estas bacterias o bien en los que no responden adecuadamente al

tratamiento convencional en las primeras 24 horas, es preferible administrar carbapenems .

La expansiéon de volumen plasmético con albumina humana endovenosa se ha visto
que es util asociado al antibi6tico, consiguiendo reducir la incidencia de la insuficiencia renal y

mejorando la supervivencia en pacientes con PBE ¢4,

Con todas estas estratégicas en la profilaxis y tratamiento, el prondstico a corto plazo de los
pacientes con PBE ha mejorado extraordinariamente en las Ultimas décadas, pasando de una
mortalidad inicial de casi el 100% ©®, hasta conseguir en la actualidad reducirla aproximadamente
a un 20-30% ©°®)_E| uso de antibiéticos, por tanto, es eficaz en pacientes con PBE, pero su uso
excesivo da lugar a la aparicion de multiresistencias bacterianas, donde la utilizacion de terapias
antibiéticas convencionales no son (utiles, aumentando por tanto la mortalidad. A su vez, el
prondstico de los pacientes que sobreviven a un episodio de PBE sigue siendo malo a largo plazo
(la supervivencia es de un 30% al afio y del 20% a los dos afios de seguimiento) y entre un 40%-
70% de los pacientes que sobreviven a un episodio de PBE presentaran una nueva infeccion en

el periodo de un afio, si no se toman medidas preventivas ©°.

De ahi la necesidad de buscar nuevas estrategias tanto para prevenir como para tratar
infecciones en pacientes cirréticos que lleven a mejorar la supervivencia. Las evidencias
publicadas hasta ahora son bastante limitadas: se postula por la utilizacion de probidticos,
betabloqueantes no selectivos o soluciones de &cidos biliares ©* % %79 gstas estrategias aunque
parecen prevenir la TB y la PBE en modelos experimentales, ninguna de ellas es tan efectiva

como la utilizacion de antibiéticos.

2. ESTADO PROINFLAMATORIO EN LA CIRROSIS

Los pacientes con cirrosis hepética presentan un marcado estado proinflamatorio

sistémico , caracterizado por un aumento de los niveles circulantes de citoquinas y otros

g (41, 53, 71-76)

mediadores proinflamatorio . Este aumento de citoquinas es dependiente del estadio

de la enfermedad ©* ™ 77 En las fases descompensadas se producen cambios a nivel sérico



INTRODUCCION 22

de diferentes mediadores proinflamatorios como un aumento en la produccién de 6xido nitrico
(NO) ®? asi como de niveles de citoquinas proinflamatorias como: factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), interferon gamma (IFNy), interleuquina 1 beta (IL-1) e interleuquina 6 (IL-6) ®* ™ ™y
también de mediadores antiinflamatorios como la interleuquina 10 (IL-10) y receptores solubles de
IL-18 y de TNFa 8 8%,

2.1. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF a)

El TNFa es considerado el mediador principal de la respuesta inmune innata frente a las
bacterias gramnegativas. El aumento desproporcionado de TNFa en pacientes cirréticos con
ascitis e infecciones bacterianas se cree que esta relacionado directamente con las causas de

muerte.

El TNFa es una potente citoquina proinflamatoria que ejerce diferentes efectos estimulando
a numerosos tipos celulares diferentes. Es una proteina soluble de 17 kd compuesta por 3
subunidades idénticas. Una vez sintetizado el TNFa, puede encontrarse insertado en la

membrana celular o bien de forma soluble en el plasma ©?.

La respuesta del TNFa depende directamente de su union a su receptor. Existen 2 tipos

diferentes de receptores © 8%

= Receptor del factor de necrosis tumoral I: (TNF-RI) de 55 kd codificado en el gen p55
= Receptor del factor de necrosis tumoral Il: (TNF-RII) de 75 Kd codificado en el gen p75

El dominio transmembrana de los receptores de TNFa es susceptible a la lisis por

proteasas, liberando la forma soluble del receptor:
= Receptor soluble del factor de necrosis tumoral | (STNF-RI)
= Receptor soluble del factor de necrosis tumoral 1l (STNF-RII)

La afinidad del TNFa por el receptor es inusualmente baja para una citoguina. Sin embargo,
el TNFa se sintetiza en cantidades elevadas y puede saturar facilmente al receptor. Los dos tipos
de receptores estan presentes en los fluidos corporales, pudiendo actuar como inhibidores
competitivos del receptor de superficie celular ®* %), Las dos formas, la soluble y la de membrana,

son activas, aunque la soluble se considera bioldgicamente mas activa.

2.1.1. EFECTOS MAS RELEVANTES DEL TNF a EN LA CIRROSIS HEPATICA

Son muchos los efectos que produce el TNFa en la cirrosis hepatica, donde podemos destacar:

= En el higado produce dafio estructural favoreciendo la progresion de la fibrosis y la
apoptosis ®”. También produce activacién de macréfagos y células estrelladas hepaticas,

aumentando la resistencia vascular intrahepatica © 8 8889 Ademas, las células hepaticas
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no inmunes como: las células endoteliales, las células epiteliales biliares y las células
estrelladas hepéticas, son capaces de producir TNFa ante una respuesta a productos

bacterianos a través de los toll-like receptor (TLR) “* 99,

= En la mucosa intestinal favorece la progresion de la inflamacion. Produce dafio en la
barrera intestinal, altera la estructura y la funcibn de membrana y aumenta la
permeabilidad intestinal favoreciendo cambios en la organizacion de las uniones

intercelulares tipo tight-junction favoreciendo la TB ©* %2,

= A nivel circulatorio favorece alteraciones vasculares. Los productos bacterianos inducen
la sintesis de TNFa, entre otros mediadores proinflamatorios como el NO “”. El TNFa y
los productos de o6xido nitrico: nitritos y nitratos (NOXx) producen vasodilatacion arterial
esplacnica, una de las principales causas del sindrome circulatorio hiperdinamico. Estas
alteraciones hemodinamicas favorecen el deterioro de la funcion hepatica y el sindrome

hepatorenal.

= A nivel renal, niveles elevados de TNFa, IL-6 y NOXx inducen el desarrollo de la

insuficiencia renal en pacientes cirréticos que tienen PBE “% 99,

2.2. NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS MODULADORAS DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA

Para el tratamiento de enfermedades inflamatorias se estdn estudiando varias estrategias
basadas en la modulacién de citoquinas como la neutralizacién de citoquinas, los receptores

de bloqueo vy la activacion de vias antiinflamatorias ~ ©%.

Dentro de los tratamientos con neutralizacion de citoquinas  podemos encontrar los
receptores solubles o0 los anticuerpos monoclonales cuyas funciones son evitar que la
citoguina se una a la superficie celular mediante la unién a un receptor soluble, a un antagonista
natural o bien a un anticuerpo monoclonal. Los tratamientos con neutralizacion de citoquinas con
inhibidores del TNF a como los anti-TNF a pueden ayudar a suprimir la inflamacién ©°. La
terapia biolégica utilizando anti-TNFa para inhibir el TNFa, ha ido evolucionando desde los 70
hasta nuestros dias y se ha convertido en un tratamiento ampliamente utilizada, seguro y eficaz
para los pacientes con diversas enfermedades inflamatorias crénicas tales como la artritis
reumatoide, la espondilitis anquilosante, la artritis psoridsica, la psoriasis y, en el campo de la

(0102 | os anti-TNFa mas utilizados

patologia digestiva, la enfermedad inflamatoria intestinal
actualmente son anticuerpos monoclonales o bien proteinas de fusion obtenida mediante la fusion

de una porcion del receptor soluble del TNFa con un fragmento de inmunoglobulina G humana
(103, 104)
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Timelne | Development of anti-TNF therapy for chronic inflammatory diseases
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Figura 3: Evolucion de la terapia anti-TNF  «a en las enfermedades inflamatorias. (Imagen extraida  de Marc
Feldmann et al., Nature, 2002 )

El blogqueo de la capacidad de un receptor para unirse a su citoquina es otra de las
estrategias para interrumpir la transduccion de sefiales. Esto se puede lograr ya sea con
antagonistas naturales de los receptores , 0 con anticuerpos contra receptores de
citoquinas . La cantidad de antagonista debe ser lo suficientemente importante como para

bloquear a la mayoria de los receptores durante largos periodos.

Ciertas citoquinas inmunorreguladoras  tales como la IL-10 y la IL-4 podrian ser Utiles
para disminuir la inflamacién “°>*%") Sin embargo, sus efectos son pleiotrépicos. Son citoquinas
proteicas de bajo peso molecular o glicoproteinas con una vida media corta, y mantener
concentraciones séricas terapéuticas de citoquinas antiinflamatorias es dificil y costoso. Una
solucion potencial seria el uso de la terapia génica que induciria la continua sintesis de

citoguinas antiinflamatorias terapéuticas.
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Figura 4: Formas de bloqueo de citoquinas proinflamatorias. (Imagen modificada extraida de Ernest HS

Choy et al., N Engl J Med, 2001 )

2.3.NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS MODULADORAS DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA EN LA CIRROSIS

Debido al efecto potencialmente patolégico de la inflamacién y el dafio que produce en el
higado, entre otros 6rganos se ha postulado como una buena diana terapéutica la modulacion de

la respuesta inflamatoria en el campo de la cirrosis ®* ™7,

Se han llevado a cabo diversos trabajos con este fin entre los que se incluyen:

= La descontaminacién bacteriana intestinal , que reduce el paso de productos
bacterianos, tales como LPS a la circulacion sistémica, disminuyendo la produccion de

TNFa por células del sistema inmune activado y atenuando la vasodilatacién periférica ©*

75, 87, 108)

= |nhibiendo la sintesis del TNF «a en modelos experimentales de cirrosis e hipertension
portal. Ejemplos de este tipo de terapia son por un lado estudios en el que se utilizé el
blogueo de la sefial producida por la induccién de la produccién de TNFa y NO utilizando
Tyrphostin , un inhibidor especifico de la protein tyrosine kinase, consiguiendo mejorar el
estado hiperdinamico. La utilizacién de Talidomida, un derivado del acido glutamico, que

inhibe selectivamente la produccion de TNFa mediante la degradacion del RNA
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mensajero, también se ha utilizado para reducir la sintesis de TNFa y descender los

niveles de NO en un modelo de hipertensién portal prehepético ©¢* 1%,

= Blogueo del TNF a utlizando anticuerpos monoclonales anti-TNF a consiguiendo
atenuar la necrosis hepética y la inflamacion en un modelo crénico en ratas bajo
exposicion a etanol. En otro estudio en ratas con estenosis de la vena porta se inhibio el
TNFa circulante mediante la utilizacion de anticuerpo policlonal anti-TNFa permitiendo

conseguir una accién compensatoria inmunitaria 3 %9,

= Tratamientos con inmunomoduladores biolégicos que inhiben especificamente el
TNFa producido por los monocitos activados por LPS, como el AM3 cuyos componentes
activos son glicoconjugados compuestos de un polisacérido de a-glucomanan de Candida

s 110 11D ppgee

utilis y las proteinas de empaquetamiento Ricc3 de Ricinus communi
efectos reguladores sobre la inmunidad innata y adaptativa en modelos experimentales y
clinicos de inflamacién “***'®. En un modelo de ratas con cirrosis descompensada se ha
observado que normaliza la produccion de TNFa no solo atenuando el estado
proinflamatorio sistémico y hepatico, sino que disminuye la fibrosis hepética y revierte
parcialmente el estado circulatorio hiperdinamico sin aumentar la susceptibilidad a

infecciones bacterianas *****9

3. MODELOS EXPERIMENTALES DE CIRROSIS

La investigacion en medicina se basa principalmente en tres fuentes de conocimiento: el
paciente, las necropsias y el animal de experimentacion. Los modelos experimentales se definen
como cualquier sistema, logico, fisico o bioldgico capaz de simular total o parcialmente el proceso
gue pretendemos estudiar. Los modelos animales son los modelos mas complejos y cercanos
posibles a las condiciones reales. Se considera que un modelo experimental es un buen modelo
si cumple una serie de requisitos, como que sea robusto, reproducible y que sea lo mas
semejante posible a la enfermedad que causa en humanos. Han de ser capaces de producir
cambios patoldgicos discretos y graduales y conseguir una alta reproducibilidad y baja mortalidad.

Los modelos experimentales en cirrosis ya se abordaron desde 1936 por Cameron y

(120)

colaboradores y, posteriormente, Korpassy Kovacs describié un modelo de cirrosis inducida

por la administracién crénica de &cido tanico en rata *®Y. También se desarrollaron otros modelos

en animales de mayor tamafio, como perros %% 9

. Sin embargo, la necesidad de utilizar
grandes cantidades de animales, los gastos y las instalaciones de estabulacién impulsaron a los
investigadores a desarrollar modelos de cirrosis en ratas a través de la administracién de toxinas

o mediante la ligadura del conducto biliar #2427,
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Los modelos animales en el estudio de la fibrosis y cirrosis se utilizan para mejorar la
comprension de la patogénesis, en el diagnostico, en el prondstico, y para encontrar mejores
herramientas terapéuticas. Sin embargo, hasta la fecha, no existe un modelo que reproduzca
todas las caracteristicas de las enfermedades hepéticas en el humano y en muchos casos no hay
modelos disponibles para todas las enfermedades.

La investigacion experimental de la fibrosis se ha realizado basicamente en roedores: rata y

(128, 129)

ratén . Los modelos de fibrosis se desarrollaron primero en rata y posteriormente se

adaptaron a ratdn debido a las ventajas genéticas que pueden ofrecer estos animales.

La utilizacion de agentes hepatotoxicos administrados de forma repetida es la manera
clasica para inducir fibrosis hepatica, siendo capaz de producir inflamacion hepética y
fibrogénesis. La tioacetamida, la dimetilnitrosamida , la dietilnitrosamida y el tetracloruro de
carbono (CCl 4) son los mas comunmente utilizados. A continuacion nos centraremos en el
modelo del CCl;, que es el modelo a partir del cual desarrollamos nuestros modelos en esta

Tesis.

3.1.MODELO DE INDUCCION DE CIRROSIS POR CCL4

El modelo de induccion de cirrosis por CCl, es el modelo que mejor reproduce algunas de
las caracteristicas mas relevantes de la cirrosis humana como la hipertension portal, la
inflamacién hepética y sistémica, la formacion de fibrosis, el sindrome de circulacion
hiperdinamica, la formacion de ascitis, la TB a los GLM, las infecciones bacterianas y la regresion
potencial de la fibrosis, entre otros *?* 1¥138 Es yna gran herramienta para determinar tanto los
mecanismos patogénicos de la cirrosis como para la caracterizacion de sus alteraciones
inmunoldgicas ), debido a su gran paralelismo con el estado proinflamatorio sistémico descrito

en pacientes 9.

El CCl, es una sustancia de elevada hepatotoxicidad. EI CCl, no es téxico per se, sino que
sus efectos toxicos son atribuibles a la generacion del radical reactivo triclorometil (CCly) tras ser
metabolizado por el citocromo p450 por el enzima CYPE1l expresado en los hepatocitos
perivenulares del higado ™%, con minima expresién extrahepatica y, por tanto, no ocasiona dafio

en otros érganos. El CCl; produce efecto citotdxico y peroxidacion lipidica y dafio hepético celular
(140-143)

Desde su primera utilizacién en perros para inducir cirrosis, se ha utilizado principalmente

en roedores: primero en ratas y posteriormente se adapté a ratones, cerdos, conejos y primates
(124, 144-146)

El CCl, se administra conjuntamente con fenobarbital , afiadido al agua de bebida. El

fenobarbital produce un aumento en la actividad del citocromo p450 en el reticulo endoplasmatico

liso, y acelera el desarrollo de la fibrosis haciendo que la accién del CCl, sea mas efectiva 47149,
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Se han descrito diferentes métodos de administracion: subcutanea, intramuscular,
intraperitoneal 9, orogéastrica ®* Y o por inhalacién @ %3, La administracién orogastrica de
CCl, es posiblemente el método mas utilizado sobretodo en el estudio de la fibrosis y de las
infecciones bacterianas. Proctor desarroll6 un modelo de fibrosis mediante la administracion por
sondaje gastrico de CCl, en ratas Wistar ®%. Runyon, posteriormente, optimizé la dosis en
funcion de la variacion de peso de la rata tras la administracion orogastrica de CCl,, permitiendo
asi conseguir una elevada incidencia de ascitis y describiendo por primera vez la PBE en un
modelo animal de cirrosis hepética. Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de un peso entre 100-120
g con fenobarbital en el agua de bebida de forma ad libitum a una dosis de 1,5 nmol/l. Cuando los
animales llegan a los 200 g, inician la induccion de cirrosis con 20 pl. La dosificacion ira
aumentando en funcién de la variaciébn de peso entre el dia de la induccion y a las 48 horas
después de tomar el téxico. Una vez aparece ascitis la dosis de mantenimiento es de 40 ul. Con
esta individualizacion de la dosis se consigue una elevada incidencia de cirrosis y de desarrollo
de ascitis entre la semana 7 y la 22. Este modelo tiene una elevada mortalidad (50-55%), y suele
ocurrir alrededor de las primeras semanas debido a la toxicidad aguda del CCl, **®. Es sin duda
el modelo més utilizado para estudios de la cirrosis hepatica, la PBE y las bacteriemias ¢ % 3¢
138,154159) ' Se considera un buen modelo debido a que la mayoria de animales que superan la fase
aguda de hepatotoxicidad por CCl, desarrollan cirrosis micronodular, a diferencia de otros
modelos en donde no aparece o es inconstante. También se caracteriza por desarrollar ascitis
entre la semana 7-22 en la mayoria de animales, a diferencia de otros modelos en los que se

presenta esporadicamente. También desarrollan de forma espontanea PBE asi como TB 3 136138

154158) " obteniendo evidencias de la identidad entre las bacterias de la luz intestinal y las

traslocadas ® **”. No se observa lesion intestinal secundaria al téxico @5 169

Pese a una gran aceptacion del modelo presenta una serie de limitaciones entre las que
destacan la gran variabilidad en la respuesta de los animales al toxico, la elevada mortalidad, la
administracion del téxico es variable para obtener cirrosis y/o ascitis y la ascitis infectada presenta
diferencias con la que presentan los humanos. En la rata la mayoria de los episodios de PBE son
polimicrobianos (en un 66-75%), a diferencia de los pacientes donde casi siempre son infecciones
monomicrobianas. Se obtienen con frecuencia cultivos positivos de Enterococcus faecalis y
Proteus spp., y en humanos representan solo un 5% de las PBE. El diagnéstico de la PBE en la
rata teniendo en cuenta un nivel de PMN en liquido ascitico de 250/mm?® es controvertida, a
diferencia de lo que ocurre en humanos. Se ha observado en ratas con y sin PBE diferencias
significativas en el porcentaje de PMN y en las proteinas del liquido ascitico, debido seguramente
a la linfomonocitosis periférica que presentan estos animales, mientras que en los humanos

predominan los neutrdfilos.
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3.2.0TROS MODELOS DE FIBROSIS Y CIRROSIS

Existen otros modelos menos utilizados de fibrosis como aquellos por interferencia en la
dieta ®*V, por ejemplo la dieta MCD, la dieta con etionina o la dieta CDAA “®?. Suelen ser
buenos modelos para estudiar el estrés oxidativo, la inflamacion y los elementos fibréticos del
higado graso no alcohdlico, aunque son incapaces de reproducir los mecanismos patogénicos y

el contexto metabdlico de la enfermedad humana.

Otros modelos se desarrollan por interferencias inmunoldgicas, produciéndose
determinadas acciones sobre el sistema inmunitario que pueden provocar fibrosis y otras
alteraciones de la estructura hepatica aunque no consiguen los tipicos cambios histolégicos que
definen a la cirrosis hepatica. Son modelos en los que se utiliza concanavalina A para estudios
de hepatitis fulminante producida por virus o hepatotoxicidad “®®, o bien modelos con suero
heter6logo en los que existen componentes inmunoldgicos relacionados con la fibrogénesis
hepatica. Entre las substancias antigénicas mas utilizadas se podria destacar el suero de cerdo y
de caballo, la seroalbumina de huevo y de cerdo, la gamma-globulina humana y la globulina

sérica porcina. Suelen ser modelos que producen fibrosis hepética, pero no cirrosis 6+ 169,

Otros modelos utilizan productos procedentes de la pared celular bacteriana  *%® o bien la

utilizacion de endotoxinas “¢7.

Los modelos genéticos son modelos experimentales que han adquirido un gran auge en
los ultimos afios. Se han desarrollado en ratones, para el estudio de enfermedades cronicas
colestasicas, autoinmunes o esteatohepatitis, ya que esta especie permite més facilmente la

manipulacién del genoma %817,

Por ultimo, también existen modelos en los que se produce dafio hepético por colestasis
una de las causas mas frecuentes de fibrosis hepatica y cirrosis en pacientes con enfermedades
hepéaticas agudas o crbnicas. Estos modelos son capaces de imitar estos procesos
fisiopatol6gicos que conducen a la colestasis y a la lesion hepética, como la obstruccion de las

vias biliares, modelos autoinmunes o de lesién téxica directa
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Los pacientes cirréticos tienen una elevada sensibilidad a las infecciones “**2), siendo la
PBE especialmente grave. Pese a que el tratamiento antibiotico es eficaz, la mortalidad de la PBE

todavia esta alrededor del 20-40%.

Los modelos experimentales descritos hasta el momento son modelos de cirrosis que
pueden llegar a desarrollar ascitis y PBE, aunque con dificultades metodologicas. El modelo mas
utilizado actualmente es el modelo de cirrosis inducida por CCl, descrito por Runyon y
colaboradores ®%. Este modelo de cirrosis se ha utilizado para el estudio de la patogenia de la
ascitis, de la disfuncién renal, el estudio de la TB @& 24 136.137. 172 y, nara evaluar los efectos de
tratamientos que modifiquen la presién portal y la excrecion renal de sodio y agua “"**™, entre
otros. Presenta, pero, una serie de inconvenientes para el estudio de la PBE '®, como pueden

ser.

= La seleccion de la especie y de la cepa de estudio es muchas veces compleja. En la
literatura se suele utilizar para el estudio de infecciones bacterianas y de la PBE ratas de
las cepas Wistar y Sprague-Dawley. Estas, muchas veces, no se comportan de igual
manera, influyendo la casa comercial, la procedencia, la estacionalidad, etc. Esta
variabilidad se manifiesta en diferencias importantes en el desarrollo de la cirrosis, ascitis
y PBE, por lo que es complejo conseguir grupos homogéneos en los estudios.

= Existe una elevada mortalidad previa al desarrollo de ascitis (30-35%) °9.

= La probabilidad de desarrollar ascitis y PBE es muy variable en los diferentes estudios,
desde un 11% ®%7, 489 136 138 7004 (159 e inclusive en ratas cirréticas desnutridas de

hasta un 80% %9,

= No permiten determinar con exactitud el momento en el que desarrollan ascitis y
peritonitis. La deteccion de la PBE exige practicar paracentesis sucesivas desde el

momento en el que la rata desarrolla ascitis.

= Una vez las ratas tienen ascitis existe una elevada mortalidad antes de que desarrollen

PBE, como consecuencia de las complicaciones relacionadas con el deterioro hepatico.

= Cuando se desarrolla PBE es dificil trabajar durante periodos suficientemente prolongados

para poder evaluar nuevas estrategias terapéuticas por la elevada mortalidad.

= Existen diferencias en el liquido ascitico entre ratas con cirrosis y el paciente con cirrosis
@79 cuando se desarrolla PBE. Hasta ahora se cree que en el liquido ascitico de las ratas
predomina, mediante cultivo convencional, la presencia simultanea de diversos
microorganismos, a diferencia del paciente donde el cultivo suele ser monomicrobiano y
predominan las bacterias gramnegativas 3 54157 159 Asimismo, el cultivo de GLM en
S (136, 154-157).

ratas con cirrosis experimental y TB es polimicrobiano en un 40% de los caso

Pese a que la ratio bacilo gramnegativo/coco grampositivo es similar entre pacientes y
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modelos experimentales, las especies de Proteus spp. y Enterococcus spp. son mucho
més prevalentes en el modelo experimental. Otra diferencia en el liquido ascitico de los
animales de experimentacion es que los neutréfilos en el liquido ascitico infectado
constituye solo un porcentaje minoritario, entre un 30-35% del recuento celular,

seguramente por el predominio de linfocitos en la sangre periférica de las ratas.

Para validar nuevos tratamientos es imprescindible disponer de un modelo experimental
gque se asemeje al maximo a la patologia humana a estudiar. Por esta razén una gran parte de
nuestro estudio en esta Tesis se centra en proponer nuevos modelos experimentales de
peritonitis bacteriana inducida (PBI) en ratas cirréticas con y sin ascitis mediante la inoculacién
intraperitoneal de la cepa de E. coli ATCC25922.

Una vez desarrollado un nuevo modelo de peritonitis bacteriana inducida nos centramos en
la busqueda de un posible tratamiento que pudiera ser efectivo y disminuir la mortalidad actual.
Los pacientes con cirrosis y ascitis presentan una activacion de la respuesta proinflamatoria
durante los episodios de PBE ©®¥. Ademaés, a pesar de la administracién de cefalosporinas de
tercera generacion, los pacientes con PBE presentan continuos episodios de TB que acentlan la

77)

marcada respuesta inflamatoria . En pacientes con PBE se encuentran niveles elevados de

metabolitos del NO, especialmente en los que desarrollan disfuncién renal “®

y una marcada
activacion de citoquinas, principalmente TNFa e IL-6, frente a la infeccion ©* 9. Se recomienda,
por todo ello, realizar estudios para desarrollar nuevas estrategias contra las infecciones

bacterianas en pacientes cirréticos ™, como pueden ser:

= Desarrollo de nuevos modelos experimentales para comprender mejor la fisiopatologia de
las infecciones.

= Busqueda de posibles biomarcadores para identificar a los pacientes de alto riesgo que
pueden ser detectados de forma temprana y podrian ser indicativos de una reduccion en
la morbilidad y la mortalidad.

= [Estrategias preventivas para reducir la sensibilidad de los 6rganos diana mientras se
mantiene la competencia inmunoldégica.

= Herramientas para detectar el tipo de infeccibn que Ilimitard el uso de
antibioticos de amplio espectro y posiblemente reducir la incidencia de infecciones
bacterianas multirresistentes.

= Mejor seleccién de pacientes para la profilaxis.

= Desarrollo de terapias profilacticas no basadas en la utilizacién de antibiéticos.

= Mejor gestién del episodio agudo de la infeccion utilizando el uso de nuevas estrategias
asociado a la terapia antibiotica.

= Abordar ensayos para tratar otras infecciones tipicas del paciente cirrotico.
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En nuestro estudio, decidimos asociar a la administracion de antibiéticos un agente que
bloquea el TNFa. Por lo tanto, la segunda parte de nuestra Tesis, utiliza el modelo previamente
desarrollado para valorar el efecto de una nueva estrategia terapéutica en el modelo de cirrosis y
PBI, que en el caso de ser efectiva, pudiera ser evaluada en pacientes con cirrosis y PBE.
Concretamente, se compar6 la administracion de ceftriaxona sola 0 en combinacion con un
inmunomodulador: anti-TNFa.
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Las hipotesis de trabajo de los proyectos para la realizacion de la Tesis Doctoral son:

= ESTUDIO1

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana

inducida (PBI) mediante la inoculacion intraperitoneal de E. coli
» Hipdtesis de trabajo:

Desarrollar un modelo experimental de PBI en ratas con cirrosis que permita evaluar
nuevas estrategias terapéuticas, seleccionando la concentracion de E. coli que
proporcione una mortalidad elevada a las 48 horas, similar a los pacientes con cirrosis y

PBE no tratados con antibiéticos.

= ESTUDIO 2

Estudio del efecto de la administracion de un tratamiento antibiético asociado o no a

un inmunomodulador anti-TNF @ sobre la mortalidad en ratas cirréticas con PBI
= Hipotesis de trabajo:

Evaluar si la administracion del antibiético y/o anti-TNFa consigue disminuir la mortalidad y

las alteraciones inmunolégicas que se producen en el modelo de PBI.
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Se han llevado a cabo los siguientes proyectos para la realizacion de la Tesis Doctoral con los

siguientes objetivos

= ESTUDIO1

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana

inducida (PBI) mediante la inoculacion intraperitoneal de E. coli

Desarrollar un nuevo modelo experimental de ratas cirrGticas con ascitis y PBI
mediante la inoculacion intraperitoneal de E. coli.

Desarrollar un nuevo modelo experimental de ratas cirréticas sin ascitis y PBI mediante
la inoculacion intraperitoneal de E. coli.

Estudio de la mortalidad después de la inoculacion intraperitoneal de E. coli en el
modelo de ratas cirréticas con y sin ascitis.

Estudio de la respuesta de los leucocitos peritoneales a la infeccion.

Estudio de la concentracion Optima de E. coli para la realizacion de estudios

terapéuticos.

= ESTUDIO 2

Estudio del efecto de la administracion de un tratamiento antibiético asociado o no a

un inmunomodulador anti-TNF a sobre la mortalidad en ratas cirréticas con PBI

Evaluar el efecto de la terapia antibiética y de la administracion de anti-TNFa sobre la
mortalidad en ratas cirréticas sin ascitis a las que se le induce PBI.

Evaluar el efecto de los tratamientos realizados en el modelo experimental sobre la TB.
Estudiar el efecto del tratamiento con anti-TNFa con o sin ceftriaxona sobre la funcién
renal, hepatica y sobre la respuesta inflamatoria, valorada mediante la determinacién
de los niveles de TNFa y de NOx en muestras de sangre obtenidas durante la

laparotomia.
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= ESTUDIO 1:

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana

inducida (PBI) mediante la inoculacion intraperitoneal de E. coli

Sanchez E, Such J, Chiva MT, Soriano G, Llovet T, Merce J, Sancho F, et al. Development
of an experimental model of induced bacterial peritonitis in cirrhotic rats with or without ascites.
Am J Gastroenterol 2007; 102: 1230-1236 89,

MATERIAL Y METODOS

Ratas macho Sprague-Dawley con cirrosis inducida mediante la administracion orogastrica
de CCl; con (n= 22) o sin (n= 101) ascitis fueron aleatorizadas para recibir una inyeccion
intraperitoneal de 1 ml de agua estéril con diferentes concentraciones de E. coli. Posteriormente
se les inyecté en la cavidad abdominal diferentes volimenes de agua estéril. Un subgrupo de
animales sin ascitis recibio ceftriaxona 4 horas después de la inoculacion de E. coli. La mortalidad

de las ratas se evalu6 48 horas después de la inoculacion bacteriana.
RESULTADOS

No hubo mortalidad en los grupos que recibieron solo agua estéril intraperitoneal ni en
aquellos que fueron infectados con una dosis de 10’ ufc de E. coli. Las ratas con ascitis
mostraron una menor mortalidad que las ratas sin ascitis a las que se les inyect6 10° o 10° ufc de
E. coli (p<0.05). La mortalidad fue mayor con 10° ufc respecto a 10 ufc de E. coli tanto en ratas
con ascitis (pNS) como en las ratas sin ascitis (p<0.01). Se observé una tendencia a una menor
mortalidad en las ratas inoculadas con 10° ufc de E. coli y mayor volumen de liquido inoculado
(Tablas 1y 2).

Se observé una marcada respuesta de las células polimorfonucleares peritoneales 4 horas
después de la inyeccion de E. coli tanto en ratas con o sin ascitis (Figuras 1 y 2). La terapia con
antibiéticos redujo significativamente la mortalidad en las ratas infectadas con 108 ufc de E. coli
(p<0.01).
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BACKGROUND: Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a severe complication of cirrhotic patients associated
with a high mortality.

AlIM: To develop an available experimental model of induced bacterial peritonitis in cirrhosis.

MATERIAL Sprague-Dawley rats with carbon-tetrachloride-induced cirrhosis with (N = 22) or without (N = 101)

AND METHODS: ascites were randomized to receive an intraperitoneal administration of different concentrations of
Escherichia coli (E. coli) diluted in 1 mL of sterile water in ascitic rats and in different volumes in
nonascitic rats. A subgroup of nonascitic animals received ceftriaxone 4 h after E. coli inoculation.
Mortality of rats was evaluated 24 h after bacterial inoculation.

RESULTS: None of the rats receiving sterile water alone and only one infected with 107 cfu of E. coli died.
Ascitic rats showed a lower mortality rate than nonascitic rats infected with 108 or 10° cfu of E. coli
(P < 0.05). Mortality was higher with 10° cfu than with 108 cfu of E. coli in ascitic (P NS) and
nonascitic (P < 0.01) rats. A trend was noted to ward higher mortality in nonascitic rats inoculated
with 108 cfu with increasing water volumes. A marked peritoneal polymorphonuclear cell response
was observed 4 h after E. coli injection in both ascitic and nonascitic rats. Antibiotic therapy

significantly reduced the mortality rate of rats infected with 108 cfu (P < 0.01).

CONCLUSIONS:

This experimental model of induced bacterial peritonitis in cirrhosis with or without ascites may

represent a useful tool for the study of pathogenic events postinfection and for the design of new
therapeutic strategies to treat patients with SBP.

(Am J Gastroenterol 2007;102:1230-1236)

INTRODUCTION

Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a characteristic and
severe infection in patients with cirrhosis. Short-term prog-
nosis of SBP has improved during the last decades due to
several factors (1, 2), such as prompt diagnosis of this com-
plication with the routine practice of diagnostic paracentesis
(2, 3), standardization of diagnostic criteria of ascitic fluid
infection (4, 5), and worldwide use of nonnephrotoxic, third
generation cephalosporins (6). However, a significant num-
ber of patients with SBP develop infection-associated com-
plications, such as systemic hemodynamic dysfuntion and
progressive renal failure, leading in some cases to death (1,
2). In fact, half of the patients with SBP and renal failure die
during hospitalization compared with 6% of patients without
renal failure (7, 8).

In rats, carbon tetrachloryde induces cirrhosis, ascites, and
in some cases SBP. This model of cirrhosis has been exten-
sively used to study the pathogenesis of ascites, renal dys-
function, and bacterial translocation (9-13), and to evaluate
the effect of several drugs to modify portal pressure and renal
excretion of sodium and water (14—16). However, this exper-
imental model has not been used to evaluate therapy of SBP
because either the rats die before the development of SBP
or are so sick at the time of diagnosis that the study cannot
be continued due to the extremely high mortality of animals.
Further, infection in rats is polymicrobial in one-third of the
cases (17).

To our knowledge, a useful experimental model of bacterial
peritonitis in cirrhotic rats has not been established to allow
the evaluation of new therapies for SBP and related compli-
cations, such as renal failure, before its clinical application.
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An experimental model of induced bacterial peritonitis was
described in normal rats (18). In this model, short-term mor-
tality was directly related to the concentration of the bacteria
and the volume injected in the peritoneal cavity.

The aim of the present study has been to develop a model
of cirrhosis and induced bacterial peritonitis in rats with
ascites and to evaluate the effect of peritoneal fluid vol-
ume on mortality in infected nonascitic cirrhotic rats. This
model may become a useful tool to study commonly asso-
ciated complications to SBP, such as renal insufficiency or
encephalopathy, and to evaluate the efficacy of therapeutic in-
terventions to improve short-term prognosis in patients with
SBP.

MATERIAL AND METHODS

PROTOCOL 1: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic
Rats With Ascites

Male Sprague-Dawley rats were included in this study. Rats
were individually caged at a constant room temperature of
21°C and exposed to a 12:12 light/dark cycle. A control
group of healthy rats was previously used to evaluate the
virulence of the selected strain of Escherichia coli (E. coli)
(ATCC25922).

Cirrhosis was induced as previously described by Run-
yon et al. (19). Rats weighing 100—120 g were fed standard
rodent chow (B/K) and were treated with 1.5 mmol/L phe-
nobarbital in tap water. When rats reached a weight of >200
g, weekly doses of CCly (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, NJ)
were given intragastrically using a sterile pyrogen-free sy-
ringe (Artsana p.p.a., Greenclate) with an attached stainless
steel animal feeding tube (Popper and Sons, New Hyde Park,
NY) without anesthesia. The first dose of CCl4 was 20 «L and
subsequent doses were adjusted based on changes in weight
48 h after the last dose, as previously reported (20). After
a minimum of 12 wk of induction of cirrhosis, and ascites
had developed as shown by paracentesis, an intraperitoneal
(i.p.) injection of 10% or 10° cfu of viable E. coli diluted in
1 mL of sterile water was administered under air anesthesia
with fluorane. Twenty-four hours later, the mortality rate was
evaluated. Early after the death or 48 h after the experimental
inoculation, a laparotomy was performed to obtain a sample
of the liver for histological evaluation.

In six rats with ascites, a diagnostic paracentesis was per-
formed at the time of infection with E. coli and 4, 6, 24,
and 48 h after the induction of infection, if the rat was alive,
to quantify polymorphonuclear cell infiltration in the ascitic
fluid, as an index of peritoneal leukocyte response to in-
fection. Cell counting was done on an Olympus BH-2 mi-
croscope (20x10) and using a Neubauer chamber. For the
differential cell count, a Cytospin cell preparation system
(Thermo Shandon, Pittsburgh, PA) was used. After ultracen-
trifugation of ascitic fluid, samples were dyed by the method
of May-Griinwald Giemsa to identify polymorphonuclear
cells.
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PROTOCOL 2: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic
Rats Without Ascites

Cirrhosis was induced in Sprague-Dawley rats following the
same methodological approach as in protocol 1. After 16 wk
of administration of CCly, a paracentesis was performed to
rule out the presence of ascites under air anesthesia with flu-
orane. Immediately postparacentesis, an intraperitoneal in-
jection of 0, 107, 108, or 10° cfu of viable E. coli diluted
in different volumes of sterile water (1, 10, 20, and 30 mL)
was administered. Twenty-four-hour mortality incidence was
evaluated. After the death or 48 h after the inoculation, a la-
parotomy was performed to obtain a sample of the liver for
histological evaluation. As in protocol 1, a diagnostic para-
centesis was performed at the time of infection with E. coli
and 4, 6, 24, and 48 h after the induced infection in 20 rats
without ascites, if the rat was alive, to evaluate the peritoneal
leukocyte response to infection.

PROTOCOL 3: Effect of Antibiotic Therapy on Mortality
in Cirrhotic Rats With Induced Bacterial Peritonitis
Cirrhotic rats without ascites were included in this protocol.
Eight rats were inoculated with 10% and 15 rats with 10° cfu of
viable E. coli diluted in 20 mL of sterile water. Four hours af-
ter inoculation, rats were treated with ceftriaxone 100 mg/kg
subcutaneously, that was administered daily for 7 days. The
mortality rate of this group of animals was evaluated 1 wk
after the infection and compared with that from rats included
in protocol 2. After the death or 7 days after the inoculation, a
laparotomy was performed to obtain a sample of the liver for
histological evaluation. In surviving rats, samples of mesen-
teric lymph nodes and ascitic and pleural fluid, if present,
were also obtained for microbiological culture.

This study was approved by the Animal Research Commit-
tee of the Institut de Recerca of Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau (Barcelona) and by the Departament de Agricultura,
Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya (DARP).
Animals received care according to the criteria outlined in
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Statistical Analysis

Fisher’s exact test was used to compare mortality between
groups. The Wilcoxon nonparametric test was used to com-
pare variations of polymorphonuclear count in ascitic or peri-
toneal fluid after inocultacion with E. coli. A P value of less
than 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

A control group of 24 healthy rats was previously used to
evaluate the virulence of the selected strain of E. coli. An
i.p. injection of 10% or 10° cfu of viable E. coli diluted in
20 mL of sterile water was administered. Table 1 shows the
mortality of healthy control rats and cirrhotic rats infected
with E. coli according to the dose of E. coli and the weight of
the rat. Marked differences in mortality rate were observed
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Table 1. Short-Term Mortality in Healthy Control Rats and Cirrhotic Rats With Ascites and Induced Bacterial Peritonitis According to the

Weight and Size of the Bacterial Inoculum

Healthy Control Rats Cirrhotic Rats With Ascites
Weight (g) 180-230 450-500 450-500
E. coli concentration (cfu) 108 10° Total 108 10° Total 108 10° Total

Mortality (%)

7/9 (718%) 6/6 (100) 13/15 (87%) 0/6 (0%) 0/3 (0%) 0/9* (0%) 3/10 (30%) 7/12 (58%) 10/22" (45%)

*P < 0.05 with respect to total group of control rats weighing 180-230 g.
TP < 0.05 with respect to total group of control rats weighing 450-500 g.

according to the weight of control rats. Short-term mortality
in low-weight rats (180-230 g) receiving 10® or 10° cfu of E.
coli was 77.8% and 100%, respectively, while the mortality
of heavier animals (450-500 g) was significantly lower (0%)
for inoculation of both 10% and 10° cfu of E. coli (P < 0.05).

PROTOCOL 1: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic
Rats With Ascites

Twenty-two cirrhotic rats with ascites were included in pro-
tocol 1. Ten rats received an i.p. injection of 10% cfu of
E. coliin 1 mL of sterile water and 12 rats received 10° cfu of
E. coli in 1 mL of sterile water. Three of the 10 rats (30%) in
the 108 group and 7 of 12 (58%) in the 10° group died during
the first 24 h postinfection (NS) (Table 1). Short-term mortal-
ity was significantly higher in cirrhotic rats with ascites and
induced peritonitis than in infected control rats with similar
weight (45% vs 0%, respectively, P < 0.05) (Table 1). His-
tological evaluation showed severe fibrosis or cirrhosis in all
rats.

PROTOCOL 2: Induced Bacterial Peritonitis in Cirrhotic
Rats Without Ascites

One hundred one rats with cirrhosis without ascites were in-
cluded in this protocol. Rats were randomized to receive an
i.p. injection of 0, 107, 108, or 10° cfu of E. coli in 1, 10,

Table 2. Short-Term Mortality in Cirrhotic Rats Without Ascites
and Induced Bacterial Peritonitis According to the Volume of Sterile
Water Injected and Concentration of the Bacterial Inoculum

Sterile Water Volume (mL) Injected in
Cirrhotic Rats Without Ascites

E. coli 1 10 20 30 Total
concentration (cfu)
0 0/3 0/4 0/4 0/3
0% 0% 0% 0% 0/14*
0%
107 0/3 0/3 1/4 0/3
0% 0% 25% 0% 1/13*
7.7%
108 3/7 510  7/10 8/10
43% 50% 70%  80% 23/371
62.2%
10° 5/5 9/10 12/12  9/10
100% 90% 100%  90% 35/37
94.6%

*P < 0.001 with respect to groups receiving 10% or 10° cfu of E. coli.

TP < 0.01 with respect to group receiving 10° cfu of E. coli.

The first number of the fractions detailed represents the number of dead animals in a
given group, and the second the total animals tested.

20, or 30 mL of sterile water. Table 2 shows the mortality
of cirrhotic rats infected with E. coli according to the con-
centration of E. coli and the volume of sterile water injected.
None of the rats receiving sterile water without E. coli and
only one rat infected with 107 cfu of E. coli died (7.7%). Mor-
tality rates of rats inoculated with 10® cfu of E. coli showed
a trend to increase according to the volume of sterile water
administered (43, 50, 70, and 80% in 1, 10, 20, and 30 mL
of sterile water, respectively), although values did not reach
significance. In contrast, the mortality rate of rats infected
with 10° cfu of E. coli was almost completely independent
of the injected volume of sterile water. A concentration of
10° cfu of E. coli caused a significantly higher mortality
in cirrhotic rats without ascites than a concentration of 108
(P < 0.01). This difference did not achieve statistical signif-
icance in cirrhotic rats with ascites (P NS), probably due to
the reduced number of rats with ascites included in proto-
col 1. All rats showed severe fibrosis or cirrhosis at laparo-
tomy.

Polymorphonuclear Cell Response to Infection
Figure 1 shows peritoneal leukocyte count in a group of cir-
rhotic rats with (N = 6) or without (N = 20) ascites at the

POLYMORPHONUCLEAR COUNT IN ASCITIC OR PERITONEAL
FLUIDS IN CIRRHOTIC RATS
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Figure 1. Variations of polymorphonuclear count in ascitic or peri-
toneal fluids in cirrhotic rats after E. coli inoculation according to
the presence or abscense of ascites at the time of . coli injection. a:
P < 0.001 with respect to basal data including ascitic and nonascitic
rats. b: P NS between ascitic and nonascitic rats.
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Figure 2. Variations of polymorphonuclear count in ascitic or peri-
toneal fluids in cirrhotic rats after £. coli inoculation according to
the injected dose of E. coli. a: P < 0.05 with respect to basal value.
b: P < 0.05 with respect to rats injected with 107 or 108.

time of E. coli inoculation and 4, 6, 24, and 48 h postinfection,
if animals survived and still had peritoneal fluid. A marked
and significant peritoneal polymorphonuclear cell response
was detected in cirrhotic rats at 4, 6, and 24 h postinfection.
No significant differences in peritoneal leukocyte response
between ascitic and nonascitic rats were observed.

Figure 2 shows peritoneal polymorphonuclear response in
cirrhotic rats according to the injected dose of E. coli. The
peritoneal cell response was independent of the concentration
of E. coli injected 4 and 6 h postinfection, but increased
significantly in rats infected with 10° with respect to 107 or
108 cfu of E. coli 24 h postinfection (P < 0.05).

PROTOCOL 3: Effect of Antibiotic Therapy on Mortality
in Cirrhotic Rats With Induced Bacterial Peritonitis
Twenty-three cirrhotic rats without ascites were inoculated
with 10% cfu (N = 8) or 10° cfu (N = 15) of viable E. coli
diluted in 20 mL of sterile water. Four hours after inocu-
lation, rats were treated daily with ceftriaxone 100 mg/kg
subcutaneously for 7 days. No deaths were observed in rats
infected with 10® cfu of E. coli, while 11 of 15 rats inocu-
lated with 10° cfu died (P < 0.01). Mortality was significantly
lower in cirrhotic rats inoculated with 10® cfu and treated with
cefriaxone than in those nontreated from protocol 2 (0/8 vs
7/10, P < 0.01), but not in those rats infected with 10° cfu
(11/15 vs 12/12, P NS). In one rat inoculated with 10° cfu,
E. coli was detected in pleural fluid at laparotomy. All rats
showed also severe fibrosis or cirrhosis at laparotomy.

DISCUSSION

SBP is a severe bacterial infection in cirrhosis with an im-
proved short-term prognosis during the last two decades
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(3, 21). Although most of the rapidly diagnosed and treated
SBP episodes are satisfactorily resolved, a significant number
of patients may still develop infection-associated complica-
tions, such as hepatic encephalopathy, septic shock, or pro-
gressive renal failure, leading in some cases to an irreversible
hepatorenal syndrome and death (3, 7, 21). A recent clinical
study has demonstrated a better short-term prognosis in SBP
cirrhotic patients treated with cefotaxime and systemic vol-
ume expansion with albumin (8). However, no experimen-
tal models of SBP are available to evaluate new therapeutic
strategies that may be then transferred to clinical trials.

The first protocol was aimed to induce bacterial peritonitis
in cirrhotic rats with ascites by the intraperitoneal administra-
tion of E. coli. This microorganism was selected because it is
the most common organism causing SBP in patients with cir-
rhosis (3, 21). Virulence of the E. coli strain was previously
evaluated by its administration to normal rats. Short-term
mortality in infected control rats was similarly high with a
dose of 108 or 10° cfu of E. coli administered intraperitoneally
in 20 mL of sterile water (Table 1), which is in agreement with
previous publications (18).

Short-term mortality was higher in rats with cirrhosis and
ascites receiving 10° than 108 cfu of E. coli, although val-
ues did not reach statistical significance (58.3% vs 30%,
P NS), and these figures were significantly higher than those
observed in control animals with similar weight (Table 1).
This likely supports the existence of a marked impairment
of defensive mechanisms in cirrhotic animals, similar to
what has been described in patients with advanced cirrhosis
(3, 21).

Notably, mortality of normal rats with induced bacterial
peritonitis is directly related to the volume of fluid injected
in the peritoneal cavity (18), which suggests that mortality
of cirrhotic rats with induced bacterial peritonitis might de-
pend on the volume of ascitic fluid. The second protocol was
performed to evaluate the mortality observed in an exper-
imental model of induced bacterial peritonitis in cirrhotic
rats without ascites infected with different concentrations of
bacterial inoculum and volumes. In animals with cirrhosis
without ascites, short-term mortality was directly related to
the size of the inoculum. While only one rat inoculated with
107 died (7.7%), 108 cfu of E. coli was the lowest concen-
tration of bacterial inoculum that caused relevant mortality
(Table 2). However, mortality was significantly lower in rats
receiving 108 cfu of E. coli than in those receiving 10° cfu
(P < 0.01). In contrast to previous studies in noncirrhotic rats
(17), mortality was not affected by the volume of sterile wa-
ter inoculated in nonascitic rats, probably because mortality
was observed in almost all rats receiving an intraperitoneal
dose of 10° cfu of E. coli. However, cirrhotic rats inoculated
with 10% cfu of E. coli showed a trend to a higher mortality
when the inoculum was diluted in larger volumes of sterile
water (Table 2). It is likely that increasing the number of ani-
mals tested with this experimental approach, this trend would
achieve statistical significance.
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When comparing both protocols, short-term mortality was
significantly higher in cirrhotic animals without ascites than
in animals that had already developed ascites, independent of
the inoculum of E. coli. Three mechanisms may explain, at
least in part, these findings. First, ascitic fluid has an intrinsic
bactericidal capacity (22) and the likelihood of developing an
SBP episode is directly related to the ascitic fluid antimicro-
bial activity (23-25). Patients with low ascitic fluid opsonic
activity (23) or low ascitic fluid total protein show a higher
incidence of SBP during follow-up (24, 25). Cirrhotic rats
without ascites inoculated with E. coli diluted in water would
lack this antimicrobial mechanism in ascitic fluid. Second,
both during the induction of cirrhosis and when ascites is
already evident, animals show the presence of fragments of
bacterial genome in blood and ascitic fluid (26). This has
been observed to induce a marked peritoneal inflammatory
response in patients with cirrhosis (27), which may in turn
increase the peritoneal cellular bactericidal activity (28). This
would lead to lower mortality in animals that had already de-
veloped ascites at inoculation. However, in the present study,
we did not evaluate the antimicrobial activity of ascitic and
peritoneal fluids of cirrhotic rats to confirm these hypotheses.
Third, the large water overload injected in the peritoneal cav-
ity could also contribute to the higher mortality in nonascitic
cirrhotic rats compared with ascitic rats. In fact, a trend was
noted to higher mortality in nonascitic rats inoculated with
10% cfu with increasing water volumes. However, this effect
was not observed in nonifected cirrhotic rats or rats infected
with 103 or 10° cfu. Similar volumes of water administered
by gavage have been used to evaluate the capacity to excrete
free water in cirrhotic rats with ascites without describing a
higher mortality (29). We cannot exclude, however, that the
higher mortality observed in nonascitic than in ascitic rats
may be related to the older age and/or to the higher dose of
CCly received by the former group of animals. It is likely that
cirrhotic rats that did not develop ascites may show a longer
survival than nonascitic cirrhotic rats, probably indicating a
better liver function.

A marked peritoneal leukocyte response occurred rapidly
after E. coli injection in animals, independent of the pres-
ence or not of ascites (Fig. 1), and this is similar to what
has been reported in control rats (18, 30). Presence of ascites
did not affect peritoneal leukocyte response, which was more
marked than that usually observed in cirrhotic patients with
SBP (1, 2). In contrast, the peritoneal polymorphonuclear
response was initially similar irrespective of the size of the
inoculum during the first hours postinfection, but increased
significantly in rats inoculated with the higher dose of E. coli
with respect to the lower doses (Fig. 2), in which there was
a progressive decrease in ascitic polymorphonuclear count.
These data demonstrate the capacity of cirrhotic rats to con-
trol the infection, if they are infected with a low inoculum.

Noteworthy, all cirrhotic rats infected with 10% cfu of E.
coli and treated with ceftriaxone survived the infection, while
only 27% of rats infected with 10° cfu did. These data demon-

strate that antibiotic treatment is effective in this model of
induced bacterial peritonitis as in patients with SBP (3, 6),
but rats infected with a high innoculum probably require ad-
ditional maneuvers to survive to the infection. Therefore, this
model of induced bacterial peritonitis might represent a use-
ful tool to evaluate new therapeutic approaches to improve
short-term survival in cirrhotic patients with previous SBP
clinical investigation.

In conclusion, we have developed an experimental model
of induced bacterial peritonitis in cirrhotic rats with or with-
out ascites. The characteristics of this model regarding short-
term mortality and graded response to the size of the bacte-
rial inoculum may make it useful to study the local, systemic,
and renal derangements that usually take place following peri-
toneal infection in patients with cirrhosis and ascites, together
with the evaluation of new therapeutic approaches to reduce
short-term mortality for potential clinical application in the
future.

STUDY HIGHLIGHTS
What Is Current Knowledge

® An experimental model of carbon-tetrachloryde-
induced cirrhosis and ascites in rats is well established.

® This model is useful to study the pathogenesis of as-
cites, renal dysfunction, and bacterial translocation and
to evaluate the effect of several drugs to modify portal
pressure and renal excretion of sodium and water.

® A useful experimental model of bacterial peritonitis in
cirrhotic rats to allow the evaluation of new therapies
for spontaneous bacterial peritonitis (SBP) and related
complications is lacking: this is relevant, because ther-
apies for SBP cannot not be tested in animal models,
because when this complication is detected in animals,
they are so sick that they usually die at in the short
term.

What Is New Here

® An experimental model of bacterial peritonitis in cir-
rhotic rats with or without ascites that is easily repro-
ducible, caused by E. coli, the most common organism
in patients with SBP.

® The differences required in the inoculum in control
rats and cirrhotic rats with or without ascites inducing
variations of mortality and the effect of peritoneal fluid
volume on mortality in infected nonascitic cirrhotic
rats.

® This model may become a useful tool to study com-
monly associated complications to SBP, such as renal
insufficiency or encephalopathy, and to evaluate the
efficacy of therapeutic interventions to improve short-
term prognosis in patients with SBP.
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Estudio del efecto de la administracion de un tratamiento antibiético asociado o no a
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MATERIAL Y METODOS

Ratas macho Sprague-Dawley con cirrosis inducida mediante la administracién de CCl, por
sondaje gastrico y sin ascitis, se les indujo PBI mediante una inyeccion intraperitoneal de 1 ml de
agua estéril con una concentracion de 10° ufc de E. coli y se inyecté en la cavidad peritoneal 20
ml de agua estéril. Fueron aleatorizadas a recibir por via subcutanea: placebo, ceftriaxona, anti-

TNFa y ceftriaxona, o anti-TNFa solo.
RESULTADOS

No se observaron diferencias entre los grupos al inicio del estudio con respecto a la funcion

renal, pruebas hepaticas, niveles séricos de nitritos/nitratos y TNFa (Tabla 1).

El tratamiento con ceftriaxona redujo la mortalidad (73,3%), pero las diferencias no

alcanzaron significacion estadistica en comparacién con el placebo.

La mortalidad en las ratas tratadas con ceftriaxona y anti-TNFa fue significativamente

menor que en los animales que recibieron placebo (53% vs 100%, p<0.01) (Figura 1).

Los niveles de TNFa en suero se redujeron significativamente en las ratas que
sobrevivieron tratadas con ceftriaxona y anti-TNFa pero no en aquellas tratadas con antibiético
solo (Tabla 1).
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Modulation of Inflammatory Response in a Cirrhotic Rat
Model with Induced Bacterial Peritonitis

Elisabet Sanchez"%3*, Rubén Francés?’, German Soriano"%34, Beatriz Mirelis*>, Francesc J. Sancho®,

3 e . ) ~ . . - - , 79

José Manuel Gonzalez-Navajas®’, Carlos Muhoz®, Xiao-yu Song®, Miguel Pérez-Mateo®’, José Such®”?,
Carlos Guarner'-234*?
1 Liver Section, Department of Gastroenterology, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Spain, 2 Centro de Investigacién Biomédica en Red en el Area temética
de Enfermedades Hepéticas y Digestivas (CIBERehd), Instituto de Salud Carlos I, Madrid, Spain, 3 Institut dinvestigacions Biomédiques de Sant Pau (1IB), Barcelona, Spain,
4 Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra (Cerdanyola del Vallés), Spain, 5 Department of Microbiology, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Spain,
6 Department of Pathology, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Spain, 7 Unidad Hepatica, Hospital General Universitario, Universidad Miguel Hernédndez,
Alicante, Spain, 8 Department of Microbiology, Hospital General Universitario, Universidad Miguel Herndndez, Alicante, Spain, 9 Research and Development Centocor,
Malvern, Pennsylvania, United States of America

Abstract

Bacterial peritonitis is a severe complication in patients with cirrhosis and ascites and despite antibiotic treatment, the
inflammatory response to infection may induce renal dysfunction leading to death. This investigation evaluated the effect of
TNF-o blockade on the inflammatory response and mortality in cirrhotic rats with induced bacterial peritonitis treated or not
with antibiotics. Sprague-Dawley rats with carbon-tetrachloride-induced cirrhosis were treated with an intraperitoneal
injection of 10° CFU of Escherichia coli diluted in 20 mL of sterile water to induce bacterial peritonitis and randomized to
receive subcutaneously-administered placebo, ceftriaxone, anti-TNF-o. mAb and ceftriaxone, or anti-TNF-oo mAb alone. No
differences were observed between groups at baseline in respect to renal function, liver hepatic tests, serum levels of
nitrite/nitrate and TNF-o. Treatment with ceftriaxone reduced mortality (73.3%) but differences did not reach statistical
significance as compared to placebo. Mortality in rats treated with ceftriaxone and anti-TNF-o. mAb was significantly lower
than in animals receiving placebo (53% vs. 100%, p<<0.01). Serum TNF-o decreased significantly in surviving rats treated
with ceftriaxone plus anti-TNF-oo mAb but not in treated with antibiotics alone. Additional studies including more animals
are required to assess if the association of antibiotic therapy and TNF-o blockade might be a possible approach to reduce
mortality in cirrhotic patients with bacterial peritonitis.
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T Deceased

Introduction Episodes of SBP are associated with a marked release of
proinflammatory cytokines such as tumour necrosis factor alpha
(TNF-0) and effector molecules like nitric oxide metabolites (NOx)
that keep a close relationship with SBP-induced morbidity and
mortality [7], [8]. Patients with SBP show a long-lasting marked
increase in serum NOx that may contribute to maintaining
splanchnic vasodilatation and thus worsen the hemodynamic
hyperkinetic state [9], [10]. Besides, nitrite and nitrate levels in
serum and ascitic fluid at diagnosis of infection are significantly
higher in SBP patients who develop renal impairment as a
consequence of the ascitic fluid infection than in patients who
maintain a stable renal function [11].

Our group has recently reported that patients with SBP present
recurrent episodes of bacterial translocation (BT) and maintain a
marked inflammatory reaction [12] despite the administration of

Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is a common and severe
infection in patients with cirrhosis. Short-term prognosis has
improved in recent decades due to prompt diagnosis during
routine paracentesis [1], standardization of diagnostic criteria
based on ascitic fluid analyses [2], [3], and use of non-nephrotoxic
third generation cephalosporins [4]. However, a significant
number of patients with SBP still develop complications such as
infections, systemic hemodynamic dysfunction and progressive
renal failure, that lead to death [1], [2]. Fifty percent of SBP
patients who develop renal failure die during hospitalisation
compared to only 6% of patients without this complication [3].
The administration of albumin to these patients has demonstrated
a reduction in the incidence of renal dysfunction and improvement
in short-term survival [5], [6].
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third generation cephalosporins. In rats, a new therapy with the
blockade of TNF-oo has two direct consequences: it blunts the
development of the hyperdynamic circulation and reduces portal
pressure in a model of portal hypertension [13], and reduces the
frequency of BT episodes in model of cirrhosis [14]. Accordingly,
the association of the usual third-generation cephalosporin with
TNF-o blockade during a peritonitis episode may not only slow
down the ongoing infection, but also improve survival. However,
since TNF-o is part of the normal immune response, it is necessary
to assess whether TNF-o blockade would increase the risk of
developing superinfections.

We previously developed an experimental model of induced
bacterial peritonitis in cirrhotic rats with or without ascites [15]
that mimics SBP in patients, and considered it might be useful to
evaluate the efficacy of new therapeutic interventions on short-
term prognosis of patients with SBP. The present study aimed,
therefore, to evaluate the effect of TNF-a blockade on the
inflammatory response and mortality in cirrhotic rats with induced
bacterial peritonitis treated or not with antibiotics.

Materials and Methods

Animals

Male Sprague-Dawley were purchase from Harlan Laborato-
ries. Rats were individually caged at a constant room temperature
of 21°C, exposed to a 12:12 light/dark cycle and allowed free
access to water and rat chow.

The study was approved by the Animal Research Committee at
the Institut de Recerca of Hospital de la Santa Creu 1 Sant Pau
(Barcelona) and by the Department of Agriculture, Livestock and
Fisheries of the Generalitat de Catalunya (DARP). Animals
received care according to the criteria outlined in the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals.

Induction of Cirrhosis

Cirrhosis was induced as previously described by Runyon et al
[16]. Rats weighing 100-120 g were fed standard rodent chow (B/
K) and were treated with 1.5 mM/L phenobarbital in tap water.
When rats reached a weight of 200 g weekly doses of carbon-
tetrachloride (CCly) (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, NJ) were given
intragastrically using a sterile pyrogen-free syringe (Artsana p.p.a.,
Greenclate) with an attached stainless steel animal feeding tube
(Popper and Sons, New Hyde Park, NY) without anaesthesia. The
first dose of CCly was 20 pL. and subsequent doses were adjusted
based on changes in weight 48 hours after the last dose, as
previously reported [17].

Experimental Design

CCl; was administered over 16 weeks, the required period for
cirrhosis development [16]. To rule out the presence of ascites a
paracentesis was performed under air anaesthesia with isofluorane
(Forane, Abbott ind.). Sixty rats were then immediately injected
intraperitoneally (ip.) with a dose of 10 colony-forming unit
(CFU) of Escherichia coli (E. col) diluted in 20 mL of sterile water to
induce bacterial peritonitis as previously reported [15]. Four hours
later, a blood sample was taken from the saphena vein, centrifuged
and stored at —80°C. for subsequent analysis.

Animals were then randomly allocated into four groups to
receive: serum subcutaneously (s.c.) (Group I, n =15), ceftriaxone
100 mg/kg s.c. daily for 7 days beginning 4 hours after E. coli
ijection (Group II, n=15), anti-TNF-oe mAb 15 mg/kg i.p. in a
single dose (Centocor R&D, Inc, Malvern, PA, USA) and
ceftriaxone 100 mg/kg s.c. daily for 7 days (Group III, n=15)
and monoclonal Antibody Anti-Tumour Necrosis Factor Alfa
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(anti-TNF-00 mAb) 15 mg/kg ip. in a single dose (Group IV,
n=15). Survival was monitored daily for 7 days.

Laparotomy

Laparotomy was performed under anaesthesia with 10 mg/kg
xylacine (Rompun, Bayer) and 50 mg/kg ketamine (ketolar,
Parke-Dawis) in strictly sterile conditions in surviving rats 7 days
after induction of peritonitis. In brief, abdominal fur was removed
with a depilatory and the skin was sterilised with iodine. A short
incision in the abdominal wall (3—4 c¢cm.) was performed and a
sample of intraperitoneal fluid was obtained for bacterial culture.
The abdomen was then opened via a 3 cm median incision and
the remaining fluid was evacuated. If no free fluid was present,
sterile swabs were passed over the parietal peritoneal surface and
then plated. Samples of pleural fluid were also collected for
microbiological study. The mesenteric lymph nodes from the ileo-
cecal area were aseptically dissected, removed, weighed, and
liquefied in sterile saline for bacterial culture. Blood was collected
from the cava vein in a non-additive sterile interior vacutainer
(Becton Dickinson Vacutainer Systems Eur., Meylan Cedex,
France), centrifuged and stored to determine liver and renal
function parameters and TNF-o and NOx levels. A sample of the
liver was also obtained for histological evaluation. All samples were
stored at —80°C. Rats were then euthanized with intravenous
sodium thiopentate (Penthotal, Abbott Laboratories).

Biochemical Analysis

Immunoassays for quantitative measurement of rat TNF-ot in
blood samples were performed using TNF-oo Quantikine rat
Immunoassays (R&D Systems, Abingdon, UK) according to the
manufacturer’s instructions. All samples were tested in duplicate
and read at 450 nm and 490 nm in a ThermoMax microplate
reader (Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA).

The sum of the NOx: nitrite (NOy ) and nitrate (NO3 ) is
widely used as an index of NO generation and expressed as NOx
levels [18]. NOx levels were calculated by measuring conversion of
NOj3; to NOy by the enzyme nitrate reductase using an ELISA
assay (R&D Systems, Minneapolis, MN) based on the Griess
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Figure 1. Mortality observed in rats with cirrhosis and induced
bacterial peritonitis during one week after E. coli inoculation.
Group I: placebo (serum s.c.); Group lI: ceftriaxone s.c.; Group IlI: anti-
TNF-o. mAD i.p.+ceftriaxone s.c.; Group IV: anti-TNF-oc mAb i.p.; Groups |
and IV (non-antibiotic treated rats) and Groups Il and Il (antibiotic
treated rats).

doi:10.1371/journal.pone.0059692.9g001
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reaction that absorbs visible light at 540 nm, and expressed as
umol/L. All samples were tested in duplicate, and values were
corrected by running samples with culture media to assess
background NOx levels.

Statistical Analysis of Experimental Data

Statistical analyses were performed with the SPSS statistical
package (SPSS Inc. version 17.0, Chicago, Illinois, USA). All
biochemical parameters are reported as mean * SD. Differences
between groups were analysed using the non-parametric Mann-
Whitney U-test. Fisher’s exact test was used to compare mortality
between groups. The Wilcoxon non-parametric test was used to
compare variations of serum analytical parameters after inocula-
tion with E. coli. A two-tailed p<<0.05 was considered statistically
significant.

Results

Sixty rats with cirrhosis and without ascites, as demonstrated by
a negative diagnostic paracentesis, were included and randomised.
Forty-nine rats (81.7%) died during the study, mainly during the
first 24 hours after £. coli injection. No rats died in the first 4 hours
after intraperitoneal F. coli inoculation. Figure 1 shows mortality
during the week of the study. As detailed, all rats in groups I
(placebo) and IV (treated with anti-TNF-o0 mAb alone) died during
the study period. A significant reduction in mortality was observed
in the overall group of cirrhotic rats treated with antibiotic with or
without anti-TNF-o mAb (63.3%, groups II and III) as compared
with animals not receiving antibiotics (100%, groups I and IV,
p<<0.001). Mortality in the group of animals treated with
ceftriaxone alone (73.3%, group II) was lower than the
corresponding value in groups I or IV, although differences did
not reach statistical significance, probably due to the low number
of animals tested. In contrast, infected cirrhotic rats treated with
the combination of ceftriaxone plus anti-TNF-o0 mAb (group III)
showed a significant reduction in mortality (53.3%) when
compared to non-treated rats (group I, p<<0.01) or to rats treated
with anti-TNF-o0 mAb alone (group 1V, p<<0.01).

Table 1 shows basal analytical parameters, including renal and
liver function tests and serum TNF-o and NOx levels, obtained
four hours after E. coli injection. All parameters were similar in all
four groups of cirrhotic rats included in the study. When
comparisons were established between non-surviving versus surviv-
ing animals, basal serum NOx was the only analytical parameter
showing a significant increase in non-surviving rats (p<<0.05).

Anti-TNF in Cirrhotic Rats with Peritonitis

Variations in renal and liver function tests and serum TNF-o
and NOx levels were studied in surviving rats in samples obtained
4 hours after bacterial inoculation and at laparotomy. As detailed
in Table 2, a significant reduction in TNF-o serum levels was
observed in these rats (groups II+11I, p<<0.05). This variation was
even more remarkable in rats treated with ceftriaxone plus anti-
TNF-00 mAb (p<<0.05). The decrease of serum TNI-o levels in rats
treated with antibiotic alone, however, did not reach statistical
significance. NOx levels showed a tendency to increase at
laparotomy in comparison with baseline values in all surviving
animals but this was only statistically significant in Groups I+I1T
(p<<0.05). Liver parameters also decreased significantly in these
rats (p<<0.01) and no variations in renal function were observed.

Laparotomy was performed on all surviving rats 7 days after
intraperitoneal bacterial inoculation, and samples were cultured as
described above. E. coli was isolated in pleural fluid in 1 animal
from Group II, and when considering animals included in Group
III, 1 animal showed an . coli in peritoneal fluid, 1 rat presented
E. coli and Enterococcus in mesenteric lymph nodes and a third
animal had £. col in the liver. The number of surviving rats with
positive culture was higher in group II (3/4) than in group III (1/
7), although values did not reach statistical significance (p = 0.08).

Histological study of the liver was performed in all surviving rats
and showed severe fibrosis in all cases.

Discussion

To our knowledge, this is the first study to date to assess new
therapeutic approaches to reduce mortality during episodes of
bacterial peritonitis in cirrhotic rats. These rats develop SBP in the
last phases of induction of cirrhosis, but animals are so sick at that
time that they usually die during or immediately after the
diagnostic paracentesis, becoming an inadequate model for the
study of new therapeutic approaches. We developed a new model
of induced bacterial peritonitis in rats with cirrhosis, with or
without ascitic fluid, and reported mortality rates similar to those
found in a clinical setting [15]. This study represents the first
application of this animal model to assess new therapeutic options
to reduce mortality during episodes of induced bacterial perito-
nitis.

Our study investigated the effect of TNF-o blockade and/or
antibiotics on the inflammatory response and mortality in a
cirrhotic rat model with induced bacterial peritonitis. We here
report evidences that modulation of inflammatory response, as
represented by TNF-o blockade together with the usual third-
generation cephalosporin-based therapy in animals with induced

Table 1. Basal analytical parameters of the groups of cirrhotic rats with induced bacterial peritonitis.

GROUPS 1 (n=15) I (n=15) I (n=15) IV (n=15) Non-surviving rats (n=49) Surviving rats (n=11)
Urea (mM) 6,6*1,2 70*1,8 6,109 6,6*1,9 6,617 6,410

Creatinine (uM) 57,8%6,6 56,3%9,5 52,5%9,2 57,6%89 55,6+8,9 543+7,5

Bilirubine (uM) 11,995 12,5%7,2 17,1£10,1 13,610,2 151+9,6 129+7,7

AST (u/L) 1140£363 1020585 1091387 1014616 1089547 929420

ALT (u/L) 622+316 693+482 608+263 640+509 650+438 640+349

GGT (u/L) 10,9%6,2 10,8%5,2 12,774 13,7%6,2 12,6+5,9 1,1£7,2

TNF-o. (pg/mL) 1762100 16396 204+118 207+137 198,6+117,7 167,6+101,4

NOx (nmol/mL) 107+30 98+39 12146 129+89 125,4+62,0* 84,9+26,9

*p<<0.05 respect to surviving rats.
doi:10.1371/journal.pone.0059692.t001
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Samples of blood were obtained 4 hours after intraperitoneally administration of E. coli.
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Table 2. Variations in renal and liver function tests and serum TNF-o and NOx levels in surviving cirrhotic rats between the

infection of E.coli and the laparotomy.

Anti-TNF in Cirrhotic Rats with Peritonitis

GROUPS

I(n=4)

nn=7)

I+ (n=11)

Urea (mM)
Creatinine (uM)
Bilirubine (uM)
AST (u/L)

ALT (u/L)

GGT (u/L)

6.7+1.0 - 6.3+0.9
51.5*£4.1 — 51.3+39
9.2+43 — 1.5+0.6*
919£519 — 174*116
558+336 — 43*16
125+9.1 — 3,647

6.2+1.0 — 6.1+0.4
56.0+8.8 — 56.3*+7.6
15.0£8.7 — 1.5*0.8*
936+401 — 160+80*
687+375 — 46+30*
10.3+6.6 — 0.9*£1.7*

64+1.0 — 6.1£06
543+75 — 545+6.8
129+7.7 — 1.5+0.7"
929+420 — 165+89"
640+349 — 45+25"
111272 — 1.7+297

TNF-ou (pg/mL)
NOx (nmol/mL)

132+96 — 98.4+60.4
74+39 — 127.9+82.4

189£118 — 48.5+41.8*%
91+46 — 139.6+68.5

168.5+£107 — 66.6+52.7%
85.5+42.5 — 1353+69.9%

*p<<0.05 respect to basal serum levels,
"p<0.01 respect to basal serum levels.
doi:10.1371/journal.pone.0059692.t002

bacterial peritonitis, may represent a useful tool to increase
survival compared to non-treated rats or treated only with TNF-o
blockade. However, this benefit was not statistically significant
compared to rats treated only with third-generation cephalosporin.
In addition, despite a higher number of positive culture at
laparotomy in surviving rats from group II (3/4) than in group III
(1/7) (p = 0.08), with the current data we can not speculate about a
protective effect of TNF-a blockade with the combined treatment.
Probably, additional studies including more animals are required
to assess if the association of antibiotic therapy and TNF-o
blockade might be a possible approach to reduce mortality in
cirrhotic patients with spontancous bacterial peritonitis.

As pointed out above, higher levels of NO and TNF-o at
diagnosis of SBP and during SBP episodes predict complications
such as renal insufficiency and survival [7], [11], [19]. Recent
findings from our group may offer a clue to explain the maintained
inflammatory reaction in SBP. When studying sequential samples
of blood from SBP patients under antibiotic therapy, we observed
the maintenance of molecular evidence of BT as demonstrated by
the presence of bacterial genomic fragments (bacterial DNA) in
blood and found that levels kept a direct and significant relation
with proinflammatory cytokines and NO [12]. However, in rats,
TNF-o blockade appears to blunt hemodynamic disturbances in a
model of portal hypertension [13], and reduce episodes of BT in a
model of cirrhosis [14]. These data suggest that modulation of the
inflammatory response might improve survival, supporting our
hypothesis that the use of a selective mAb against TNF-o together
with cefiriaxone would decrease mortality in an intraperitoneal
infection episode. Since TNF-o is part of the normal immune
response against bacterial infections, it is necessary to investigate
whether the administration of anti-TNF-o0 mAb might result in an
increased risk of bacterial superinfections. However, in the present
study we did not observe superinfections in surviving rats treated
with antibiotics and anti-TNF-o0 mAb.

There were two main analytical findings when comparing
samples obtained immediately after i.p. administration of E. coli
and at laparotomy in surviving rats: first, baseline NOx was the
only parameter to show statistically significant differences between
surviving and dying rats (Table 1). This information is similar to
that reported in patients with SBP [11], and may be related to
repeated episodes of BT and stimulation of the immune response
prior to ip. injection with E. coli. Indeed, bacteria components
such as lipopolysacharide or DNA stimulate the immune response
through joining toll-like receptors 4 and 9, respectively [20], [21],
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and it is likely that higher NOx levels will correlate with more
severe haemodynamic disturbances in this model.

Second, TNF-o levels decreased significantly in surviving
animals when receiving ceftriaxone alone or in combination with
mADb, although values only reached significance in the combina-
tion therapy arm. This seems logical when considering the
specificity of anti-TNF-o0 mAb used in this investigation. No
differences in the rate of BT were observed when comparing
animals included in Groups II or III. These results are similar to
others previously reported by our group [14] that showed that
anti-TNF-o0 mAb in non-infected rats with cirrhosis does not
increase the likelihood of developing infections. In this investiga-
tion, however, rats were infected, and the trend towards an
increased persistence of bacteria in mesenteric lymph nodes in
animals receiving the combination therapy may point to a
decreased ability to fight against infection once it is established.
Caution should therefore be recommended when considering the
immune modulation with administration of anti-TNF-o. mAb in
an active infection setting.

TNF-oo blockade may be also achieved by several non-
monoclonal related molecules. Xanthine derivatives such as
pentoxifylline [22] or serotonin 5-hydroxytryptamine (2A) receptor
agonists such as 2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine [23] are
potent TNF-o inhibitors that might be use to confirm presented
data. In addition, the use of these molecules would avoid the
formation of anti-drug antibodies.

In conclusion, the administration of ceftriaxone and anti-TNF-o
mADb decreases serum TNF-a levels. However, in the present study
we did not observe significant differences on survival in cirrhotic
rats with induced bacterial peritonitis treated with antibiotics with
or without anti-TNF-o0 mAb. Additional studies including more
animals are required to assess if the association of antibiotic
therapy and TNF-o blockade might be a possible approach to
reduce mortality in cirrhotic patients with bacterial peritonitis,
before this therapeutic combination can be recommended. This
animal model may represent a useful tool to assess the efficacy of
new therapies in these patients.
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DISCUSION 54

En la presente Tesis se propone desarrollar un modelo experimental de PBI en ratas
cirréticas con y sin ascitis y valorar el efecto de un nuevo tratamiento inmunomodulador asociado

0 no a un antibidtico.

A continuacion discutiremos los resultados mas relevantes obtenidos en los 2 estudios:

= ESTUDIO 1:

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana
inducida (PBI) mediante la inoculacion intraperitoneal de E. coli
Es este estudio desarrollamos los siguientes protocolos:
=  Protocolo 1: Modelo de PBI en ratas con ascitis.
= Protocolo 2: Modelo de PBI en ratas sin ascitis.

= Protocolo 3: Efecto de un tratamiento antibiotico sobre la mortalidad en ratas

cirréticas sin ascitis con PBI.

Protocolo 1: Modelo de PBI en ratas con ascitis

El primer protocolo tenia por objetivo inducir PBI en ratas cirréticas con ascitis mediante la
administracion intraperitoneal de E. coli. Para inducir PBI se seleccioné E. coli, debido a que es el
y el
microorganismo utilizado en modelos de sepsis en ratas sanas “®9. Se selecciond la cepa de E.
coli ATCC25922.

microorganismo mas comin que causa la PBE en pacientes con cirrosis @ 82

Se realiz6 un estudio previo en el que se evalud la virulencia de la cepa de E. coli
administrandola intraperitonealmente en ratas sanas, sin cirrosis. En ratas sanas de peso entre
180-230 g la mortalidad, a corto plazo (dentro de las primeras 48 horas), fue elevada tanto si se
administraba en 20 ml de agua estérii 1 ml a la concentraciéon de 10® ufc/ml como si se
administraba 1ml a la concentracion de 10° ufc/ml de E. coli (78% y 100% respectivamente), lo
cual esta de acuerdo con publicaciones anteriores “®¥. Cabe destacar, pero, que en ratas con un
peso entre 180-230 g (ratas jovenes, equivalentes al peso en el que se inicia la induccion de
cirrosis) presentan una mortalidad significativamente mas elevada (87%) respecto al grupo de
ratas sanas con un peso de 450-500 g, grupo en el que no hubo mortalidad (0%, p<0.05). Estas
ratas, por tanto, son capaces de desarrollar mecanismos para resolver la infeccion por E. coli a

las concentraciones estudiadas.
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Una vez comprobada la virulencia de la cepa se procedidé a desarrollar el primer estudio
donde se evalu6 la mortalidad a corto plazo de ratas con cirrosis y ascitis. Utilizamos el modelo
experimental de ratas cirréticas de Runyon y colaboradores “® con administracién intragastrica
de CCl, para conseguir ratas cirréticas con ascitis (determinada por paracentesis), no infectadas
(estudio por cultivo microbioldgico), para asi poder estudiar el efecto de la administracion de E.
coli. Evaluamos el efecto de la administracion de diferentes concentraciones de E. coli sobre la
mortalidad a corto plazo, debido a que observamos que si superaban las primeras 48 horas ya no
habia mortalidad debido a la infeccibn. En ratas cirréticas con ascitis que recibieron la
concentracién de 10° ufc/ml de E. coli se observé un aumento de la mortalidad respecto a las que
recibieron 10° ufc/ml de E. coli, aunque la diferencia no alcanzé significacién estadistica (58,3%
vs 30%, pNS). Sin embargo, la mortalidad observada respecto a las ratas control con peso similar
si alcanzé significacion estadistica (45% vs 0% p<0.05). Esto es compatible probablemente, con
la existencia de un notable deterioro de los mecanismos de defensa de los animales cirroticos, de
forma similar a lo que se ha descrito en pacientes con cirrosis avanzada % %2, La mortalidad en
las ratas sanas con bacteriemia inducida se piensa que esta directamente relacionada con el

| (183)

volumen de liquido inyectado en la cavidad peritonea , o que sugiere que la mortalidad en

ratas cirréticas con ascitis con PBI podria depender también del volumen de liquido ascitico.

La respuesta inflamatoria peritoneal observada en las ratas cirréticas con ascitis a las que
se les inocul6 E. coli, fue una respuesta inflamatoria rapida después de la inyeccién de E. coli
(pico a las 4 horas tras la inoculacién) similar a lo observado previamente en ratas sanas 8 %%,
La presencia de ascitis no afecté a la respuesta inflamatoria peritoneal, mas marcada de lo que

generalmente se observa en pacientes cirréticos con PBE 76189,

Protocolo 2: Modelo de PBI en ratas sin ascitis

El segundo protocolo tenia por objetivo inducir PBI en ratas cirréticas sin ascitis mediante la

administracion intraperitoneal de E. coli.

Se estudio el efecto de la administracion de diferentes concentraciones de E. coli (107,108,

10° ufc) en diferentes diluciones de agua estéril (1 ml, 20 ml, 20 ml, 30 ml).

Los resultados observados en las ratas con cirrosis sin ascitis mostraron que la mortalidad a
corto plazo dependia de la concentracion de E. coli administrada. En aquellas ratas que no se les
administraba E. coli no observamos mortalidad en el periodo estudiado. Independientemente del
volumen administrado, a concentraciones bajas de E. coli (10" ufc/ml), solo una rata falleci6 (1/13;
7.7%), y cuando se inocul6 10° ufc/ml de E. coli esta concentracion del inculo se observo que
era capaz de causar una mortalidad ya relevante, pero significativamente menor a la que se
produce al inocular 10° ufc/ml (23/37; 63% vs 35/37; 95%; p <0.01).
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En contraste con estudios anteriores en ratas no cirréticas @™ 3 en nuestro estudio la
mortalidad no se vio afectada por el volumen de agua estéril inoculado en ratas sin ascitis,
probablemente debido a que la mortalidad al administrar 1 ml a la concentracion de 10° ufc/ml de
E. coli fue practicamente del 100% independientemente del volumen total. Sin embargo, las ratas
cirrdticas que fueron inoculadas con 10° ufc de E. coli mostraron una tendencia a una mayor
mortalidad cuando el indculo se diluy6é en volimenes mayores. Es probable que si se aumentara
el nimero de animales con este enfoque experimental, esta tendencia alcanzara la significacion

estadistica.

La respuesta de PMN peritoneales se produjo rapidamente después de la inyeccion de E.
coli, al igual que en el grupo con ascitis. La respuesta producida por los PMN durante las
primeras horas después de la infeccién fue independiente de la concentracion del inoculo, pero se
observd un aumento significativo a las 24 horas en las ratas inoculadas con la concentracion mas
elevada de E. coli (10° ufc/ml) respecto a las concentraciones mas bajas (10’ 6 10® ufc/ml), en las
gue no habia una disminucion progresiva de recuento de PMN en el liquido ascitico. Estos datos
sugieren que en las primeras fases de la infeccién, independientemente de la concentracion del
in6culo, existe una respuesta leucocitaria como respuesta a la infeccion. Si se infectan con un
indculo a concentracion baja, las ratas cirréticas tienen capacidad para controlar la infeccion, pero
a concentraciones elevadas del indculo la respuesta inicial de PMN no es suficiente, por lo que se
observo en aquellas ratas infectadas con 10° ufc/ml de E. coli un segundo pico de PMN en liquido
ascitico pasadas las 6 horas, posiblemente como respuesta a la persistencia de la infeccion
(Figura 2).

Al comparar ambos protocolos (ratas con ascitis y sin ascitis con PBI), la mortalidad en los
animales cirréticos sin ascitis era significativamente mayor respecto a aquellos que habian
desarrollado ascitis, independiente del indculo de E. coli. Estos hallazgos se podrian explicar al
menos en parte por tres mecanismos: En primer lugar, el liquido ascitico tiene una capacidad
bactericida intrinseca “®” y la probabilidad de desarrollar un episodio PBE esta directamente
relacionada con la actividad antimicrobiana del liquido ascitico ®* 88 %89 | os pacientes con baja
actividad opsoénica del liquido ascitico “®® o con niveles bajos de proteinas totales en el liquido
ascitico muestran una mayor incidencia de PBE durante el seguimiento ®* 9  Posiblemente
aquellas ratas del estudio con cirrosis sin ascitis a las que se les inoculd E. coli diluido en agua,
carecerian de mecanismos intrinsecos bactericidas del liquido ascitico. En segundo lugar, en
estudios experimentales de nuestro grupo se han observado tanto en ratas bajo la induccion de
cirrosis, como en aquellas en que ya es evidente la presencia de ascitis, la presencia de
fragmentos de genoma bacteriano en sangre y liquido ascitico “?. En estudios en pacientes con

cirrosis se ha observado que una marcada respuesta inflamatoria peritoneal °%

puede aumentar
la actividad bactericida en la cavidad peritoneal “*%. Esto corroboraria la menor mortalidad en los

animales que ya habian desarrollado ascitis en el momento de la inoculacion. Sin embargo, en el
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presente estudio, no hemos evaluado la actividad antimicrobiana del liquido ascitico en las ratas

cirréticas.

En tercer lugar, la gran sobrecarga de liquido inyectado en la cavidad peritoneal también podria
contribuir a la mayor mortalidad en las ratas con cirrosis que no han desarrollado ascitis en
comparacion con las que presentaban ascitis, observando una tendencia a una mayor mortalidad
en las ratas sin ascitis inoculadas con 10® ufc/ml con volimenes crecientes. Sin embargo, este
efecto no se observé en ratas cirréticas infectadas con 10° ufc/ml debido a que la concentracion
de E. coli de 10° ufc/ml es tan elevada que produce una mortalidad de casi el 100%
independientemente del volumen que se inocule. Esto nos lleva a pensar que, aparte del efecto
del volumen del liquido, es importante también la concentraciébn de bacterias en la infeccion.
Hemos observado que a concentraciones muy bajas de bacterias no hay mortalidad y sin

embargo a concentraciones crecientes va aumentando hasta llegar al 100%.

El efecto del volumen del liquido en la cavidad abdominal ya se ha estudiado en diversos
trabajos en los que se observa que el volumen del liquido ascitico de la cavidad abdominal puede
diluir las opsoninas y obstaculizar la fagocitosis %> %2 debido a que los fagocitos solo fagocitan
bacterias ante cantidades suficientes de opsoninas. También se ha observado en diferentes
estudios que cuanto mayor es el volumen de liquido en la cavidad peritoneal, si las bacterias no
han sido eliminadas en las primeras fases, porque han escapado del aclaramiento y la
fagocitosis, las bacterias tienen una mayor capacidad de multiplicarse en la cavidad peritoneal al
encontrarse en un medio méas idéneo “®. En un estudio se administraron volimenes similares de
agua por sonda orogéstrica para evaluar la capacidad para excretar agua libre en las ratas

cirréticas con ascitis pero no apreciaron una mayor mortalidad 2.

Protocolo 3. Efecto de la administracién de un tratamiento antibiético sobre la

mortalidad y la respuesta de PMN en ratas cirréticas con PBI

En esta parte del estudio se utilizaron ratas cirréticas sin ascitis con PBI a las que se les
inocul6 1 ml a la concentracién de 10® 6 10° ufc/ml de E. coli, en un volumen de 20 ml para
comprobar el efecto de la administracion de un tratamiento antibiotico (ceftriaxona) sobre la

mortalidad y la respuesta de PMN en el liquido peritoneal.

Se observé que todas las ratas cirréticas infectadas con una concentracion inicial de 10° ufc
en 1 ml de E. coli en un volumen de 20 ml y tratadas con ceftriaxona sobrevivieron a la infeccion,
mientras que solo el 27% de las ratas infectadas con 10° ufc en 1 ml de E. coli y 20 ml
sobrevivieron (p<0.01). Estos datos sugieren que el tratamiento antibiotico es eficaz en este
modelo de PBI, al igual que en pacientes con PBE ©* 8 Sin embargo, hemos observado que la
concentracion del in6culo es importante para solventar la infeccion y que las ratas infectadas con

un indculo alto probablemente requieren otras estrategias adicionales para resolver la infeccion.
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= ESTUDIO 2:

Estudio del efecto de la administracion de un tratamiento antibiético asociado o no a

un inmunomodulador anti-TNF @ sobre la mortalidad en ratas cirréticas con PBI

En este estudio evaluamos una nueva estrategia terapéutica para intentar reducir la
mortalidad durante los episodios de peritonitis bacteriana en ratas con cirrosis. Utilizamos el
modelo que desarrollamos en el primer estudio de esta Tesis Doctoral de PBI en ratas con
cirrosis sin ascitis, a las que se les inoculé 20 ml de agua en la cavidad peritoneal y 1 ml de agua

con una concentracion de 10° ufc/ml de E. coli.

Los objetivos de este estudio se centraron en estudiar el efecto de la administracién de anti-
TNFa mAb (anticuerpo monoclonal que bloguea el TNFa) con o sin antibiotico (ceftriaxona) en la

respuesta inflamatoria y en la mortalidad en el modelo de ratas cirréticas con PBI.

En el grupo de ratas a las que se les inoculé una concentracion de 10° ufc de E. colien 1 ml
y 20 ml de agua en la cavidad peritoneal y que no recibieron tratamiento, la mortalidad fue del
100% (15/15), igual que la obtenida en el estudio 1 de nuestra Tesis en ratas cirréticas sin ascitis
y con PBI a la misma dosis. También la mortalidad fue del 100% en el grupo que recibié solo anti-
TNFa (15/15). Por lo tanto, la administracion de anti-TNFa en este modelo no conseguia reducir

la mortalidad por si sola.

La administracion de ceftriaxona sola redujo la mortalidad a un 73.3% (11/15), sin alcanzar
significacion estadistica. Sin embargo, la administracion de ceftriaxona combinada con anti-TNFa
redujo la mortalidad al 53.3% (8/15; p<0.01 respecto al grupo de ratas que no recibi6 tratamiento

antibiotico).

Realizamos una evaluacién de los grupos de ratas que no recibieron tratamiento antibiotico
(sin tratamiento y aquellos que recibieron anti-TNFa) y aquellos que si recibieron tratamiento
antibiotico (los que recibieron ceftriaxona sola y/o conjuntamente con anti-TNFa). Las ratas con
PBI que no recibieron tratamiento antibiético inoculadas con 10° ufc en 1 ml de E. coli en un
volumen de 20 ml presentaron una mortalidad del 100%, mientras que en aquellas que recibieron
tratamiento antibiético con o sin anti-TNFa la mortalidad disminuyé a un 63% (21/30; p<0.001).
Por lo tanto, podemos sugerir que la administracion conjunta de anti-TNFa y una cefalosporina de
tercera generacion reduce la mortalidad en este modelo experimental, probablemente debido a la
accion del antibidtico y a la accion moduladora de la respuesta inflamatoria por la administracion
del anti-TNFa. Sin embargo, este beneficio no fue estadisticamente significativo si comparamos
ratas tratadas solo con ceftriaxona respecto a aquellas sin tratar (73% vs 100%; pNS). Por lo
tanto, la accion conjunta puede ejercer algun beneficio para reducir la mortalidad en este modelo

experimental y abre el camino a seguir investigando sobre esta accion bajo nuevas perspectivas.
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Probablemente, serian necesarios estudios adicionales incluyendo mas animales para evaluar si
la asociacion de la terapia antibidtica junto al anti-TNFa podria ser un posible enfoque terapéutico

para reducir la mortalidad en pacientes cirréticos con PBE.

Dado que el TNFa es parte de la respuesta inmunitaria normal frente a las infecciones
bacterianas, es necesario estudiar en profundidad si la administracion de anti-TNFa podria dar
lugar a un aumento del riesgo de sobreinfecciones bacterianas. En el presente estudio no
observamos sobreinfecciones en aquellas ratas tratadas con antibiéticos y anti-TNFa respecto a
las tratadas solo con antibidtico, sino mas bien una tendencia a todo lo contrario en aquellas ratas
que sobrevivieron. En las ratas supervivientes se realizaron cultivos de muestras de la
laparotomia para estudio de la TB. Tres de las 4 ratas tratadas con ceftriaxona presentaban TB
respecto a solo 1/7 del grupo que recibieron anti-TNFa junto a ceftriaxona (p=0.08). Estos
resultados son similares a otros reportados previamente por nuestro grupo “*¥, que demostraron
gque la administracién de anti-TNFa en ratas con cirrosis y ascitis estéril disminuia la incidencia de
TB a GLM respecto al grupo de ratas no tratadas. Por ello, se debe ser prudentes a la hora de
recomendar inmunomoduladores como el anti-TNFa una vez la infeccion esta establecida.

Estudios futuros deberian clarificar mejor esta observacion.

Actualmente aparte del anti-TNFa también se estan estudiando otro tipo de inhibidores de
TNFa, como moléculas no monoclonales relacionadas con derivados de la xantina tales como la
pentoxifilina “® o el receptor de serotonina 5-hidroxitriptamina (2A) o agonistas tales como 2,5-
dimetoxi-4-iodoanfetamina “°®. Estas nuevas estrategias terapéuticas se podrian utilizar para
evaluar los resultados obtenidos en esta Tesis en terapias con o sin antibidticos con estos nuevos

tipos de inmunomoduladores y ver su posible utilizacién en la clinica.

Los resultados analiticos destacados en este estudio revelan, en primer lugar, que el NOx
fue el Gnico pardmetro analitico a las 4 horas postinfeccion que mostré diferencias
estadisticamente significativas entre aquellas ratas que sobrevivieron y las que no. Se observo un
aumento significativo de los niveles de NOx en aquellas ratas que no sobrevivieron (125.46 + 62.0
nmols/ml) respecto a aquellas ratas que sobrevivieron (84.96 + 26.9 nmols/ml; p<0.05). Estos
resultados son similares a los que se ha observado en pacientes con PBE *® y podria estar
relacionado con episodios repetidos de TB y estimulacion de la respuesta inmune antes de la
inyeccién intraperitoneal con E. coli. Diversos estudios han demostrado que productos
bacterianos como lipopolisacarido o el ADN bacteriano son capaces de estimular la respuesta
inmune a través de receptores TLR4 y 9, respectivamente ®** °” vy que niveles de NOx maés
elevados se correlacionan con trastornos hemodindmicos graves, lo que podria tener valor
predictivo de mortalidad. Estudios en pacientes con PBE también han observado niveles elevados
de NOx y de TNFa durante los episodios de PBE. Estos marcadores serian por lo tanto Utiles

para predecir complicaciones tales como la insuficiencia renal y la mortalidad ©* 78 198 199 Ep
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estudios realizados por nuestro grupo se han detectado episodios de TB en muestras
secuenciales de sangre de pacientes con PBE en tratamiento con antibidticos, mediante la
determinacion de la presencia de fragmentos de ADN bacteriano en sangre. En dicho estudio se
observd que los niveles de ADN bacteriano se relacionan de forma directa y significativa con
citoquinas proinflamatorias y NOx @"”. En otro estudio de Lopez-Talavera en un modelo en ratas
con hipertension portal, el anti-TNFa parece disminuir las alteraciones hemodinamicas “°°, asi
como reducir los episodios de TB en un modelo de cirrosis “°¥. Estos datos sugieren que la
modulacion de la respuesta inflamatoria podria mejorar la supervivencia, apoyando nuestra
hipotesis de que el uso de un anti-TNFa selectivo contra TNFa junto con un antibiético como

ceftriaxona seria capaz de disminuir la mortalidad en pacientes con PBE.

En segundo lugar, si comparamos los niveles de TNFa entre las 4 horas postinfeccion y los
obtenidos en la laparotomia en aquellos animales que sobrevivieron, observamos que
disminuyeron los niveles de TNFa tras recibir ceftriaxona sola o en combinacién con anti-TNFa,
aunqgue los resultados solo alcanzaron significacion estadistica en el grupo de tratamiento que
recibié ceftriaxona y anti-TNFa (p<0.05). No se alcanzé significacién estadistica en el grupo
tratado solo con ceftriaxona. Esto es debido seguramente a la especificidad del anti-TNFa mAb
utilizado en esta investigacion que permite disminuir los niveles de TNFa, consiguiendo
conjuntamente con el tratamiento antibiético una disminucion del estado proinflamatorio una vez
resuelta la infeccion. La administracion de ceftriaxona y anti-TNFa en un modelo de PBI, por
tanto, disminuye los niveles séricos de TNFa. Sin embargo, en el presente estudio no se
observan diferencias significativas en la supervivencia en las ratas cirréticas con PBI tratadas con
antibiéticos asociados o no a la administracion de anti-TNFa. Serian necesarios estudios
adicionales que incluyeran mas animales para evaluar si la asociacion de antibiotico y anti-TNFa
podria ser util para reducir la mortalidad en ratas cirréticas con PBI, antes que esta combinacion

terapéutica pueda ser evaluada en estudios clinicos.

El modelo experimental de PBI es una herramienta (til para evaluar la eficacia del
tratamiento combinado de un antibiético con un inmunomodulador y podria ser de gran utilidad

para el estudio de nuevas terapias en estos pacientes.
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ESTUDIO 1:

Desarrollo de un nuevo modelo experimental de cirrosis y peritonitis bacteriana

inducida mediante la inoculacién intraperitoneal de E. coli

v' Desarrollamos un nuevo modelo experimental de peritonitis bacteriana inducida en ratas
cirréticas con o sin ascitis que es facilmente reproducible, mediante la inoculacion

intraperitoneal de E. coli, el microorganismo mas comun en pacientes con cirrosis y PBE.

v' La inoculacion intraperitoneal de E. coli produce una rapida respuesta polimorfonuclear en

la cavidad peritoneal tanto en ratas cirréticas con o sin ascitis.

v La mortalidad tanto de las ratas control como de las ratas con cirrosis con 0 sin ascitis

depende directamente de la concentracion del indculo.

v En el modelo de peritonitis inducida en ratas cirrticas sin ascitis, la mortalidad esta

relacionada tanto con la concentracién del in6culo como con el volumen inoculado.

v La mortalidad de les ratas cirrGticas con peritonitis bacteriana inducida fue

significativamente superior en ratas sin ascitis que en aquellas con ascitis.
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ESTUDIO 2:

Estudio del efecto de la administracion de un tratamiento antibiético asociado o no a
un inmunomodulador anti-TNF @ sobre la mortalidad en ratas cirroticas con peritonitis

bacteriana inducida

El tratamiento con ceftriaxona reduce la mortalidad en un 28.6% en el modelo
experimental de ratas cirrgticas sin ascitis con peritonitis bacteriana inducida inoculadas

con 10° ufc/ml de E. coli en 20 ml de agua estéril.

La administracion de anti-TNFo solo no modifica la mortalidad en este modelo

experimental respecto al grupo tratado con placebo.

La asociacion de ceftriaxona y anti-TNFa reduce significativamente la mortalidad en

comparacion con el tratamiento anti-TNFa solo y el grupo placebo.

La administracion de ceftriaxona y anti-TNFa disminuye los niveles séricos de TNFa.
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